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Resum

RESUM:

La Ciclosporina A (CsA) és un immunosupressor ampliament utilitzat per evitar el
rebuig de I'drgan trasplantat. Malgrat tot, el seu Us s’ha vist limitat pels seus marcats
efectes nefrotoxics. En el rony6 s’observa una diferent sensibilitat a la CsA segons el
tipus cel-lular, sent les cél-lules dels tubuls proximals les més sensibles. En aquest
sentit, diversos treballs anteriors demostren la capacitat de la CsA d’induir efectes
toxics directament sobre la cél-lula tubular en cultiu. L’objectiu d’aquesta tesi ha estat
estudiar els efectes toxics de la CsA en cél-lules derivades del tabul proximal de
ratolins i intentar determinar els mecanismes moleculars implicats en la toxicitat per
CsA. Per a aquest fi s’ha analitzat els efectes del tractament amb CsA en la viabilitat
cel-lular i sobre dues importants vies de senyalitzacié implicades en mecanismes de
supervivencia i mort com soén les vies ERK 1/2 i PI3K. Els nostres resultats mostren
que el tractament amb CsA indueix toxicitat i pérdua de la viabilitat cel-lular de manera
dosis i temps depenent. El tractament amb CsA també indueix 'activacié d’ambdues
vies, si bé amb diferents conseqiéncies fisiologiques. Aixi, I'activaci6 d’ERK no
participa en els efectes toxics de la CsA mentre que el bloqueig d’algunes isoformes
de PI3K resulta en un important rescat de la citotoxicitat. En analitzar els mecanismes
que condueixen a aquests efectes, hem observat que els efectes de la CsA sobre la
viabilitat i Il'activacié d’aquestes vies de senyalitzaci6 venen mediades per la
transactivacié del receptor de EGF (EGFR). L’activacié del EGFR depén, al seu torn,
de la secrecio d’'un 0 més factors en resposta a CsA i que actuarien per un mecanisme
autocri sobre la propia cél-lula. En el procés d’activacié de EGFR estarien implicades
també les metal-loproteinases de matriu (MMPs). Els nostres resultats mostren que
aquest component secretat en resposta a CsA és un factor d’'unié a heparina que
actuaria a través de la unié a proteoglicans de tipus heparan sulfats (HSPGs) de la
superficie cel-lular. En lintent d’identificar aquest factor hem pogut descartar la
implicacié del TGF-3, a priori un bon candidat, i hem comprovat la implicacié al menys
indirecta de la Ciclofilina B (CypB), el receptor intracel-lular de la CsA. En conclusio,
els nostres resultats demostren que la CsA és capag¢ d’induir diferents respostes en les
cél-lules PCT3, on part d’aquest efectes vindrien mediats per un “loop” autocri en la
que es secretaria un factor d’'unié a heparina que activaria EGFR i desencadenaria
I'activacio de ERK, PI3K i la toxicitat cel-lular. En un futur, la identificacié dels factors
secretats en resposta a CsA podria aportar una valuosa informacié en el tractament de

la nefrotoxicitat cronica per CsA.
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Introduccié

1. LA CICLOSPORINA A

La ciclosporina A (CsA) és un undecapéptid ciclic aillat del fong Tolypocladium
inflatum (Fig. 1) utilitzat com a immunosupressor donada la seva capacitat d’inhibir la
produccié de interleucinas (IL) resultant de la activacié antigénica de limfocits (Borel et
al.,, 1976). Les propietats immunosupressores de la CsA han estat ampliament
utilitzades per evitar el rebuig agut dels organs trasplantats. A més, també s’ha utilitzat
amb éxit en el tractament de malalties autoimmunes (Kahan, 1993). Malgrat la seva
important repercussioé clinica el seu Us s’ha vist limitat pels efectes toxics que produeix,

essent la nefrotoxicitat el més important d’ells (Bennett et al., 1996).

I\ 5-? ., Figura 1. Estructura de la CsA.
| Extret de Cardenas et al., (1998).
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1.1 Efecte immunosupressor de la CsA

El mecanisme pel qual la CsA exerceix el seu mecanisme immunosupressor
sobre el limfocit T és ben conegut. L’activacio del limfocit T depén del reconeixement
de I'antigen per part del receptors de les cél-lules T (TCR) en preséncia d’'un senyal
coestimulador adequat, generalment CD28, activant-se aixi dues vies de senyalitzacio
independents que convergeixen en la produccié d'IL-2 (Fig. 2). La interaccio antigen-
TCR provoca la fosforilacié de les tirosines en la cua citoplasmatica de CD3 per part
de les quinases c-Ick o c-fyn. Un cop fosforilades aquestes regions s’hi poden unir
proteines amb dominis SH2 (src homology 2), com Zap70, que mediaran en la
formacio de complexos que contindran proteines clau en la senyalitzacié a l'interior de
la cél'lula com la PLCy (fosfolipasa C), Grb-2 (growth factor binding protein), PI3K
(fosfatidil inositol 3 quinasa) i altres. L’activacié de la PLCy produeix la hidrdlisis del
fosfatidil inositol 4,5-bifosfat (Ptdins-(4,5)P,) generant-se diacilglicerol (DAG), que
activa la PKC, i inositol 1,4,5-trifosfat (Ins-(1,4,5)P3), que interactua amb els receptors
de membrana del reticle endoplasmatic obrint-ne els canals de calci (Ca®*) (Clements

et al., 1999, Weber et al., 1992). Aquest increment citosolic de Ca®* provoca I'activacio
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de la calmodulina (CaM), que alhora s’uneix i activa a la calcineurina (CaN), una
serina-treonina fosfatasa també anomenada PP2B (protein phosphatase 2B) (Rushak
and Mertz, 2000). La calcineurina és un heterodimer que consta de dues subunitats,
una subunitat catalitica (calcineurina A, CnA) i una subunitat reguladora (calcineurina
B, CnB). La calmodulina activada interactua amb CnA i allibera el domini autoinhibitori
del lloc actiu, portant a I'activacié de la seva activitat fosfatasa. En limfocits, la
calcineurina desfosforila el factor de transcripcid6 NFAT (nuclear factor of activated T
cell). Aquesta desfosforilacié provoca un canvi conformacional que exposa el senyal
de localitzacié nuclear i n"Taugmenta la seva afinitat pel DNA, de manera que NFAT es

transloca a nucli i s'uneix al promotor de IL-2 (Crabtree et al., 1994).

| Antigen

TCR

CD28
CDh4 cD3

| DI\G<— PIP, o (oG |
l ) l y\
T

/ Caz*% CsA-Cyp
.KB( = CE / l
& By T o
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>
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Figura 2. Mecanisme d’activacié del Limfocit T. Esquema simplificat de I'activacié del TCR
en preséncia de senyals coestimuladors activant-se diferents vies de senyalitzacié que
convergeixen en la produccio de IL-2. S’indica també el punt on la CsA acomplexada amb Cyp
bloca I'activacié del limfocit.

L’activacié transcripcional del gen de IL-2 requereix la interaccié cooperativa de
diferents factors de transcripcié a més del NFAT, com AP-1 (activator protein 1) i NF-
kB (nuclear factor-kappa B). Aixi, la unié6 de CD28 porta a l'activacié de la PI3K que
promou el pas de Ptdins-(4,5)P, a Ptdins-(3,4,5)P; activant-se les JNK quinases.
Aquestes fosforilen c-Jun que heterodimeritza amb Fos formant AP-1, que assegura

una unié més estable de NFAT al DNA. c-Jun també és substrat de ERK1/2, que el
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fosforila, fet que augmenta la seva activitat (Woodgett et al., 1990). Aixi, la
senyalitzacio per calci esdevé dependent de una senyalitzacié coincident per Ras/PKC.
Tot i que les vies JNK i p38 han estat tradicionalment involucrades en respostes a
estrés, com inflamacié o apoptosis, ambdues vies estan implicades en l'activacié dels

limfocits T quan és induida a través del TCR i CD28.

La CsA inhibeix I'activacio dels limfocits T bloquejant la transcripcio dels gens de
les citoquines, entre ells els de IL-2 i IL-4. La CsA exerceix el seu efecte
immunosupressor a través de la unié als seus lligands intracel-lulars, les ciclofilines
(Fig. 3), (Schreiber et al., 1991, Liu et al.,, 1991). Les ciclofilines sén proteines
xaperones amb activitat peptidil-prolil cis-trans isomerasa (PPlasa) que descriurem
més endavant. Unicament quan la CsA s’ha unit al seu lligant és capac d’unir-se a la
subunitat catalitica de la calcineurina, inhibint-ne I'activitat fosfatasa i impedint aixi la
desfosforilacié de NFAT i la seva consequient translocacio a nucli per induir I'expressié
de IL-2 (Fig. 2). Malgrat que la uni6 amb CsA inhibeix I'activitat PPlasa de les
ciclofilines, aquesta inhibicié no esta involucrada en el mecanisme immunosupressor
doncs alguns analegs incapagos de bloquejar I'activacio de les cél-lules T sén encara

capacos d’inhibir I'activitat PPlasa (Bierer et al.,1990; Sigal et al., 1991).

Figura 3. Models estructurals de la
interacciéo entre CsA, ciclofilina A i
calcineurina. Els residus de |la
calcineurina implicats en la uni6é a Cyp
es representen amb boles blaves
mentre que els residus d’unié a CsA es
representen en rosa. Extret de Fox et
al., (2002).

Paral-lelament, el complex ciclofilina-CsA és capag¢ també de bloquejar 'activacié
de les vies de JNK i p38 quan sén induides per una senyal depenent d’antigen i
independent de Ca?" i calcineurina, doncs aquest no és bloquejat per FR901725, un
inhibidor directe de la calcineurina que no interactua amb les ciclofilines (Matsuda et al.,
2000). Curiosament, la CsA no és capa¢ d’inhibir I'activacié de JNK i p38 quan son
induides per estrés cellular. Com s’ha mencionat anteriorment, [lactivacio

transcripcional de IL-2 requereix de l'accid coordinada de diversos factors de
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transcripcid, els quals serien activats per aquestes vies. Aixi, el fet que la CsA sigui
capa¢ d’inhibir dues vies independents que participen conjuntament en l'activacié del

limfocit expliquen 'elevada especificitat de la seva activitat immunosupressora.

1.2 Nefrotoxicitat per CsA

Els ronyons sén els principals drgans del sistema urinari, el qual purifica la sang
extraient-ne els productes catabolics i substancies de desfet eliminant-les de
I'organisme a través de la orina. Cada dia els ronyons filtren al voltant de 180 litres de
sang, aproximadament quatre vegades més del que pot arribar a passar a través de
qualsevol altre organ. Degut a aquestes grans quantitats, els ronyons estan més
exposats a les substancies toxiques presents a la sang i son per tant més vulnerables

al dany per aquestes substancies.

Tub
contornejat Tub Cada ronyé huma conté al voltant
proximal contornejat

distal d’'un milié d’'unes estructures anomenades

nefrones que en constitueixen la unitat

Arteriola funcional (Fig. 4). Cada nefrona esta
aferent
constituida pel corpuscle renal, l'aparell

Vena juxtaglomerular, el tubul proximal, la nansa

eferent \ de Henle i el tubul distal. El corpuscle
Colector

renal és on la sang és filirada. Esta
cortical

formada per una xarxa de capil-lars (el

glomérul) i duna estructura que

Nansa *

de Henle embolcalla aquests capil-lars (capsula de

Bowman). La sang flueix dintre el
Figura 4. La nefrona, la unitat morfologica . ]
basica del ronyé. Extret i modificat de glomeruls, on el plasma passa a través de
hitp//vzajic.tripod.com/nephron.jpg. les parets dels capil-lars, es recull a la
capsula de Bowman i és posteriorment conduit al tubul renal. En els tubuls renals es
produeix el processament del filtrat, que té la finalitat de conservar els nutrients
essencials com glucosa, vitamines i aminoacids entre d’altres, s’encarrega de reduir al
maxim la quantitat d’aigua i sals secretades, a I'hora que elimina els compostos de

rebuig i substancies potencialment toxiques per a I'organisme que passaran a la orina.

Com s’ha mencionat anteriorment, es coneixen amb bastant detall les vies de

senyalitzacioé implicades en I'efecte immunosupressor de la CsA, perd encara no son
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del tot conegudes les causes i mecanismes de la seva especificament elevada toxicitat
renal. La nefrotoxicitat per CsA compren dos formes de dany renal molt diferents. La
nefrotoxicitat aguda induida per CsA és un fenomen mediat per canvis hemodinamics,
caracteritzat per I'abséncia de canvis estructurals permanents i per la reversibilitat
quan es disminueix o s’elimina I'administracié del farmac. Per contra, la nefrotoxicitat
cronica per CsA és una lesio associada a prolongades exposicions a CsA, on es
desenvolupa una fibrosi intersticial renal, progressiva i irreversible, seguida per una
important disminucié de la funcié renal (Cattaneo et al., 2004). A continuacié detallem

cada forma de toxicitat:

La toxicitat aguda s’ha associat a un desequilibri local entre vasodilatadors i

vasoconstrictors que condueix a una intensa vasoconstriccid, preferentment de
I'arteriola eferent, resultant en una reduccié del flux sanguini renal i una disminucié de
'index de filtracio glomerular (Cattaneo et al., 2004). La vasoconstriccio induida per
CsA és un procés complex, causat per la interaccié de diferents mecanismes (Conger
et al., 1994). Entre aquests trobem l'increment de l'activitat del sistema Renina-
Angiotensina (RAS), (Lee et al., 1997). També s’ha descrit que la CsA estimula
l'alliberament de ET-1 (endotelina 1) en cél-lules epitelials de rony6 en cultiu i s’ha
observat un augment dels receptors per ET-1 en rates amb nefrotoxicitat aguda per
CsA (Perico et al., 1990). Els eicosanoids produits en la via de la ciclooxigenasa
(COX) juguen un paper important en el control del flux sanguini renal. La CsA provoca
un desequilibri en els nivells d’aquests metabdlits, observant-se nivells elevats de
tromboxa (TX) i disminucié dels nivells de prostaglandines E, i I, amb el conseqtient
efecte vasoconstrictor (Coffman et al., 1987; Ruiz et al., 1989). S’ha descrit que la CsA
augmenta la sintesis renal de TX A, i que aquest fet podria comportar una disminucié
de l'index de filtracié glomerular (Perico et al., 1986; Schnabel et al., 1991). També
s’ha descrit una significativa incidéncia d’hipertensié en pacients tractats amb CsA
(Ginsberg et al., 1991; Wolf et al.,, 1995). A nivell histoldgic, la toxicitat aguda es
manifesta de forma important en el tibul proximal renal, on es perd l'estructura de
“brush border” i es produeix vacuolitzacié, predominantment en el segment S3 (pars
recta), causada per la dilatacio del reticle endoplasmatic que apareix buit (Mihastch et
al., 1998).

En la nefrotoxicitat cronica es déna una fibrosi intersticial irreversible amb atrofia

tubular que es desenvolupa aproximadament als 6-12 mesos de terapia amb
limmunosupressor (Fig. 5), (Mihatsch et al., 1989, Mattos et al., 2000). Els

mecanismes que condueixen a aquesta fibrosi intersticial no es coneixen amb
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profunditat, perd s’ha suggerit que la vasoconstriccié cronica podria contribuir a la
fibrosi (Kopp et al., 1990). S’ha demostrat tant en animals com en cél-lules del tubul
proximal en cultiu que el tractament amb CsA augmenta I'expressio del mRNA de
diferents col-lagens (Nast et al., 1991, Wolf et al., 1992 i 1995). També s’ha descrit que
la CsA és capag¢ d’induir la sintesis de TGF- “in vitro” i “in vivo” (Li et al., 1991) i
alguns estudis han involucrat el TGF-p en la progressiéo de malalties renals (Klahr et
al., 1995). El TGF-p és capac¢ d’estimular les cél-lules a incrementar la seva matriu
extracel-lular (ECM) i disminuir la produccid de proteases degradadores de ECM
(col-lagenases), induint un estat profibrogénic (Massagué, 1990). Les fonts potencials
de TGF-B intersticial al rony6 inclouen macrofags intersticials, fibroblasts i cél-lules del
tubul epitelial. S’ha proposat també un important rol de I'angiotensina Il (Ang Il) en la
nefrotoxicitat cronica. Com hem mencionat anteriorment, la CsA activa el sistema RAS.
L’Ang Il és un potent factor de creixement induint I'activacio de fibroblasts i la deposicié
de matriu extracel-lular, i la seva administracid pot causar dany tubulointersticial

semblant al del tractament cronic amb CsA (Ruiz Ortega et al., 1997).

Arterioles

Figura 5. Efectes histologics del
tractament amb CsA. Cortex
renals de rates deprivades de sal i
tractades amb vehicle (VH), 5
mg/kg/dia (CsA 5) o 10 mg/kg/dia
(CsA 10) i sacrificades als 28 dies.
Les rates tractades amb dosis
baixes de CsA mostren dany
tubulointersticial i arteriolopaties,
ambdos minims i no significatius. A
dosis més altes de CsA s’observa
fibrosi intersticial, atrofia tubular i
acumulacié de material eosinofilic
dintre de les célllules de la
musculatura llisa de les arterioles
aferents. Extret i modificat de
Shihab et al., (2004).

També s’ha suggerit la participacié de radicals lliures tant en la nefrotoxicitat
aguda com cronica. S’ha descrit que la CsA podria induir I'expressié de eNOS
(endothelial constitutive nitric oxide synthase) per un mecanisme mediat per ROS
(Lépez Ongil et al., 1998). En ceél-lules mesangials en cultiu, la CsA indueix la sintesi
de peroxid d’hidrogen de manera dosi i temps depenent a I'hora que inhibida per els
antioxidants vitamina E i Seleni (Perez de Lema et al., 1998). S’ha descrit la
peroxidacio de lipids de membrana com a un mecanisme que comporta mort cel-lular,

a través de la destrucci6 directa de la membrana o alterant la fluidesa o el potencial de
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membrana (Pietrangelo et al, 1990). L’ antioxidant a-tocoferol és un potent inhibidor de
la peroxidacioé de lipids i s’ha demostrat molt efectiu evitant la citotoxicitat per CsA en
hepatocits de rata (Wolf et al., 1997). L’administracié de CsA en rates també comporta
la disminucié dels nivells d’antioxidants tant enzimatics (com la catalasa o la superoxid
dismutasa), com no enzimatics (glutatid, acid ascorbic, vitamina E) (Amudha et al.,
2006). Aixi, ha estat ampliament descrit que el tractament amb diferents antioxidants
exogens és capagc de revertir els efectes de la CsA.

En general, aquestes observacions suggereixen que la nefrotoxicitat cronica per
CsA és el resultat de la combinacié de esdeveniments que indueixen una persistent
vasoconstriccié preglomerular i mecanismes que actuen directament en les cél-lules
tubulointersticials, que finalment conduirien al desenvolupament de arteriolopaties i
fibrosi intersticial (Fig. 6). La interaccio entre I’Ang Il, macrofags, fibroblasts, i cél-lules
residents comportaria la sobreexpressio de substancies profibrotiques i la inhibicioé de
components antifibrotics (tals com les metal-loproteinases) en un cicle autosostingut
d’activacié del sistema RAS, reclutament de macrofags i increment de la deposicié de

matriu extracel-lular (Cattaneo et al., 2004).

CsA
Afferent arteriole I Interstitial Angiotensin 11
vasoconstriction inflammation generation
macrophage Resident cells

I

Growth factor, cytokines, endothelin, nitric oxide,
prostaglandins, free radicals

e N\

ECM deposition, impaired Retroactivation of interstitial

proteolysis,apoptosis inflammation

!

Renal scarring

Figura 6. Model de nefrotoxicitat cronica per CsA proposat per Cattaneo et al., (2004).
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1.3 Toxicitat cel-lular de la CsA

Com acabem de descriure, la nefrotoxicitat per CsA s’associa amb canvis aguts
en la hemodinamica renal seguits per dany tubular irreversible. No ha estat del tot
establert si aquestes alteracions tubulars sén secundaries als canvis hemodinamics o
reflecteixen una toxicitat tubular directe de la CsA. Existeixen moltes dades, pero, que
demostren la capacitat de la CsA d’induir efectes toxics directament sobre la cél-lula
tubular en cultiu. En el rony6 s’observa una diferent sensibilitat a la CsA segons el
tipus cel-lular, sent les cél-lules dels tubuls proximals les més sensibles (Wilson et al.
1988). Les evidencies morfoldgiques suggereixen que el dany tubular més primerenc
es dona en el segment S3 del tubul proximal i aquest dany es mostra com un augment
de volum del reticle endoplasmatic i una gran vacuolitzacié (Mihatsch et al., 1986). En
la cél-lula tubular en cultiu s’han descrit ampliament els efectes citotoxics de la CsA.
Els mecanisme de mort cel-lular en resposta a CsA depenen de la dosi emprada (Fig.
7). Amb dosis de I'ordre nanomolar, la CsA induiria apoptosis mentre que a dosis de
micromolar, la mort seria per necrosi (Healy et al., 1998). En cél-lules del tubul
proximal en cultiu també s’ha descrit aturada del cicle cel-lular i un augment en
I'expressio de p53 precedint la pérdua de viabilitat cel-lular (Lally et al., 1999). Aquest
fet es correlaciona amb experiments fets in vivo, on 'administracié de CsA a rates
augmenta I'expressié de p53 i Fas, augmenta I'activitat de la caspasa-3 i disminueix
I'expressio de Bcl-2. (Shihab et al., 1999).

A B [
1000 § 1000 1 1000
800 800 1 800
2 2 NS > i
5= A = optatic = Apoptotic
5 600 ! -&optotuc § 6001 Apop £ 600
E] N L ] 2
& / ] & &
o 400 #-‘ < 400 4 o 400
200 | sl 200 200
0 e s R 0 ; - : ‘ 0 - . T
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 8OO 1000 0 200 400 6000 8OO 100
Size Size Size

Figura 7. Analisi per citometria de flux dels efectes de dosis baixes i altes de CsA en la
mida i granulositat de les cél-lules LLC-PK1. (A) Control. (B) 4.2 nM CsA. (C) 42 uM CsA.
Extret i modificat de Healy et al., (1998).

S’han realitzat diferents estudis per determinar les dianes moleculars
responsables de la elevada toxicitat de la CsA en céllules renals, amb diferents

resultats:
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- S’ha demostrat que la CsA provoca una disminucié de I'activitat gluconeogénica
dels tubuls proximals renals inhibint selectivament I'expressié de la fosfoenolpiruvat

carboxiquinasa (PEPCK), fet que no es dona a nivell hepatic (Morris et al., 1992).

- S’ha descrit que la CsA podria alterar la fosforilacido de proteines en membranes
renals, observant-se increments en I'activitat de PKC (Oriji et al., 1999) i de tirosina
proteina quinases en membranes basolaterals perd no en el “brush border”
després de tractaments en CsA (Demeule et al., 1994). Altres articles pero,
suggereixen que la CsA podria inhibir la PKC de manera dosi-depenent en el
citosol de cél-lules epitelials renals (Walker et al., 1989), i cardiomiocits (Murat et
al., 2000).

- En estudis de toxicitat per CsA en rates, 'administraciéo de CsA produeix canvis en
la traduccié microsomal de manera dosi-depenent i especifica de teixit (Buss et al.,
1994). Els efectes de la CsA es produeixen en la fase d’elongacio de la traduccio,
que ve regulada per la fosforilacio reversible del factor d’elongacio 2 (EF2). Mentre
que en microsomes de ronyd el tractament amb CsA provoca un increment de la
fosforilacio de EF2 i per tant la inhibici6 de la traduccid, en fetge la CsA disminueix

la fosforilacid de EF2 estimulant la traduccié microsomal.

- S’han descrit diferents efectes de la CsA sobre els nivells intracel-lulars de calci.
Frapier et al., (2001) afirmen que el tractament amb CsA podria induir increments
febles perd significatius en la concentracié de calci intracel-lular basal, augmentar
els nivells induits per hormones i la freqiéncia d’increments espontanis. Gordjani
et al., (2000) descriuen que la CsA és capac¢ de promoure un increment del calci
intracel-lular a través de l'alliberacié del calci dels magatzems sensibles a Ins-P;
perd independentment del metabolisme d’aquests i de I'activitat PLC. També s’ha
descrit que la reduccié del calci extracellular o I'is d’antagonistes del calci
protegeix a les cél-lules del tubul proximal de la toxicitat induida per CsA (Wilson et
al., 1991). Els autors suggereixen un rol per la Calpaina, una cisteina-proteasa
citoplasmatica depenent de calci, en la toxicitat per CsA, doncs la inhibicid

d’aquesta proteasa en redueix la toxicitat.

- Estudis realitzats amb analegs de Ila CsA mostren que la capacitat
immunosupressora i la nefrotoxicitat son inseparables (Sigal et al., 1991), suggerint
que els mecanismes de transduccié de senyal implicats en ambdds casos eren

similars. Aixi, tot i que inicialment el NFAT era considerat un factor especific del
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limfocit, posteriorment s’ha demostrat la seva existéncia en muscul (Hoey et al.,
1995), s’ha descrit la preséncia de NFAT3 a cor (Molkentin et al., 1998) i a 'epiteli
pulmonar (Dave et al.,2004). A nivell renal s’ha identificat el mMRNA de NFAT3 i
NFAT4 sense que hi hagi evidéncies de la preséncia de proteina (Hoey et al.,
1995). Posteriorment perd, s’ha demostrat la preséncia de NFAT2 en cél-lules
mesangials de glomérul, on s’ha descrit un paper en la regulacio transcripcional de
la ciclooxigenasa-2 (COX-2), I'expressié de la qual és inhibida per CsA (Sugimoto
et al., 2001). NFATc1 s’ha trobat també present en cél-lules mesangials, cooperant
amb els factors de transcripcié Sp1/Sp2 i Egr-1 regulant la expressié de MT1-MMP
(membrane type | matrix metalloproteinase), enzim que juga un paper clau en els
processos proteolitics que es donen en la inflamacié glomerular aguda (Alfonso-
Jaume et al., 2004). Per altra banda, la calcineurina també és present al teixit
renal. El paper fisioldgic exacte de la calcineurina al ronyé es desconeix perd s’ha
evidenciat la seva implicacié en la regulacié de 'ATPasa Na/K de I'epiteli renal
(Tumlin et al., 1993; Lea et al., 1994), en senyalitzacié via receptors adrenérgics i
dopaminérgics, i de glucocorticoides i de mineralocorticoides (Tumlin et al., 1997).
També s’ha demostrat que la calcineurina té un paper clau en la via de transduccié
de senyals que regulen 'lhomeostasi renal dels fosfats extracel-lulars (Moz et al.,
2004).

Finalment s’ha descrit que les propies ciclofilines podrien estar implicades en la
toxicitat per CsA. En eucariotes inferiors s’ha demostrat que les ciclofilines (Cyp)
s6n mediadores de la toxicitat per CsA (Tropschug et al., 1989). Tot i que per
inhibir I'activitat PPlasa de les ciclofilines calen concentracions de CsA més altes
de les trobades en sérum de pacients trasplantats, en determinades
circumstancies podria donar-se un efecte de concentracié intracellular de CsA
suficient per inhibir-la (Rihlmann et al., 1997). Aixi s’ha vist que en cél-lules en
cultiu la CsA alenteix el plegament del procol-lagen | (Steimann et al., 1991) o de la
transferrina (Lodish et al., 1991). A més la CsA pot promoure la dissociacié de les
ciclofilines amb les seves proteines d’unié. CsA inhibeix la interaccié de CypA amb
el factor de transcripcio YY1, alterant aixi la transcripcié d’aquells gens regulats per
aquest factor (Yang et al., 1995). La unié de Cyp40 al factor de transcripcié C-Myb
inhibeix la seva capacitat d’'unié al DNA. La CsA inhibeix aquesta interaccié de
manera que C-Myb és capa¢ d'unir-se al DNA (Hunter et al., 1998). També s’ha
descrit que la CsA interfereix la uni6 de Cyp40 amb HSP90 per formar un

heterocomplex amb el receptor de glucocorticoides (Owens-Grillo et al., 1995).



Introduccié

2. LA CICLOFILINA B
2.1 Les ciclofilines son immunofilines

Les ciclofilines formen part de la superfamilia de les immunofilines. Les
immunofilines son proteines xaperones amb activitat peptidil-prolil cis-trans isomerasa
(PPlasa). L'enllag peptidic esta predominantment en la conformacié trans, malgrat aixo,
els residus de prolines tenen una probabilitat intrinseca relativament alta d’estar en cis.
Aixi, la trans-cis isomeritzacio de I'enllag peptidic en I'extrem N-terminal de les prolines
resulta essencial pel correcte plegament de la proteina. Aquest pas limitant és

accelerat per enzims amb activitat PPlasa.
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Malgrat que s’ha descrit que les immunofilines participen en el plegament de
péptids sintétics i proteines naturals com el col-lagen, I'inhibidor de la quimotripsina,
I'anhidrasa carbonica o la ribonucleasa, el mecanisme exacte es desconeix. Es més,
encara no es disposa d’evidéncies de si l'activitat PPlasa de les immunofilines és
absolutament essencial in vivo. De fet, les immunofilines poden actuar com a
xaperones de manera independent a la seva activitat PPlasa (Barik, 2006).

Les immunofilines van ser originalment dividides en funcié de la seva capacitat
d'unir diferents farmacs immunosupressors. La familia de les ciclofilines (Cyps)
uneixen la CsA, mentre que les FKBPs (FK506 binding proteins) uneixen macrolids
tals com FK506 (tacrolimus) i la rapamicina (sirolimus), els quals no guarden relacio
estructural amb la ciclosporina. Aquests compostos s’uneixen a la butxaca catalitica
del domini PPlasa inhibint-ne I'activitat PPlasa. Mentre que els complexos Cyp-CsA i
FKBP-FK506 exerceixen els seu efecte immunosupressor inhibint la calcineurina, el
complex FKBP-rapamicina no inhibeix la calcineurina pero si una proteina anomenada
mTOR (mammalian targed of rapamycin), una Ser/Thr proteina quinasa essencial per
a molts processos. Curiosament, tot i que ciclofilines i FKBPs comparteixen activitat
PPlasa, no mostren similituds ni a nivell de seqliiéncia ni d’estructura. Dins de cada
familia, pero, existeix un alt grau de conservacio estructural (Barik 2006, Hamilton i
Steiner, 1998).

15



Introduccié

Les ciclofilines son proteines ubiqles presents en bacteris, fongs, plantes i
vertebrats (Goéthel i Marahiel,1999). Els diferents membres presenten un alt grau
d’homologia i difereixen entre elles per la localitzacié subcel-lular i en I'afinitat per la
CsA, essent la CypB la que presenta una major afinitat per la CsA (Schneider et
al.,1994) i els majors nivells d’expressio en ronyd (Kainer et al., 2000). La CypB fou
clonada i caracteritzada per Price et al. en 1991. Aquesta es diferenciava de CypA, de
distribucio citosolica i amb la que mostra un 64% d’homologia (Fig. 9), per la preséncia
d'un péptid senyal caracteristic de proteines dirigides al reticle endoplasmatic en
'extrem N-terminal. En I'extrem N-terminal de la proteina madura també s’ha descrit
una senyal de localitzacié nuclear (NLS) (Rycyzyn et al.,, 2000). També presenta a
I'extrem C-terminal un senyal de retencio al reticle endoplasmatic (Arber et al., 1992).
A la part central CypB presenta 165 aminoacids que contenen el domini peptidl-prolil

cis/trans isomerasa i el domini d’unié a ciclosporina (Price et al., 1991).

1 10
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2.2 Localitzacié subcel-lular i secrecio

A més de trobar-se en reticle endoplasmatic i al complex de Golgi, CypB es troba
a la membrana plasmatica i secretada al medi. S’ha descrit també la preséncia de
CypB al nucli (Le Hir et al., 1995). Mentre que la localitzacié al reticle ve determinada
per la seva sequéncia, CypB no presenta dominis que explicarien la preséncia a la
membrana plasmatica. Aixi, el fet de trobar CypB en complexos estables en la
membrana indicaria un paper com a xaperona de proteines destinades a la membrana
plasmatica o a la secrecio, a més de la ja descrita funcié de PPlasa al reticle (Price et
al., 1994).

S’ha descrit la preséncia de CypB en diferents fluids biologics com la llet (Mariner
et al. 1996, Spik et al., 1991), en plasma (Denys et al., 1998, Allain et al., 1995) i en el
sobrenedant de cél-lules en cultiu (Davis et al., 1991). Aquest fet suggereix que una
petita fraccid de la CypB intracellular deu ser secretada i recuperada en l'espai
extracel-lular. La purificacio de la forma secretada de CypB a partir de la llet humana i
la posterior comparacié per espectrometria de masses amb la CypB recombinant
expressada en E. Coli va demostrar que la forma secretada era de menor pes
molecular. Aquesta diferéncia pot ser explicada per I'abséncia de 5 aminoacids (AIAKE)
dins la sequéncia de retencié a reticle de I'extrem C-terminal (VEKPFAIAKE). Aixi,
CypB seria processada per peptidases especifiques per tal de ser secretada (Mariller
et al., 1996). La preséncia de CypB en el medi extracel-lular suggereix I'existéncia de
proteines a la membrana cel-lular amb les que interactuarien. Aquesta interaccio, al
seu torn, haura de comportar una activitat biologica.

S’ha demostrat que el tractament amb CsA (1 uM) causa una translocacié rapida
de la CypB des del reticle cap estats més avancats de la via secretora, eliminant CypB
de la superficie cel-lular (Price et al., 1994) . Aquest efecte de la CsA és especific per
CypB i no distorsiona els mecanismes generals de translocacié de proteines de la via
secretora. Els autors proposen que la CsA competiria amb proteines de membrana
recent sintetitzades per a unir-se a CypB, perd al mancar-li a la CsA dominis que
'ancorarien a la membrana mantenint unida CypB, el complex CsA-CypB seria
secretat. En aquest aspecte, s’ha observat un increment significatiu de CypB en

plasma en pacients tractats amb CsA (Denys et al.,1998).
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2.3 Funcions fisiologiques de la Ciclofilina B

El paper de les ciclofilines en la toxicitat per CsA encara no ha quedat del tot
establert. Perd el fet que les ciclofilines siguin el receptor intracel-lular de la CsA junt a
diverses evidéncies en eucariotes inferiors (Tropschug et al.,, 1989), suggereixen un
possible paper d’aquestes proteines. La implicacié de les ciclofilines en la toxicitat per
CsA es podria donar a traves d’una diana especifica pel complex CsA-Cyp, com en el
cas de la immunosupressié. Per altra banda, la toxicitat per CsA podria resultar de la
inhibicié d’alguna de les funcions de les ciclofilines. S’ha descrit la implicacié de CypB
en diferents processos. A continuacié es descriuen amb més detall algunes de les

funcions de la CypB:

- Plegament de proteines i activitat xaperona: L’activitat PPlasa de les ciclofilines

suggereix la seva participacioé en el plegament de proteines, catalitzant el pas limitant
de la isomeritzacié cis/trans de les unions peptidil-prolil, com s’ha descrit in vitro per la
Rnase T1 (Kiefhaber et al., 1990). També s’ha descrit 'associacié de CypB amb el
procol-lagen de tipus | en les primeres fases de la seva traduccié/translocacio evitant
possiblement I'agregacio de cadenes naixents (Smith et al., 1995).

Un segon, perd potencialment més important paper per a les ciclofilines és la seva
actuacié com a xaperones per al transit de proteines i 'assemblatge macromolecular.
Aquesta activitat xaperona podria ser tant dependent com independent de la seva
activitat PPlasa. S’ha trobat CypB associada a la apoB tant en reticle com a I'aparell
de Golgi (Zhang et al., 2003). S’ha descrit també la preséncia de CypB en un gran
complex multiproteic localitzat al reticle endoplasmatic que inclouria entre d’altres a les
xaperones BiP, Grp94, CaBP1 i PDI. Aquest complex es troba associat amb cadenes
pesades de immunoglobulines que no han estan assemblades o completament
plegades. Aquestes xaperones es trobarien formant un entramat o complex preexistent
i no en forma lliure, de manera analoga al ja descrit per el sistema
calnexina/calreticulina (Meunier et al., 2002). Aixi, les ciclofilines no només ajuden al
correcte plegament de les proteines recent sintetitzades, sind que també estan
involucrades en la reparacié de proteines danyades per estrés ambiental, térmic,
oxidatiu o radiaci6 UV. L'estrés ambiental per tant, podria induir I'expressiéo de

ciclofilines per portar a terme aquesta funcio (Yao et al., 2005).

- Immunosupressid: Com s’ha mencionat abans, I'efecte immunosupressor de la

CsA ve mediat per la formacié d’'un complex amb ciclofilines intracel-lulars alterant

posteriorment I'activitat de la fosfatasa depenent de calci, calcineurina. Aquest fet
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evitaria que el NFAT citosolic es desfosforilés i transloqués a nucli. S’ha postulat que,
degut a seva localitzacié intravesicular els limfocits presenten concentracions molt
baixes de CypB respecte a les de CypA, és dificil que CypB participi en aquest procés
(Allain et al., 1995). Per altre banda, Allain et al. (1994) han descrit la unié especifica
de CypB a la superficie de limfocits T periférics i cél-lules T limfoblastiques. Més
especificament, CypB s’uneix principalment a limfocits CD-4 positius (Denys et al.,
1997). Tant el complex CypB-CsA com la CypB lliure mostren una capacitat d’unié
similar i la CsA complexada manté les propietats immunosupressores (Allain et al.,
1996). Aixi, la uni6 especifica del complex CypB-CsA a la superficie cel-lular
incrementaria la incorporacidé de la CsA, inclis en preséncia d’altres cél-lules
sanguinies, augmentant la concentracio local del farmac al voltant del limfocit T, de
manera que l'increment de la concentracié intracel-lular del farmac probablement
resultaria de la dissociacié del complex unit a la membrana i el consequent pas de la
CsA lliure a través de la bicapa lipidica, tal i com s’ha descrit préviament (Legrue et al.,
1983). Aquest direccionament especific del complex CypB-CsA cap als limfocits T
potenciaria per tant I'activitat immunosupressora de la CsA.

S’han descrit altres processos pels quals CypB podria mediar I'efecte
immunosupressor de la CsA. CypB esta associada a una part especialitzada del reticle
endoplasmatic relacionada amb ['activacié per calci anomenada calciosoma,
localitzacié que vindria mediada per la sequéncia senyal de retencié a reticle en
I'extrem C-terminal de CypB (Arber et al., 1992). Mitjancant el sistema de doble hibrid,
Bram et al., (1994) han descrit un lligand per CypB anomenat CAML (calcium-signal
modulating cyclophilin ligand). Aquesta proteina de la membrana del reticle participa
en la modulacio de les vies de senyalitzacioé per calci, implicades en molts processos
entre ells l'activacié del limfocit. A través de la inhibicié de la CypB, la CsA blocaria
l'activitat de la proteina CAML i conseqlientment comportaria un nou mecanisme
d'immunosupressio. A través de la unié6 a CAML, CypB també podria participar en

altres vies de senyalitzacio per calci.

- Proliferacio Cel-lular: Mitjancant estudis de doble hibrid en llevat s’ha identificat a

CypB com a proteina d’interaccié amb la hormona Prolactina (PRL) (Rycyzyn et al.,
2000). CypB podria potenciar la proliferacié cel-lular induida per PRL augmentant la
PRL intranuclear, doncs [Ieliminacid de la seqUéncia de localitzacié nuclear en
'extrem N-terminal de CypB evitava aquesta potenciacié i 'augment del transport
nuclear de la Prolactina. Es més, els autors descriuen una interaccié directa entre el
complex PRL/CypB i StatS depenent de I'activitat enzimatica de CypB (Fig. 10).

Aquesta interaccié es produeix després de la entrada a nucli del complex i finalitza un
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cop Stat5 s’ha unit al DNA. La interaccio directa amb Stat5 comporta l'alliberament del
repressor de l'activitat de Stat PIAS3 (Stat-repressor protein inhibitor of activated
Stat3), fet que augmenta la capacitat d’'unié a DNA de Stat5 i la conseqlient expressio
génica induida per PRL (Rycyzyn et al.,, 2002). També s’ha descrit que el medi
condicionat de cél-lules transfectades amb CypB promou el creixement de neurites en
cél-lules embrionaries de pollastre, i t&¢ un efecte mitogénic en fibroblasts i cél-lules

cardiaques (Caroni et al., 1991).

Lactogenic-specific transcription and action

Figura 10. Paral-lelisme entre la senyalitzacié per prolactina i esteroides. De manera
analoga a com passa amb el complex esteroide/receptor d’esteroides, després de la
endocitosis mediada per receptor, el complex PRL/CypB es translocat a nucli on interactua amb
diferents elements de l'aparell transcripcional, entre ells Stat5. Extret i modificat de Clevenger
et al., (2003).

- Infeccié per HIV: La proteina retroviral Gag direcciona I'assemblatge de les

particules viriques i juga un paper important en les primeres fases d’infeccio.
Mitjancant assaigs de doble hibrid, s’ha descrit que CypA i CypB uneixen
especificament la poliproteina Pr55%° del virus de la immunodeficiéncia humana de
tipus 1 (HIV-1). Les ciclofilines també uneixen la proteina 24 de la capside de HIV-1.
CsA bloqueja eficientment la uni6 Gag-CypA i menys eficientment la unié Gag-CypB.

S’ha suggerit que la interaccié Gag-Cyp deu ser important per el cicle vital de HIV-1 i
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deu estar implicada en la patologia causada per aquest virus immunosupressor (Luban
et al., 1993).

- Activitat nucleasa i apoptosi: L’aillament en timocits de rata en apoptosi de

NUC18, una nucleasa de 18 KDa que mostrava una elevada similitud de sequéncia i
estructura amb la familia de les ciclofilines (Gaido et al., 1991; Montague et al., 1994),
va portar a explorar I'activitat nucleasa de les ciclofilines. L’activitat nucleasa de les
ciclofilines és independent de I'activitat PPlasa doncs no és inhibida per CsA i és
similar a aquella descrita per les nucleases apoptotiques. L’activitat nucleasa de les
ciclofilines és estimulada per Calci i/o Magnesi, essent la combinacié dels dos optima
per I'activitat de CypA i CypB. Les ciclofilines poden degradar tant DNA de cadena
senzilla o doble cadena, podent generar extrems 3'OH en DNA lineals de doble
cadena similars als que s’observen en cél-lules apoptotiques. Les ciclofilines també
mostren activitat endonucleasa, doncs son capaces de degradar DNA superenrotllat.
En conjunt, aquestes dades suggereixen que les ciclofilines estarien implicades en la
degradacié del genoma durant 'apoptosi (Montague et al., 1997). La CypB ha estat
implicada també en la degradacié del DNA durant la mort cel-lular dels timocits
estimulats per TCR en els processos de seleccié negativa que es donen en el timus
(Nagata et al., 2000).

- Funcié presinaptica: CypB és una de les immunofilines més abundants en cervell

(Galat et al., 1994). La proteina Synapsin, una fosfoproteina especifica de neurones
implicada en el transit de vesicules sinaptiques i I'alliberament de neurotransmissors,
ha estat identificada com a lligand endogen per a la CypB (Lane-Guermonprez et al.,
2005). Aquesta interaccié és regulada per concentracions fisiologiques de ATP i és
inhibida per CsA. El paper de la CypB és encara desconegut pero el fet que la unid
sigui inhibida per CsA suggereix que l'activitat PPlasa seria necessaria per aquesta
unié. Els diversos llocs de fosforilacié de Synapsin sén desfosforilats per calcineurina i
PP2A. La interaccié de Synapsin amb calcineurina o CypB és mutuament excloent, per
el que s’ha hipotetitzat que CypB podria actuar competint amb la calcineurina per la
unié a Synapsin, evitant-ne aixi la desfosforilacio, fet que comporta un augment de la

eficiencia en l'alliberacié de neurotransmissors.

- Hipertensi6é: S’han descrit que els nivells d’expressié de CypB estan augmentats
en el tubuls proximal contornejat de rates de la soca SHR (spontaneously hypertensive
rats), en comparacié amb soques control (Kainer et al., 2000). Aquest increment

apareix a les cinc setmanes, moment en que la reabsorcié de sodi esta ja augmentada
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perd precedint el desenvolupament de hipertensié, demostrant que no n’és una
consequléncia sind que més aviat reflecteix el procés patogenétic que condueix a la
hipertensio. El fet que CypB interaccioni amb proteines clau de la resposta a estrés del
reticle endoplasmatic i que I'’Angiotensina Il sigui capa¢ de modular I'expressié de
CypB en cél-lules en cultiu suggeririen que I'augment dels nivells de CypB seria una

adaptacio a I'estrés metabolic.

- Estrés oxidatiu: S’ha descrit que la CypA podria tenir un paper protector enfront

la generacio de ROS induida per CsA. En mioblasts exposats a CsA, part dels ROS
generats pel farmac sén consequéncia de la inhibicié de l'activitat PPlasa de la CypA
(Hong et al., 2002). Per altre banda, s’ha suggerit que CypA podria funcionar
directament com a antioxidant, possiblement en associacié amb la proteina Aop1, una
proteina antioxidant especifica de tiols (Doyle et al., 1999). El paper de CypB en
'estrés oxidatiu no esta del tot clar, perd s’ha identificat CypB entre els diferents
factors secretats en cél-lules de la musculatura llisa (VSMC) exposades a estrés
oxidatiu. Aquests factors actuarien de manera autocrina provocant l'activacié tardana
de ERK1/2, per el que s’ha proposat CypB com a possible mediadora en les respostes
a ROS (Liao et al.,, 2000).

- Nefrotoxicitat. Cebrian et al., (2001) han demostrat, mitjangcant assajos de doble
hibrid, que CypB interacciona amb la proteina de ronyé regulada per androgens (KAP).
La sobreexpressio de KAP redueix la toxicitat provocada per CsA en les ceél-lules en
cultiu derivades de tubul proximal de ronyé PKSV-PCT-3 (Fig. 11). CypB és present en
aquestes cél-lules en la localitzacio esperada, és a dir, en el reticle endoplasmatic i en
la membrana plasmatica. La transfeccié amb la proteina de fusi6 GFP-KAP indica que
ambdoés proteines co-localitzen. En preséncia d’elevats nivells de KAP pero, CypB
presenta una distribuci6 més intracel-lular que no pas en la membrana, indicant que a
través de la interaccido amb CypB, KAP contribuiria a la retencié d’aquesta ciclofilina al
reticle, amb possibles implicacions en la funcié de CypB. Els autors suggereixen que la
disminucié observada en els nivells de KAP en el tractament amb CsA seria el que
promouria la secrecié de CypB fora de la cél-lula i la disminucié del reservori en el

reticle, afectant aixi la mobilitzacié del calci i la conseqlent activacié de la calcineurina .

- Processos inflamatoris: S’ha observat la preséncia de CypB en plasma en

pacients infectats amb HIV-1 (Endrich et al., 1998) o amb sépsia (Tegeder et al., 1997),
suggerint un possible paper com a mediadora de processos inflamatoris. En el dany

renal es dona una inflamacié intersticial deguda, en part, a l'alliberament de factors
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quimiotactics, entre ells la CypB, per part de fibroblasts intersticials. Aixi CypB podria

actuar reclutant leucocits inflamatoris a l'interstici (Gonzalez-Cuadrado et al., 1996).

PCT 3-26 PCT 3-26-310
120 1680
- 140
120
g " fw
2 2
g” g "
0 <]
= = &
(8] o (8}
0
b
»
o 0
20 20
0 10 20 k| 0 50 60 0 10 2 k| I 0 80
CsA (pg/ml) CsA (ug/ml)

Figura 11. L’expressié de la proteina KAP protegeix de la toxicitat induida per CsA. Les
cél-lules PKSV-PCT-3 van ser transfectades amb el sistema Tet-off ™ de transfeccié estable i
regulada. El clon PCT 3-26, transfectat unicament amb el plasmidi regulador pTet-off, s’utilitza
com a control per mesurar I'efecte de la tetraciclina (Tet). ElI clon PCT 3-26-310, obtingut
transfectant les cél-lules PCT 3-26 amb pTRE-KAP, expressa KAP en abséncia de Tet. Les
cél-lules van ser tractades amb dosis creixents de CsA durant 24 h i la toxicitat s’analitza
mesurant I'activitat lactat deshidrogenasa (LDH) en cultiu. Extret i modificat de Cebrian et al.,
(2001).

2.4 Receptors cel-lulars per a les ciclofilines

Com s’ha mencionat anteriorment, la preséncia de CypB en el medi suggereix una
activitat bioldgica extracel-lular a través de la interaccié amb un hipotétic receptor a la
membrana cel-lular. En aquest sentit, s’han descrit llocs d’'unié per CypB en limfocits
(Allain et al., 1994, Denys et al.,, 1997), plaquetes (Allain et al., 1999) i cel-lules
endotelials (Carpentier et al., 1999). A la superficie de limfocits T s’han descrit dos

llocs d’unié diferents i independents per CypB (Denys et al., 1998):

2.4.1 Receptors de tipus I

Els anomenats de tipus Il representen el 70% del total i van ser identificats com
glicosaminoglicans (GAGs) de la familia dels heparan sulfats. Els heparan sulfats (HS)
son polisacarids lineals fixats covalentment a la proteina central dels proteoglicans,
inicialment sintetitzats com una cadena no sulfatada i que pateixen successives
modificacions. El nombre i la posicié de les modificacions és variable obtenint-se una
gran diversitat en els motius d'uni6 en HS. Aquesta diversitat explica, a través

d’interaccions especifiques amb mediadors extracel-lulars, la varietat de processos
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bioldgics en la que participen tals com proliferacié, diferenciacido, homedstasis i
patologies viriques (Capila et al., 2002). En els ultims anys s’han descrit centenars de
proteines d’unié a HS, entre elles factors de creixement, proteines d’adhesié, enzims,
citoquines, quimioquines, inhibidors de proteases i proteines viriques.

La unié de CypB als GAGs és sensible al tractament amb 0.6 M NaCl. CypB
s’uneix als GAGs a través de una regio6 localitzada a I'extrem N-terminal de CypB on
s'identifiquen clarament les seqiiéncies *KKK® i "™YFD' com a absolutament
imprescindibles per a aquesta interaccio. La preséncia del “cluster” de lisines estaria
implicat en la interaccioé idbnica amb molécules carregades negativament com I'heparina
i els HS, i el tripéptid "°YFD'’ possiblement participaria de forma sinérgica estabilitzant
el complex (Carpentier et al.,, 1999). Cyp A no posseeix aquests “clusters”, fet que
explicaria per que CypB és un lligand unic i altament especific pels receptors de tipus Il.
Aquest extrem N-terminal basic de CypB esta localitzat en el costat oposat de la regio
d’unié a CsA, per el que la uni6 de CypB als GAGs no és inhibida per CsA. Es més, el
complex CypB-CsA conserva l'eficiencia d’'unié per aquests receptors (Denys et al.,
1998). Els receptors de tipus Il no estan implicats en la internalitzacié de CypB pero
participen en la incorporacié mediada per CypB de la CsA a linterior dels limfocits
(Denys et al., 1998).

2.4.2 Receptors de Tipus |

Els receptors de Tipus | sén insensibles a for¢a idnica, sbn menys abundants i
corresponen a receptors funcionals especifics doncs condueixen a la internalitzacio del
complex lligand/receptor (Denys et al.,, 1998) i a la mobilitzacié de calci en el primer
minut després de l'addicié del lligand (Allain et al., 2002). La interacci6 amb els
receptors de tipus | implica el nucli central conservat de CypB, on es situa el lloc d’uni6
a CsA i el domini catalitic, fet que explica que sigui fortament inhibida per CsA
(Yurchenko et al., 2001). Com s’ha mencionat anteriorment, aquesta regié esta molt
conservada entre les diferents ciclofilines, i s’ha descrit que tant CypC com CypA
també podrien interaccionar amb aquest receptor, tot i que amb molta menor afinitat.
Aquestes diferéncies podrien venir explicades per petites diferéncies en I'estructura
tridimensional o alguns pocs aminoacids en el nucli central de les ciclofilines (Denys et
al., 1998). S’ha descrit que CypB és internalitzada a linterior dels limfocits T i
subsequentment degradada a [linterior de compartiments acidics, tals com els
lisosomes (Allain et al.,1994). Aquesta endocitosis és parcial i no implica més del 25%
del lligand unit a la superficie, corresponent-se aquest percentatge a la capacitat d’'unié

dels receptors de tipus | (Denys et al.,1998).
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Pushkarsky et al., (2001) demostraren que CD147, una glicoproteina integral de la
membrana plasmatica de tipus | i d’expressio ubiqua, facilitava la infeccié per HIV-1 a
través de la interacci6 amb la CypA associada a virus. Més tard, Yurchenko et al.,
(2001) van descriure que CD147 podria actuar també com a receptor per CypB, doncs
CypB era capac d’induir influx de Ca?* i quimiotaxis en cél-lules CHO transfectades
amb CD147 perd no en les control. La preséncia d’anticossos anti-CD147 blocava la
resposta quimiotactica a CypB en neutrdfils primaris humans, suggerint que CD147
podria servir com a receptor per ciclofilines extracel-lulars i hipotetitzant que es podria
correspondre al receptor de tipus | anteriorment descrit per Denys et al., (1998). Allain
et al., (2001) també han demostrat que anticossos anti-CD147 blocaven I'adhesié de
cél-lules T a la fibronectina induida per CypB, indicant que CD147 és necessari per a
I'efecte potenciador de CypB en l'adhesié de les ceéllules T. Aquests resultats
reafirmaven el paper de CD147 en la regulacié de I'adhesi6 intercel-lular préviament
descrita (Kasinrerk et al., 1999).

Per altre banda, anticossos anti-CD147 no inhibien la unié de CypB a la superficie
cellular. Aixd no vol dir que CD147 no sigui un receptor per CypB doncs 'anticos anti-
CD147 i CypB podrien interactuar per regions diferents de la mateixa molécula. De
totes maneres, préviament s’havia descrit que CypB induia la internalitzacié del
receptor de tipus | (Denys et al., 1998) i no s’ha observat cap disminucié dels nivells
de CD147 en la superficie cel-lular en preséncia de CypB. Basats en aquests fets,s’ha
suggerit que CD147 no estaria directament implicat en la unié a CypB, siné que
presumiblement actuaria com a una molécula coestimuladora en la senyalitzacié
mediada per ciclofilines (Allain et al.,, 2001). Aixi, encara no s’ha demostrat la
interaccio directa entre CD147 i les ciclofilines, deixant oberta la possibilitat de que
CD147 transmeti senyals des d'un encara no identificat receptor primari per a
ciclofilines (Bukrinsky, 2002).

CD147 també es coneix com a EMMPRIN (extracellular matrix metalloproteinase
inducer), i va ser descrita originalment per Biswas (1982) com a un factor de cél-lules
tumorals que estimulava la produccié de col-lagenasa (metal-loproteinasa de matriu
tipus I, MMP-1) per part dels fibroblasts. S’ha descrit que el tractament amb CsA
redueix significativament la preséncia de CD147 a la superficie cel-lular, suggerint la
participacié d’alguna ciclofilina en la regulacié del transport cel-lular de CD147
(Yurchenko et al., 2005). Aquesta ciclofilina ha estat identificada recentment com la
ciclofilina 60 (Cyp60), (Yurchenko et al., 2005 b).

Aixi, l'existéncia de dos llocs d'unié diferents en la superficie dels limfocits
explicaria les diferéncies en la resposta biologica induides per CypB i CypA: mentre

que tant CypB com CypA poden induir quimiotaxis a través de la interaccio amb el
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receptor de tipus I, només la CypB és capa¢ de promoure I'adhesié mediada per
integrines dels limfocits T a la fibronectina (Allain et al., 2002), per la qual la uni6 al
receptor no seria suficient per induir aquesta resposta, i la unio als receptors de tipus |l

seria absolutament necessaria (Vanpouille et al., 2004).
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3. EL RECEPTOR DE EGF (EGFR)

Els receptors tirosina quinases (RTKs) sén enzims al-lostérics de la superficie
cel-lular formats per un Unic domini transmembrana que separa un domini quinasa
intracel-lular d’'un domini d’'uni6é a lligand extracel-lular. El primer en ser descobert i
prototipus d’aquests receptors és el receptor per al EGF (EGFR, també anomenat
HER1 o c-erbB1). EIl EGFR és membre de la familia ErbB de receptors RTKs que
també inclou ErbB2/HER2/neu, ErbB3/HERS, i ErbB4/HER4, tots ells estructuralment
similars (Fig. 12). Aquests receptors estan expressats en diversos teixits tant d’origen
epitelial, mesenquimal o neuronal, on tenen funcions fonamentals en el
desenvolupament, proliferacié i diferenciacio (Singh et al., 2005).

El EGFR és una glicoproteina de membrana de 170 KDa. El domini extracel-lular
esta format per quatre subdominis que contenen dos dominis rics en cisteines. Aquest
domini extracel-lular conté el lloc d’'unié al lligand, les regions que participen en la
dimeritzacio del receptor i en les interaccions amb altres proteines de membrana. El
domini transmembrana conté principalment els llocs d’atenuacio per feedback per PKC
i ERK1/2, tot i que s’hi han descrit motius estructurals que podrien connectar el
receptor amb les proteines G heterotrimériques (Sun et al., 1997). La cua C-terminal
conté 5 motius d’autofosforilacio (Fig.12) que connecten amb proteines que contenen
dominis SH2 (Src-homology 2) o PTB (phospho-tyrosine binding), tres motius
d’internalitzacié i llocs per transfosforilacié aixi com per activacié proteolitica i
degradaci6 (Singh et al., 2005).

3.1 Activacio del EGFR

El receptor EGFR és activat per diferents lligands especifics. La unié al lligand
comporta la homo o heterodimeritzacié del receptor. Conseqlientment, [I'activitat
quinasica intrinseca del receptor és activada resultant en la fosforilacié de residus
tirosina especifics en la cua citoplasmatica del receptor (Olayioye et al., 2000). La
formacié de homo i heterodimers amb fosforilaci6 encreuada permet modular les
senyals d’un receptor a I'altre, fet que explica la pliotropia de les respostes mediades
per EGFR, incloent mitogénesis, apoptosis, augment de la motilitat cel-lular, secrecioé
proteica, i diferenciacié o desdiferenciacio. Els residus fosforilats serveixen com a llocs
d'unid per nombroses molécules efectores que continguin dominis SH2 o PTB.
Algunes d’elles son substrat del propi receptor i resulten fosforilades en tirosines i
consequentment activades, com Src, PLC o PI3K, mentre que d’altres com Shc, Grb2,

Grb7 i Nck actuen com a molécules adaptadores.
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HER2 HER3 HER4

Figura 12. La familia dels

1056 (85> EGFR, els seus llocs especifics
de fosforilacio, i els llocs d’unié
1188 [She de molécules senyalitzadores als

dominis tirosina quinasa. Extret i

1242 She modificat de Ono et al., (2006).

El reclutament d’aquestes proteines comporta I'activacio de nombroses vies de
senyalitzacié. Entre aquestes trobem [lactivaci6 de la PLCy amb la subseqient
activacio de les vies mediades per PKC i calci, 'activacié de Ras que condueix a
l'activacio de diverses MAPK, l'activacié d’altres GTPases petites com Rac, multiples
isoformes de STAT (signal transducer and activator of transcription), proteines G
heterotrimériques, la tirosina-quinasa Src i de les vies dirigides per fosfolipids PI3K i
PLD (fosfolipasa D) (Fig. 13). Recentment s’ha descrit una nova via de senyalitzacio,
en que el EGFR, un cop activat és translocat de la superficie de la cél-lula al nucli, on
regularia transcripcionalment I'expressié génica, a través de STAT3 o altres factors de
transcripci6 (Lo et al., 2005).

ErbB ErbB Ligand

dimer

~ ErbB Ligands

Chl SHP 1/2
PI13K PLCy i o
GAP Grb2/ Jnk

RAS | 505

AKT PKC( |

Ijl STAT RAF | Figura 13. L’activaci6 de EGFR

L A5 comporta l'activacié de diferents
b vies de senyalitzacié. Extret de

MEK/MAPK Normanno et al., (2005).
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La durada i intensitat de la senyal per EGFR esta finament regulada per diferents
mecanismes, entre els que trobem la disponibilitat del lligand per al receptor, la
disponibilitat propia del receptor doncs després de la unié al lligand el EGFR és
rapidament internalitzat i degradat, i la regulacié negativa per fosfatases. En aquest
sentit s’ha suggerit que la fosfatasa calcineurina podria regular negativament EGFR en
Drosofila (Sullivan et al., 2002).

Tal i com hem indicat anteriorment, 'activacié dels receptors ErbB ve controlada
per els seus lligands, que formen part de la familia de factors de creixement peptidics
relacionats amb el EGF. Aquests lligands poden ser dividits en tres grups (Fig. 14). El
primer grup inclou el EGF (epidermal growth factor), 'amfiregulina (AR) i el TGFa
(transforming growth factor alpha), els quals uneixen especificament el EGFR. El
segon grup inclou la betacelulina (BTC), el HB-EGF (heparin-binding EGF-like growth
factor) i la epiregulina (EPR), els quals poden unir tant EGFR com ErbB4. El tercer
grup esta compost per les neuregulines (NRG, també anomenades heregulines, HRG)
i forma dos subgrups en base a la seva capacitat d’'unir ErbB3 i ErbB4 (NRG-1 i NRG-
2) o només ErbB4 (NRG-3 i NRG-4).

Tots els lligands de EGFR son sintetitzats com a precursors transmembrana de
tipus | formats per un motiu EGF flanquejat per una extensié N-terminal i un domini C-
terminal d’ancoratge a la membrana. El lligand és processat proteoliticament per
metal-loproteinases per alliberar el factor de creixement “madur’ en forma soluble
(Massague and Pandiella,1993). L’alliberament proteolitic dels lligands d’EGFR
representa una etapa important en la regulacié de I'activacié del receptor, procés en el
qual han estat implicats entre d’altres la PKC, l'influx de calci, i I'activitat fosfatasa
(Dethlefsen et al., 1998). A més a més, diversos lligands, tals com el HB-EGF, TGF-q,
AR i BTC, poden ser bioldgicament actius inclus en la seva forma precursora de
membrana, suggerint la capacitat de funcionar com a factors juxtacrins (Singh et al.,
2005).

EGF
TGFa p-cellulin
Amphiregulin HB-EGF
beta-cellulin Epiregulin
HB-EGF Heregulins
Epiregulin Heregulins beta-celluling
I:::I Figura 14. Lligands per a la
familia ErbB de receptors
ﬁgm HER2/ || Hera/ || HER4/ RTKs. Extret i modificat de
eng1| | 5B || ErbB-3 || ErbB-4 Ono et al., (2008).
neu
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3.2 Transactivacio de EGFR

El EGFR ha estat considerat com a punt de convergéncia per diverses vies de
senyalitzaciéo. A més dels agonistes préviament descrits, el receptor EGFR pot ser
activat per estimuls que no s’uneixen directament a I'ectodomini de EGFR, tals com
lligands per GPCR (G protein coupled receptors), altres agonistes de RTK, citoquines,
quimioquines i elements d’adhesié cel-lular. Es més, EGFR també pot ser activat per
estimuls no fisiologics tals com UV i radiacié6 gamma, xoc osmoétic, despolaritzacié de
membrana, ions de metalls pesats 0 agents generadors de radicals lliures tals com el
peroxid d’hidrogen (Gschwind et al., 2001). L’activacié no fisiologica del receptor ha
estat atribuida a la inactivacié de les fosfatases que antagonitzen I'activitat quinasica
intrinseca del receptor, desplacant I'equilibri d’autofosforilacié/desfosforilacié basal
cap a l'estat activat (Fischer et al., 2003).

Els GPCR representen el grup més abundant de receptors de la superficie
cel-lular i exerceixen una gran varietat de funcions biolodgiques. El fet que I'estimulacio
de GPCRs comporti I'activacio de EGFR combina la gran diversitat dels GPCRs amb
la potencia senyalitzadora del EGFR i serveix com a paradigma de comunicacié entre
receptors (Fischer et al., 2003). El mecanisme pel qual 'TEGFR és transactivat és
diferent en funcié del tipus cel-lular, perd s’ha descrit un paper generalitzat per PKC,
Ca?" i Src com a mediadors d’aquesta activacio. El fet que en experiments de temps-
resposta la fosforilacio de tirosines en EGFR induida per GPCR fos detectat només 2
min després de l'estimulacié (Daub et al., 1996), que no es detectessin factors de
creixement solubles del tipus EGF en el medi de cultiu (Daub et al., 1996) i que la
sobreexpressioé transitoria de subunitats GB4y2 fos suficient per induir la fosforilacié de
SHC suggerint una interaccié fisica d’aquestes subunitats amb el receptor (Luttrell,
1997), va fer pensar inicialment que la transactivacio del EGFR era un procés mediat
exclusivament per mecanismes intracel-lulars (Gschwind et al., 2001).

Prenzel et al., (1999) van demostrar que un RTK quimeric format per I'ectodomini
de EGFR i els dominis transmembrana i citoplasmatic del receptor de PDGF era
transactivat per lligands de GPCR mentre que el receptor de PDGF endogen no ho era,
demostrant que la transactivacié de EGFR no implicava un mecanisme intracel-lular i
era depenent del domini extracel-lular d’unié a lligand de EGFR. Es mes, utilitzant el
mutant per la toxina de la diftéria (CRM197), que bloca especificament la funcié de
HB-EGF, o l'inhibidor de metal-loproteinases batimastat (BB94), la transactivacio de
EGFR induida per LPA, carbachol o TPA (tetra-decanoyl-phorbol-13-acetate) era
completament blocada en cél-lules COS-7 i HEK-293. Analisis de citometria de flux van

confirmar la pérdua en la superficie cel-lular de I'ectodomini del proHB-EGF després
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del tractament amb agonistes de GPCR o TPA. Conjuntament aquests experiments
van portar a I'establiment del mecanisme de TMPS (Triple membrane passing signal),
on I'estimulacié de GPCR indueix una activitat metal-loproteinasa que talla el precursor
de HB-EGF permetent al factor de creixement alliberat unir-se al domini extracel-lular
de EGFR amb la conseqtient activacié del receptor (Fig. 15). En aquest sentit, diversos
treballs han suggerit la implicacio de las metal-loproteinases de la familia de les ADAM
(a desintegrin and metalloprotease) en el processament dels precursors “EGF-like”.
Aquest mecanisme també permet la transactivacié del EGFR de cél-lules veines, pero
nomeés en distancies curtes i amb la participacié de la matriu de proteoglicans heparan
sulfats (Gschwind et al., 2001). Aquest fet explica que en el treball de Daub et al.,
(1996) no es detectessin factors de creixement solubles en el medi, doncs el HB-EGF

processat seria retingut en la matriu de proteoglicans.

GPCR Metallo- pro-EGFR- EGFR
proteinase ligand

Ras/MAP-Kinase

Figura 15. Mecanisme de TMPS per a la transactivacié del EGFR. L’estimulacié de GPCR
comporta el processament mediat per metal-loproteinases de lligands EGF-like, que al seu torn
activen el receptor de EGFR i les vies de senyalitzacié que en depenen. Aquest mecanisme
implica tres passades per la membrana i acobla I'activacié de GPCR a la via MAPK. Extret de
Gschwind et al., (2001).

3.3 EGFR i ronyo

Els ronyons de mamifers expressen tots els membres de la familia de receptors
ErbB i els seus respectius lligands (Taula 1). Diferents estudis donen suport a un rol de
la familia ErbB en el desenvolupament i la diferenciacié del ronyé. En condicions
fisiologiques, l'activacié del EGFR juga un paper important en la regulacié de la
hemodinamica renal i en el transport d’electrdlits, mentre que en estats patologics, s’ha
descrit que el EGFR pot jugar un paper tan beneficiés com perjudicial (Zeng et al.,

2008). S’ha descrit que I'addicié de lligands del EGFR a cél-lules tubulars renals
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promou respostes bioldgiques in vitro tals com proliferacié, migracio, produccié de

matriu extracel-lular i transicié epiteli-mesenquimal (EMT) (Zeng et al., 2008).

ErbBs/ | Dev. Cellular
. . Adult kidney o
Ligands | kidney localization

¥

glomeruli [PCT' |TAL® |DCT |CD’

ErbBl1 + + + - + + basolateral
ErbB2 + + - - - +/++ | basolateral
ErbB3 + - - - + + basolateral
ErbB4 | +UB’) |- + + ++ ++ basolateral

apical and

EGF + - - 4+ + +
basolateral
HB- apical and
+(UB) |- - = +
EGF basolateral
Cytoplasmic
TGF-o - - - - ~ + and
basolateral

Taula 1. Expressi6é dels receptors ErbBs i els seus lligands en el ronyé. Els nivells
d’expressio relatius en els diferents teixits han estat assignats de la seglient manera: negatiu (-);
lleugerament positiu (+); moderat a fort positiu (++). PCT’, proximal convoluted tubules, TAL?,
thick ascending limbs; DCT3, distal convoluted tubules: CD*, collecting ducts; UB?®, ureteric buds.
Extret i modificat de Zeng et al., (2008).

En ceél-lules epitelials tubulars normals, el EGFR és expressat en la superficie
basolateral per el que no és accessible al EGF present al lumen. Aquesta segregacio
fisica proveeix un mecanisme senzill disponible per a I'activacié del receptor quan la
integritat epitelial es veu compromesa. Aixi, després d’un dany localitzat o general, les
interaccions cél-lula-cél-lula es veuen pertorbades, i el EGF pot travessar cap a la
superficie basolateral i activar els EGFR localitzats alla per promoure el restabliment
de la barrera epitelial. Paral-lelament als diferents estudis que donen suport a un rol
del EGFR com a un important mediador de la reparacié renal després del dany,

'activacio cronica de EGFR ha estat considerada potencialment important en la
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evolucioé de malalties renals que inclouen la fibrosi renal, la malaltia renal poliquistica i

el cancer renal.
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4. LES FOSFATIDILINOSITOL 3-QUINASES (PI3Ks)

La familia de les fosfatidilinositol 3-quinasas (PI3Ks) és una familia de proteines
conservada a llarg de la evolucié implicada en una gran varietat de processos biologics
tals com la supervivéncia cel-lular, proliferacié, inflamacio, adhesio, el metabolisme de
la glucosa, quimiotaxis i cancer. Totes les PI3Ks comparteixen dominis quinases
homolegs i poden fosforilar el grup hidroxil en la posicié 3’ de l'anell inositol dels

fosfatidilinositols:

ATP  ADP

Ptdins Ptdins3P
ATP  ADP

FPtdins4P LZ‘ Ptdins(3,4)P,
ATP  ADP

Pidins(4,5)P, L-Z‘ PidIns(3,4,5)P3

La integraci6 de dades de sequéncia, unio de proteines reguladores/adaptadores i
I'especificitat de substrat per un o altre fosfatidilinositol permeten dividir la familia de

les PI3Ks en tres classes (resumit a la Taula 2), (Wymann et al., 1998):

|. Les PI3K de la classe | estan subclassificades en funcié de la seva estructura i

mecanisme d’activacio pels receptors de la superficie cel-lular. Les PI3Ks de la classe
la sén activades per receptors tirosina quinasa i els seus efectors i sén d’expressio
ubiqua. son heterodimers compostos d’'una subunitat catalitica de 110 kDa (p110aq,
p110B o p1108) constitutivament unida via seqliéncies amino-terminals a una
subunitat reguladora (p85a, p55a, p85pB, o p55y). Les PI3K la poden fosforilar in vitro
PtdIns, Ptdins 4P i Ptdins (4,5)P.. Les PI3Ks de la classe Ib estan formades per una
subunitat catalitica (p110y) unides a una subunitat reguladora (p101) i actuen
“downstream” de receptors acoblats a proteines G. Les PI3K de classe Ib es troben
principalment en ceél-lules hematopoétiques, sén presents a baixes concentracions en
I’endoteli, cél-lules de la musculatura llisa i cardiomiocits i han estat implicades en
processos inflamatoris i en la funcié cardiovascular (Wymann et al., 2003). Només les
PI3K de classe | sén capaces de generar Ptdins (3,4)P, i Ptdins (3,4,5)P; in vivo
(Garcia et al., 2006).
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Il. Les PI3Ks de la classe |l sén monomeriques doncs no presenten subunitats

reguladores, tenen un domini homoleg C2 caracteristic i fosforilen in vitro Ptdins i
Ptdins 4P. Aquesta classe inclou la PI3K C2a i C2[B, d’expressié ubiqua, i la C2y,
practicament restringida a fetge. Les PI3K de classe 2 estan constitutivament
associades a membranes cel-lulars i s’associen i actuen “downstream” proteines
transmembrana tals com la clatrina, integrines, receptors de quimioquines i receptors

de factors de creixement (Wymann et al., 1998 i 2003).

lll. Les PI3K de classe lll s6n homologues de Vps34p (vacuolar protein sorting

mutant) de S. Cerevisiae, i només fosforilen Ptdins per formar Ptdins 3P, el qual és
reconegut per proteines amb dominis FYVE i PX (phox homology). Vps34p i les seves
proteines efectores estan implicades en el transport vesicular a les vacuoles de llevat i

en els compartiments endosomals en mamifers (Wymann et al., 2005).

Class Catalytic  Expression In vitro Likely in vivo Adapter/ Localisation Regulation Functions
subunit substrates substrate regulatory
subunits

la pll0a Ubiquitous? Ptdlns p85a, pa5p Cytosol iresting), PTK, Cell proliferation,

pl1op  Widely Pulins(4P  Prdins(4,5P,  pss™pssy b stimulated), o GPCR, Cell differentiation,
expressed, but uclear Ras (:ell sur w\,ql,
Ll Cell migration,
not ubiquitous. - grat
Chemataxis,
pl10d  Whole blood,  Ptdinsi4,51P- Phagocytosis.
thymus, :
breast.

Ib plloy Whole blood,  Ptdlns Ptdlns(4,5P,  pl01 Cytosol (resting), GPCR, GPCR signalling,
thymus, Ptdlns(4)P pE4/pBTPIKAP  PM (stimulated, Heterotrimeric  Cell migf.ltion. i
heart, Ptdlnsi4,51P, Muclear G Proteins, Chemaotaxis.
endothelium Ras

I PI3K- Widely Ptdins Ptdins i TGH, PTK, Vascular smaath

C2a expressed, but  Ptdlns(4iP Clathrin-coated GPCR, muscle contraction,
not ubiquitous. vesicles, Integrins, Priming of
MNuclear speckles Clathrin neurcsecretory
?ranL]Ie exocytosis,
nsulin signalling,
Clathrin-mediated
membrane trafficking.

Il PI3K- Widely Ptillns Ptdins i Intracellular PTK, Cell migration,

C2p expressed, but  PtdIns(4)P membranes, GPCR, Cell proliferation?
not ubiquitous. MNucleus Integrins, PTK receptor
High in Clathrin signalling.
thyrmus and ) )
epithelia.

11 PI3K- Liver, Breast, Ptdlns Ptdlns? i GColgit i i

C2y Prostate Ptdlns(4)P )
il hsVps34  Ubiquitous Ptdlns Ptdins pl50 Endosomes Constitutive!  Protein and vesicular
(hsWps15) Mucleus? trafficking and
Beclin 1 sortin
{autophagy) Autophagy,

Ph agov:}ft'ési st

Taula 2. Resum dels diferents classes de PI3K, la seva distribucio, substrats, activadors i
funcions en les que han estat implicades. Abreviatures: PM: plasma membrane; PTK: protein
tyrosine kinase; TGN: Trans-Golgi Network; ?: function unclear or unknown. Extret de Traer et
al., (2006).

A més a més de la seva funcié com a quinases de lipids, les PI3Ks tenen una
activitat proteina quinasa menys caracteritzada. En aquest aspecte, s’ha descrit que
p100a és capac¢ d'autofosforilar-se a si mateixa, de fosforilar la seva subunitat

reguladora p85 associada (el que resulta en una disminucié de l'activitat quinasa del
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complex p100a/p85 sobre lipid substrat), i el substrat del receptor d’'insulina-1 (IRS-1).
L’autofosforilaci6 de p1100 en la serina 1039 també ha estat associada a una
disminucié de l'activitat quinasica sobre lipid (Vanhaesebroeck et al., 1997). També
s’ha descrit que I'activitat proteina quinasa de la PI3K de classe IB p110y és suficient
per activar la MAPK ERK1/2 (Duckworth et al.,1997). L’autofosforilacié de proteines
també s’ha vist implicada en l'activacié de les PI3K de classe Ill. Conseqlientment, la
funcié de les diferents PI3K ve determinada per I'especificitat de substrat d’'un o altre
lipid i per la seva activitat proteina quinasa (Pirola et al., 2001). En aquest aspecte cal
mencionar que inhibidors de la PI3K tals com la wortmanina o LY294002 no poden ser
usats per discriminar entre l'activitat quinasa sobre lipid o sobre proteina ja que

interfereixen en ambdues.

4.1 Activacio de les PI3Ks

Les PI3Ks de classe | han estat les més estudiades i se’n coneix bé el mecanisme
d’activacié. Tot i que les PI3Ks de classe | interactuen directament amb els receptors
de factors de creixement i amb Ras, les molécules adaptadores tenen un paper clau
en l'activacio i la localitzacié de les PI3Ks. Aixi, degut a la preséncia de multiples
dominis d’interaccié amb proteines, p85 és capag d’interaccionar simultaniament amb
diverses molécules senyalitzadores, permetent la integraci6 de diverses vies de
senyalitzacio per regular finament I'activitat de la PI3K (Wymann et al., 2003 i 2005).
Les PI3Ks de classe | poden ser activades per com a minim per 4 processos que

poden cooperar entre ells:

I. Translocacié cap a la membrana plasmatica dirigint el domini SH2 de p85 cap als
motius pYXXM de receptors tirosina quinasa o dels seus substrats.
[I. Através de la uni6 de Ras-GTP a la subunitat catalitica.
lll. A través de la uni6 del domini SH3 de p85 a les regions riques en prolines de Shc,
Cbl o dinamina.
IV. Exposicio de les regions riques en prolines als dominis SH3 de proteines tirosina-

quinases tals com Lyn, Fyn, Grb2, v-Src, Abl, Lck.

Les PI3K de classe | son inactives en cél-lules quiescents perd son rapidament
activades en preséncia d’'un estimul extracel-lular. Diversos mecanismes d’inactivacio
asseguren que la formacié de Ptdins (3,4,5)P; és transitoria; aquests inclouen la
fosfatasa SHIP (SH2-containing inositol D5-phosphatase), que transforma Ptdins
(3,4,5P; a Ptdins (3,4)P,, i la fosfatasa PTEN (phosphatase and tensin homolog
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deleted in chromosome 10). PTEN redueix els nivells tant de Ptdins (3,4,5)P; com de
Ptdins (3,4)P, (Wymann et al., 1998).

4.2 Efectors de la via de les PI3Ks

Part de la diversitat de les accions de PI3K es basa en la quantitat de proteines
efectores dels lipids generats per PI3K, que serveixen com a segons missatgers (Fig.
16). El principal producte de la fosforilacié del substrats fosfatidilinositols és el Ptdins
(3,4,5)P; que pot ser llavors metabolitzat per fosfatases de lipids inositol a
PtdIns(3,4)P,. Aquests lipids es troben en nivells molt baixos en cél-lules quiescents i
incrementen rapidament i transitoriament després d'estimulacié. Localitzats a la
membrana plasmatica, aquest lipids serveixen com a llocs d’ancoratge per a proteines

que contenen dominis d’homologia a plecstrina (PH).

negranulation

Figura 16. Diagrama esquematic resumint les dianes de la via PI3K. L’activacié de PDK1 i
PKB és essencial per al control metabolic, proliferacio i creixement, a través de la fosforilacié
de les seves dianes “downstream” tals com la GSK3 (glycogen synthase kinase-3), TOR (target
of rapamycin) i la S6K (p70 S6 kinase). Addicionalment, PKB neutralitza la mort cel-lular
programada inactivant la caspasa-9, Bad i els factors de transcripcié forkhead (FH Tfs). La
induccié de creixement, la promocié de la supervivéncia cel-lular i entrada al cicle, combinat
amb linici de la maotilitat proveeix de totes les senyals que converteixen les cél-lules en
tumorigéniques i malignes. PKB controla el to cardiovascular a través de la fosforilacié de NOS,
fet que promou també I'angiogénesis. L’accié sobre les proteines Tec i PLC-y duu a 'augment
del Ca* intracel-lular requerit per al procés de seleccié clonal de cél-lules B i T i per mediar la
degranulacioé en els mastocits i granulocits. Extret de Wymann et al., (2003).
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Entre aquestes trobem la PDK1 (Phosphoinositide depenent-kinase 1), la
serina/treonina proteina quinasa B (PKB), la PLCy, factors intercanviadors del
nucleodtid de guanina (GEFs), proteines tirosina quinases de la familia Tec (com per
exemple Btk) i molts altres. Aixi, per exemple, I'activacié de Rac per GEFs media molts
dels efectes de PI3K en la polimeritzacié d’actina (Jimenez et al., 2000) i en migracio
cel-lular (Raftopoulou and Hall, 2004), (Fig. 16). Un altre grup d’efectors de PI3K sén
activats independentment de l'activitat lipid quinasa. Per exemple, p110a fosforila la
proteina-1 d’unié al factor d’inici de la traduccié 4E i a Ras, influint potencialment en la
seves accions (Foukas and Shepered, 2004). p110y actua com a “scaffold” per la
fosfodiesterasa 3B, essent aquesta associacié requerida per mantenir I'activitat de la
fosofodiesterasa (Patrucco et al., 2004). Finalment, p85 també s’uneix i regula altres
enzims, tals com Cdc42 i la JNK, independentment de l'activitat de p110 (Jimenez et
al., 2000).

La diana més ben caracteritzada per als productes lipidics derivats de PI3K és
PKB. Fins al moment, només s’han descrit les PI3K de classe | com a responsables de
I'activacié de PKB in vivo. La PKB va ser identificada com a una proteina quinasa amb
alta homologia amb les proteina quinasa A i C, per el que va ser anomenada PKB.
També es coneix com c-Akt o Akt degut a la seva homologia amb la oncoproteina viral
v-Akt (Vanhaesebroeck et al., 2000). En cél-lules no estimulades, PKB és present al
citosol en una conformacié poc activa (Fig. 17). L’activacié de PI3K genera Ptdins
(3,4,5)P3/PtdIns(3,4)P,, llavors PKB es transloca cap a la membrana i s’hi uneix a
través del domini PH. Aquesta interaccio indueix un canvi conformacional que exposa
els residus Thr-308 i Ser-473 per que puguin ser fosforilats respectivament per PDK-1 i
per una segona quinasa encara no identificada, resultant en la total activacio
enzimatica in vivo. Com s’ha mencionat anteriorment, PDK-1 també conté un domini
PH, assegurant que PDK-1 i PKB colocalitzin a la membrana. PDK1 pero, no sembla
que sigui directament activada o inhibida per cap senyal extracel-lular, sin6 que seria
controlada per mecanismes de direccionament cap a substrat i per interacci6 amb
diferents proteines, que no només regularien la seva activitat, especificitat de substrat i
localitzacio subcel-lular, sind que la farien susceptible als missatgers lipidics derivats
de PI3K (Vanhaesebroeck et al., 2000). L’activacié de PKB succeeix rapidament i és
normalment maxima després de pocs minuts de ser estimulada per agonistes. Després

de l'activacio, PKB es dissocia de la membrana i entra al nucli (Hanada et al., 2003).
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Figura 17. Representacio esquematica de I’activaci6 de PKB. La uni6 del lligand a un
receptor RTK activa la PI3K que produeix Ptdins (3,4,5)P; que recluten PKB, PDK1 i
probablement la quinasa que fosforila Ser473 a la membrana plasmatica, on PKB esdevé
fosforilada i activada. Extret de Hanada et al., (2003).

PKB media molts dels processos controlats per PI3K (Fig. 16) i fosforila
nombroses proteines tant a citoplasma com a nucli. La sobreexpressio de PKB té un
efecte anti-apoptotic en molts tipus cel-lulars, retardant-ne la mort (Franke et al.,1997).
Aquest fet és important sobretot en cél-lules tumorals on PKB és sobreexpressada. La
inactivacio de PTEN també ha estat associada a la transformacié de les cél-lules
tumorals, doncs 'augment dels nivells de Ptdins condueix a una elevada activitat de
PKB (Haas-Kogan et al., 1998). La proteina Bad forma un heterodimer amb les
proteines anti-apoptotiques Bcl-2 i Bcl-XL prevenint que aquestes exerceixin la seva
funcié antiapoptotica. Quan Bad és fosforilat per PKB deixa de interaccionar amb
aquestes proteines permetent que inhibeixin I'apoptosis (Downward et al.,1999).
També s’ha descrit que PKB fosforila i inhibeix la Caspasa-9, una proteasa crucial en
la iniciacié de I'apoptosis (Cardone et al.,1998). PKB també s’associa i fosforila les
IKKs (kinasa de IkBa), aixd comporta la fosforilacio i subsequent degradaci6 de IkBa,
fet que permet al factor de transcripci6 NFkB translocar-se a nucli i activar la
transcripcié de proteines anti-apoptotiques (Kane et al., 1999). PKB també juga un
paper clau en la regulacié dels factors de transcripcié de la familia Forkhead (FOXO),
doncs la fosforilacié per PKB indueix I'export nuclear evitant aixi que estimulin la
transcripcié de gens com el lligand Fas (Brunet el al.,1999). Finalment la fosforilacié de
MDMZ2 per PKB resulta en la inactivacio de p53 (Mayo i Donner, 2002).

La inhibicié de PI3K bloca la proliferacié cellular perd no indueix apoptosis
(Craddock et al., 1999), suggerint que a més de ser antiapoptotica, PKB deu participar

en la regulacio del cicle cel-lular. PKB exerceix un paper fonamental en la transcripcio,
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traduccio i sintesis proteica. PKB activa indirectament mTOR, fosforilant i inhibint el
TSC (tuberous sclerosis complex), que inhibeix mTOR. PKB també fosforila i inhibeix
la GSK3 (glycogen synthase kinase 3-B), un enzim implicat en la degradacié de
reguladors del cicle cel-lular, entre els que trobem la ciclina D1. La inhibicié de GSK3
augmenta els nivells de ciclina D1 permetent I'entrada a cicle cel-lular (van Weeren et
al., 1998). PKB també activa el factor de transcripcié E2F, un regulador crucial dels
“checkpoints” del cicle cel-lular. Com hem mencionat abans, PKB inhibeix els factors
de transcripcié FOXO, implicats també en la inhibicié de la proliferacio cel-lular (Tran et
al., 2003). Finalment, PKB fosforila i activa eNOS, el que suposa una produccio
sostinguda de NO per cél-lules endotelials (Vanhaesebroeck et al., 2000). La produccio
mantinguda de NO per part de cel-lules endotelials ha estat implicada en molts efectes
biologics, tals com la regulacié génica i I'angiogénesis, doncs PKB s’activa en resposta
a VGEF.
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5. LES QUINASES REGULADES PER SENYALS EXTRACEL-LULARS
(ERK1/2)

La via de les MAPK (mitogen-activated protein kinase) és una via altament
conservada que existeix en tots els eucariotes i controla processos tan fonamentals
com la proliferacio, diferenciacid, supervivéncia i apoptosi. L'esquema basic de la via
inclou una proteina G situada anterior a un modul que actua com a nucli que consisteix
en tres quinases: una MAPK quinasa quinasa (MAPKKK) que fosforila i activa una
MAPK quinasa (MAPKK) que al seu torn activa una MAPK. Aquest sistema no només
permet una amplificacié de la senyal, siné punts addicionals de regulacié que
permeten controlar la cinética, durada i intensitat de I'activitat regulant-la molt finament.
Actualment s’han descrit fins a sis moduls que, tot i compartir components relacionats
estructuralment, participen en respostes bioldgiques especifiques (Kolch, 2000). En
mamifers trobem principalment tres families de MAPK: la de les quinases regulades
per senyals extracel-lulars (ERK), les p38 MAP quinases i les quinases N-terminal de

c-Jun (JNK). En aquest treball ens hem centrat en la via de les ERK1/2.

5.1 Activacio de la via

Una amplia varietat d’hormones, factors de creixement i de diferenciacid, aixi com
substancies promotores de tumors utilitzen aquesta via (Fig. 18). Aquests estimuls
activen Ras, una proteina G petita, induint-li el recanvi de GDP per GTP i convertint-la
a la seva conformacié activa. Aquest procés requereix el reclutament de factors
intercanviadors de GDP/GTP cap a la membrana cel-lular, on resideix Ras. L’arquetip
d’aquests factors és SOS (son of sevenless), que esta unit a la membrana per una
proteina adaptadora, que reconeix els llocs d’acoblament de tirosines fosfats en el
mateix receptor o en el seu substrat (McCormicK et al., 1993). La fosforilacié6 de SOS
per ERK provoca el desassemblatge del complex SOS i per tant la fi de I'activacié de
Ras, proveint un mecanisme de retroinhibicié. Ras activat funciona com un adaptador
que uneix amb alta afinitat la quinasa Raf-1 provocant la seva translocacié a la
membrana on tindra lloc I'activacié (Moodie et al., 1994). L’activacié de Raf-1 és un
procés de multiples etapes que implica la desfosforilacio de llocs inhibitoris per part de
la proteina fosfatasa 2A (PP2A) aixi com la fosforilacié de llocs d’activacié per part de
PAK-1 (p217°*2_activated kinase), Src i alguna altre quinasa encara desconeguda.
Raf-1 activitat fosforila i activa MEK, una quinasa dual que pot fosforilar tant residus
treonina com tirosina. Alguns estudis suggereixen acoblaments preferents entre alguns

tipus de Raf i isoformes de MEK. A mes, MEK també pot ser activada per MEKK-1,
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Mos o Tpl-2, sent Raf-1 perd el principal activador (Schaeffer et al.,1999). MEK és
activada per fosforilacié de dos residus serina en el llag d’activacié. Alhora MEK
fosforila i activa ERK-1 i ERK-2 (també anomenades p44 i p42 MAPK), activacié que
condueix a la seva translocacio a nucli (Kim et al., 1997). Al igual que en el cas de
MEK, no esta clar perqué existeixen dos gens per ERK ja que els estudis suggereixen
que son funcionalment equivalents. Malgrat aix0, la conservacié evolutiva dels dos
gens i el fet que tant en el cas de MEK com ERK les dues isoformes normalment

coexpressin, sembla indicar una diversificacio funcional.
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Figura 18. Esquema de la via de ERK1/2. Extret de Kolch et al., (2002).

L’especificitat del senyal aixi com I'activacié espai-temporal de la via sén elements
claus a I'hora de generar una resposta bioldgica precisa (Pouysségur et al., 2002). La
durada i intensitat de I'activacié de ERK esta finament regulada per I'equilibri entre els
mecanismes d’activacié/inactivacio i per compartimentalitzacié. Nombroses fosfatases
han estat implicades en la desfosforilacié de ERK, entre aquestes trobem la PP2A i les
MKPs. L’especificitat aixi com l'eficiéncia en la transmissié de la senyal al llarg de la
via es pot aconseguir a través de proteines “scaffolds” i per llocs d’anclatge especifics
entre els diferents components de la via i en els seus substrats. Les proteines
“scaffolds”, tals com KSR o MP-1, actuen mantenint units els diferents components de
la via i juguen també un paper important en la localitzacié subcel-lular d’aquests

components (Pouysségur et al., 2002).
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5.2 Efectors de la via

ERK és una serina/treonina quinasa amb més de 50 substrats que inclouen
proteines del citoesquelet, altres quinases (com p90/rsk), fosfatases i factors de
transcripcio (entre ells Elk, Ets, Myc, c-jun, NFAT). L’accessibilitat d’'un substrat o altre
vindria donada per compartimentalitzacioé subcel-lular.

La via de les ERK té un paper fonamental en expressid génica, proliferacié
cellular, diferenciacio i I'apoptosi. Aixi, I'activaci6 de ERK1/2 ha estat implicada en
supervivencia cel-lular i quimioresisténcia tot i que també s’ha implicat en mort cel-lular.
L’activacié de ERK és necessaria pels efectes apoptotics de la cisplatina (Wang et al.,
2000, Choi et al., 2004), I'etoposit (Stefanelli et al., 2002) i ha estat implicada en
malalties neurodegeneratives (Colucci-D'Amato et al., 2003). Aixi, s’ha descrit que
quan l'activacié de ERK1/2 promou la supervivéncia, I'activacié de la via és rapida i
transitoria, mentre que en situacions pro-apoptotiques, I'activacié tendeix a ser més
retarda i sostinguda (Choi et al., 2004).

S’han descrit diferents punts de connexié entre les vies de senyalitzacio de ERK i
PI3K. En resposta a factors de creixement i integrines, 'activacié depenent de PI3K de
les GTPases Rac/cdc42 coopera amb Ras activant la via Raf/MEK/ERK. Aquesta
cooperacio implica la quinasa PAK (p21 activated kinase), la qual fosforila Raf-1 en la
Ser338 i MEK en la Ser298, aquesta ultima essent important per la unié de Raf-1 a
MEK (Garcia et al., 2002). També s’ha descrit que PDK1 promou l'activaci6é de ERK a
través de la fosforilacié de MEK en les Ser222 i 226, requerides per la plena activacié
de MEK (Sato et al., 2004). Alternativament, I'activacié de PKB per PI3K pot comportar
la inactivacié de Raf-1 a través de la fosforilacio en la Ser259, que se suposa que és
un dels llocs d'unié de 14-3-3, proteina que manté Raf-1 en un estat autoinhibit
(Dhillon et al., 2002).

43






OBJECTIUS






Objectius

La CsA és un dels farmacs immunosupressors més ampliament utilitzats i el seu Us
ha suposat una important disminucio del rebuig i un augment de la vida mitja de I'organ
trasplantat. Malgrat tot, els seus efectes secundaris, principalment la nefrotoxicitat, han
limitat la seva utilitzacié. La nefrotoxicitat cronica per CsA és un procés complex que ha
estat associat a canvis hemodinamics i fibrosi intersticial. Cada cop hi ha més
evidéncies perd que la CsA exerceix part dels seus efectes directament sobre les
cél-lules del tabul proximal. Per aquest motiu és de gran importancia identificar els
mecanismes moleculars implicats en la toxicitat per CsA en aquestes cél-lules. Si bé els
mecanismes moleculars implicats en la immunosupressié so6n coneguts, aquells
implicats en la nefrotoxicitat encara no han quedat del tot establerts. Tenint en compte

aquests precedents, en aquesta tesi es van plantejar els segtients objectius:

1. Estudiar la toxicitat per CsA en la linea cel-lular PKSV-PCT3 (PCT3), derivada
del tubul proximal de ratolins. Establir les condicions en les que la CsA causava

mort cel-lular per tal d’establir un model de toxicitat in vitro.

2. Un cop establertes aquestes condicions, analitzar els efectes de la CsA en dues
vies de senyalitzaci6 ampliament implicades en la supervivencia/mort cel-lular
com son les vies ERK1/2 i PI3K. Estudiar el seu possible paper en la toxicitat
induida per CsA mitjangant I'is d'inhibidors farmacologics especifics per

aguestes vies.

3. Estudiar si els mecanismes que condueixen a l'activacidé d’aquestes vies en
resposta al tractament amb CsA podrien ser degudes a l'alliberacié de factors

autocrins/paracrins per part de les cél-lules PCT3.
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INTRODUCTION

The immunosupressor cyclosporine A (CsA) has been widely used to prevent
organ transplant rejection. CsA has also potential therapeutic use in the treatment of
cancer and a diversity of autoimmune diseases. The beneficial effects of CsA are
restricted by its toxic side effects, with nephrotoxicity being the most remarkable one
(Olyaei et al., 2001). The molecular mechanisms responsible for these adverse effects
are largely unknown. A potential involvement of reactive oxygen species (ROS) has
been suggested (Wang and Salahudeens, 1994; Perez de Lema et al., 1998; Wolf et
al., 1997), although others do not support a direct link between CsA-mediated ROS
generation and adverse renal effects (Galleti et al., 2005). CsA-induced ROS
generation and susceptibility to ROS are highly tissue specific (Buetler et al., 2000).
PI3K/PKB and ERK are among those pathways activated by oxidative stress (Blanc et
al., 2003), and both of them have been implicated in survival and death responses in
the cell.

The evolutionary conserved phosphoinositide 3-kinase (PI13K) family is implicated
in a wide range of biological processes such as cell survival, proliferation, inflammation,
adhesion, glucose metabolism, chemotaxis, and cancer (Cantley, 2002; Wymann and
Marone, 2005). PI3Ks are divided into three classes according to their structure and in
vitro substrate specificities and all of them are targeted by the pharmacological
inhibitors Wortmannin, LY294002 and Apigenin (Wymann et al., 2003). The
ubiquitously expressed class |A PI3Ks are comprised of a 110-kDa catalytic subunit
(p110a, p110B, or p110d) that is constitutively bound to a regulatory subunit (p85a,
p55a, p50a, p85p3, or p55y) and are activated by receptor tyrosine kinases. The single
Class IB PI3K is primarily found in hematopoietic cells, is composed of a catalytic
subunit (p110y) bound to a p101 regulatory subunit and acts downstream of G-protein-
coupled receptors. It has been described that only Class | PI3Ks can produce
PtdIns(3,4,5)P3, which act as docking sites for downstream effectors such as PDK-1,
PKB, Sos, and PLCy. In contrast to class | PI3Ks, Class Il PI3Ks lack regulatory
subunits, phosphorylate Ptdins(4,5)P, poorly in vitro, and appear to associate with and
function downstream of a number of transmembrane proteins, including clathrin,
integrins, chemokine receptors, and growth factor receptors (reviewed in Wymann and
Marone, 2005; Wymann et al., 2003; Harada et al., 2005). Class Ill PI3K is composed
of a catalytic homolog of the Vps34 protein, which is implicated in vesicle sorting, and a
p150 regulatory subunit (Harada et al., 2005). While diverse effects have been
assigned to class | PI3Ks, the functions of class Il and class Ill PI3Ks are still being

elucidated.

53



Resultats — Capitol |

The ERK pathway plays critical role in gene expression, cell growth, differentiation
and apoptosis. Activated tyrosine kinase receptors induce translocation of Grb2/SOS
complex to the membrane what leads to GTPases activation and the recruitment of Raf
to the membrane. Once activated, Raf phosphorylates and activates MEK which in turn
phosphorylates and activates ERK (Kolch, 2000). Activation of the ERK pathway has
been repeatedly shown to contribute to cell survival and chemoresistance (Guyton et
al., 1996; Tran et al., 2001; Miyamoto and Fox 2000). However, other studies have
evidenced a link between ERK1/2 activation and cell death (Ishikawa and
Kitamura,1999; Wang et al., 2000; Stefanelli et al., 2002). Activation of ERK1/2 is
required for the apoptotic effects of cysplatin (Wang et al., 2000), etoposide (Stefanelli
et al., 2002) and neurodegenerative diseases (Colucci-D'Amato et al., 2003). When
ERK activation enhances survival, the activation occurs rapidly and is more transient,
whereas in situations where it is apoptotic, the activation tends to be delayed and
sustained (Choi et al., 2004) CsA induces ERK activation in various cell types (Paslaru
et al., 1997; Kiely et al., 2003) but the specific mechanism remains unknown.

The PKSV-PCT cell line, derived from the convoluted portion of the proximal
tubule of kidneys from transgenic mice, has been shown to be a useful model for the
studies on the effects of CsA in renal cells (Cebrian et al., 2001). Then, the aim of the
present work was to study the effects of CsA on ERK and PI3K pathways and the

potential involvement of these pathways on CsA-induced toxicity in PKSV-PCT cells.
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METHODS

Materials

Cyclosporine A (CsA), EGF, PD98059, U0126, AG1478, Wortmannin and
LY294002 were from Calbiochem. Anti-ERK1/2 and anti-Ras were from Transduction
Laboratories. Anti-phospho Raf-1 (Ser?®®), anti-phospho Raf-1 (Ser*®), anti-phospho
PKB/Akt (Ser*”®), anti-PKB, anti-phospho EGFR (Tyr'®®), anti-phospho ERK1/2
(Thr®*3Tyr®®), anti-PI3K 110q, anti-p53 and anti-phospho MEK1/2 (Ser®'"?")y were
from Cell Signalling. Anti MEK and anti Raf-1 (C12) were from Santa Cruz. Apigenin

and all other reagents were from Sigma.

Cell culture and treatments

Immortalized cells from the convoluted portion of mouse kidney proximal tubule
PKSV-PCT cells (PCT3 clone) were cultured in a medium A (DMEM:Ham’s F12 (1:1,
v/v), 20 mM HEPES, 2 mM L-glutamine, 12.5 mM D-glucose, 60 nM sodium selenite, 5
pg/ml  transferrin, 50 nM dexamethasone, 100 U/ml penicilin and 100 pg/mi
streptomycin) supplemented with 2% foetal bovine serum (FBS), 5 pg/ml insulin, 10
ng/ml epidermal growth factor and 1 nM triiodothyronine, at 37°C in a 95:5 air:CO,
water saturated atmosphere. For all experiments, cells were seeded at 0.2 x 10°
cells/ml and after 24 h with complete medium cells were starved for 16 h in medium A
supplemented with 0.1% FBS but not insulin, epidermal growth factor or
triiodothyronine. CsA was dissolved in ethanol and all the pharmacological inhibitors
were in DMSO. In all cases controls were carried out with cells treated with the
corresponding vehicle alone. After treatments, cells were washed twice with cold
phosphate-buffered saline (PBS) and harvested with lysis buffer as in (Llorens et al.,
2004).

Cell viability

After treatments, PCT3 cells were harvested and washed twice with cold PBS,
and the viable cells were counted with Trypan Blue Dye (Gibco-Life Technologies) in a
Neubauer chamber. Living cells exclude the dye, whereas dead cells will take up the
blue dye. For Hoechst staining, cells seeded in six-well dishes were washed twice with
PBS and fixed for 15 min with 4% paraformaldehyde at room temperature. Then, cells
were washed twice again with PBS and stained with Hoescht (5 ug/ml in PBS) for 5

min.
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Western Blots

The protein content of cellular extracts was quantified by the Bradford assay
(Bradford, 1976). 25 pg of total cell extract protein was run on SDS-PAGE gels,
transferred onto PVDF membranes and incubated with the corresponding antibodies.
The membranes were developed with the enhanced chemiluminescence method (ECL-

Pierce).

Measurement of ROS generation

The assay is based on the incorporation of 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate
(DCFH-DA) into the cell. H,O, and peroxidases are able to oxidise the cleaved DCFH
to DCF, which is highly fluorescent at 530 nm. To measure CsA-induced ROS
generation cells were washed twice with PBS, and fresh medium containing 20 yM
DCFH-DA was added to previously treated cells. After 30 minutes cells were washed
again, tripsinized and resuspended with cold PBS. Fluorescence was measure by flow

cytometry on a FACScan flow cytometer.

Raf-1 activity

Raf-1 immunoprecipitation and kinase assay were done as described previously
(Barnard et al., 1998). Immunoprecipitated Raf was incubated for 30 min at 30 °C with
0.8 mM ATP, 10 pg/ml GST-MEK and 100 pg/ml GST-ERK2. An aliquot of the
supernatant was used for ERK2 activity assays using 0.5 mg/ml myelin basic protein
(MBP) and 0.1 mM [y-**P] ATP (400 cpm/pmol). After 15 min incubation at 30 °C, 12
of 5x Laemmli loading buffer were added to the tubes and the mixture analyzed by

SDS-PAGE. Radiolabelled bands were quantified in a Phospholmager.

Measurement of Ras activation

The ability of Ras-GTP to bind to RBD (Ras-binding domain of Raf-1) was used to
analyse the amount of active Ras. Cell lysates (400 pg) were incubated with 75 ug of
GST-RBD bound to glutathione-Sepharose beads for 2 h at 4 °C. Beads were washed
four times and bound proteins eluted by the addition of 25 pl of Laemmli loading buffer
and immunoblotted with pan-Ras antibody as described above. 50 pg of cell lysates

were also analysed by Western Blot to ensure equal quantities of Ras in the assays.

Transfection Techniques
For silencing the 110a catalytic subunit of PI3K we used ON-TARGETplus
SMARTpool siRNA from Dharmacon (Lafayette, CO), that contained four pooled siRNA
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duplexes with "UU" overhangs and a 5' phosphate on the antisense strand. Thus, a
mixture of several siRNAs ensures an effective depletion of PI3K gene in the cells. A
nonrelated control siRNA pool (Dharmacon) that lacks identity with known gene targets
was used as a control for nonsequence-specific effects.

Transfections were performed using Lipofectamine Plus Reagent (Invitrogen)
following the manufacturer's recommendations. Briefly, cells were transfected with 50
nmol/L siRNA and incubated at 37 °C for 4 h, at which time one volume medium with
4% FBS was added and the cells were further incubated for another 3 h. Then, cells

were washed with PBS and starved for 16 h before treatments.

RNA extraction and RT-PCR

Total RNA was extracted from cultured PCT3 cells using total RNA isolation
system (Qiagen) following the manufacturer's recommendations and employing the
optimal DNase treatment to remove contaminating genomic DNA. The presence of the
catalytic subunit of class IA PI3Ks 110a (Pik3ca) and 110B (Pik3cb), and the class Il
PI3K-C2a (Pik3c2a) and PI3K-C2[3 (Pik3c2b) mRNA was analyzed by RT-PCR with a
SuperScript One-Step RT-PCR system (Invitrogen) from 500 ng of total RNA using
primers specific for the individual PI3K isoforms and for cyclophilin A (CypA) as a
control of RNA amount and integrity. Forward (Fw) and reverse (Rv) primer pairs are
as follows: Pik3ca Fw, 5’- ccaaacaacgacaagcagaa-3’ and Rv, 5’-tatgacccagagggatttcg-
3’; Pik3cb Fw, 5’-atgtgtcaagtcgtggtgga-3’° and Rv, 5’-agagggcacaatcgagaaaa-3’;
Pik3c2a Fw, 5’-ccacaccatttcatccacaa-3’ and Rv, 5'-ttacagttgccccagaaagg-3’; Pik3c2b
Fw, 5’-tccaggatcaggtgacacag-3’ and Rv, 5’-cacaggtttcccagaggtgt-3’ and CypA (Fw, 5'-
atggtcaaccccaccgtg-3’ and Rv, 5’-cagatggggtagggacg-3’). The products were

electrophoresed on a 1% agarose gel and visualized with ethidium bromide.
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RESULTS

CsA induces cell death

PCT3 cells were seeded as indicated in Methods and after 24 h medium was
replaced by a starving medium for additional 16 h. This was set as standard working
conditions. Cells were then treated with CsA for the indicated times and doses. As
observed in Figure 19A, medium replacement did not induce growth arrest in untreated
cells, where cell number still increased for the next 48 h. Treatment with doses lower
than 5 yg/ml resembled control. Treatment with 5 ug/ml slowed down cell proliferation
when compared to untreated cells but no toxicity was observed. Doses of 10 ug/ml or
higher induced cytotoxicity as observed in a decrease in number of cells that exclude
the dye after 12-24 h of incubation with CsA. These results showed that CsA toxicity
was time and dose dependent, and that CsA-induced cell death is a relatively late
event.

Treatment of PCT3 cells for 24 h with 25 pg/ml of CsA decreased cell adhesion
and induced changes in cell morphology (Fig. 19B, upper panel). In order to asses the
nature of CsA-induced cell death we stained cells with Hoescht. Nuclear staining of
CsA treated PCT3 cells did not show chromatin condensation (Fig. 19B, lower panel).
Moreover, CsA treatment with 25 ug/ml did not increase p53 levels at any of the times

studied (data not shown).
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Figure 19. CsA induces cell death in PCT3 cells. (A) PCT3 cells were seeded as indicated in
Methods and then treated with increasing doses of CsA or vehicle alone for the indicated times.
Cell viability was analyzed by Trypan blue assay. The data are the means of three experiments
performed on different days taking the number of cells at the onset of the experiment as 100%.
(B) PCT3 cells were treated with 25 pg/ml CsA or vehicle alone for 24 h and then fixed with
paraformaldehyde and stained with Hoescht as indicated in Methods. Then cells were

visualized by phase-contrast microscopy (upper pannel) and fluorescence microscopy (lower
pannel).
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CsA activates ERK and PI3K pathways

ERK and PI3K pathways are two important pathways related with cell death and
survival. Then we asked whether CsA exerts any effect over these pathways. PI3K
activation was monitored by determining the phosphorylation status of PKB, the best-
characterized target for PI3K-derived lipid products. ERK and PKB activation were
monitored by measuring the levels of activating phosphorylations (Thr?®/Tyr®® for
ERK1/2 and Ser*”® for PKB) using phospho-specific antibodies (Fig. 20). CsA induced
ERK and PKB activation in a time and dose dependent manner. Doses lower than 5
pg/ml did not induce any significant activation, but ERK and PKB phosphorylation was
observed with doses of 10 ug/ml or above. Phosphorylation kinetics differed between
both enzymes. PKB activation was observed within minutes of CsA addition reaching a
maximal value after 1 h of treatment whereas ERK activation started to be evident after

1 h of CsA addition and reached a maximal value after 6 h of treatment (Fig. 20C).
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Figure 20. CsA treatment activates ERK and PKB. PCT3 cells were treated with the
indicated doses of CsA for 6 h (A) or with 25 ug/ml CsA for the indicated times (B). ERK and
PKB activation were then analysed by Western Blot with the corresponding phospho-specific
antibodies. To ensure equal amount of protein in each lane Western Blots against total protein
were performed for ERK and PKB. (C) The means of optical density (OD) values of the bands
detected in Western Blots of three different experiments are plotted taking the maximal value of
phosphorylation of ERK and PKB as 100%.
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ERK but not PKB activation in response to CsA is mediated by ROS.

In agreement with previous reports on other cell types (Wang and Salahudeens,
1994; Perez de Lema et al., 1998; Wolf et al., 1997; Galleti et al., 2005; Buetler et al.,
2000), we observed that in PCT3 cells CsA induced ROS generation (Fig. 21A). ROS
generation was time and dose dependent becoming evident at doses of 10 ug/ml and 1
to 3 h after CsA addition (data not shown). It has been described that ERK and PKB
can be activated by ROS (Blanc et al., 2003). Since CsA induced both ERK and PKB
activation, we wondered if this activation was mediated by ROS generation. For this
purpose we treated cells with the superoxide dismutase (SOD) mimetic Tiron or the
antioxidant enzyme PEG-catalase before CsA addition. Covalent conjugation of
catalase with polyethylene glycol (PEG) increases protein half-life and enhances the
uptake of the active form of this enzyme by cultured cells (Beckman et al., 1998).
Figure 21A shows that ROS generation induced by 25 ug/ml CsA was significantly
decreased by pre-treatment with PEG-catalase and Tiron, with a maximum effect when
both antioxidants were added together. Pre-treatment with the antioxidants blocked
ERK activation, but not PKB activation (Fig. 21B).

Antioxidants do not protect from CsA-induced cell death

It has been widely decribed that ROS could mediate the nephrotoxic effects of
CsA (Parra et al., 2003; Burdmann et al., 2003). Then, we wondered if antioxidants
would prevent CsA induced cytotoxicity. Figure 21C shows that pre-treatment with
either PEG-catalase, Tiron, or both did not attenuate CsA induced cell death,
suggesting that in PCT3 cells the cytotoxic effects of CsA were not directly related to its

ability to generate ROS.
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Figure 21. CsA-induced ROS generation mediates ERK but not PKB activation and is not
involved on CsA cytotoxicity. (A) PCT3 cells were treated with 25 ug/ml CsA or vehicle alone
for 6 h and then ROS levels were detected as indicated in Methods. When indicated, 10 mM
Tiron or 15 000 U/ml PEG-Catalase were added 30 min or 12 h respectively before CsA
addition. The data are the means of ROS levels of three different experiments and are plotted
taking the value obtained with 25 pg/ml CsA as 100%. (B) PCT3 cells treated as above were
used to determine ERK and PKB activation by Western Blot using phospho-specific antibodies.
(C) PCT3 cells pre-treated with 15 000 U/ml PEG-Catalase for 12 h and/or 10 mM Tiron for 30
min were treated with 25 pg/ml CsA or vehicle alone for 24 h. Cell viability was analyzed by
Trypan blue assay. The data are the means of three different experiments taking the number of
untreated cells (vehicle alone) as 100%.

CsA-induced ERK and PI3K/PKB activation are mediated through EGFR

ERK and PI3K pathways are two major signaling pathways initiated at EGFR
(Okano et al., 2000). We wondered whether CsA-induced ERK and PKB activation was
a consequence of EGFR activation. Figure 22A shows that CsA treatment induced

EGFR phosphorylation at Tyr'%®

, a Grb2 binding site that has been described to trigger
MAPK activation. Moreover, EGFR activation was required for ERK and PKB activation
since pre-treatment with AG1478, a specific EGFR inhibitor, blocked this activation (Fig.
22B). These results suggested that EGFR would mediate CsA effects. Then, we tested

if inhibition of EGFR could block ROS production or would ameliorate cell death. Pre-
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treatment with AG1478 did not prevent ROS generation (Fig. 22C) but rescued from
CsA-induced cytotoxicity (Fig. 22D). Pre-treatment with AG1478 alone resulted in a
slight diminution of cell growth without affecting viability, as expected when inhibiting a

growth factor receptor.
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Figure 22. CsA-induced ERK and PKB activation are mediated by EGFR. (A) PCT3 cells
were treated with 100 ng/ml EGF for 5 min or 25 ug/ml CsA for the indicated times and EGFR
activation was measured by Western Blot using a phospho-specific antibody against Tyr1068.
To ensure equal amount of protein in each lane Western Blots against total EGFR protein was
performed. (B) PCT3 cells were pre-treated with the EGFR specific inhibitor AG1478 for 30 min
before addition of 100 ng/ml EGF for 5 min or 25 pg/ml CsA for 6 h. ERK and PKB activation
were measured by Western Blot using phospho-specific antibodies. (C) PCT3 cells were
treated with 25 pg/ml CsA or vehicle alone for 6 h and then ROS levels were detected as
indicated in Methods. When indicated, AG1478 was added 30 min before CsA addition. The
data are the means of ROS levels of three different experiments and are plotted taking the
value obtained with 25 ug/ml CsA as 100%. (D) PCT3 cells pre-treated with AG1478 30 min
before addition of 25 pg/ml CsA or vehicle alone for 24 h. Cell viability was analyzed by Trypan
blue assay. The data are the means of three experiments taking the number of untreated cells
(vehicle alone) as 100%.

CsA-induced ERK activation is mediated through Raf/MEK activation

To gain an insight on how CsA activates ERK we analyzed the upstream elements
of the ERK pathway. Treatment for 5 min with 100 ng/ml EGF was used as a positive
control of ERK pathway activation. Figure 23A shows that CsA treatment activated
MEK 1/2. Raf-1 activity, monitored either by a MBP-coupled assay or by analyzing
Ser**® phosphorylation, was also enhanced by CsA (Fig. 23B), showing a close
coincidence between phosphorylation and kinase activity as reported previously to
occur in EGF stimulated NIH 3T3 cells (Dhillon et al., 2002). We next checked Ras
activity and observed that Ras was not activated by CsA treatment (Fig. 23C).
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Figure 23. CsA activates MEK and Raf-1 but has no effect on Ras. (A) PCT3 cells were
treated with 100 ng/ml EGF for 5 min or 25 pg/ml CsA for the indicated times. MEK activation
was measured by Western Blot using phospho-specific antibodies. (B) PCT3 cells were treated
as above and Raf-1 immunoprecipitates were bloted against anti-phospho Ser®*® of Raf-1 (lower
panel) or used to measure Raf-1 activity by a MBP-coupled assay (upper graph). Values are
plotted taking the value obtained after treatment with 100 ng/ml EGF for 5 min as 100 %. (C)
PCT3 cells were treated as above and Ras activity was analyzed as described in Methods.

ERK is not involved in CsA-induced cell death

To test the involvement of ERK in CsA-induced toxicity, PCT3 cells were pre-
treated with the MEK inhibitors PD98059 and U0126 for 30 min before CsA addition.
PD98059 and U0126 selectively inhibited ERK activation, had no effect on PKB
activation (Fig. 24A) and afforded little protection against CsA (Fig. 24B). This indicates

that ERK was not involved in CsA toxicity.
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Figure 24. ERK inhibitors do not rescue from CsA-induced cell death. (A) PCT3 cells were
pre-treated with 50 yM PD98059 or 10 uM U0126 for 30 min and then cells were stimulated with
25 pg/ml CsA for 6 h. ERK and PKB activation were analysed by Western Blot using phospho-
specific antibodies. (B) 50 uM PD98059 or 10 yM U0126 were added 30 min before treatment
with 25 ug/ml CsA for 24 h. Cell viability was then analyzed using Trypan Blue assay. The data
are the means of three experiments performed on different days and are plotted taking the
number of untreated cells (vehicle alone) as 100%.
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PI3K inhibitors Apigenin and LY294002 but not Wortmannin block ERK
activation in response to CsA

PI3K activation can have opposing effects on ERK pathway (Garcia et al., 2002;
Sato et al., 2004). As shown above, in PCT3 cells treated with CsA, PKB is activated
earlier than ERK. Then we decided to evaluate the potential involvement of PI3K/PKB
pathway in the activation of ERK1/2 in response to CsA (Fig. 25A). EGF was used as
positive control for ERK and PKB activation. The PI3K inhibitors Apigenin, LY294002
and Wortmannin blocked PKB activation in EGF or CsA stimulated cells. Interestingly,
divergences were observed at the level of ERK. PI3K inhibitors have little effects on
EGF-stimulated ERK activation. On the other side, Apigenin and LY294002 blocked
ERK activation in CsA treated cells although Wortmannin did not. These results were
also observed at the level of MEK. Differential effects of LY294002 and Wortmannin on
ERK activation have been shown previously by others (Chiu et al., 2005). The different
behaviour is cell type dependent and its molecular basis is still unclear (Chiu et al.,
2005). To explore if these effects could be explained by changes in Raf-1, we analysed
Ser®®® and Ser**® phosphorylations on Raf-1 immunoprecipitates (Fig. 25A). After EGF
or CsA stimulation, Ser®™® is dephosphorylated as a previous stage for Raf-1 activation.
Pre-treatment with PI3K inhibitors did not exert significant effects on Ser®®
dephosphorylation. Apigenin and LY294002 but not Wortmannin partially blocked
Ser®® phosphorylation induced by CsA. Then, changes in MEK/ERK phosphorylation

state in response to either CsA or EGF correlated with that of Ser®® in Raf-1.
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Figure 25. PI3K inhibitors rescue from CsA-induced cell death. (A) 40 uM Apigenin (Api),
40 pM LY294002 (Ly) or 100 nM Wortmannin (Wor) were added 30 min before treatment with
100 ng/ml EGF for 5 min or 25 pug/ml CsA for 6 h. Cell extracts were immunoprecipitated with
anti-Raf-1 and Ser®® and Ser®®® were analyzed using phospho-specific antibodies. ERK, MEK
and PKB activation were also analysed by Western Blot using phospho-specific antibodies (B)
PI3K inhibitors were added 30 min before treatment with 25 ug/ml CsA or vehicle alone for 24 h.
Cell viability was then analyzed using Trypan Blue assay. Data are the means of three
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experiments performed on different days and are plotted taking the number of untreated cells
(vehicle alone) as 100%.

siRNA against 110a catalytic subunit of class IA PI3K does not prevent CsA-
induced toxicity

It has been described that only Class | PI3Ks can produce PtdIns(3,4,5)P; and
thus activate PKB in vivo (Wymann and Marone, 2005; Wymann et al., 2003; Harada et
al., 2005). Pharmacological inhibitors of PI3K target all PI3K isoforms and at elevated
concentrations could interfere with PI3K-related kinases (Wymann et al., 2003). To
elucidate if class IA PI3Ks were mediating CsA-induced cell death we decided to use a
siRNA directed against the 110a catalytic subunit of class IA PI3Ks. Both EGF and
CsA-induced PKB phosphorylation was decreased by siRNA transfection (Fig. 26A).
ERK activation in response to CsA was blocked by siRNA but its response to EGF was
unaffected. In addition, PI3K 110a knockdown did not protect against CsA-induced
cytotoxicity (Fig. 26B).
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Figure 26. siRNA against 110a catalytic subunit of class IA PI3K does not prevent CsA-
induced toxicity. (A) PCT3 cells were transfected with a non-silencing siRNA (-) or the 110a
subunit of class IA PI3K directed siRNA (+) as indicated in Methods. Cells were then treated
with 100 ng/ml EGF for 5 min or 25 yg/ml CsA for 6 h and ERK and PKB activation and PI3K
110a levels were analysed by Western Blot. (B) PCT3 cells transfected as above were treated
with 25 pg/ml CsA or vehicle alone for 24 h and cell viability was then analyzed using Trypan
Blue assay. The data are the means of three different experiments and are plotted taking the
number of untreated non-silencing siRNA transfected cells as 100%.
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Class IA 1108 PI3K, class Il PI3K-C2a and PI3K-C2p are also expressed in
PCT3 cells and in mouse kidney
Among the different PI3Ks isoforms, class IA 110a and 1108 PI3Ks and class |l
PI3K-C2a. and PI3K-C2f are considered to be widely distributed in mammalian tissues
(Wymann and Marone, 2005). The presence of class Il PI3Ks has been reported in
human kidney proximal tubules (El Sheikh et al., 2003), in human kidney cell lines HK-
2 (Domin et al., 2005) and HEK-293 (Arcaro et al., 2000), and in rat kidney proximal
tubule cells (Crljen et al., 2002). By means of RT-PCR techniques and using specific
primers for each isoform we amplified products from PCT3 cells total RNA that
corresponded to class IA 110a and 110 PI3Ks and class Il PI3K-C2a and PI3K-C2p

isoforms (Fig. 9). Identity of the amplified products was further confirmed by sequence

analysis.
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Figure 27. mRNA expression of PI3K isoforms in PCT3 cells. RT-PCR analyses using
specific oligonucleotides for the PI3K isoforms demonstrate the presence of transcripts for
Class IA 1100 PI3K (Pik3ca, gene ID: 18706), Class IA 1108 (Pik3cb, gene ID: 74769), PI3K-
C2a (Pik2ca, gene ID: 18704) and PI3K-C2B (Pik2cb, gene ID: 240752) isoforms. When
indicated, H,O was used as control.
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DISCUSSION

Our results show that CsA affected PCT3 cells viability in a dose-dependent
manner. A decrease in cell proliferation was observed at low doses (5 pg/ml) while
higher doses (10 to 50 pg/ml) induced cell death. It has been reported that such high
doses are reached in kidneys of CsA treated patients (Galleti et al., 2005), so we think
that these treatments could be a good approximation to study CsA nephrotoxicity.
Healy et al., described that in the renal proximal tubular LLC-PK1 epithelial cell line
high doses of CsA (21 uM or greater) induced necrosis (Healy et al., 1998). The lack of
chromatine condensation or increased p53 levels observed in our work would argue
against apoptosis. The molecular mechanisms responsible for CsA cytotoxicity are
poorly understood. It has been proposed that non-physiological ROS levels could be
responsible for the cytotoxic side effects of CsA (Wang and Salahudeens,1994; Wolf et
al., 1997; Parra et al., 2003; Burdmann et al., 2003), although others do not support a
direct link between CsA-mediated ROS generation and nephrotoxicity (Galleti et al.,
2005). To elucidate the mechanisms that mediate CsA cytotoxicity we have analyzed
the effects of CsA on ROS levels and on ERK and PI3K pathways since both pathways
have been related to cell survival and death processes and could be activated after
ROS generation (Blanc et al., 2003). The data obtained with the antioxidants PEG-
catalase and Tiron show that ERK activation in response to CsA is mediated by ROS
but PKB activation and cell death are ROS independent.

CsA-induced ERK activation was achieved through Raf-1 and MEK activation, but
occurred without significant Ras activation. We can not rule out the possibility that other
GTPases different from Ras could be implicated in Raf activation (Chong et al., 2003).
A potential dual role in promoting either cell survival or cell death has been proposed
for ERK activation. The cell fate would depend on the type of stimulus and the intensity
and length of the activation (Ishikawa and Kitamura,1999; Wang et al., 2000; Stefanelli
et al., 2002; Colucci-D'Amato et al., 2003). Our results suggest that ERK pathway is not
involved in CsA toxicity since pre-treatment with the MEK inhibitors PD98059 and
U0126 afforded little rescue. Moreover CsA-triggered ERK activation was ROS-
dependent and antioxidants did not prevent CsA-induced cell death.

EGFR is an upstream element common to the ERK and PI3K signaling pathways
(Okano et al., 2000). Our results indicate that EGFR activation is required for ERK and
PI3K activation in response to EGF and CsA. In addition they show that EGFR triggers
the cytotoxic effects of CsA since pre-treatment with the specific EGFR inhibitor
AG1478 rescued from CsA-induced cell death.

PI3K pathway has been mostly reported as an antiapoptotic pathway and its

inhibition may lead cells to apoptotic death. However, in recent years it has become
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evident that activation of the PI3K pathway may also promote cell death. In this regard,
inhibition of PI3K blocked cell death induced by cadmium (Liu et al., 2007), arsenite
(Shack et al., 2003), hypoxia (Aki et al., 2001), glucose deprivation (Aki et al., 2003)
and serum withdrawal (Lee et al., 2005). Our results fit well with this context since
Wortmannin, LY294002 and Apigenin induced an almost total rescue from CsA-
induced cell death. As in the case of the EGFR inhibitor, pro-survival effects of PI3K
inhibitors were not mediated by a decrease in ROS levels (data not shown). The
implication of distinct PI3K isoforms in specific biological responses is a matter of
increasing interest in the recent years. Among PI3Ks, only class | PI3Ks have been
shown to activate PKB in vivo. PI3K inhibitors target the ATP-binding site of all PI3K
isoforms (except the inhibitors refractory PI3K-C2a) and do not allow to discern
between the effects of individual PI3K isoforms (Wymann et al., 2003). The use of a
more specific approach based on siRNA targeting the 110a catalytic subunit of class IA
PI3K showed that knocking down this isoform did not prevent CsA induced cell death
although ERK and PKB phosphorylation were markedly decreased. These results
indicate that class IA 110a PI3K isoform is not involved in the pro-death effects of CsA.
Then, CsA should also activate other PI3Ks which would mediate CsA cytotoxic effects.
The presence of other inhibitor-sensitive PI3K isoforms in PCT3 cells gives support to
this idea.

In summary, our results suggest that in PCT3 cells CsA would activate, through
EGFR, two different sets of PI3K isoforms (Fig. 10). The first one includes the class IA
1100 PI3K isoform, which would promote PKB phosphorylation, would be implicated in
ROS dependent ERK activation, but would not be involved in cell death. Another set of
PI3K isoforms sensitive to Apigenin, LY294002 and Wortmannin would trigger the CsA-
induced cell death in an ERK and ROS independent way.

CsA

l/\ Figure 28. Potential role for EGFR and

ROS EGFR PI3K on CsA-induced cell death. CsA

activates ERK and PI3K pathways.
Activation of ERK by CsA is
ROS/EGFR/110a PI3K isoform

PIBK PI3K dependent. . (?sA—induced PKB
110u isoforms? phosphorylatlon is also EGFR/110a
PI3K isoform dependent but does not
require ROS production. CsA cytotoxic
effects requires EGFR but would be
mediated through other PI3K(s) different
v from 110a isoform and do not involve
ERK PKB Cell death ROS generation or ERK activation.
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INTRODUCTION

The fungal metabolite cyclosporine A (CsA) has been widely used in the
prevention of graft rejection. The beneficial effects of CsA are restricted by its toxic side
effects, the most important being renal toxicity (Olyaei et al., 2001). CsA exerts its
nephrotoxic effects through (i) acute changes in renal hemodynamics (Olyaei et al.,
2001, de Mattos et al., 2000) followed by irreversible interstitial fibrosis (Kopp et al.,
1990, Shihab et al., 1996), and (ii) cytotoxicity in proximal tubule cells (Anderson et al.,
1994, Myers et al., 1984). Recently we reported that cytotoxic effects of CsA in mouse
proximal convoluted tubule-derived cells (PCT3) were mediated by EGFR (Sarr¢6 et al.,
2008).

EGFR controls a wide variety of biological processes such as proliferation,
differentiation, migration and the modulation of apoptosis (Fischer et al., 2003). EGFR
ligands are synthesized as transmembrane precursors that are then proteolytically
cleaved by metalloproteinases, thus releasing mature soluble ligands. After ligand
binding, EGFR receptors undergo autophosphorylation and dimerization to form
catalytically active homo- or heterodimers (McCole et al., 2007). In addition to its
cognate ligands, the EGFR is transactivated by stimuli that do not directly interact with
the EGFR ectodomain including GPCR (G-protein coupled receptors) ligands, other
RTK agonists, cytokines, chemokines and cell adhesion elements. Furthermore EGFR
can also be activated by unphysiological stimuli such as oxidative stress,
hyperosmolarity, UV light and y-irradiation (Gschwind et al., 2001). Aberrant receptor
signaling due to overexpression, mutation or autocrine signaling loops has been
frequently implicated in diseases such as cancer and increasing evidence implicates
EGFR transactivation in diverse pathophysiological disorders (Fischer et al., 2003).
EGFR is present in the proximal tubules but not in the thick ascending limb or distal
convoluted tubules of the kidney (Arany et al., 2004). In proximal tubules of the kidney
EGFR is activated by Cysplatin, by severe oxidative stress and during
ischemia/reperfusion injury, in all cases resulting in cell death (Arany et al., 2004,
Arany et al., 2005). It has also been described that functional inactivation of the EGFR
in renal proximal tubular cells reduces tubular-interstitial lesions after renal injury (Terzi
et al., 2000).

Autocrine and paracrine factors can be released by kidney epithelial cells in
response to physiological and pathological signals (Toback et al., 1990). Injury to renal
tubular epithelial cells results in enhanced release and/or synthesis of growing factors
(GFs), which, in turn, could promote recovery (Anderson et al., 1998). Several GFs,
including epidermal growth factor (EGF), hepatocyte growth factor (HGF), fibroblastic
growth factor (FGF), insulin-like growth factor | (IGF-l), endothelin (ET), and
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transforming growth factor-B (TGF-B), are normally synthesized in the kidney
(Anderson et al., 1998). In addition, during primary tubular injury, tubular epithelial cells
directly become a major site of chemokine production. This in turn supports leukocyte
infiltration and activation (Anders et al., 2003). It has also been speculated that an
enhanced endothelin production by autocrine mechanisms might be involved in
mediating cyclosporine-associated tubular structural damage (Haug et al., 1998).
Increasing concentrations of CsA progressively augmented proximal tubular cells
secretion of the fibrogenic cytokines transforming growth factor-1 and platelet-derived
growth factor (Johnson et al., 1999a). Proximal tubular cells modulate the biological
behavior of neighboring cortical fibroblasts in the human kidney through paracrine
mechanisms, which include the production and release of PDGF-AB and TGF-beta1.
Renal insults that result in proximal tubule injury may perturb this paracrine interaction,
thereby culminating in excessive fibroblast proliferation and interstitial fibrosis (Johnson
et al., 1999b).

Chemical modifications of the CsA molecule aiming at eliminating its toxicity while
preserving immunosuppressive effects have failed, suggesting that both actions occur
through common mechanisms (Sigal et al., 1991). CsA exerts its immunosuppressive
effects through binding to Cyclophilins. Cyclophilin-CsA complex, but not CsA or
cyclophilin alone, can associate and inhibit the protein phosphatase Calcineurin and
thus inhibit lymphocyte activation (Liu et al., 1991). Cyclophilins are ubiquitous, highly
conserved proteins possessing peptydil-proline-cis-trans isomerase (PPlase) activity
that have been suggested to participate in protein folding and as chaperone for protein
trafficking and cell assembly (Price et al., 1994). Cyclophilin B (CypB) was the second
member of the cyclophilin family described and resides both in the ER and in
complexes on the cell surface (Price et al., 1994), and shows the highest expression
levels in the kidney (Kainer et al., 2000). Apart from the described intracellular activities
of cyclophilins, accumulating evidence suggests a role for these proteins as mediators
of intercellular communication (Bukrinsky, 2002). Both CypA and CypB are believed to
be involved in inflammatory reactions, e.g., in rheumatoid arthritis (Billich et al., 1997)
or sepsis (Tegeder et al., 1997). CypB was shown to induce chemotaxis and integrin-
mediated adhesion of T cells to the extracellular matrix (Allain et al., 2002) and to
enhance platelet adhesion to collagen (Allain et al., 1999). However, involvement of
cyclophilins in the nephrotoxic effects of CsA has not been assessed and the question
as to which cyclophilin is relevant in nephrotoxicity remains open.

In this report we show that EGFR-mediated ERK and PKB activation and cell
death in response to CsA are triggered by an autocrine loop involving secretion of a

heparin binding factor(s).

72



Resultats — Capitol Il

MATERIALS AND METHODS

Materials

Cyclosporine A (CsA), GM6001 and AG1478 were from Calbiochem (San Diego,
CA, USA). SB431542 was from Tocris (Bristol, UK). Anti-phospho ERK1/2
(Thr%3/Tyr?®*), anti-phospho PKB/Akt (Ser*’®) and anti-phospho EGFR (Tyr''*®) were
from Cell Signalling (Danvers, MA, USA). Anti-CypB was from Affinity Bioregeants
(Golden, CO, USA). Anti-CypA was from Upstate (Lake Placid, NY, USA) and anti-
CD147 was from Ancell (Bayport, MN, USA). Mouse recombinant CypB (mr-CypB) was
a generous gift of Dra.Meseguer. All other reagents were from Sigma (Saint Louis, MO,
USA).

Cell culture and treatments

Immortalized cells from the convoluted portion of mouse kidney proximal tubule
PKSV-PCT cells (PCT3 clone) were cultured in a medium A (DMEM:Ham’s F12 (1:1,
v/v), 20 mM HEPES, 2 mM L-glutamine, 12.5 mM D-glucose, 60 nM sodium selenite, 5
pg/ml  transferrin, 50 nM dexamethasone, 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml
streptomycin) supplemented with 2% foetal bovine serum (FBS), 5 pg/ml insulin, 10
ng/ml epidermal growth factor and 1 nM triiodothyronine, at 37°C in a 95:5 air:CO,
water saturated atmosphere. For all experiments, cells were seeded at 0.2 x 10°
cells/ml and after 24 h with complete medium cells were starved for 16 h in medium A
supplemented with 0.1% FBS but not insulin, epidermal growth factor or
trilodothyronine. CsA and BFA were dissolved in ethanol and AG1478, SB431542 and
GM6001 were in DMSO. In all cases controls were carried out with cells treated with
the corresponding vehicle alone. After treatments, cells were washed twice with cold

phosphate-buffered saline (PBS) and harvested with lysis buffer.

Preparation of conditioned medium and CypB depletion

PCT3 cells were treated for 6 h with 25 yg/ml CsA for CsA-conditioned medium
(CsA-CM) or with vehicle alone for Control-conditioned medium (Ctl-CM). Medium was
then collected and centrifuged 5 min to remove cell debris. For CypB immunodepletion,
CsA-CM was incubated with 50 pg/ml anti-CypB or an equal amount of rabbit
antiserum bound to protein A-Sepharose for 16 h at 4° C. For depletion with Heparin-
agarose, CsA-CM was incubated for 1 h at 4° C. For cell treatments with Ctl-CM or
CsA-CM, supernatant of starved PCT3 cells was aspired and Ctl-CM or CsA-CM was

immediately added to cells.
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Cell toxicity

CsA cytotoxicity was measured by a lactate dehydrogenase (LDH) assay based
upon the ability of LDH to oxidize NADH + H* to NAD". The normal plasma membrane
is impermeable to LDH, but damage to the cell membrane results in a change in the
membrane permeability and subsequent release of LDH into the extracellular media.
Briefly, PCT3 cells were seeded as indicated above. After treatments, aliquots of the
supernatant were taken and incubated with pyruvate and NADH for 10 min and

diminution of optical absorbance was measured at 340nm.

Western-blots

The protein content of cellular extracts was quantified by the Bradford assay. Total
cell extract protein was run on SDS-PAGE gels, transferred onto PVDF membranes
and incubated with the corresponding antibodies. The membranes were developed

with the enhanced chemiluminescence method (Pierce, Rockford, IL, USA).
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RESULTS

CsA-conditioned medium induce ERK and PKB activation

We have previously shown that in PCT3 cells, CsA treatment induced time-
dependent ERK and PKB activation and cell death (Sarré et al., 2008). ERK and PKB
pathways were not involved in CsA toxicity, but their activation and the cytotoxic effects
in response to CsA were mediated by EGFR (Sarro et al., 2008). Ligand binding to the
extracellular domain of EGFR leads to receptor activation. Since CsA is not a direct
ligand for EGFR, we wondered whether CsA treatment induces the release to the
extracellular media of an as yet unidentified factor that would activate EGFR. To test
this hypothesis, the ability of conditioned medium from CsA treated cells to trigger ERK
and PKB activation and cell death was assayed.

Different CsA-conditioned medium were prepared by exposing PCT3 cells to 25
pg/ml CsA for increasing periods of time (0.5 to 12 h). Control-conditioned medium (Ctl-
CM) was prepared by exposing cells to vehicle alone for 6 h. Medium of cells were then
collected, centrifuged 5 min to remove cell debris and immediately added to naive
starved PCT3 cells for 15 min as indicated in Methods. As shown in Figure 29A, CsA-
conditioned medium from cells treated with CsA for at least 3 h were able to induce
ERK activation when added to starved PCT3 cells. Interestingly, shorter exposure to
CsA was enough to produce CsA-conditioned medium able to activate PKB. Addition of
Ctl-CM did not induce ERK or PKB activation. CsA-conditioned medium obtained from
PCT3 cells treated with CsA for 6h was then set as a standard working condition and
hereafter termed CsA-CM.

ERK and PKB activation in response to CsA-CM was rapid and detectable within 5
min of treatment (Fig. 29B). This is in contrast to direct CsA-induced PKB and ERK
activation that was previously observed to require from 30 min for PKB and 1 to 3 h for
ERK (Sarro6 et al., 2008). These results suggest that prolonged exposure to CsA induce
PCT3 cells to secrete a soluble factor(s) that is able to trigger a rapid response when
added to naive PCT3 cells. This response could not be attributable to the presence of
CsA per se since treatment of PCT3 cells for 15 min with CsA alone did not induce any
effect on ERK and PKB pathways (Fig 29A and 29B).

ERK and PKB activation in response to CsA-CM are mediated by EGFR

To determine whether CsA-CM-induced ERK and PKB activation were dependent
of EGFR kinase activity, PCT3 cells were pretreated with the EGFR inhibitor AG1478
before addition of CsA-CM. EGFR activation was monitored by measuring the levels of

Tyr'™*®, one of the major autophosphorylation sites that result from receptor activation.
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As shown in Figure 29C, AG1478 blocked ERK, PKB and EGFR activation induced by
CsA-CM.

CsA-CM triggers cell death

To explore if CsA-CM also induced cytotoxicity, Ctl-CM or CsA-CM were added to
PCT3 cells and after 24 h of treatment LDH activity in the supernatants was measured
as indicated in Methods. As observed in Figure 29D, LDH activity was higher in CsA-
CM treated cells when compared to those treated with Ctl-CM. In addition, CsA-CM-
induced cytotoxicity was significantly reduced by AG1478 pretreatment. Taken together
these results suggest that EGFR-mediated CsA-induced cytotoxicity in PCT3 cells may

also be attributable to factor(s) secreted into the medium.
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Figure 29. CsA-conditioned medium induce ERK and PKB activation and cell death. (A)
PCT3 cells were treated with 25 ug/ml for 0.5, 1, 3, 6 and 12 h. Medium of the different treated
cells was collected and immediately added to naive PCT3 cells for 15 min. As a controls, 25
pg/ml CsA or medium from untreated cells were added for 15 min. ERK and PKB activation
were then analyzed by Western Blot with the corresponding phospho-specific antibodies. (B)
PCT3 cells were treated with 25 pug/ml CsA, control-conditioned medium (Ctrl-CM), or CsA-
conditioned medium (CsA-CM) for the indicated times. ERK and PKB activation were then
analyzed by Western Blot with the corresponding phospho-specific antibodies. (C) PCT3 cells
were pretreated with 10 uM of the EGFR tyrosine kinase inhibitor AG1478 for 30 min before
addition of Ctl-CM or CsA-CM for 15 min. EGFR, ERK and PKB activation were analyzed as
above. (D) PCT3 cells were pretreated with 10 uM AG1478 for 30 min before addition of Ctl-CM
or CsA-CM for 24 h. Then LDH activity in the supernatants was assayed as indicated in
methods. The data are the means of three different experiments taking the value of CsA-CM
treated cells as 100%.
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Brefeldin A blocks EGFR-mediated ERK and PKB activation in response to
CsA

To further investigate whether CsA-triggered effects were due to factor secretion
into the medium, Brefeldin A was used. Brefeldin A (BFA) is a fungal metabolite that
disrupts the structure and function of the Golgi apparatus and reversibly inhibits the
intracellular translocation of proteins in eukaryotes, e.g., during transport of proteins to
the cell surface for secretion, while has no effect on the endocytic pathway (Misumi et
al., 1986). Pretreatment with BFA blocked EGFR-mediated ERK and PKB activation in
response to CsA (Fig. 30A). However, when cells where treated with CsA-CM, BFA
was unable to inhibit ERK or PKB activation (Fig. 30B). These results suggest that
protein secretion is an early step required to trigger CsA-induced ERK and PKB
activation. To explore if the secretory pathway was also involved in CsA cytotoxic
effects, PCT3 cells were pretreated with BFA and exposed to CsA for 24 h. Our results
show that treatment with BFA was unable to prevent CsA-induced cytotoxicity but
increased it (Fig. 30C). In fact, treatment with BFA alone induced cell death. It is well
established that prolonged exposure to BFA is a potent endoplasmic reticulum (ER)
stress inducer (Klausner et al., 1992). Thus, the increase in cell toxicity observed could

be the result of an accumulative toxic effect of both BFA and CsA.
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CsA-induced EGFR activation is dependent of MMPs

Matrix metalloproteinases (MMPs) are zinc-dependent endopeptidases
responsible for matrix degradation and remodeling that cleave protein components of
extracellular matrix (ECM) such as collagens, laminin, fibronectin, or proteoglycans.
MMPs also cleave a variety of non-ECM proteins, including cytokines, chemokines,
and growth factors, activating or inactivating them, or generating other products that
have biological consequences (Hrabec et al., 2007). In this sense, it has been
described that MMPs mediate EGFR transactivation by cleaving EGFR ligands from its
transmembrane precursors (Fischer et al., 2003). Thus, we wondered whether CsA-
induced effects could be the result of MMPs-mediated EGFR transactivation.
Pretreatment of PCT3 cells with GM6001, a broad spectrum MMPs inhibitor, blocked
ERK and PKB activation in response to CsA (Fig. 31A). Moreover, MMPs inhibition
rescued from CsA-induced cell death (Fig. 31B). However, when PCT3 cells were
treated with CsA-CM, MMPs inhibition did not block ERK activation or cell death and
only PKB activation was blocked by GM6001 (Fig. 31C and 31D). These results
suggest that MMPs may act at different stages on processes initiated by CsA
treatment.
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Figure 31. MMP are involved in CsA-induced ERK and PKB activation. PCT3 cells were
pretreated for 30 min with 50 uM of the MMP's inhibitor GM6001 before addition of 25 pg/ml CsA
for 6 h (A) or NM or CM for 15 min (C). ERK and PKB activation were then analyzed by Western
Blot with the corresponding phospho-specific antibodies. PCT3 cells were pretreated with 50 uM
GM6001 30 min before addition of 25 pg/ml CsA (B) or Ctl-CM or CsA-CM (D) for 24 h. Cell
cytotoxicity was measured with LDH assay as indicated in methods. The data are the means of
three different experiments taking the value of CsA (B) or CsA-CM (D) treated cells as 100%.
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TGF beta is not involved in CsA-induced effects

It has been described that CsA induce the expression of transforming growth
factor beta (TGF-B) both in vitro and in vivo (Khanna et al., 1999). Wolf et al. (1995),
treated proximal tubular cells with different concentrations of CsA and observed that
TGF- protein and mRNA were induced in a dose-dependent manner. Moreover, TGF-
B has been described to transactivate EGFR (Uchiyama-Tanaka et al., 2002). To
explore the possible involvement of TGF-B, PCT3 cells were pretreated with
SB431542, a selective inhibitor of TGF-$ type | receptor. SB431542 did not prevent
ERK nor PKB activation in response to CsA (Fig. 32A) and did not rescue from CsA-
induced cell death (Fig. 32B).
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Figure 32. TGF-B is not involved in CsA-induced effects in PCT3 cells (A) PCT3 cells were
pretreated for 30 min with 10 uM SB431542, a selective inhibitor of TGF beta type | receptor,
before addition of 25 ug/ml CsA. ERK and PKB activation were then analyzed by Western Blot
with the corresponding phospho-specific antibodies. (B) PCT3 cells were pretreated with 10 yM
SB431542 30 min before addition of 25 pg/ml CsA or vehicle alone for 24 h. CsA cytotoxicity
was measured with LDH assay as indicated in methods. The data are the means of three
different experiments taking the value of CsA treated cells as 100%.

CypB is secreted in PCT3 cells in response to CsA

It has been previously described that CsA induced CypB secretion on Hela cells
(Price et al., 1994). Our results in PCT3 cells agree with this since CsA treatment
resulted in intracellular decrease of CypB and accumulation of CypB in the extracellular
media in a time dependent manner (Fig. 33A). Interestingly, intracellular levels of CypA
remained unaffected in response to CsA and it was not detected in the extracellular
medium (data not shown). Since it has been described that CypB could be secreted in
response to oxidative stress (Liao et al., 2000) and we have previously observed that
CsA increased ROS levels in PCT3 cells (Sarré et al., 2008), we wondered whether
CsA-induced CypB secretion observed in PCT3 cells was due to ROS generation. For
this purpose, we pretreated cells with antioxidants PEG-catalase and Tiron at doses

that we had previously seen that prevented ROS generation in response to CsA (Sarr6
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et al.,, 2008). As shown in Figure 33B, neither PEG-catalase nor Tiron, nor both
together, blocked CypB secretion. As expected, CsA-induced CypB secretion was
blocked by pretreatment with BFA (Fig. 33C). De Ceuninck et al. (2003), have
described the release of CypB from chondrocytes by activated MMPs. CypB was
constitutively secreted from chondrocytes and bound to the cell surface of
chondrocytes by means of its interaction with heparan sulphate proteoglycans
susceptible to internal cleavage by MMPs. To explore if MMPs were involved in CypB
release, PCT3 cells were treated with GM6001 before CsA treatment. Figure 33D

shows that MMPs inhibition does not prevent CypB release to the extracellular media.
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Figure 33. CsA induces CypB secretion. (A) PCT3 cells were treated with 25 ug/ml CsA for
the indicated times and CypA and CypB levels in the whole cell lysate (w.c.e) or in the
supernatants (SN) of treated cells were determined by Western Blot with the corresponding
antibodies. (B) PCT3 cells pretreated with 15 000 U/ml PEG-Catalase for 12 h and/or 10 mM
Tiron for 30 min were treated with 25 pg/ml CsA for 6 h. CypB levels in the whole cell lysate
(w.c.e) or in the supernatants (SN) of treated cells were determined by Western Blot. PCT3 cells
were pretreated with 1 ug/ml BFA (C) or 50 yM GM6001 (D) 30 min before addition of 25 ug/ml
CsA for 6 h. CypB levels in the whole cell lysate (w.c.e) or in the supernatants (SN) of treated
cells were determined by Western Blot.
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CypB is involved in CsA-induced ERK and PKB activation

We next wondered whether extracellular CypB was mediating CsA effects. To
determine if secreted CypB was contributing to ERK and PKB activation induced by
CsA, CypB in CsA-CM was depleted with either anti-CypB antibody or with heparin-
agarose, due to the ability of CypB to bind heparin. Immunodepletion of CypB from
CsA-conditioned medium resulted in decreased levels of CypB, whereas rabbit IgG
caused no significant depletion (Fig. 34A, upper panel). CypB was decreased to a
higher extend when incubated with heparin-agarose. Depletion of CypB from the CsA-
CM significantly reduced CsA-CM-induced ERK and PKB activation (Fig. 34A, lower
panel).

To further explore if CypB was involved in CsA-induced ERK and PKB activation in
PCT3 cells, mouse recombinant CypB (mr-CypB) was used. ERK activation in
response to CypB has been previously observed in T lymphocytes treated for 15 min
with 1 pg/ml CypB (Pakula et al., 2007). In PCT3 cells, treatment with 1 pg/ml mr-CypB
for 15 min did not afford ERK and PKB activation (Fig. 34B), and only when stimulating
with doses up to 10 pg/ml or higher resulted in a light ERK and PKB activation.
Moreover, mr-CypB did not affect cell viability at any of the doses tested (data not
shown).

CD-147, also known as the extracellular matrix metalloproteinase inducer
(EMMPRIN) due to its ability to induce the expression of several MMPs, has been
described to be a functional receptor for CypB (Yurchenko et al., 2001). The authors
described that CD-147 was required to induce chemotaxis and ERK activation by
CypB. Thus, we wondered whether this molecule could function as a receptor for
secreted CypB. Pretreatment with anti-CD-147 neutralizing antibodies has no effect on
ERK and PKB activation induced by CsA-CM (Fig. 34C) or CsA (Fig 34D).

Taken together these results suggest that, although CypB might be involved in
ERK and PKB activation, it did not act alone. CypB is probably secreted bound to CsA,
but cyclophilins can act as chaperones independently of its PPlase activity (Barik,

2006). Thus CsA observed effects could be due to a co-secreted CypB partner.
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Figure 34. CypB in CsA-CM is involved in ERK and PKB activation. (A) To deplete CypB
from the CsA-CM, CsA-CM were incubated with 50 pg/ml of a rabbit secondary antibody (a-
Rab) or 50 ug/ml CypB antibody (a-CypB) bound to protein-Sepharose, or incubated with
heparin-agarose (Hep. Ag) as indicated in Methods. CypB levels in the depleted CsA-CM were
then analyzed by Western Blot (upper panel). PCT3 cells were treated for 15 min with CsA-CM
depleted of CypB as indicated above and ERK and PKB activation were then analyzed by
Western Blot with the corresponding phospho-specific antibodies (lower panels). (B) PCT3 cells
were treated for 15 min with the indicated doses of mr-CypB or with CsA-CM. ERK and PKB
activation were then analyzed by Western Blot with the corresponding phospho-specific
antibodies. PCT3 cells were pretreated with 20 ug/ml of CD147 neutralizing antibody 5 min
before addition of CsA-CM for 15 min (C) or 25 uyg/ml CsA for 6 h (D). ERK and PKB activation
were then analyzed by Western Blot with the corresponding phospho-specific antibodies.

Cell surface HSPG are involved in CsA-induced responses

Glycosaminoglycans of the heparan sulphate family (HSPG) have been suggested
to play a role in effective presentation of ligands to their cognate signaling receptor or,
alternatively, may function as coreceptors (Pakula et al., 2007). Moreover, HSPG have
been described to be necessary for CypB enhanced integrin-mediated adhesion of T
cells to the extracellular matrix (Carpentier et al.,1999). To explore the involvement of
HSPG, cells were pretreated with soluble heparin or Heparinase-l. Soluble heparin has
been described to competitively prevent binding to HSPGs (Jones et al., 2005).
Heparinase-l treatment removes cell surface and matrix HSPGs (Lohse et al., 1992).
As shown in figures 35A and 35B, both treatments reduced ERK and PKB activation in

response to CsA in a dose dependent manner.
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To investigate the effects of HSPG-binding proteins on cytotoxicity, CsA-CM was
incubated with heparin-agarose as indicated in Methods, and then transferred to PCT3
cells. As observed in figure 35C, depletion of heparin-binding proteins from CsA-CM
significally attenuated CsA-CM-induced toxicity. In addition, Heparinase-| treatment

reduced cytotoxicity in response to CsA (Fig. 35D).
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Figure 35. HSPGs are necessary for CsA-induced ERK and PKB activation and cell death.
PCT3 cells were pretreated for 5 min with increasing doses of Heparin (A) or for 1h with
increasing doses of Heparinase-l (B) before addition of 25 ug/ml CsA for 6 h. ERK and PKB
activation were then analyzed by Western Blot with the corresponding phospho-specific
antibodies. (C) PCT3 cells were treated with Ctl-CM or CsA-CM for 24 h and cell cytotoxicity
was measured with LDH assay as indicated in methods. When indicated, conditioned media
were previously incubated for 1 h with heparin-agarose (Hep. Ag). Data are the means of three
different experiments taking the value of CsA-CM treated cells as 100%. (D) PCT3 cells were
pretreated with 10 U/ml Heparinase-l 1 h before addition of 25 pg/ml CsA for 24 h. CsA
cytotoxicity was measured with LDH assay as indicated in methods. The data are the means of
three different experiments taking the value of CsA treated cells as 100%.
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DISCUSSION

In autocrine signaling, cells respond to protein factors that they have released.
Thus, cells participating in an autocrine mechanism both secrete the growth factor and
express receptors for it on the plasma membrane. Emerging evidences indicate that
EGFR could participate in cell death, in addition to its more widely accepted role in
enhancing survival (Arany, 2008). In a previous report (Sarré et al.,, 2008), we
described that in kidney-derived PCT3 cells, EGFR activation in response to CsA was
required for cell death. However, EGFR also mediate CsA-induced ERK and PKB
activation which were not involved in CsA cytotoxicity and could probably be pro-
survival signals. Thus, EGFR activation in response to CsA results in different
physiological outcomes. The fact that CsA activates EGFR is also interesting since it
has been suggested that cyclosporine can promote cancer progression by a direct
cellular effect that is independent of its effect on the host's immune cells (Hojo et al.,
1999). In the present work, we have explored the mechanisms that lead to EGFR
activation in response to CsA. Our results suggest that EGFR is transactivated by an
autocrine loop, what is supported by two main evidences: 1) Conditioned media from
CsA-treated cells (CsA-CM) is able to activate ERK and PKB and to induce cell death
in an EGFR-dependent way, and 2) blockade of the secretory pathway by Brefeldin-A
inhibited CsA-induced EGFR, ERK and PKB activation. CsA effects seem to be
multifactorial since CsA-induced PKB activation was ROS-independent and detectable
from 30 min of treatment and ERK was ROS-dependent and detectable from 1 to 3 h
(Sarr6 et al., 2008). Moreover, a longer exposure to CsA is required to obtain a
conditioned medium able to activate ERK than to activate PKB. However, once
secreted, factor(s) in the CsA-CM induced a rapid activation of both ERK and PKB
detectable within 5 min of treatment. Then, two scenarios could be considered: 1) CsA
induces the release of two different factors responsible of single pathway activation, 2)
a single factor progressively accumulated in the medium leads to different
consequences depending on its concentration, where the threshold concentration
needed to trigger PKB activation is lower than that of ERK. In all cases, sustained
exposure to this factor(s) would finally result in cell death.

MMPs act inducing cleaving/degradation of ECM components or the release of
soluble factors such as TNF-a (Solorzano et al., 1997). MMP-mediated shedding of
EGF-like ligands has been involved in EGFR transactivation by G protein-coupled
receptor (GPCR) ligands, cytokines, chemokines and cell adhesion elements (Fischer
et al., 2003, Gschwind et al., 2001). It has been suggested that CsA treatment could
enhance MMPs expression (Lohi et al., 1994) and activity (Fornoni et al., 2001),
although others suggest that CsA downregulates MMPs (Kataoka et al., 2000). Our
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results show that MMPs mediate CsA-induced cell death and ERK and PKB activation.
However, only CsA-CM-induced PKB activation was MMPs-dependent. These results
suggest that although both effects are mediated by MMPs, they should involve different
mechanisms. The function of MMPs in CsA-triggered ERK activation and cell death
remains unknown, but it would be plausible that CsA-activated MMP participate in the
secretion/processing of factor(s) that transactivate EGFR.

To further explore the underlying mechanism of EGFR activation in response to
CsA, we tried to identify the secreted factor responsible of CsA effects. TGF- would fit
well in this model, since it has been described to be up regulated by CsA (Khanna et
al., 1999, Wolf et al., 1995), to transactivate EGFR (Uchiyama-Tanaka et al., 2002) and
to be a heparin-binding protein (McCaffrey et al., 1992). However, our results indicate
that it is not involved, since inhibition of TGF-f type | receptor did not prevent ERK or
PKB activation and did not rescue from CsA-induced cell death. Cyclophilin B (CypB),
the intracellular receptor for CsA, has been previously described to be secreted in
response to CsA on Hela cells (Price et al., 1994). The authors suggested that CsA
would compete with newly synthesized plasma membranes proteins for binding to
CypB in the ER. CsA lacks domains that would anchor bound CypB to the plasma
membrane and so leads to secretion of its bound CypB. In lower eukaryotes, it has
been suggested that cyclophilins mediate the cytotoxic CsA effects (Tropschug et al.,
1989). It has also been suggested that overexpression of KAP, a CypB binding protein,
could protect PCT3 cells from CsA-induced toxicity (Cebrian et al., 2001). This
protective effect could be related to the ability of KAP to retain CypB in the
endoplasmic reticulum. In addition to its role in protein folding and as chaperones,
Cyp’'s have been proposed to act extracellularly as second messengers and
inflammatory cytokines (Bukrinsky, 2002). Our results show that CypB but not CypA is
released in PCT3 cells in response to CsA in a ROS and MMP-independent way. This
specificity could be explained by different intracellular localization of both isoforms:
while CypA is predominantly cytosolic, CypB possess an N-terminal signal peptide
which directs it to the secretory pathway (Price et al., 1994). CypB has been described
to induce activation of ERK in T lymphocytes (Pakula et al., 2007). In agreement with
this, immnuodepletion of CypB from CsA-Conditioned medium reduced both ERK and
PKB activation. However, it is difficult to assume that CypB by itself triggers CsA-
induced responses. This is questioned by the fact that only high doses of recombinant
CypB triggered ERK and PKB activation, recombinant CypB did not produce any
cytotoxic effect, and that blockade of CD-147, a receptor described to be implicated in
CypB-induced ERK activation (Yurchenko et al., 2001), did not block ERK or PKB

activation.
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Our results show that HSPG were necessary for CsA-induced ERK and PKB
activation and CsA cytotoxic effects. These effects were mediated by and heparin-
binding factor. How HSPG lead to EGFR activation remains unknown. HSPG have
been suggested to play a role in effective presentation of ligands to their cognate
signaling receptor (Yayon et al. 1991; Tanaka et al. 1993; Kuschert et al. 1999).
Alternatively, proteoglycans may function as coreceptors. Cell surface HSPG are
anchored in the plasma membrane either by a transmembrane domain (syndecans,
CD44 variants, and betaglycan) or by glycosylphosphatidylinositol linkage (glypicans)
(Bernfield et al. 1999) Interactions of cytosolic domains of syndecans with cytoskeleton
and neighboring signaling molecules has been suggested to be involved in the
regulation of cell adhesion, migration, and proliferation (Rapraeger and Ott 1998;
llangumaran et al. 1999; Woods and Couchman 2001). In addition, the extracellular
domain of syndecan-1 could be proteolytically cleaved at a juxtamembrane site by
metalloproteinases in response to a variety of physiological stimulators and stress.
Shedding converts syndecan-1 from a membrane-bound coreceptor into a soluble
effector capable of binding the same ligands (Wang et al., 2005).

CypB is likely secreted bound to CsA. Denys et al (1998), described that CypB-
CsA complex could interact with heparin to the same extent as CypB. Cyp-CsA is in
fact the active complex possessing immunosuppressive activity, and both
immunosuppression and nephrotoxicity have been suggested to occur through
common mechanisms (Sigal et al., 1991). However, our results suggest that, although
being involved, CypB is not directly responsible of CsA effects on ERK and PKB
activation and cell viability. Price et al., (1994) described that CsA effect on CyPB
trafficking was specific and does not disturb general protein trafficking mechanisms in
the secretory pathway, but we can not rule out the possibility that CsA effects could be
due to a CypB partner carried out by CsA-CypB complex. In this sense, cyclophilins
can act as chaperones independently of its PPlase activity (Barik, 2006). Then, CsA
effects would be the result of CypB-mediated secretion of heparin-binding factor(s) that

transactivate EGFR and require MMP activity.
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La Ciclosporina A (CsA) és un farmac immunosupressor ampliament utilitzat en el
transplantament i en el tractament de malalties autoimmunes tals com la psoriasis o la
artritis reumatica (Borel et al., 1976, Kahan, 1993). Malgrat tot, I'is de la CsA s’ha vist
limitat pels seus efectes toxics, essent la principal complicacié una elevada toxicitat
renal que pot comportar la pérdua de la funcié renal (Olyaei et al., 2001, Bennett et al.,
1994). La nefrotoxicitat cronica per CsA esta caracteritzada principalment per fibrosi
tubulo-intersticial i atrofia tubular. La patogénesis d’aquesta condicié encara no és del
tot coneguda, perd s’ha postulat que podria ser deguda a la persistent vasoconstriccié
preglomerular i la hipoxia tissular induides per CsA (Kopp et al., 1990, Shihab et al.,
1996), si bé cada cop hi ha més evidéncies que suggereixen un efecte directe de la
CsA sobre les cél-lules tubulointersticials (Esposito et al., 2000). En el ronyé s’observa
una diferent sensibilitat a la CsA segons el tipus cel-lular, essent les cél-lules del tubul
proximal la principal diana de la CsA tant en models animals com en humans (Wilson
et al., 1988, Burdmann et al., 2003). Es desconeixen perd els mecanismes de dany
directe i especific a les cél-lules del tubul proximal. En aquest aspecte, les cél-lules
renals en cultiu proporcionen un bon model in vitro per explorar potencials
mecanismes de nefrotoxicitat induida per CsA. L'objectiu d’aquest treball ha estat
intentar determinar els mecanismes moleculars per els quals la CsA causa un dany

directe sobre cél-lules del tubul proximal en cultiu.

La CsA és toxica per les cél-lules PCT3

En la cél-lula tubular en cultiu s’han descrit ampliament els efectes citotoxics de la
CsA, tot i que aquests varien en funcio de la dosi emprada i de la linea cel-lular. En
aquest treball hem treballat amb la linea cel-lular PKSV-PCT3 (PCT3), derivada del
tubul proximal contornejat de ratolins transgénics portadors de I'antigen T de SV40
sota el control del promotor del gen de la L-piruvat quinasa (Cartier et al., 1993).
Aquestes cél-lules mantenen els atributs i les principals propietats de les cél-lules
parentals del tubul proximal diferenciades (Lacave et al.,1993, Ouar et al.,1998). Els
nostres resultats mostren que els efectes de la CsA en les cél-lules PCT3 sén dosi
dependents, observant-se una disminucio en la proliferacié cel-lular a dosis baixes (5
pg/ml) i una important disminucié de la viabilitat cel-lular i un augment de la citotoxicitat
a partir de 10 ug/ml o dosis més altes. La mort induida per dosis de 25 pg/ml (21 pM)
CsA és probablement causada per necrosi, doncs no s’observa fragmentacié nuclear
ni increment en els nivells de p53. Aquest resultats coincideixen en part amb els
descrits per Healy et al., (1998) en la linea cel-lular de tubul proximal LLC-PK1, on es

descriu que dosis de l'ordre nanomolar (4,2 nM) causen apoptosi mentre que amb
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dosis de I'ordre micromolar (a partir de 21 uM) la mort és per necrosi. En cél-lules LLC-
PK1 també s’ha descrit que dosis de 4,2 uyM provoquen aturada del cicle cel-lular i un
augment en I'expressio de p53 precedint la pérdua de viabilitat cel-lular (Lally et al.,
1999). En els nostres experiments, els efectes citotoxics de la CsA eren clarament
observables a 25 ug/ml per el que es va fixar aquesta dosi com a dosi de treball. Si be
aquesta dosi es pot considerar alta, diferents estudis indiquen que aquestes
concentracions s’aproximen al rang de concentracions amb clars efectes nefrotdxics
que es troben en ronyons de pacients sotmesos al tractament amb CsA (Galletti et al.,
2005, McMorrow et al., 2005). Per altra banda s’ha descrit 'acumulacié de CsA en
cél-lules del tubul proximal (von Willebrand et al., 1983, Suzuki et al., 1987). Per
aquest fet, s’ha considerat que aquestes dosis representen una bona aproximacio
nefrotoxica in vitro amb rellevancia clinica (Mead et al., 1994).

Les especies intermediaries del metabolisme de l'oxigen, també anomenades
especies reactives de I'oxigen (ROS), participen en el metabolisme i la senyalitzacié
cel-lular a dosis fisiologiques, mentre que I'elevada o excessiva generacié de ROS ha
estat associada a processos patologics. Ha estat ampliament descrit que el tractament
amb CsA genera ROS i que aquests ROS podrien estar implicats en la nefrotoxicitat
per CsA, i més concretament en els efectes toxics de la CsA en cél-lules del tubul
proximal (Wang et al., 1994, Nishida et al., 2003). Diversos articles demostren que el
tractament amb antioxidants redueix els efectes toxics de la CsA (Parra Cid et al.,
2003, Burdmann et al., 2003). Si bé nosaltres també hem observat un increment en els
nivells de radicals lliures (ROS) en el tractament de les célllules PCT3 amb CsA,
contrariament al que estava descrit aquests no semblen estar implicats directament en
la toxicitat per CsA. En aquest sentit, els resultats de Galletti et al., (2005) tampoc no
sostenen un lligam directe entre la generacié de ROS i els efectes renals adversos en
resposta a CsA. Aixi, és possible que nivells elevats de ROS puguin estar implicats en
altres processos de la patologia que condueix a la fallida renal, com els canvis
hemodinamics o la posterior fibrosi intersticial, perd no estarien implicats en el dany
directe a les cél-lules del tubul proximal.

A part dels efectes en la viabilitat, en el tractament a dosis baixes de CsA es
comencen a insinuar canvis morfologics, essent aquests canvis més pronunciats a
mesura que incrementa el temps i dosis de tractament. Aixi, a dosis baixes de CsA es
comencga a observar un canvi de forma passant les ceél-lules de una tipica forma
epitelial cuboidal cap a una forma més allargassada. A dosis de 25 pg/ml CsA
s’evidencia una marcada elongacié amb la formacié de fil-lopodis. A aquestes dosis
també s’observa una disminucié de I'adhesié cel-lular, doncs s’observen més cél-lules

surant en el sobrenedant. En aquest sentit s’ha descrit que la interrupcié de les
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interaccions entre cél-lules epitelials i la matriu extracel-lular (ECM) pot induir I'apoptosi
(Frisch et al., 1994). També s’ha descrit que en cél-lules del tubul proximal de ratolins,
les adhesions cél-lula-cél-lula inhibeixen I'apoptosi per un mecanisme depenent de
cadherina (Bergin et al., 2000).

Figura 36. Efecte del tractament
amb CsA en la morfologia cel-lular
de HK-2. Extret de McMorrow et al.,
(2005).

Canvis morfologics similars han estat descrits préviament en la linea cel-lular de
tubul proximal huma HK-2 (McMorrow et al., 2005, Slattery et al., 2005), on s’observa
elongacié cel-lular amb un elevat grau de desadhesio, reorganitzacié del citoesquelet i
ruptura de les unions cel-lulars després del tractament amb CsA (Fig.36). Els autors
proposen que aquests canvis fenotipics podrien ser deguts a que la CsA indueix una
transicié epiteli-mesenquimal (EMT). La EMT és un procés del desenvolupament en el
que succeeixen nombrosos canvis fenotipics que comporten la pérdua de funcions i de
marcadors epitelials i 'adquisicié d’un fenotip més fibroblastic anomenat miofibroblast
(Yang et al., 2001). El miofibroblast és un intermediari morfoldgic entre el fibroblast i
ceéllules de la musculatura llisa. En aquest sentit, McMorrow et al., (2005), descriuen
que el tractament amb CsA indueix la translocacié a nucli de B-catenina, associant
aquest fet a una pérdua de les unions cel-lulars, disminueix els nivells de mRNA de E-
cadherina i indueix I'expressid6 de components de la ECM i de a-SMA (a-smooth
muscle actin), un marcador tipic de cél-lules de la musculatura llisa. Aquestes dades
han portat als autors a reformular la hipodtesi de la fibrosi intersticial. Aixi, si fins ara
s’havia considerat que la causa principal de la acumulaci6 de ECM en la fibrosi
tubulointersticial era la infiltracié de fibroblasts que esdevenien actius en el interstici,
els resultats aportats per McMorrow et al. (2005), suggereixen que la major font
d’aquests miofibroblasts podria ser el propi epiteli. De fet, la transicido epiteli-
mesenquimal (EMT) juga un paper principal en la progressidé i manteniment de la
fibrosi tubulointersticial (Strutz i Muller, 2000, Rastaldi et al., 2002). Slattery et al.
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(2005), proposen que I'EMT contribuiria significativament a la fallida renal a través de
lacumulacié de ECM i potser més significativament a través de la pérdua de la
integritat i funcio epitelial.

Degut a la complexitat i naturalesa multifactorial de la nefrotoxicitat cronica per
CsA i a la diversitat d’efectes descrits en cél-lules del tubul proximal en resposta a
CsA, és probable que el dany cel-lular sigui produit per la combinacié de diferents
efectes. En aquest sentit, varem decidir estudiar quins efectes produiria el tractament
amb CsA sobre dos importants vies de senyalitzacié com soén la via de les MAPK
ERK1/2 i la via PKB/PI3K. ERK i PI3K/PKB son vies tradicionalment involucrades amb
proliferacio, diferenciacio i inhibicid de I'apoptosi, tot i que també s’han descrit cassos

en que la seva activacié comporta mort cel-lular.

La CsA activales vies ERK i PI3K amb diferents consequéncies

En les cél-lules PCT3, el tractament amb CsA activa les vies de senyalitzacié ERK
i PKB/PI3BK de manera dosi i temps resposta, si bé les cinétiques d’activacio
d’ambdues vies difereixen. Aquest fet suggereix que I'activacié d’aquestes vies en
resposta a CsA podria implicar diferents mecanismes.

L’activacié de ERK en resposta a CsA comenca a ser evident a partir de dosis de
10 pg/ml i 1 hora de tractament, amb un maxim d’activacié al voltant de les 6 hores.
Aquesta activacié va precedida per l'activacié de Raf-1 i MEK perd curiosament no
s’observa activacié de Ras. Aquest fet suggereix la implicaciéo d’altres proteines G
petites, com Rac1 o Cdc42. L’activacio de ERK en resposta a CsA ha estat descrita
préviament en diferents tipus cel-lulars. Paslaru et al. (1997), descriuen l'activacio de
ERK1/2 en resposta a CsA en les cél-lules epitelials renals BSC-1 perd també en
ceél-lules no renals com Hela i fibroblasts 3T3. El fet que analegs de la CsA amb
menor capacitat immunosupressora activin amb igual intensitat ERK1/2 duu als autors
a formular la hipotesis que la activacié de ERK per CsA no seria depenent de la
inhibici6 de la calcineurina, sin6 que meés probablement seria causada per les
variacions en els nivells intracel-lulars de calci descrits en resposta a CsA (Gordjani et
al., 2000, Frapier et al., 2001). Nosaltres hem observat que I'activaci6 de ERK en
resposta a CsA va mediada per ROS. Com hem mencionat anteriorment, els ROS
poden actuar com a intermediaris o segons missatgers en vies de senyalitzacio.
L’activacié de ERK en resposta a estrés oxidatiu o H,O, ha estat ampliament descrita
(Blanc et al., 2003). EI mecanisme pel qual elevats nivells de ROS en resposta a CsA

activen ERK no ha estat establert, perd s’ha descrit que Rac1, que participa en
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I'activacié de Raf-1 i per tant de ERK, pot ser activada en resposta a ROS (Tobar et
al., 2008).

S’ha descrit I'activacié de ERK tant promovent supervivéncia com mort cel-lular
depenent del context cel-lular en que ERK és activada (Ishikawa et al.,1999). La
intensitat i durada de la senyal determinen la resposta fisiologica. Aixi, s’ha descrit que
quan l'activacio de ERK1/2 promou la supervivéncia, l'activacié de la via és rapida i
transitoria, mentre que en situacions pro-apoptotiques, I'activacié tendeix a ser més
retardada i sostinguda (Choi et al., 2004). Els nostres resultats mostren que inhibidors
de la via ERK1/2 no recuperen de la toxicitat induida per CsA, fet que ens fa pensar
que I'activacié de ERK no estaria implicada en la mort cel-lular induida per CsA. Tenint
en compte que s’ha descrit que en condicions d’estrés, ERK generalment participa en
senyalitzacié pro-supervivéncia (Xia et al., 1995), podria ser que ERK s’activés en
resposta al dany induit per CsA iniciant un mecanisme de supervivéncia o rescat. Per
altra banda, I'activacié de ERK en resposta a CsA ha estat implicada en 'augment de
la resistencia transepitelial basal (TER), i per tant en l'alteracié de la barrera epitelial,
induida per CsA en celllules MDCK (Kiely et al.). També s’ha descrit que en cél-lules
LLC-PK1, I'increment de TGF-B en resposta a CsA requereix l'activaci6 de ERK1/2
(Keane et al., 1998) i s’ha demostrat la implicaci6 de ERK en la transicié epiteli-
mesenquinal induida per CsA (Slattery et al., 2005). Si a més tenim en compte que
lactivacié de ERK induida per CsA és depenent de ROS, i que els ROS han estat
implicats en la fibrosi intersticial que acompanya el tractament amb CsA, es podria
hipotetitzar que l'activacié de ERK, tot i no estar implicada directament en la toxicitat
directa sobre les cél-lules del tubul proximal, podria participar en la progressio de la
fibrosi intersticial.

Com hem mencionat anteriorment, el tractament amb CsA també provoca
I'activacio de la via PKB/PI3K. L’activacié de PKB ha estat freqlientment utilitzada com
a mesura de I'activacid de les PI3K, doncs és la diana més ben caracteritzada del
productes lipidics derivats de l'activitat PI3K, i el seu estat de fosforilacié/activacié és
facilment detectable per Western Blot. L’activacié de PKB és més primerenca respecte
la de ERK i s'observa ja als 30 minuts de tractament. A més, tot i que s’ha descrit que
també PKB pot ser activada en resposta a estrés oxidatiu (Blanc et al., 2003),
I'activacio de PKB en resposta a CsA és independent de la generacié de ROS. Aquest
fet reforca la idea que l'activaci6 de ERK i PKB en resposta a CsA podria implicar
mecanismes diferents. Per esbrinar quin paper juguen les PI3K en la citotoxicitat per
CsA, es van utilitzar els inhibidors Wortmannina, LY294002 i Apigenina. La
Wortmannina és un metabdlit fungic i és el més potent dels inhibidors amb una I1Cs5, al

voltant de 5 nM. Presenta una poténcia inhibitdria similar per les PI3Ks de classe |, Il i
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[l amb la excepcié de PI3K-C2a, que és com a minim 10 vegades menys sensible.
Degut a la vida mitja relativament curta de la Wortmannina, l'inhibidor més utilitzat de
les PI3K és el LY294002, un derivat sintétic dels flavonoids i inhibidor competitiu pel
lloc d’'unié de I'ATP. Apart de PI3K-C2a, les PI3Ks presenten uns sensibilitat in vitro
similar al LY294002 (ICso al voltant de 1 uM) (Vanhaesebroeck et al., 2001). Al igual
que el LY294002, el flavonoid Apigenina també competeix pel lloc d’'unié de 'ATP i
inhibeix les PI3K (Agullo et al., 1997, Sarno et al., 2003). Els nostres resultats mostren
que tots tres inhibidors de la PI3K bloquen l'activacié de PKB en resposta a CsA i
protegeixen enfront de la toxicitat induida per CsA, suggerint una implicacié de les
PI3K en la toxicitat per CsA.

L’us d'inhibidors farmacoldgics sempre planteja la qliestié de si els inhibidors sén
selectius per a una quinasa especifica. Aixi, la Wortmannina també pot inhibir enzims
relacionats amb les PI3K tals com mTOR, DNA-PK, ATM i les PIPkins a i 3 de tipus II,
tot i que amb IC5, de 20 a 100 vegades més altes que per a les PI3K. mTOR i DNA-PK
també son inhibides per LY294002 tant com les PI3Ks. Per altra banda, tant LY294002
com Apigenina també inhibeixen la proteina quinasa CK2. Malgrat tot, el fet que tots
tres inhibidors produeixin un mateix efecte, que CK2 no sigui inhibida per
Wortmannina, i la utilitzacié de Wortmannina a dosis en les que hauria d’exhibir una
selectivitat relativament alta per les PI3K, constaten la implicacié de les PI3K en la
toxicitat induida per CsA.

Tal i com hem mencionat anteriorment, aquests inhibidors no discerneixen entre
diferents isoformes de PI3K. En un intent de realitzar una aproximaciéo més especifica,
varem silenciar mitjiangcant RNA d’interferéncia (siRNA) la subunitat catalitica 110a de
les PI3K de classe IA. Les PI3K de la classe | son les més ben caracteritzades i a les
que se€’ls hi han atribuit la majoria de funcions conegudes de les PI3K (Wymann et al.,
2005). Els nostres resultats mostren que el silenciament de la subunitat 110a inhibeix
eficientment I'activacio de PKB en resposta a CsA, indicant que en cél-lules PCT3,
aquesta subunitat és la responsable de l'activacié de PKB induida per CsA.
Curiosament pero, el silenciament d’aquesta subunitat no evita la toxicitat induida per
CsA, indicant per tant que ni la subunitat 110a ni la consequent activacié de PKB
estarien implicades en la mort cel-lular. Tenint en compte que hem demostrat per RT-
PCR (Reverse-transcriptase-PCR) la presencia en cél-lules PCT3 d’altres isoformes de
PI3K, aquests resultats suggereixen que el tractament amb CsA podria comportar
I'activacio de més d’'una isoforma de PI3K: i) la isoforma 110a que estaria implicada en
la via convencional d’activaci6 de PKB perd no en la citotoxicitat, i ii) alguna altra
isoforma de PI3K sensible a inhibidors que participaria en els processos de toxicitat i

actuaria de forma independent a PKB. El fet que l'activacié de PKB en resposta a CsA
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sigui relativament rapida perd que en canvi la mort cel-lular no s’observi fins les 12-24
hores argumentaria en favor d’aquesta hipotesi i evidenciaria una especialitzacio
funcional de les diferents isoformes. En aquest sentit, la via PI3K 110a/PKB podria
estar implicada en un hipotétic mecanisme de supervivéncia o rescat, tal i com ha estat
descrit tradicionalment (Wymann et al., 2005). Per altra banda, les PI3Ks han estat
implicades en moltes malalties com al-lérgia, inflamacié, malalties cardiaques i cancer,
i inhibidors d’aquests enzims sén considerats potencials agents terapéutics. S’ha
descrit també que la inhibicié de PI3K protegeix enfront la toxicitat induida per cadmi
(Liu et al., 2007), arsenit (Shack et al., 2003 ), hipoxia (Aki et al., 2001), i per deprivacio
de glucosa (Aki et al., 2003) i serum (Lee et al., 2005). Inhibidors especifics de PI3Ky
redueixen la glomerulonefritis i perllonguen la vida en un model en ratoli de lupus
sistémic, suggerint que PI3Ky podria ser una diana util en el tractament de la
inflamacié cronica (Barber et al., 2005). Queda per determinar quina isoforma de PI3K

estaria implicada en la toxicitat per CsA.

L’activacio de ERK i PKB/PI3K i la mort cel-lular en resposta a CsA son per

un mecanisme autocri que implica la transactivacio de EGFR

Les vies ERK i PI3K sén dues de les principals vies de senyalitzacio iniciades en
el EGFR (Okano et al., 2000). S’ha descrit que en ronyo, el tractament amb CsA
augmenta I'activitat tirosina quinasa en membranes basolaterals perd no en el “brush
border’ (Demeule et al., 1994). En cél-lules epitelials polaritzades, el EGFR es localitza
principalment en membranes basolaterals, permetent la comunicacié epiteli-estroma.
Aquesta presentacio asimétrica del EGFR limita la senyalitzacioé autocrina, doncs molts
d’aquests organs epitelials, sobretot al llarg del tracte genitourinari, secreten grans
quantitats de EGF en el lumen (Konturek et al., 1991). Tenint en compte aquests
precedents, varem decidir estudiar els efectes de la CsA en l'activacié de EGFR. Els
nostres resultats mostren que el tractament amb CsA indueix I'activacié del EGFR i
que aquesta activacio esta implicada en 'activacié de ERK i PKB i la mort cel-lular. El
EGFR ha estat implicat en una gran diversitat de processos tals com proliferacio,
diferenciacio i augment de la motilitat cel-lular perd també en apoptosis (Fischer et al.,
2003). En aquest ultim aspecte, a nivell renal diversos treballs han descrit que EGFR
podria estar implicat en la toxicitat i mort cel-lular induida per cisplatina (Arany et al.,
2004), o per condicions estressants com hipoxia/reperfusié o estrés oxidatiu sever in
vitro (Arany et al., 2005). Per contra, 'activacié en resposta a un estrés oxidatiu
moderat esta lligada a supervivéncia cel-lular (Arany et al., 2005). Aquests estudis

suggereixen una doble funcié de EGFR en el ronyé: el EGFR activat pot promoure tant
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supervivencia com mort depenent de la durada i intensitat de l'estrés i del tipus
d’estrés implicat. Nosaltres hem observat que l'activacié induida per CsA del EGFR
duu a diferents respostes fisioldgiques, ja que simultaniament genera senyals no
implicades directament en la citotoxicitat i que per tant podrien estar implicades en
supervivencia, com l'activacié de ERK i PKB, i senyals de mort cel-lular, com I'activacio
de les PI3K implicades en la toxicitat. En aquest sentit, s’ha descrit que la varietat de
respostes fisiologiques resultants de l'activacié de EGFR podria ser el resultat del
reclutament d’'un o altre conjunt d’efectors que actuarien modulant-ne la resposta
(McCole et al., 2007).

Part de les funcions en les que s’ha implicat el EGFR sén el resultat de la
transactivacié del receptor per lligands que no interactuen directament amb el seu
domini extracel-lular o per estimuls tals com estrés oxidatiu (Gschwind et al., 2001).
Els nostres resultats mostren que el sobrenedant de cél-lules PCT3 tractades amb CsA
eren capacos de induir I'activaciéo de ERK i PKB i de provocar mort cel-lular quan eren
afegits a cél-lules deprivades. Aquest fet suggereix la preséncia en el medi condicionat
de cél-lules tractades amb CsA (CsA-CM) d’algun factor soluble secretat en resposta a
CsA i capag dinduir els efectes anteriorment descrits. Curiosament, si en els
tractaments “directes” amb CsA calen més de 30 minuts per detectar 'activacié de
PKB i més d’una hora per observar la de ERK, el tractament amb CsA-CM indueix una
rapida activacié d’ambdues vies observable ja als 5 minuts d’iniciar el tractament,
suggerint que, un cop secretat, aquest factor és capa¢ d’induir una resposta rapida.
Les diferéncies en les cinétiques d’activacié de ERK i PKB en resposta a CsA es
correlacionen amb el fet que calen exposicions més llargues a CsA per obtenir un medi
condicionat capa¢ d’activar ERK en comparacié amb PKB. Aquestes diferéncies
aparents en el mecanisme d’activacio d’ERK i PKB plantegen diferents hipotesis: 1)
que el tractament amb CsA provoqui la secrecié sequencial de dos factors diferents
responsables cadascun de I'activacié d’una via concreta, o 2) que el tractament amb
CsA indueixi la secrecié d’'un sol factor que progressivament s’aniria acumulant en el
sobrenedant de les cél-lules tractades. Les célllules PCT3 presentarien una diferent
sensibilitat al factor present en el CsA-CM, de manera que la concentracio llindar per
activar PKB seria més baixa que per activar ERK. Sigui com sigui, aquests resultats
suggereixen que els efectes de la CsA anirien mediats per un mecanisme
autocri/paracri que implicaria possiblement una etapa extracel-lular en I'activacié de
EGFR. La possible participacid d’'un mecanisme autocri/paracri en els efectes de la
CsA ve reforcat pel fet que es requereix la integritat de la via secretora per activar ERK
i PKB en resposta a CsA. Es més, el fet que I'activacié de ERK i PKB en resposta a

CsA-CM no sigui blocada per Brefeldina A (BF-A), suggereix que el procés de secrecio
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actua en una etapa inicial del mecanisme d’activacié d’aquestes vies. Malauradament,
el fet que I'exposicié perllongada a BFA sigui toxica per si mateixa no ens ha permés
demostrar directament la implicacio de la via secretora en la toxicitat per CsA.

En la senyalitzacié autocrina, les cél-lules responen a factors que elles mateixes
han secretat. Llavors les cél-lules que participen en un mecanisme autocri secreten el
factor de creixement i expressen receptors per aquest en la membrana plasmatica. Les
cél-lules epitelials renals poden alliberar factors autocrins i paracrins que poden
participar en processos tant fisioldgics com patoldgics (Toback et al., 1990). Diversos
factors de creixement, incloent el EGF (epidermal growth factor), HGF (hepatocyte
growth factor), FGF (fibroblastic growth factor), IGF-1 (insulin-like growth factor 1), ET
(endothelin), PDGF (platelet-derived growth factor) i TGF-B (transforming growth factor
B) son sintetitzats normalment en el ronyd, suggerint la potencialitat de vies
autocrines/paracrines. Diferents situacions d'estrés o de dany en cél-lules epitelials
tubulars poden resultar en un major alliberament i/o sintesi d’aquests factors, que al
seu torn, podrien promoure la recuperacié o participar en la toxicitat. (Andreson et al.,
1998). A més a més, les cel-lules epitelials tubulars esdevenen un dels principals focus
de produccié de quimioquines durant el dany tubular primari, les quals, al seu torn,
duen a la infiltracié i activacié de leucocits (Anders et al., 2003). També s’ha especulat
que l'augment de la produccié d’endotelina a través de mecanismes autocrins podria
estar implicada en el dany estructural tubular associat a CsA (Haug et al., 1998). En un
model in vitro de tubulointerstici, utilitzant cultius primaris de cél-lules del tubul proximal
(PTCs) i fibroblasts del cortex renal (CFs), s’ha demostrat que la CsA és directament
toxica per aquestes cel-lules i que a més promou la fibrogénesi. Aquests ultim efecte
serien degut a la capacitat de la CsA d’estimular la secrecié autocrina de IGF-1 per
CFs i la secreci6é paracrina de TGF-$ per les PTCs (Johnson et al., 1999). Aixi, les
cél-lules PTC modularien el comportament bioldgic dels fibroblasts corticals veins a
través de mecanismes paracrins. Lesions renals que resultessin en dany del tubul
proximal podrien pertorbar aquesta interaccié paracrina, induint una excessiva

proliferacio de fibroblast i la consequent fibrosi intersticial (Johnson et al., 1998).

Les MMPs estan implicades en els efectes de la CsA

Els nostres resultats també mostren que l'activitat de les metal-loproteinases de
matriu (MMPs) és necessaria per a I'activaciéo de ERK i PKB i la mort cel-lular induides
per CsA. No deixa de ser sorprenent que els efectes toxics de la CsA en cél-lules
PCT3 impliquin l'activacié de MMPs, quan ha estat descrit que la fibrosi intersticial

induida per CsA resultaria de la inhibicié de l'activitat de les MMPs (Johnson et al.,
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1999). Les MMPs s6n endopeptidases dependents de zinc que tallen components de
la matriu extracel-lular tals com col-lagens, laminina, fibronectina, proteoglicans i que
contribueixen en diferents processos com la migracié cel-lular (Hrabec et al., 2007). El
paper que juguen les MMPs en l'activacié de ERK i PKB o en la mort cel-lular en
resposta a CsA no ha quedat aclarit, perd el fet que I'activacio de PKB per CsA-CM
sigui blocada per la inhibicié de les MMPs mentre que l'activaci6 d’ERK o la toxicitat
induides per CsA-CM no ho siguin, suggereix que les MMPs podrien actuar en
diferents etapes en cada cas. S’ha descrit que el tractament amb CsA augmenta els
nivells d’expressié (Lohi et al.,1994) i activitat (Fornoni et al., 2001) d’algunes MMPs.
També ha estat ampliament descrit la implicacié de les MMPs en el processament
proteolitic dels lligands de EGFR a partir dels seus precursors transmembrana (Fischer
et al., ). Aquest processament proteolitic és un procés finament regulat, que pot ser
influenciat per PKC, l'influx de calci i I'activitat fosfatasa (Fischer et al.,). Aixi, podria
ser que les MMPs participessin en la transactivaci6 del EGFR per CsA. Per altra
banda, les MMP podrien estar actuant per un mecanisme diferent al processament de
ligands de EGFR, tals com el processament de components de la matriu extracel-lular
(ECM). S’ha de considerar que la ECM no és només una bastida extracel-lular que
suporta les cél-lules, siné que conté llocs d’unié per a factors de creixement de manera
que en regula la biodisponibilitat. A més, les MMPs també tallen proteines que no soén
components propis de la ECM, tals com citoquines, quimioquines i factors de
creixement, activant o inactivant-los, generant altres productes amb diferents
consequéncies. En aquest sentit, I'expressido exuberant d’aquests enzims ha estat
associada a una varietat de malalties destructives, tals com la progressidé de tumors,

malalties cardiovasculars o malalties autoimmunes (Hrabec et al., 2007).

CypB és un factor secretat en resposta a CsA

Com hem mencionat anteriorment, diversos factors han estat involucrats en
mecanismes autocrins en cél-lules epitelials renals. Entre aquests, el factor de
creixement transformant beta (TGF-8) és un dels principals candidats per actuar com a
mediador en l'activacié de ERK i PKB i la mort cel-lular induides per CsA, doncs ha estat
implicat en la fibrosi intersticial que segueix al tractament cronic amb CsA (Wolf et
al.,1995) i pot transactivar el EGFR (Uchiyama-Tanaka et al., 2002). Malgrat aquestes
evidéncies, els nostres resultats suggereixen que TGF-B no estaria implicat en la
toxicitat per CsA en les cel-lules PCT3 doncs la inhibicié del seu receptor especific a la
superficie cel-lular no evita els efectes citotoxics de la CsA ni l'activacié de ERK o PKB.

La Angiotensina Il (Ang Il) també ha estat involucrada en la toxicitat per CsA (Sun et al.,

98



Discussi6 General

2005) i és capag de transactivar el EGFR (Itabashi et al., 2008). En els ultims temps,
s’ha descrit un sistema Renina-Angiotensina (RAS) local o intrarenal, en contraposicié al
sistema RAS endocri. En el RAS local, les cél-lules del tubul proximal que expressen
tots els components del sistema poden produir in situ Ang Il (Paul et al., 2006). En
experiments realitzats en paral-lel a aquesta tesi, hem pogut observar que ni inhibidors
del receptor per Ang Il ni inhibidors de ACE (Angiotensin converting enzyme) bloquen
els efectes de la CsA, suggerint que Ang Il tampoc estaria implicada en el dany directe
de la CsA. Aquests resultats perd no descarten que, tot i que TGF-B o Ang Il no estiguin
directament implicats en la toxicitat induida per CsA en cél-lules PCT3, puguin estar
implicats en processos que conduirien a la fibrosi caracteristica de la nefrotoxicitat
cronica induida per CsA.

Les ciclofilines son els receptors intracel-lulars de la CsA (Schreiber et al., 1991, Liu
et al.,, 1991). Si bé els seu paper en el mecanisme immunosupressor de la CsA ha
quedat ben establert, es desconeix la seva implicacié en la nefrotoxicitat per CsA. En
eucariotes inferiors s’ha demostrat que les ciclofilines sén mediadores de la toxicitat per
CsA (Tropschug et al., 1989). Aixi, en aquells mutants de Neurospora crassa i
Saccharomyces cerevisiae que son resistents a CsA, la proteina ciclofilina és absent o
si hi és, ha perdut la seva capacitat d’'unir CsA. Modificacions quimiques de la molécula
de CsA amb la intencié de eliminar la seva toxicitat perd preservant els seus efectes
immunosupressors han fallat, suggerint que ambdues accions succeeixen a través de
mecanismes comuns i que podrien per tant implicar les ciclofilines (Sigal et al., 1991).
També s’ha descrit que la ciclofilina B (CypB) és secretada en cél-lules HelLa en
resposta a CsA (Pierce et al., 1994). Els nostres resultats mostren que el tractament
amb CsA indueix la secrecié de CypB de manera temps-resposta. Aquesta secrecio es
detecta amb una progressiva acumulacioé al sobrenedant i una disminucié dels nivells
intracel-lulars de CypB. En els ultims temps s’ha proposat que les ciclofilines, endemés
de la seva funci6 com xaperones i isomerases, podrien actuar com mediadors
secundaris extracel-lulars (Bukrinski et al., 2002). En aquest sentit s’ha descrit que CypB
extracel-lular indueix quimiotaxis i 'adhesié de cél-lules T a la matriu extracel-lular per un
mecanisme mediat per integrines (Allain et al., 2002). Es més, s’ha descrit que CypB
exogena és capag de induir I'activaciéo de ERK1/2 en limfocits T per un mecanisme que
implicaria el receptor CD147 (Pakula et al., 2007, Yurchenko et al., 2001). Altres estudis
confirmen la idea que proteines tradicionalment considerades com a xaperones podrien
tenir un rol extracel-lular o senyalitzador. Per exemple, s’ha descrit un “loop” autocri en
el que céllules A431 sotmeses a estrés térmic secreten HSP-70 en el medi. Un cop

secretada, aquesta xaperona indueix la transactivacio de EGFR (Evdonina et al., 2006).
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Els nostres resultats indiquen que CypB extracel-lular podria estar implicada en
l'activacié de ERK i PKB en resposta a CsA, doncs la immunodeplecié de CypB del
medi condicionats amb CsA redueix I'activacié tant de ERK com de PKB induida per
CsA-CM. Malgrat tot, altres evidéncies posen en dubte aquesta implicacid, suggerint
que CypB no seria el factor que directament desencadenaria I'activacio d’aquestes vies i
la toxicitat en resposta a CsA. Aquest argument es basa en el fet que el tractament amb
CypB exodgena (recombinant) és incapag¢ d’induir toxicitat en cél-lules PCT3 i només
provoca una lleugera activaciéo de ERK i PKB a dosis molt altes, i que el bloqueig de
CD147 amb anticossos neutralitzants no inhibeix cap dels efectes abans mencionats. La
possible implicacié d’'un mecanisme CypB-CD147 vindria també descartada pel fet que
la preséncia de CsA no només interfereix la unié de CypB a CD-147, sin6 que a l'inhibir
l'activitat PPlasa de CypB, CsA n’evita I'activacié (Pakula et al., 2007).

Es possible que la CypB que trobem en el sobrenedant de cél-lules tractades amb
CsA no es trobi lliure si no unida a CsA formant un complex CsA-CypB. Per tant, no es
pot descartar que els efectes observats siguin deguts a I'accié d’aquest complex sobre
una diana especifica. Per altra banda, I'activitat xaperona de CypB, a diferéncia de la
seva activitat PPlasa, no es veu afectada per la unié a CsA. Aixi, la disminucié de
lactivaci6 de ERK i PKB en resposta al tractament amb medis condicionats
immunodeplecionats de CypB podrien ser deguda a la eliminacié de una proteina d’unié
a CypB, més que a la eliminacié de CypB per si mateixa. Per tant, no podem descartar
que els efectes siguin deguts a un “partner” de la CypB secretat a I'exterior unit a CypB.
En aquest punt és important recalcar que Price et al. (1994), demostraren que els
efectes de la CsA sobre la via secretora eren especifics sobre CypB i no afectaven a la
secrecio en general. Finalment, s’han descrit altres cassos en que les ciclofilines podrien
tenir un paper secundari en I'activacioé de proteines quinases. L’activitat catalitica de ITK
(IL2-inducible T-cell kinase), una proteina tirosina quinasa no receptora, és inhibida per
I'activitat PPlasa de CypA, a la que es troba unida formant un complex estable (Brazin et
al., 2002). El tractament amb CsA trenca aquest complex i provoca la fosforilacio de ITK

i dels seus substrats.

Els HSPG estan implicats en I'activacio de ERK i PKB i la mort cel-lular
induida per CsA

Els proteoglicans de tipus heparan sulfat (HSPG), sén molécules complexes
formades per una proteina central amb cadenes de glicosaminoglicans unides
covalentment. Mentre que la part proteica determina la localitzacié en la superficie

cel-lular o en la ECM, el component glicosaminoglica, en aquest cas I'heparan sulfat,
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intervé en la interaccid amb una varietat de lligands extracel-lulars tals com factors de
creixement i molécules d’adhesi6é. A través d’aquestes interaccions, els HSPGs
participen en moltes accions durant I'adhesié cel-lular, migracio, proliferacié i
diferenciacié cel-lular (Tumova et al., 2000). Els HSPGs de la superficie cel-lular poden
emmagatzemar varies proteines i actuar com a reguladors claus de la seva
biodisponibilitat, modulant aixi importants respostes cel-lulars (de Ceuninck et al., 2003).
A més de controlar la disponibilitat d’aquests factors, s’ha suggerit que els HSPGs
podrien actuar regulant la unié d’alguns factors de creixement als seus receptors d’alta
afinitat (Aviezer et al., 1994).

Els nostres resultats mostren que en céllules PCT3, els HSPGs son necessaris
per a I'activacio de ERK i PKB i la mort cel-lular induides per CsA, doncs la eliminacié
dels HSPGs mitjancant el tractament amb heparinasa-l bloca els efectes de la CsA.
Com hem mencionat anteriorment, els efectes de la CsA podrien ser deguts a la
secrecié d’'un o més factors solubles que actuarien per un mecanisme autocri/paracri.
Per tant, és probable que els HSPGs actuin com a coreceptors modulant la unié
d’aquest factor a un receptor funcional més que regulant-ne la biodisponibilitat. Aquesta
hipotesi ve reforgada pel fet que medis condicionats amb CsA (CsA-CM) que han estat
incubats amb heparina-agarosa perden la capacitat d’activar ERK i PKB i d’induir
toxicitat, suggerint que el factor present en els medis condicionats per CsA deu ser una
proteina d’unié a heparina i que per tant podria actuar a través de la uni6 a HSPGs. Es
més, la preséncia de heparina soluble inhibeix de manera dosi-dependent I'activacio de
ERK i PKB en resposta a CsA, suggerint un efecte competidor entre la heparina i els
HSPGs per la unié al factor de resposta a CsA. Tot i que anteriorment hem comentat
que probablement CypB extracel-lular no seria el factor directament implicat en els
efectes de la CsA, és interessant comentar que CypB és una proteina d’unié a heparina
i que l'efecte d’aquesta ciclofilina promovent l'adhesié de célllules T a la matriu
extracel-lular es produeix a través de la uni6 a HSPGs (Allain et al., 2002). Es més, a
diferéncia del que passava amb la uni6 a CD147, el complex CsA-CypB manté la
mateixa capacitat que CypB d’interactuar amb heparina i amb HSPG (Denys et
al.,1998).

S’han descrit diferents mecanismes a través dels quals els HSPGs podrien actuar
modulant la unié del factor de resposta a CsA a un receptor funcional. Originalment es
va proposar que els HSPGs podrien actuar induint canvis conformacionals dels seus
ligands, el que comportaria una major eficiéncia en la interacci6 amb el receptor
funcional. Els HS podrien ser visualitzats com una “ma”, que “presenta” correctament al
seu receptor associat (Yayon et al.,1991). En un segon model, dos motius d’'unié HS

servirien per induir la dimeritzacié de dos lligands. El ligand homodiméric provocaria la
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dimeritzaci6 i activacié del corresponent receptor (Schlessinger et al., 2000). Diverses
quimioquines i factors de creixement son bioldgicament actius com a dimers, formes
que poden ser facilitades pels HS (Spillmann et al.,1998). Una caracteristica comuna
d’aquests models és l'habilitat de I'heparina o de HS solubles de complementar
'abséncia de HS en la superficie cel-lular de les cél-lules diana, indicant que els lligands
poden ser presentats per HSPG de cél-lules veines o de la matriu extracel-lular. En el
nostre cas pero el pre-tractament amb heparina soluble evita I'activacié de ERK i PKB
en resposta a CsA. Aquest resultat ens porta a descartar els models anteriorment
descrits i suggereix que els HSPG haurien d’estar presents en la mateixa membrana de
la cél-lula receptora. Aquest fet s’ha associat a models en que la proteina central dels
HSPG esta implicada en la resposta cel-lular induida pel lligand. En un model de co-
senyalitzacio es requereix la interaccié simultania del lligand amb els HSPG i el receptor
funcional per permetre el “clustering” de la proteina central del proteoglica i el receptor
funcional a prop I'un de laltre. Aquest “clustering” facilitaria el reclutament de molécules
co-senyalitzadores a través de la cua citoplasmatica dels HSPG (Rapraeger et al.,
1998). En aquet sentit, s’ha descrit que syndecan-2 (un tipus de proteina central del
proteoglica) esta implicat en la unié del factor MCSF (macrophage colony stimulating
factor) als osteoblasts, actuant com a co-receptor funcional modulant [l'activitat
mitogénica i senyalitzadora d’aquesta citoquina (Volk, 1999). Finalment, s’ha descrit que
el domini extracel-lular de syndecan-1 pot ser processat proteoliticament per MMPs en
resposta a una gran varietat de estimuls fisiologics i estrés. (Wang et al., 2005). Aquest
processament converteix syndecan-1 d’un coreceptor unit a membrana a un efector
soluble capag d’unir els mateixos lligands.

Durant les modificacions post-traduccionals dels HSPGs, es genera una gran
diversitat d’estructures pel que fa als motius heparan sulfat. S’ha postulat que aquesta
diversitat podria tenir un paper clau en diversos processos biologics (Vanpouille et al.,
2004). Per tant, no podem descartar que la preséncia de uns determinats motius
heparan sulfats en les cél-lules del tubul proximal fos la responsable de la especificitat

que mostra la CsA per a aquestes cél-lules durant la nefrotoxicitat.

En conjunt els resultats aportats en aquesta tesi mostren que en les cél-lules
PKSV-PCT3, el tractament amb CsA produeix diferents efectes, alguns implicats en la
mort cel-lular i d’altres probablement en la supervivéncia. En aquest sentit, el EGFR
s’erigeix com a un element central en la senyalitzacioé cel-lular en el que convergeixen
multitud d’estimuls i del que en resulten diferents respostes fisiologiques, i és possible
que el balang entre aquests efectes dicti el desti de la cél-lula. El fet que la CsA pugui

induir multitud de respostes en un sol tipus cel-lular, ens dona una idea de la complexitat
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de la patogénesi de la nefrotoxicitat cronica per CsA si es té en compte la totalitat del
ronyo. A més a més, els nostres resultats mostren que en el nostre model cel-lular, gran
part dels efectes de la CsA impliquen una etapa extracel-lular i per tant molt
probablement un mecanisme autocri/paracri. Les cél-lules del tubul proximal
respondrien aixi al tractament amb CsA secretant diversos factors. Aquests, al seu torn,
podrien actuar de forma autocrina sobre les propies cel-lules epitelials tubulars en
diversos processos que inclourien el propi dany, el rescat o la reparacié enfront aquest
dany, o una hipotética transicié epiteli-mesenquimal. A nivell renal, aquests factors,
podria estar actuant a més a més de forma paracrina sobre altres tipus cel-lulars, com
per exemple els fibroblasts, modulant-ne I'activitat. Aixi, per exemple, la CypB secretada
en resposta a CsA, independentment de que pugui participar o no en la toxicitat de les
cél-lules del tubul proximal, podria actuar com a quimioquina reclutant limfocits pro-
inflamatoris que participarien en la fibrogénesi.

Aixi doncs, la nefrotoxicitat per CsA podria resultar de la combinacié de diversos
efectes que inclourien el dany directe sobre les cél-lules tubulars i la progressié de la
fibrosi intersticial. Aquesta Ultima podria ser el resultat de l'alliberacié paracrina de
factors profibrotics combinada amb una transicié epiteli mesenquimal de les cel-lules del
tubul proximal. La nefrotoxicitat seria causada per una pérdua de funcié epitelial de les
cél-lules del tubul proximal, deguda o bé a la mort directa d’aquestes cél-lules, o deguda
a una transici6 d’aquestes cél-lules cap a un fenotip no epitelial. En aquest sentit,
l'estudi i identificacié dels components secretats en resposta a CsA per les cél-lules
epitelials del tubul proximal i la seva implicacié en una o altre funcié podria permetre fer

un gran avang en el tractament de la nefrotoxicitat cronica per CsA.
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Conclusions

La Ciclosporina A (CsA) és toxica per a les cél-lules PKSV-PCT3 (PCT3) de manera
dosi i temps resposta. Dosis de 5 pg/ml aturen la proliferacié cel-lular mentre que
dosis 25 pug/ml causen toxicitat i mort cel-lular per necrosi. La pérdua de la viabilitat
va acompanyada per canvis en la morfologia de les céllules i per pérdua de

I’'adhesio cel-lular.

El tractament amb CsA indueix l'activaci6 de la via Raf-MEK-ERK per un
mecanisme independent de Ras. L’activaci6 de ERK en resposta a CsA és
dependent de la generacié de ROS. Ni 'augment en els nivells de ROS ni la
consequent activaci6 de ERK estan implicats en la toxicitat per CsA en cél-lules
PCT3.

El tractament amb CsA indueix I'activacié de diferents isoformes de PI3K per un
mecanisme independent de ROS. Per un costat CsA activa la via convencional
PI3K 110a que duu a I'activacié de PKB i que no esta implicada en la toxicitat, i per
altra banda la CsA activa alguna altre isoforma de PI3K sensible a inhibidors de

PI3K i que és la responsable dels efectes toxics de la CsA.

L’activaci6 de ERK i PKB i la toxicitat en resposta a CsA depenen de l'activitat

tirosina quinasa del receptor de EGF (EGFR).

Les metal-loproteinases de matriu (MMPs) participen en I'activacié de ERK i PKB i
en la toxicitat cel-lular en resposta a CsA. Aquestes MMPs actuen en diferents

etapes durant I'activacié de ERK i PKB.

El medi condicionat de cél-lules tractades amb CsA (CsA-CM) és capa¢ d’induir
l'activacio de ERK i PKB i la toxicitat cel-lular. La inhibicioé de la via secretora bloca
I'activacié de ERK i PKB en resposta a CsA pero no en resposta a CsA-CM. Aquest
fet suggereix la participacid de un mecanisme autocri/paracri en els efectes de la
CsA.

Les cinétiques d’activaci6 de PKB i ERK en resposta a CsA son diferents.
L’activacio de ERK en resposta a CsA és més retardada que l'activacio de PKB.
Aixi mateix, calen exposicions més prolongades a CsA per obtenir un medi

condicionat amb capacitat d’activar ERK que per activar PKB.

El tractament amb CsA promou la secrecid de la ciclofiina B (CypB). La
immunodeplecié de CypB dels medis condicionats per CsA en disminueix la
capacitat d’activar ERK i PKB. Per altra banda, CypB recombinat és molt poc efica¢

en activar ERK o PKB o en induir toxicitat.
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9. El factor TGF- no esta implicat en la toxicitat directa o I'activacido de ERK i PKB en

resposta a CsA en cél-lules PCT3.

10. El component secretat en resposta a CsA i responsable de la activacido de ERK i
PKB i de la mort cel-lular en resposta a CsA és un factor d’unié a I’heparina. Aquest

factor requereix els heparan sulfat proteoglicans (HSPGs) de la superficie cel-lular.
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