IV. El model cel.lular: Les linies cel.lulars de tibul proximal

muri

Cartier et al (87), estableixen dos linies cel.lulars de tubul proximal renal, PKSV-PCT
i PKSV-PR, derivades de la microdisseccio de la part contornejada (PCT) i del final de la
part recta (PR), de tibuls proximals superficials de ronyé de ratolins mascles transgenics
L-PK/Tag, d’un mes de vida. Ambdues linies crescudes en un medi ric en glucosa presenten
una expressio estable de I’antigen T gran de SV40, com a conseqiiéncia de ’activacié del
promotor de la L-PK (L-piruvat quinasa), i una vida prolongada, pero no indueixen tumors
quan son injectades subcutaniament a ratolins atimics nude/nude. Els cultius confluents
d’aquests tipus cel.lulars, crescuts en plaques de plastic o filtres porosos, estan organitzats
en monocapes de ce¢l.lules cuboidals polaritzades amb microvillis apicals desenvolupats 1

formen doms.

PKSV-PCT i1 PKSV-PR presenten les principals caracteritiques morfologiques i
funcionals de les cel.lules de tabul proximal que sén: importants quantitats de villina
(proteina d’unid a actina) en els microvillis i quantitats substancials d’activitat hidrolasa
1 aminopeptidasa N en els dominis apicals de les cel.lules delimitats per tight junctions,
indicadors enzimatics de diferenciacid cel.lular proximal i intestinal. Es suggereix que
les cel.lules PKSV-PCT i PKSV-PR romanen diferenciades, fet que es pot observar per
la deteccio de villina en els microvillis de cél.lules en creixement, és a dir, ’estat de
diferenciacid no es veu alterat pel creixement cel.lular. Aquestes cel.lules també presenten
sensibilitat a la parathormona, transport de glucosa depenent de sodi i una gran capacitat
d’endocitosi apical (88). Per altra banda, per analisi de Scatchard, Ouar et al (89), van

observar que el citoplasme de dites cél.lules unia [*H]DHT amb la mateixa afinitat que el de
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les cél.lules renals obtingudes a partir de ratolins castrats i adrenalectomitzats. Tanmateix, el
nimero de llocs d’unié (Nmax) per les linies és del mateix ordre que el del ronyd. Aquests
resultats demostren que les linies PKSV-PCT i PKSV-PR conserven una classe de receptors
d’androgens d’alta afinitat. Pel que fa a I’expressido de gens controlats per androgens en
el ronyd muri (KAP i B-Glucuronidasa), s’ha comprovat que també son estimulats per
androgens en aquestes linies cel.lulars (89). Per ultim, Vallet et al (90), determinen que
I’expressio renal de 1’isoenzim aldolasa B es troba restringida als tibuls proximals renals,
on els transcripts de HNF1o, HNF1, C/EBPa i DBP son també abundants i que les linies
cel.lulars PKSV-PCT i PKSV-PR conserven les mateixes caracteristiques, fet demostrat per

experiments de transactivacio de 190 bp del promotor del gen de 1’aldolasa B.

A part de les linies cel.lulars esmentades també existeixen les linies tsMPT (91) i
MCT (92), que de la mateixa manera que PKSV-PCT i PKSV-PR, son linies cel.lulars de
tubul proximal muri, i per ultim, també es pot comentar I’existéncia d’una linia cel.lular de
tubul proximal de rata (93). Totes les linies cel.lulars esmentades estan inmortalitzades degut
a I’expressio de I’antigen T gran de SV40, perd només en les linies murines PKSV-PCT,
PKSV-PR i tsMPT, la transformacio per SV40 és condicional. Es a dir, en MCT, I’expressio
constitutiva de I’antigen T gran de SV40 impedeix que s’aconsegueixi un fenotip plenament
diferenciat (92). No obstant, en PKSV-PCT 1 PKSV-PR, I’expressio de I’antigen T gran de
SV40 desapareix quan creixen en medi sense glucosa, degut a que esta dirigida per la regio
promotora de la L-piruvat quinasa de rata (87, 88) i, en £sMPT, la transformaci6 per SV40
esta controlada per un promotor condicional per temperatura que pot ser induit per INF-y,
de manera que poden proliferar sota condicions permissives, a 33°C i en preséncia d’INF-y,
1 diferencien sota condicions no permissives, a 39°C i en abseéncia d’INF-y (91). Ambdues

linies cel.lulars presenten les caracteristiques de les cel.lules de tubul proximal renal.
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L’eleccio de les linies PKSV-PCT i PKSV-PR recau en el fet de que constitueixen un
sistema més adequat per estudiar la regulacié hormonal del gen del KAP, degut als estudis
previs realitzats per Ouar et al (89) i Vallet et al (90), que per una banda demostren que
dit model cel.lular pot ser candidat a respondre als androgens i, que presenten 1’expressio
de determinats factors de transcripcié que poden trobar-se implicats en 1’especificitat de

I’expressio del gen del KAP.

V. La Kidney Androgen-regulated Protein (KAP) com model
d'estudi del control multihormonal de I'expressié geénica en el

ronyo.

El mRNA de KAP representa el 4% del total de RNA poly A que s’induieix per
androgens en el rony6 de ratoli. El gen del KAP presenta una expressio diferent (84, 94) a
la d’altres gens regulats per androgens en el ronyo de ratoli. Les peculiaritats en 1’expressio
de KAP, fan referéncia al fet que, és molt sensible a la induccié per androgens (95), ja
que I’expressio del gen del KAP s’indueix més rapidament, concretament en menys de 6
hores, que la del gen de la B-glucuronidasa, que necessita de 12 a 24 hores de tractament
per respondre (96) i de 15 a 21 dies de tractament cronic amb testosterona per assolir
una resposta maxima (97, 98). Aixi mateix, 1’expressi6 de KAP tamb¢ és particularment
insensible a ’acci6 dels antiandrogens com la flutamida (94) i és induible per androgens en
ratolins que presenten feminitzacio testicular (Tfm/Y), els quals son deficients en el receptor
d’androgens (95). L’expressio del mRNA de KAP es troba en les cel.lules epitelials de tibul

proximal renal i per RT-PCR 1 hibridacid in situ, no s’ha detectat en altres teixits del ratoli
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(99). Excepcionalment, pero, s’ha trobat expressio del gen en I’tter de femelles prenyades
en els ultims dies de gestacio i s’ha observat un augment de 1’expressio en el ronyd muri
durant els dies previs al naixament (100). Posteriorment, Runic et a/ (101), detecten un patr6
d’expressio de KAP en uter de rata diferent al del ratoli (100). E1 KAP de rata presenta
nivells elevats d’expressio en 1’uter de rates en ciclacié i el perfil d’expressio que s’observa
concorda amb els nivells plasmatics d’estrogens de ’animal (101). Per altra banda, la funcié
de la proteina és desconeguda i es va descriure inicialment com un producte majoritari de la
traducci6 in vitro d’espécies de mRNA induibles per androgens (102). Recentment, Cebrian
et al (99), han descrit que la proteina KAP interacciona especificament amb la ciclofilina
B. Ratolins mascles C57BL/6 tractats amb ciclosporina A exhibeixen una disminucio
significativa dels nivells de proteina de KAP i, per altra banda, la sobreexpressio de KAP
controlada per tetraciclina en cél.lules del tubul proximal renal (PKSV-PCT) establement
transfectades, disminueix significativament els efectes toxics de ciclosporina A (99). Aixi
doncs, aquests resultats indiquen ’existéncia d’una relacié funcional entre KAP, ciclofilina
B i la nefrotoxicitat deguda a ciclosporina A, suggerint, en conseqiiéncia, un paper important

de KAP en la fisiologia renal (99).

V.a. Control multihormonal de I’expressio del mRNA de KAP

Tal com s’ha indicat, I’expressio del gen del KAP es produeix en les cel.lules epitelials
del tabul proximal. A dosis fisiologiques d’androgens, el gen s’expressa en tots els segments
del tibul proximal, mentre que existeix una expressio basal elevada en abséncia d’androgens,
en femelles 1 mascles castrats, que es localitza en les cél.lules S3 de la zona externa de la

medul.la externa del ronyo6 (103). Aquesta expressio també s’observa en animals Tfm/Y,
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portadors d’un receptor d’androgens mutat, pero no en els segments corticals S1/S2, ja que
son necessaris, simultaniament, androgens i receptors funcionals per I’expressio del gen en
el cortex renal (104), i per aquesta rad els animals Tfm/Y no expressen el gen del KAP en

S1/S2 quan se’ls hi administra androgens de forma exogena.

Els estrogens incrementen I’expressio en S3, mentre que les cel.lules de la part cortical
no responen a I’accio estrogénica (105). De la mateixa manera, que quan no hi ha androgens
desapareix el senyal cortical, s’ha demostrat que 1’eliminacio de les hormones esteroidals
(gonades 1 glandules suprarenals) no és capac¢ d’eliminar el senyal a S3 (105), la qual
desapareix en animals hipofisectomitzats. El tractament d’aquests animals amb diferents
hormones de la hipofisi anterior, aixi com la utilitzacié d’animals deficients en GH i PRL
(little) (106) 1 GH, PRL i TSH (dwarf) (107), va indicar que la TSH era la responsable de
I’expressio de KAP a S3 (108). Posteriorment, utilitzant animals Ayt/hyt (109, 110) deficients
en T, per un defecte en el receptor de 1a TSH de la glandula tiroide, es va comprovar que la T,
era la responsable final de I’expressio del gen en aquestes cel.lules (111). Aquesta expressio
especifica de S3 no esta relacionada amb la preséncia selectiva dels receptors o0 3 de T,,
tota vegada que estudis immunohistoquimics han demostrat 1’existéncia d’aquests al llarg de
tot el tubul proximal, indicant doncs, la participacié de factors nuclears especifics presents
en S3 1ino en S1/S2, els quals encara resten per determinar (111). Curiosament i malgrat que
T, no t¢ efecte en el segment cortical d’animals castrats, si que la seva abséncia disminueix
les respostes corticals dependents d’androgens en animals control, suggerint la necessitat
d’una col.laboracié de les dues hormones per obtenir una expressio cortical maxima. Aquest

efecte ha estat constatat en tres models d’hipoitiroidisme diferents (112).

S’han estudiat els efectes que 1’hipotiroidisme prenatal i postnatal exerceixen sobre
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I’expressio del gen del KAP durant el desenvolupament. A més a més de 1’efecte de la falta
de T, sobre I’expressio de KAP en les cél.lules S3, s’ha observat que els animals adults,
deprivats de T, des del dia 12 de gestacio fins al moment del sacrifici, no presenten senyal
cortical deguda a androgens 1 que aquests resultats no estan relacionats ni amb la deficiéncia
d’expressié de I’AR ni tampoc dels androgens circulants en 1’animal (112). Els resultats
dels experiments realitzats amb animals sotmessos a hipotiroidisme entre els dies 10-14 de
gestacio fins al naixament, comparats amb aquells als que 1’hipotiroidisme se’ls indueix en
el moment de n¢ixer, demostren que la falta de T, en el periode prenatal no €s responsable
de la falta d’expressio cortical dependent d’androgens en la vida adulta (Fig.15), és a dir, es
produeix quan la falta de T, ha sigut en algun moment del periode postnatal (Resultat de la

tesi doctoral d’Esther Sol¢ i llop).

GRUP 1)

GRUP 2)
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GRUP 3)

GRUP 4)

Fig.15. Efecte de la deficiencia prenatal respecte la postnatal d’hormona tiroidal en [’expressio del
gen del KAP en ratolins mascles i femelles C57BL/6 amb hipotiroidisme farmacologic. Analisi d’hibridacio
in situ de seccions de rony6 de mascles i femelles amb hipotiroidisme prenatal produit per 1’administracio
de KClO4 1% en I’aigua de beguda des del dia 10 de gestacid fins al naixament (grup 2) i ratolins amb
hipotiroidisme postnatal (induit de la mateixa manera) des del naixament fins al moment del sacrifici (grup 3)
van ser comparades amb les d’animals control no tractats (grup 1) i animals amb hipotiroidisme pre i postnatal
tractats amb KClO4 1% des del dia 10 de gestacio fins al moment del sacrifici (grup 4). Les microfotografies
de la figura presenten els resultats obtinguts amb la sonda del cRNA de KAP marcat amb *S. Resultat de la
tesi doctoral d’Esther Solé i llop. (Manuscrit en preparacio).
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sexe Pes Tamany
© (cm)

Mascle 19,7 £ 1,9** 56+0,3

Grup1
Femella 18,9 + 1,5** 55+0,3
Mascle 151+ 3,6* 48+04

Grup 2
Femella 132+ 2,7* 46+03
Mascle 103+ 1,7* 43+03

Grup 3
Femella 115+25 44+04
Mascle 78+18* 36+03

Grup 4
Femella 8+1,9* 36+04

** p=0,001
*p=0,05

Taula.l. Determinacio del tamany i del pes de ratolins C57BL/6 amb hipotiroidisme; Grupl: Control;
Grup2: Hipotiroidisme prenatal; Grup3: Hipotiroidisme postnatal, Grup4: Hipotiroidisme pre- i postnatal.
Valors + desviacio estandar, analitzats amb el test T-Student i es consideren significatius amb p< 0,05.

Mascle control

Mascle /it/lit

Mascle dW/dW C3H/Hel

Fig. 16. Expressio del gen del KAP en ratolins lit/lit i Jackson dw/dw. Seccions congelades de ronyons
de ratolins mascles control (esquerra), /it/lit (mig) i Jackson dw/dw (dreta) van ser hibridades amb el cRNA
de KAP marcat amb *S. Resultat de la tesi doctoral d’Esther Solé i llop. (Manuscrit en preparacio; Soler, M.,
Sol¢, E., Menoyo, A., Hardy, D., Catterall, J. F., Vandewalle, A., Meseguer, A: Differential hormone-specific
regulation of the kidney androgen-regulated gene promoter in cultured mouse early and late proximal tubule

cells).
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S’ha observat que tots els animals mascles hipotiroidals, per tractament farmacologic
en I’aigua de beguda (KCIO, 1%), arriben a la vida adulta sense expressié del gen del
KAP en el cortex renal, mentre que els animals mascles hipotiroidals congenits de la soca
hyt/hyt, presenten només una disminucid de la resposta cortical. Per altra banda, els animals
tractats amb KCIO, son de mida i pes significativamet inferior als animals hyt/hyt, suggerint
que I’hipotiroidisme farmacologic és més sever que el congenit i que nivells més baixos
d’hormona tiroidal poden provocar la deficiéncia associada de GH (72), fet que explicaria el
tamany inferior i la total mancancga de senyal cortical de KAP dels animals mascles C57BL/6
amb hipotiroidisme produit per KCIO, 1%, en comparacié amb els yt/hyt (Taula.1, resultats
sotmessos a publicacid). Encara que els efectes de GH sobre 1’expressié del gen del KAP
havien estat préviament estudiats en animals mascles hipofisectomitzats i en animals castrats
de la soca little (108), no es coneixen els efectes de la GH sobre I’expressio del gen del
KAP mitjangada per androgens, en els segments corticals del ronyo de ratoli. Els analisis
d’hibridacié in situ realitzats amb mostres de rony6 de ratolins mascles /i#/lit i control,
mostrades en la fig.16, suggereixen que I’expressio cortical del gen del KAP ¢és sensible a la
GH. Per altra banda, la deficiéncia combinada de GH 1 TSH, amb la conseqiient deficiéncia
d’hormona tiroidal, que presenten els ratolins de la soca Jackson dwarf (Fig.16), provoca
I’abseéncia de I’expressio del mRNA de KAP en els segments corticals del rony6 (resultats
sotmessos a publicacid). Per tant, aquests resultats impliquen la participacié de la GH 1 de la

T, en la resposta androgénica del gen del KAP.

V.b. Seqiiéncia genomica de KAP

El gen del KAP és un gen de copia unica, altament polimorfic en el genome de ratoli.
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T¢ 3.807 nucleotids de longitud distribuits en quatre exons i tres introns. L’exo [, té la
seqiiéncia 5’ no codificant i els primers 73 nucleotids de la regi6 codificant que inclou el
possible peptid senyal i els primers 6 aminoacids de la proteina madura. L’exo 2 té una
longitud de 177 nucleotids i1 codifica pels aminoacids 25 al 83, que constituieixen la regid
hidrofilica més important de la proteina. L’exo 3 codifica un domini curt hidrofilic de 20
aminoacids 1 I’exé 4 té 17 codons carboxi-terminals, el cod6 stop de la traduccié i 197
nucleotids d’una regid 3’ no codificant. Els introns 1, 2, 3 tenen una longitud de 1.450, 126 1
1.620 nuceotids, respectivament, i constituieixen la major part del gen (113).

En el primer intr6 existeixen dos dinucleotics repetits: (ag)., i (gt),,, des dels nucleotids
674 al 739 1 del 1.013 al 1.044, respectivament, i1 les unions entre introns 1 exons tenen

seqiiéncies consens descrites pel processament del mRNA en eucariotes (114, 115).

L’estructura genomica de KAP pot esquematitzar-se de la segiient manera (Fig.17):

Introns
Exons

(9833 (9t) 16

Fig.17. Estructura genomica de KAP (113).
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La regio proximal 5’ flanquejant (Fig.18) té una seqiiencia TATAAA des de —28 a —23
nucleotids respecte el lloc d’inici de la transcripcio i, també existeix un element CCAAC
(-69 a —65) que podria ser un inici de la transcripcio. Aquests elements s’han descrit com
tipics de gens eucariotes que es transcriuen per accid de la RNA polimerasa II. No obstant,
s’ha comprovat que aquestes seqiiéncies es repeteixen en una localitzacio més distal (TATA
box a —877; CAAT box a —764), perd no estan orientades la una respecte 1’altra en la forma

adequada perque siguin un lloc d’inici de la transcripcio (113).

-1000 taggaatttcataaattcattctttttaatagctgagtagtactccattgtgtagatgta
-940  ccacattttctgtatccattectetgttgaggggeatctaggttctttccagettetgge
-880  tattataaataaggctgctatgaacatagtggagcatgtgtccttcttaccagttggggc
-820  atcttctggatatatgcccaggagaggtattgetggatcctccggtagtactatgtccaa
-760  ttttctgaggaaccgccagactgatttccagagtggttgtacaagectgcaatcccacca
-700  acaatggaggagtgttcctctttctccacatccacgecageatetgetgtcacctgaatt
-640  tttgatcttagccattctgactataacccatgttcttgaccccattgtacagagecagea
-580  tccttggtaaatgtggagttatcaactctcaaccttcaacctccecgetggggaaacgggg
-520 cgaaatggctactgctaggctactgttgagaatcacatggtctggcacttctagatagtt
-460  ctgcttttgcaatgagcagttcttcactgttctccagcaatctgecaggatgaggactct
-400  aatgcgtacatgaggtttttccttagagtaaaacagtccattttttttggacacaaaacc
-340  atctttggggtgcagaaaagactagcetctagectagaggacaaagaacagcaatgggggt
-280  gatctggtggagtagatgacccctggecattagagggtaatggtgctaatggeaatgggt
-220  ggtgcacctagtcagactttctcctaccccagattctattgtttctatggticctagtta
-160  gtttttcttaacttccttctgggtgceattctttaatagttcataaaggtccttcccaaac
-100  cccteceecgeccccttttttttcctcteccagecaactgtggaaaaccaccttcagggaga
-40 gggtacaggatgtataaaagcccaggaggactetttttgg

Fig. 18. Seqiiencia nucleotidica de 1 Kb de la regio 5’ flanquejant, adjacent al gen del KAP. Es mostren
les seqiiencies d’alguns elements de resposta (cis-acting) que poden esta implicats en la regulacié hormonal de
KAP (113).

Altres motius que poden funcionar com elements reguladors han sigut identificats
per similitud amb seqiiéncies conegudes. S’ha detectat un element de resposta a androgens
(ARE) (116), que es localitza a -39 bp del lloc d’inici de la transcripcio 1 que es troba solapat

amb una part de la TATA. També s’ha observat un element de resposta a estrogens (ERE) no
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consens en posicio —1.189, molt allunyat del lloc d’inici de la transcripcid. Semblant a aquest
element, se n’ha descrit un que funciona com ERE en el gen de la uteroglobina (117). En
el promotor del gen del KAP també¢ existeixen migs palindroms d’ERE més propers al lloc
d’inici de la transcripcid (-604 1 —264). Aquestes seqiiéncies podrien exercir alguna accid
sobre KAP, ja que s’ha descrit funci6 reguladora per aquests mateixos motius en el promotor

del gen de I’ovoalbumina de pollastre (118).

Un altre possible element de resposta és un element de resposta a hormona tiroidal
(TRE) en la posicié —609. Per computacié s’han identificat tres llocs putatius d’unid a
C/EBPs, a part del ja identificat en la posicidé —66, que son els segiients: -110, -429, -457.
També hi ha seqiiencies semblants als llocs d’unié dels factors de transcripcio Spl i AP-2
(-92 1 -261 respectivament). Aquest tltim factor de transcripcid confereix inducciod per
AMPc als gens en els que la seqiiéncia que reconeix €s funcional (119). També apareix un

element de resposta consens per la vitamina D (VDRE) en posicio —886.

La preséncia d’aquests elements en el promotor del gen del KAP no significa que

tinguin un paper funcional en la seva regulacid. No obstant, alguns d’aquests llocs podrien

ser funcionals en base als estudis hormonals realitzats in vivo.

V.c. Seqiiencia nucleotidica del cDNA de KAP

La proteina KAP esta codificada per un cDNA de 607 nucleotids excloent la cua de

poliA (104).
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121
181
241
301
361
421
481
541

atttctttctcctgttcactggttgccttaaccctactaaagcatgatgcettttcaaggt
cctggtgatcactgtcttctgtggtctgactgtggctttcceccctgtcagaattagttte
aatcaataaagaactacagaattcaatcattgacctactaaactcagtctttgaccaact
gggatcatacgagggacaaaagctcctctagaggattatacagatgatgatttaagcac
tgactctgagcagatcatggacttcacgccageccgcaaacaaacagaattctgagttctce
tactgatgttgagacagtctcctccggetttctggaagaattcactgagaacacagacat
cacagtgaaaattccattagctgggaatccagtctcccctacttcctgagaagactccaa
ctttgaaataaacctgcgactgccattcaggatattgtctttgtagaaaatgatataaat
ctaagatgctcccagcaaagaagaaagaacgaggaagtgatcctggatgagaaatgetgt
gccaggcatctctaagctctacccttactctgtgtgggtttaagaaataaacgttcattt
gaattgc

Fig.19. Seqiiencia nucleotidica que codifica per a la proteina KAP.

La seqiiencia codificant indicada a la fig.19 representa la pauta oberta de lectura més

llarga identificada a partir del primer ATG (120). Aquesta assignacié ve refor¢ada per la

presencia en pauta de dos codons d'stop TAA a 5' d'aquest primer ATG. El mRNA de KAP

conté 43 nucleotids no codificants a la regi6 5'i 198 nucleotids a la 3', que inclou els senyals

de poliadenilaci6 AATAAA a 23 nucleotids del lloc de poliadenilacié (121). Resten doncs,

366 nucleotids de seqiiencia codificant.

V.d. Analisi computacional i funcional de la proteina KAP

Ni la seqiiencia de DNA de KAP ni la seqiiéncia deduida d’aminoacids presenta

cap homologia significativa en comparar-la amb les bases de dades disponibles; BLAST i

FAST-A (122). Pel que fa a les prediccions estructurals de la proteina deduida KAP s'han

utilitzat diferents programes d'analisi de seqiiéncia: PROSITE database (123), PSORT 11,

ProtParam ExPASy 1 NetOGlyc 2.0.
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MMLFKVLVTTVFCGLTVAFPLSELVSINKELQNSIIDLLNSVFDQLGSYR
GTKAPLEDYTDDDLSTDSEQIMDFTPAANKQNSEFSTDVETVSSGFLEE
FTENTDITVKIPLAGNPVSPTS

Fig.20. Seqiiencia aminoacidica deduida per a la proteina KAP.

No es detecten seqiliencies indicatives de localitzacié nuclear, mitocondrial, peroxisomal,

vacuolar o reticular, aixi com tampoc s’han trobat motius consens d’unié a DNA o RNA.

La seqiiencia de KAP té 121 aminoacids, amb una certa predominanga dels residus
carregats negativament (19) respecte dels positius (6). Destaquen per la seva abundancia els

aminoacids leucina, serina i treonina.

Segons la composicié de la proteina deduida, se li suposa un pes molecular de 13,3
KDa, sense considerar les possibles modificacions postraduccionals, i un punt isoeléctric
teoric de 3,92. Recentment, en el nostre laboratori, Cebrian et al/ (99), han aconseguit
anticossos monoclonals contra KAP, que reconeixen especificament una proteina d’un pes
molecular aparent de 20 kDa en homogenats cruus de ronyd. La distribuci6 1 regulacio de
la proteina reconeguda per dits anticossos coincideix amb la del seu mRNA. Per con¢ixer
la funci6 de la proteina, Cebrian et al (99), van utilitzar la técnica del doble hibrid en llevat
1 van determinar que dita proteina interacciona especificament amb la ciclofilina B. Per
altra banda, també han pogut constatar que el tractament amb ciclosporina A disminueix els
nivells proteics de KAP i que la sobreexpressié de KAP en cel.lules del tiibul proximal renal
establement transfectades disminueix significativament els efectes toxics de la ciclosporina
A. Conseqiientment, es fa evident una relacid funcional entre KAP, ciclofilina B i la
nefrotoxicitat mediada per ciclosporina A i, per tant, es suggereix un paper clau per la

proteina KAP en la fisiologia renal.
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El gen que codifica per la Kidney Androgen-regulated Protein (KAP) s’ha utilitzat
com a model d’estudi del control hormonal de I’expressié genica en ronyd de ratoli, tant
per la seva expressio teixit especifica com pel control multihormonal cel.lular especific
que presenta en aquest teixit. L’aprofundiment en 1’estudi d’aquest gen permetra avancar
en la comprensio tant dels mecanismes moleculars que controlen la regulacié hormonal de

I’expressio génica, com dels que controlen I’especificitat de teixit.

Encara que s han identificat les hormones que intervenen en el control de 1’expressio
del gen del KAP en un sistema in vivo, existeixen molts interrogants sobre els seus
mecanismes d’accio a nivell molecular. Per aquesta ra6 s’ha intentat caracteritzar un model

cel.lular que permeti 1’analisi mecanistic dels fenomens observats in vivo.

Segons els coneixements que es tenien sobre 1’expressio del gen del KAP en el ronyo

de ratoli, es van proposar els segiients objectius:

1- Determinar el periode del desenvolupament muri en el que la T,

permet la resposta cortical dependent d’androgens del gen del KAP.

2- Estudiar la relaci6 entre I’hormona tiroidal, les C/EBPs i I’expressio

del gen del KAP en el ronyd muri durant el desenvolupament

postnatal.
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3-

Determinar la capacitat de resposta a androgens de les linies cel.lulars
renals PKSV-PCT i PKSV-PR, utilitzant com a model del gen del
KAP. Estudi de D’especificitat cel.lular del promotor del gen del

KAP.

Correlacionar la regulacié multihormonal del gen del KAP observada
en el ronyo de ratoli amb el comportament del promotor de KAP en

les linies cel.lulars renals PKSV-PCT i PKSV-PR.



