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DISCUSSIO

El nostre laboratori ha estat interessat tradicionalment en I’estudi dels mecanismes de regulacié
androgenica a ronyd, teixit que presenta —particularment en ratolins— una marcada induccié de 'expressio
genica en resposta a les hormones androgenes. Entre els gens d’expressié estimulada trobem el del Kap
(kidney androgen-regulated protein), amb la peculiaritat de ser practicament exclusiu del tabul proximal
i d’ésser un dels gens d’expressié renal més abundant en ratolins mascles [298, 299, 57]. Lestudi i la
caracteritzaci6 de la regulacié multihormonal del gen del Kap ha centrat part de la feina duta a terme al
laboratori en els ultims anys [300, 94, 57, 58].

Com ja s’ha exposat a la introduccio i als objectius (pagina 91), malgrat el fet de que existeixen
un nombre de gens regulats pels androgens caracteritzats classicament a rony6, com el mateix Kap, I’'Odc
(ornitina descarboxilasa) o 'Adh-1 (alcohol deshidrogenasa-1) entre d’altres [96], a nivell molecular es
desconeix gran part dels mecanismes implicats en llur regulacié especifica i també la significacié fisiologic.
Els androgens en el ronyé sovint no afecten només a gens individualitzats, sindé que activen una serie
de gens simultaniament —amb diferents cinetiques d’induccid, perod implicant en conjunt 'establiment
de xarxes géniques, amb un conjunt de gens (la majoria enzims o proteines transportadores) regulats
coordinadament, Pestudi del qual pot aportar noves pistes per entendre el paper fisiopatologic del

dimorfisme sexual renal.

Amb aquestes consideracions previes i aprofitant 'experiencia acumulada al laboratori referent
a I'estudi dels androgens en el rony6é muri, va plantejar-se la possibilitat d’iniciar un nou projecte que
ampliés I'horitz6 d’estudi en aquest camp, basat en la identificaci6 i caracteritzacié de nous gens regulats
pels androgens a rony6 en el model de ratoli, estimulats sota condicions semblants. L'estratégia va centrar-
se en tecniques d’analisi diferencial de RNA, prenent com a objectes d’examen els ronyons control de
ratolins femella respecte ronyons de femelles estimulades amb DHT [133]. Producte d’aquests experiments
es va aconseguir identificar en el laboratori una serie de fragments genics expressats, corresponents a gens

d’expressid renal sexualment dimorfica.

La continuacié natural d’aquests treballs preliminars consistia en prosseguir I'estudi d’aquests
nous gens, alguns d’ells completament desconeguts. En aquest punt és on s’inicia el treball recollit en

aquesta tesi.

El primer punt a resoldre era el de restringir obviament el nombre de gens a tractar, reduint-los
fins a una quantitat raonable per un treball experimental de tesi. Per tan calia escollir d’entre els diferents
gens identificats els millors candidats (o si més no els més atractius sota el nostre punt de vista) per tal
de continuar en la seva caracteritzacié. Del total de bandes de cDNA identificades (veure taula XV, pag.
91), varem escollir-ne finalment tres: 'anomenada 5.1RDA (corresponent al citocrom P450 Cyp4bl), la
7.1RDA (amb homologia al transportador d’anions organics Oatpl de rata) i la 7.1RDA (sense homologies
significatives amb cap seqiiencia del Genbank™ per aquelles dates) batejada com a MjaM. Una quarta
banda, la 8.1RDA (amb homologia al gen S, de rata i huma), també va escollir-se per el seu posterior estudi,

pero en aquest cas objecte d’una altra tesi i formant part d’un altre projecte del laboratori.

Tornat als gens escollits, el primer d’ells corresponia al Cyp4b1, el qual ja havia estat descrit feia

NZO3N



Discussid

temps en ratoli i en altres especies incloses la humana [139, 172, 173]; tot i aix0, repassant la literatura,
com que el coneixement que es disposava de llur regulacié renal era bastant limitada i la seva aparent
expressio restringida només a pulmé i rony6 (regulat per androgens en aquest ultim teixit), va fer decidir-
nos per ampliar el seu estudi, enfocat en el clonatge del gen i del promotor corresponent —que encara no
estava descrit, com a pas previ per 'analisi d’elements reguladors en el seu promotor (o eventualment en

regions intergeniques) tal i com havia estat realitzat pel gen del Kap [301, 58].

Pel cas dela segonabanda, identificada com a un presumpte membre de la familia de transportadors
organics a ratoli, de la qual es coneixien encara comptats representats murins per aquella época, varem
considerar que seria interessant clonar el corresponent cDNA complert i contribuir a Pestabliment de la

familia dels oatp’s murins, sense deixar de banda la seva regulacié androgenica a ronyo.

Finalment, I'dltima banda diferencial de cDNA identificada, la “MjaM”, va ser escollida en base a
la desconeixenca total que oferia. L'analisi per northern-blot en diferents teixits de ratoli femella, revelava
que Pexpressi6 del gen corresponent era practicament ubiqua [133], fet que va fer-nos pensar a priori
que podia tractar-se d’'un gen amb una funcié cel-lular bastant basica o de tipus house-keeping. Abans
de qualsevol conclusié calia, pero, clonar també el seu cDNA full-lenght per veure si aquest ja presentava
alguna homologia amb quelcom conegut, aixi que 'afegirem a les dos anteriors com a objecte d’estudi

constituent del treball experimental.

Cyp4b1

Expressid en els teixits de ratolf i regulacié androgenica a ronyd

Les concentracions més grans d’enzims CYP en els teixits de mamifers les trobem al fetge. Com
a conseqiiencia d’aquest fet no és d’estranyar que molts estudis sThagin centrat en la caracteritzacié
molecular i bioquimica de les hemoproteines P450 hepatiques i la seva regulacié. D’altra banda, malgrat
que el contingut de P450 en els microsomes renals és substancial (un 20-25% els del fetge)[302], no es

disposa de tanta informacié respecte les hemoproteines renals.

En el seu treball precedent, imaoka et al. localitzaven al Cyp4bl a nivell proteic (mitjangant
immunoblot) en els microsomes renals i pulmonars d’ambdds sexes, detectant la banda de major intensitat
—d’entre totes— en la fraccié microsomal dels ronyons de ratolins mascle [139]. Els nostres resultats
confirmen aquestes troballes, ja que mitjancant RT-PCR hem detectat expressié a nivell de missatger
només a pulmé i ronyd (amb una major expressié qualitativament en aquest darrer teixit), d’entre un
total de 10 teixits murins. Fora d’aquests teixits examinats, en rata i ratoli també s’ha trobat expressi6 de

Cyp4b1 en la bufeta urinaria, on sembla que podria estar patint una regulacié androgenica [184].

El fet de que tan la proteina com el mRNA del Cyp4bI es trobin augmentats en els mascles pot
suggerir que les diferencies d’expressié renal entre sexes es donen principalment a nivell d’expressi6
genica, pero caldrien experiments addicionals per determinar si es tracta de fenomens transcripcionals,
post-transcripcionals o d’altres. Respecte a I’abséncia d’expressi6 de Cyp4b1 a fetge, malgrat que en conill
si que s’ha trobat expressié [172], nosaltres hem estat incapagos de detectar-la en el fetge muri confirmant
resultats previs d’altres autors [139, 185]; com a conclusid, remarcar que existeixen importants difereéncies
entre espeécies en els patrons d’expressio especifica de teixit —pel que fa a aquest CYP concret, i que com a

minim en ratoli es tractaria d’'una forma majoritaria en els microsomes renals de mascle.

NZO4N



Discussid

Les principals propietats catalitiques del Cyp4bl han estat determinades per diferents autors
[139, 172, 303-305], sobretot pel que respecta a la seva acci sobre xenobiotics i procarcinogens. El 3-
metoxi-4-aminoazobenze (3-MeO-ABB) és un potent procarcinogen que pot ser activat metabolicament
per els P450 i que indueix tumors hepatics en rates [139]. En els teixits extrahepatics aquest toxic també
pot ser modificat per ’accié de la maquinaria metabolica local (que en el cas del 3-MeO-ABB es tractaria
d’enzims diferents dels hepatics). Concretament, en el ronyé muri s’ha descrit una elevada activitat
dels microsomes renals en lactivacié metabolica del 3-MeO-ABB, amb una marcat dimorfisme sexual
favorable als ratolins mascle [306]. Aquests mateixos autors també han observat que aquesta activitat
enzimatica renal (responsable de 'activacié mutagenica —via N-hidroxilacid, del 3-MeO-ABB), presenta
dependencia androgenica ja que els ratolins BALB/c mascle mostren una activitat microsomal vers aquest

substrat molt superior a la de les corresponents femelles (que practicament no mostren activitat).

La castracié dels mascles aboleix la N-hidroxilacié renal del 3-MeO-ABB fins a nivells quasi
indetectables, que es poden recuperar per administracié de testosterona. La dependéncia amb I’edat en
I'expressié renal de 'esmentada activitat enzimatica sembla correlacionar bé amb la maduracié sexual
del ratoli mascle, comencant a manifestar-se a partir de la 4 setmana de vida (coincidint amb linici de
la pubertat) i mantenint-se incrementada fins a 'envelliment [306]. Estudis posteriors, basant-se amb
la utilitzacié d’inductors quimics i de inhibidors, Imaoka, S. et al, [129] han demostrat que 'enzim
responsable en ratolins de I’activacié renal del toxic 3-MeO-ABB és el Cyp4b1. Per tan podem assumir amb
certa precauci6 que I'enzim responsable de les observacions de Degawa, M. et al., esmentades préviament
([306]), correspondria al Cyp4bl, fet que concorda a la regulacié androgenica i abundant expressi6 renal

en mascles que també s’ha determinat en aquest treball.

Donat que es poden manifestar diferéncies d’expressié i regulacié entre formes geniques
individuals —especialment pel cas dels citocroms P450— en funcié de Iedat, sexe, especie (i soca),
varem proposar-nos a continuacié avaluar si els esteroides sexuals també intervenien en la regulacié
de Pexpressio renal del Cyp4bl en varies soques consanguinies de ratoli. Utilitzant el seu cDNA muri
corresponent com a sonda, hem confirmat mitjan¢ant northern-blot que el gen esta regulat pels
androgens en el ronyé de ratolins BALB/c, 129/Sv i C57BL/6 (B6); la castracié de ratolins mascle
provoca una davallada dels nivells renals de mRNA del Cyp4bl1 en les tres soques esmentades (Fig. 39,
pag 135).

Treballs previs utilitzant tractaments amb androgens (concretament DHT) de femelles i mascles
B6 castrats, aixi com de farmacs antiandrogenics (flutamida) han suggerit que la resposta inductora

estaria mediada pels androgens via receptor d’androgens [133].

Les diferencies entre mascles i femelles en resposta a toxines ambientals, drogues i carcinogens
han estat estudiade de manera extensiva en el rony6 de ratoli [307-309]. Aquestes diferéncies s’expressen
a nivell d’'una taxa metabolica diferencial per determinats compostos quimics, amb velocitats de
metabolisme renal majors (en general) en els mascles que les femelles, per determinats compostos. Aquest
dimorfisme sexual vindria determinat primariament per la testosterona [34] malgrat que el mecanisme
molecular d’aquesta diferencia no esta compres del tot. Alguns estudis han aportat evidencies sobre
el fet de que les hormones masculines podrien modular el sistema renal dels citocroms P450 a ratoli,
amb la conseqiient modificacié del metabolisme de xenobiotics [308, 130]. Molt probablement, aquesta
diferencia estara contribuint a la incrementada nefrotoxicitat i carcinogenesi induides quimicament en

els mascles [309]. Estudis epistemologics han mostrat també que la incidencia del carcinoma renal en
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humans és el triple en homes que en dones [311].

Aixi doncs I'activacié metabolica de determinats procarcinogens per part dels CYPs en regions
especifiques pot contribuir a augmentar I'incidencia de tumors en la regié. La presencia de P450 com el
Cyp4b1 en el cortex renal podria augmentar la susceptibilitat de les cel-lules epitelials proximotubulars a

la carcinogenesi.

En humans, s’ha reportat que els carcinomes pulmonars exhibeixen nivells d’expressié elevats
del mRNA de CYP4B1 respecte el teixit normal [312] i que en rates, la regulacié androgenica del Cyp4bl
és la responsable del major index en mascles d’activacié de carcinogens a la bufeta urinaria [179]. En
conjunt, tota aquesta informacié suggereix la existéencia de una possible associacié en la sobreregulacié
pels androgens a ronyé d’aquest membre de la familia dels citocroms P450 i la ben documentada major
incidencia del carcinomes renals de cel-lules clares (ccRCC, clear cell renal cell carcinoma) en homes que
en dones; de forma interessant, la majoria d’aquests tumors s’originen a partir de les cel-lules epitelials del

tabul proximal, que son precisament les dianes cel-lulars de I'accié androgena.

Per delimitar la distribucié del missatger de Cyp4bl a rony6 es varen realitzar experiments
d’hibridacié in situ sobre talls de ronyé muri obtinguts amb criostat. Donada la gran expressié renal del
seu mRNA es va optar per utilitzar un protocol de in situ no radioactiva, utilitzant ribosondes marcades
amb digoxigenina i detectades colorimetricament. Majoritariament el trobem expressat abundosament a

cortex a nivell tubuloproximal, de manera similar a d’altres CYPs expressats a rony6 [166].

Altres citocroms P450 murins expressats renalment com el Cyp2el, responsable entre d’altres de
lactivitat demetilasa sobre el compost quimic nitrosodimetilamina (NDMA), pateixen una regulacié per
androgens semblant: el tractament de femelles amb testosterona indueix els seus nivells renals de mRNA
fins a 50 vegades, respecte els animals control [138]. El seu mecanisme d’induccié depén clarament de la
presencia del receptor d’androgens, ja que en ratolins Tfm (mancats d’un receptor androgenic funcional)

els nivells dels mascles s’equiparen al de les femelles.

Malgrat que el rol fisiologic del Cyp4bl encara no ha estat ben determinat, la seva abundant
expressio renal i distribuci6 restringida a les cel-lules del tabul proximal podria estar apuntant cap a unes

implicacions funcionals i toxicologiques importants.

Clonatge genomic i analisi del promotor

Lestructura genomica determinada pel Cyp4bI consta de 12 exons, de manera similar a la d’altres
membres de la familia Cyp4. Aquest fet pot suggerir un possible origen comdu i posterior duplicacié, ja
que es troben tots localitzats molt propers en el chr 4. el locus del Cyp4 a ratoli troba el corresponent
sinténic en huma on també trobem la familia CYP4A i CYP4B molt propera. Els resultats obtinguts s’han
contrastat amb la recent seqiiencia del genoma de ratoli oferta pel mouse genome consortium, obtenint-se
una verificaci6 de la seqtiencia dels boundaries entre exons i introns. El gen del Cyp4b1 muri esta codificat
per 12 exons distribuits al llarg d’unes 17 kb, amb un rang de mides des de 45 pb fins a 500 pb. Tots els llocs
acceptors/donadors de splicing s’avenen amb la regla AG/GT. El primer ex6 descrit conté el cod6 d’inici de
traduccid, deixant un 5-UTR de només 19 pb. Aquesta estructura és compartida per altres membres de la

subfamilia de citocroms P450 Cyp4, que consten d’una distribucié i un nombre similar d’exons [169].
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Linici de transcripcié —determinat per 5°-RACE i primer extension— ha resultat ser doble, ocorrent
en dos posicions properes, amb un dels dos com a lloc d’inici majoritari (el situat a 34 pb respecte I'inici
de traduccid). Propera a aquesta regié s’ha identificat una putativa caixa TATA (GTATAAGA), bastant
semblant a la seqiiencia canonica (G/c)TATA(A/T)A. Com la majoria de regions promotores, la regi6
flaquejant 5" proximal del Cyp4b1 és rica en GC més que en AT’s, identificant-hi diferents llocs potencials
d’uni6 a factors de transcripcié. Entre d’altres, tres putatives caixes GC (de reconeixement per Spl)
properes a la caixa TATA. En aquest punt no esta clar quins d’aquests elements putatius (o d’altres encara
per identificar) jugaran un paper important en la regulacié transcripcional del Cyp4b1, 'avaluacié de la

qual requerira d’estudis addicionals.

Quan es coloca en front d’un gen reporter, el promotor del Cyp4b1 és capag d’iniciar la transcripcié
genica basal d’'una manera més o menys cel-lula especifica, ja que s’obtenen les activitats més elevades en
les cel-lules PCT3 i PR10, de tdbul proximal renal. D’entre tots els fragments de promotor generats, la
construccié —137luc ha estat la que ha ofert una activitat luciferasa maxima que es perd paulatinament
al reduir el fragment successivament fins els nucleotid —98 i —48, perdent-se completament en aquesta
ultima construccid; analisi seqiiencial d’aquest segment de 50 nt (entre —48 i —98) revela a priori un
putatiu lloc MZF-1 localitzat en la posicié relativa —55, la importancia del qual en 'estimulacié de la
transcripcié s’haura de definir en futurs estudis.

El factor MZF-1 ha estat considerat un factor de transcripcié propi de les cellules
hematopoietiques, expressat majoritariament en les linies mieloides en diferenciacié (per una revisio,
[313]). In vitro, sha determinat que MZF-1 és capag de reprimir I'expressi6 de gens reporters en linies
cel-lulars no hematopoiétiques mentre que n’activa I'expressi6 en les linies hematopoietiques, suggerint
que la presencia de adaptadors i reguladors especifics de teixit podrien determinar la funcié reguladora
trabscripcional del MZF-1 [314].

Quan s’ha testat el promotor per avaluar la seva resposta androgenica, les induccions detectades
han estat bastant discretes, en comparacié amb el control positiu quimeric (1XARECyp98luc)construit
inserint un element de resposta a andogens canonic en la construccié —98luc . Aquestes respostes baixes
inclis cotransfectant amb el receptor d’androgens huma podrien explicar-se com que en els fragments
analitzats no es troben presents elements de resposta, que residirien més upstream de les —1,8 kb estudiades
en aquest treball; tampoc no descartem que estigues originat per I’absencia de factors necessaris requerits
per I'inducci6 del gen del Cyp4b1 absents en aquestes cel-lules, tot i que I'alta expressié del control positiu
desaconsella aquesta hipotesi, indicant que la linia PCT3 disposa de tots els factors necessaris com a model
cel-lular valid per I'estudi de la regualcié androgenica, com s’ha confirmat en un recent treball del nostre
grup [58]. Una altra posibilitat addicional és que I'acumulaci6 de mRNA (nivells a 'estat estacionari)
observada in vivo vingui justificada —com a minim en part—, per una regulacié post-transcripcional del
gen tal com s’ha descrit per altres CYPs a rony6 [163]; en aquest moments no podem descartar aquesta
darrera hipotesi ja que no disposem de informaci6 sobre les taxes renals de transcripci6 del Cyp4b1 entre

ratolins mascles i1 femelles

Com a resum final d’aquesta part, hem aillat i caracteritzat el gen i la regié promotora del Cyp4b1
muri. A més a més, hem investigat la seva expressio en els teixits de ratoli i la distribucié del seu mRNA

dins el ronyd.
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Caracteritzaci6 del Oatp1 i Oatp-d murins

Aspectes generals

El present treball descriu dos nous membres de la familia murina dels transportadors d’anions
organics, Oatp-11Oatp-d, dels quals s’ha analitzat els perfils d’expressid, regulacié renal, aixi com algunes
funcions de transport pel cas del primer. Ambdoés s’han obtingut durant els experiments d’identificacié
de gens regulats per androgens a ronyd. Els dos transportadors clonats estan estructuralment relacionats
amb la resta de Oatps; a partir dels seus perfils d’hidropatia s’infereix que per totes aquestes proteines es

prediu una estructura amb Pexisténcia de 12 dominis transmembrana

MJAM és peculiar respecte altres Oatps en diversos aspectes, juntament amb els seus equivalents
d’humans (OATP-D) i de rata (Pgt2) —amb els que es troba molt estretament vinculat— han divergit
conjuntament a nivell de sequencia dels altres membres de la superfamilia; a nivell d’aminoacids, el
MJAM és tinicament un ~30-40% identic a cadascun dels altres Oatps, comparat amb les identitats del
~30-80% mostrades entre els altres transportadors. A més a més els extrems N-t i C-t apareixen for¢a
diferents respecte altres proteines de la familia, especialment un segment altament basic a 'extrem N-
terminal (.- RNKKKKKKV--).

Les diferéncies en lespecificitat de substrat i la distribucié tissular desigual fa dificultés
'assignacié d’ortolegs entre els Oatp de rata i els OATP humans [232]. Per aquest motiu és important
identificar els oatps de ratoli, per tal de que amb la informacié derivada es pugui facilitar el procés
d’assignaci6 esmentat; la sintenia entre humans i ratolins esta ben establerta: el clonatge i el coneixement
de la localitzacié cromosomica del oatps murins, d’aquesta manera, els possibles ortolegs humans dels
oatp a rosegador poden ser més facilment identificats en el ratoli. A més a més, el ratoli constitueix
un model manipulable genéticament, oferint la possibilitat de suprimir gens d’Oatp individualment
(mitjancant les tecniques de knock-out), amb la finalitat d’extreure informacié sobre la importancia

fisiologica d’aquests transportadors.

Els perfils d’expressi6 dels dos oatp clonats, s’han determinat mitjangant RT-PCR. S’han utilitzat
primers especifics de cada gen, evitant-se possibles reaccions creuades aparegudes en northern-blot en
I’analisi d’altres oatps [205, 209], amb el que s’ha pogut determinar amb precisié 'expressié de cada gen;

aquests patrons d’expressié poden aportar pistes Uutils per esbrinar els seus rols fisiologics in vivo.

En particular, el Oatp1 s’expressa exclusivament a fetge i a rony6 suggerint que realitza un paper especific
en aquests teixits, per contra, MJAM esta expressat a nivells significatius en un ampli rang de teixits,

postulant-se un paper més house-keeping o una funcié més general requerida en la majoria de teixits

Oatp-1

El primer dels dos nous membres que hem clonat a ratoli ha estat ’'anomenat Oatpl. Com es
descriu a resultats, a partir del clon parcial 7.1RDA es va aconseguir obtenir després de varis intens els seu
cDNA sencer a partir de ronyé. Simultaniament al treball de caracteritzaci6é del nou membre aillat de la
familia murina dels oatps, que s’estava duent a terme al laboratori, va apareixer una publicaci6 en la qual
es descrivia el clonatge del mateix gen amb el qual nosaltres estavem treballant [240]. Els autors havien

obtingut el nou cDNA a partir de fetge de ratoli BALB/c, anomenant-lo Oatpl (i en conseqiiencia li fou
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assignada posteriorment la nomenclatura de Slc21al). La justificaci6 de 'eleccié d’aquest nom, triat per
analogia amb el del Oatpl de rata ja conegut [190], la basaven en criteris d’homologia, caracteristiques
funcionals i distribuci6 tissular, suggerint que s’havia clonat 'ortoleg muri del Oatp1 de rata citat [240].
Per la nostre banda, tal com es descriu a I’apartat resultats, haviem aconseguit isolar un cDNA
sencer de 3,2 kb de llargaria que codificava per una proteina deduida de 670 aa, que es revela totalment
coincident amb el transportador reportat més tard per Hagenbuch et al.,, [240](GenBank acc. AF148218).
En el nostre analisi inicial, el nou membre de la familia murina de polipeptids de transport d’anions
organics que teniem entre mans presentava homologies significatives amb varis oatps de rata i humans;
concretament, les identitats més elevades (a nivell d’aminoacids) corresponien amb l'oatpl i 'oatp3 de
rata (81 1 80% respectivament), mentre que a nivell de nucleotids eren del 88% pels ambdds. Si bé en un
principi no quedava clar de quin dels dos representants de rata en podria constituir a priori 'equivalent,

varem adoptar en definitiva la nomenclatura d’Oatp1 per designar-lo.

Si es compara el cDNA descrit per Hagenbuch et al. amb el nostre clon (obtingut a partir de
rony6 de ratoli C57BL/6 s’observa que tot i exhibir identica seqiiéncia codificant, el cDNA renal (GenBank
acc. AF223067) consta d’una regi6 3’-UTR molt més llarga (en total, 0,5 kb més extensa). La presencia de
varies senyals putatives de poliadenilaci6 al llarg del segment 3’-UTR pot explicar la coexistencia de varis
transcrits amb longitud variable en el seu extrem 3’, fet que concorda amb les multiples bandes observades
per northern-blot tan a fetge com a rony6 per 'Oatpl muri. Aquest fet es reminiscent del que succeeix
per altres membres de la familia dels Oatps, alguns dels quals també presenten multiple bandes de mida
variable en llur transcrits [190, 201, 205]. Fruit del resultat obtingut per northern-blot amb I'ts de diferents
sondes del Oatpl muri (Fig. 51, pag 177), podem indicar que com a minim varies de les especies de
mRNA detectades per northern-blot corresponen a longituds variables en llur regié 3’ no traduida, més
que a especies concernents a altres membres relacionats de la familia o a transcrits alternatius de Oatpl
amb divergencies en ’ORF. En aquests moments desconeixem si aquesta caracteristica d’exhibir diferents
regions 3’-UTR, representa algun tipus de avantatge en quan a estabilitat del mRNA o en l'eficiéncia
traduccional del missatger, i si alguna d’aquestes formes és utilitzada preferentment d’'una manera teixit-

especifica [143].

Actualment ja s’han clonat molts altres membres murins de la familia dels Oatps, disposant-se
de les seves seqiiencies corresponents. Si construim un arbre filogenetic amb tots ells (Fig. 67, pag 191) es
pot observar que I’'Oatp1 (Slc21al), juntament amb 'Oatp5 (Slc21a13), Oatp3 (Slc21a7) i Oatp2 (Slc21a5)
formen una branca bastant compacta guardant entre ells moltes semblances que fan que estiguin agrupats
en l'arbre; altres Oatps com el Ist-1 (Slc21al10) o el Oatp-d (Slc21all) —el qual tractarem més endavant—
constitueixen branques separades en I'arbre, guardant amb els anteriors unes relacions més distants i
presentant una certa divergencia. El fet de que els 4 gens anteriors es trobin localitzats en un cluster al
cromosoma 6, pot reforcar la idea de que deriven d’un antecedent comu que ha donat lloc per duplicacié
genica a varis gens altament relacionats. En aquest sentit cal aclarir que si bé 'Oatp1 de ratoli havia estat
mapat inicialment en el cromosoma X per Hagenbuch et al., les dades actuals derivades de la seqiienciaci6
del genoma de ratoli han desmentit aquell resultat previ, tot confirmat que en realitat es troba localitzat en
el cromosoma 6 G1 [287], proper al Ist-1(SIc21a10) i d’altres en el locus esmentat (aquesta regio genomica
murina és sinténica amb la regié 12q12 en humans, que també conté varis gens de la familia OATP

humana).
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Expressid

Resultats previs situen I'expressié del mRNA de Oatpl —utilitzant un blot comercial de teixits
murins- a fetge i rony6 [240]; en aquest treball confirmem per RT-PCR aquestes troballes en ratolins
129/Sv, amb la utilitzacié de primers especifics i augmentant el ventall de teixits estudiats. En principi
no detectem expressié al cervell muri, malgrat que 'Oatp1 de rata clarament esta expressat a cervell de
rata [192], juntament amb fetge i ronyd. Aquesta dada reafirma el fet de que per aquest grup de gens
(de la familia dels oatps), tal com passa amb altres families multigeniques com la dels citocroms P450,
poden existir diferencies significants d’expressi6 i distribucid tissular entre espécies per a un determinat
membre, i fins i tot entre diverses soques d’'una mateixa especie. En la soca C57BL/6 utilitzada en els
experiments descrits a la figura 57 (pag 182), observem per northern-blot nivells d’expressié de Oatpl
similars entre fetge i rony0, al contrari de Hagenbuch et al., [240], que detecten una expressié molt
superior a fetge que a ronyd en la soca BALB/c (Fig. 29, pag. 82). Per tant, a la vista d’aquestes dades
creiem que s’ha d’obrar amb prudencia alhora d’extrapolar resultats d’expressi6 en una espécie o en una

soca determinada.

Regulacid androgenica

Lexpressi6 de mOatpl al fetge no ha mostrat cap diferéncia clara entre geéneres, en canvi
I'expressié renal es troba sotmesa a un estricte control androgenic: si bé en ratolins mascles adults els
nivells del mRNA de oatpl sén manifestos, la castraci6é dels mateixos o en animals femella normals els
nivells d’expressi6 renal decauen fortament fins a ser imperceptibles; la restitucié hormonal d’animals
castrats o el tractament similar de ratolins femella amb DHT provoca una normalitzacié de I'expressié
de oatp1 similar a la observada en mascles intactes. Malauradament no disposem d’informacié a nivell
de proteina per confirmar aquest marcat dimorfisme sexual del “tot o res” pel que respecta a Oatp1. Cal
esmentar que en rates —i tornant un altre cop al cas del rOatpl, si bé els nivells d’expressié a ronyé del
missatger en femelles sén molt menors que en rates mascle, per western-blot es reafirma i s’accentua la

diferéncia concretant-se en una absencia detectable de proteina immunoreactiva en femelles.

L'analisi a nivell de productes genics proteics, reafirma aquestes observacions ja que en femelles
no és possible detectar per western-blot aparentment cap banda immunoreactiva a rony6 [196, 318].
Altres transportadors renals exhibeixen expressi6 renal dimorfica entre sexes, si bé no tan marcadament
drastics com sén en rates Oct2 [31] o Oat2 [319], aquest darrer exemple en situacié invertida: major
expressié en femelles que en mascles, la castracié dels quals n"augmenta els nivells fins als observats en

femelles.

Si bé la major a menor diferencia d’expressié pot veure’s influida en aquest casos segons la soca de rates
o de ratolins, el fet irrefutable és que per a un conjunt de transportadors relacionats, entre ells oatp1 de
ratoli, i en determinats organs existeix una complexa diferencialiat d’expressié que es tradueix en una

fisiologia i farmacocinetica d’excreci6 de determinats substrats clarament depenent de genere.

L'analisi en diferents soques de ratoli —per confirmar la regulacié androgenica observada— ha
estat afirmativa, reafirmant les observacions adquirides en C57BL/6 i estenent-les a BALB/c i 129/Sv;
en principi no s’observen grans diferencies d’expressié renal del missatger de Oatpl entre les 3 soques,
observant una disminucié substantiva (per no dir abolicié) d’expressi6 en els animals castrats de les

respectives soques murines.
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Proteina

Si bé el pes molecular calculat per la proteina deduida és de 74,4 kDa, la traduccié in vitro del
c¢DNA d’Oatpl1 rendeix un polipeptid amb una mida relativa aparent de només ~56 kDa, bastant inferior
al seu pes predit. Aquesta discrepancia entre el pes molecular aparent dels productes traduits comparat
amb la mida observada de les proteines de transport natives ha estat observada també per altres
transportadors de membrana [315]. El pes aparent menor dels productes de traduccié in vitro podria
originar-se per modificacions posttraduccionals variables i/0 per migracié anomala en els gels de SDS-
PAGE, donat els seu elevat contingut en aminoacids de caracter hidrofobic (corresponents als segments
transmembrana) que podria estar influint en el grau d’afinitat per el SDS fet que n’augmentaria la
mobilitat [190].

De moment no disposem d’informaci6 respecte la possible localitzacié de Oatp1 en el rony6 ni
en el fetge, especialment a quin domini membrands pot estar destinada. Si ens fixem en altre membres de
la familia dels oatps expressats a rony6 dels quals si que es disposa d’informacid, tan ’Oatp1 de rata com
IOAT-K1 i OAT-K2 es troben localitzats a les membranes brush-boder de les cel-lules del tabul proximal,
per tant en el domini tubular luminal [191, 222, 316].

Pel cas de POAT-K1 de rata, I’analisi per western-blot d’extractes crus de membranes renals
mostra una forma immunoreactiva relativament petita (40 kDa de pes molecular aparent), enlloc de
la seva massa molecular calculada en 74 kDa (sense valorar possibles glicosilacions)[316]. Aquesta
divergencia en les mides es pot explicar assumint que la molecula d’Oat-K1 pateix un processat

proteolitic in vivo en les cel-lules renals.

La funcié i localitzaci6 de Oat-K1 han estat caracteritzades també en varies linies cel-lulars
transfectades: en les celules LLC-PK1 mediaria el transport a nivell basolateral, expressant-se amb una
massa molecular aparent de ~70 kDa [220]; en la linia MDCK en canvi, es detecta com una forma de 50
kDa present en les fraccions membranoses apicals de les cel-lules transfectants, comparable a la variant
proteica indigena del ronyd (i.e. com una molecula processada proteoliticament)[221, 222]. Aquestes
troballes poden estar indicant que els mecanismes de sorting cap a la membrana en les cel-lules tubulars
del rony6 de rata (i en les cel-lules MDCK polaritzades) difereixen dels presents en les cel-lules LLC-
PK,.

Es molt possible que el processat proteolitic posttraduccional al que pugui estar sotmes aquest
transportador (i per extensid altres oatp’s) condicioni el seu desti final en un domini membrands o en un

altre, i tot plegat d’'una manera teixit especifica.

Un exemple arquetipic el representa I’Oatpl de rata, expressat en diferents dominis segons el teixit. En
el ronyd, es troba localitzat a les membranes apicals de les cel-lules tibuloproximals —preferentment
del segment S;—, en contraposicié amb la seva localitzaci6 en el fetge situada al domini basolateral dels
hepatocits [191]. De fet, entre la forma renal i 'hepatica també existeix —al igual que per Oat-K1- una
diferencia important: si bé identificada com una forma glicosilada de ~80 kDa (I’hepatica), la proteina
renal migra en una electroforesi convencional SDS-PAGE (en condicions reductores) desdoblada en dos
peptids de 33 i 37 kDa, que figuren com una tnica banda d’uns 83 kDa en condicions no reductores;
aquestes observacions sén interpretades pels autors [191] postulant I'existéncia d’un event de processat
proteolitic (en dos llocs de tall alternatius), que fa que la proteina detectada a rony6 es mantingui un cop

tallada internament en forma de dos fragments processats, units per ponts disulfur (Fig. 77).
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Fic 77. Analisi d’expressié per western-blot de Oatp1 a fetge i ronyé de
rata. Extractes crus de membranes hepatiques i renals de rates mascle i rates fe-
mella van ser sotmesos a SDS-PAGE. (Adaptat i modificat de Kato, Y. et al., [196])

Es possible que a les cel-lules renals del tabul proximal existeixi una maquinaria particular
(diferent de la present als hepatocits) capac¢ de reconeixer, processar convenientment i enviar determinades
proteines de membrana com I’Oatpl1 al seu respectiu domini adequat (en el seu cas la membrana apical).
La significancia fisiologica i el mecanisme precis pel processament proteolitic i la distribuci6 diferencial

a la membrana teixit especifica requereixen estudis addicionals.

En una revisi6 recent, es destaca la importancia que poden tenir a rony6 les proteines amb
dominis PDZ en la destinacié de proteines de membrana cap els seus respectius dominis d’acci6 [210].
els dominis PDZ tenen I’habilitat de interaccionar amb petites seqiiencies peptidiques (els PDZ motifs:
seqiiencia consens S/L-X-L/V/I [317]) situades a P'extrem C-terminal d’altres proteines, com proteines
integrals de membrana; d’aquesta manera s’ha suggerit que les proteines amb dominis PDZ estarien
implicades en P'estabilitzaci6, direccionament i regulacié dels seus corresponents socis d’unié [188]. El
coneixement actual del targeting de proteines transmembrana mediat per membres de la familia de PDZ-
domain containing proteins permet I'especulacié sobre si en el ronyd la presencia d’'un ‘motiu PDZ’ en
una proteina de membrana és predictiu d’una localitzacié apical. Certament, pels transportadors MRP2,
NPT1, PEPT2 i els citats Oatpl i Oat-K1/K2 de rata, entre d’altres, (tots ells amb un extrem C-t que s’avé
amb la seqiiencia consens del motiu PDZ) s’ha descrit llur localitzaci6 a la membrana brush-border; altres
proteines renals mancades d’'un motiu PDZ C-terminal potencial, es troben localitzades a la membrana
basolateral [210]. En aquest sentit es remarcable que 'Oatpl de ratoli comparteixi els mateixos darrers

aminoacids de Pextrem C terminal amb ’Oatp1 i ’Oat-k1 de rata, que s’avenen amb el motiu consens (veure

Taura XXX. Seqiiéncies N-terminal de varis Oatps en comparacié amb la del motiu consens PDZ

PDZ motif consens T/s - X - V/I/L
mOatpl ... N D E L K T K IL
rOatpl ... N D E L K T K IL
OAT-K1 ... N D E L K T K L

la taula XXX). Si bé per ara es desconeix la localitzacié i si pateix processat a rony6 tal com el seu homoleg de
rata, aquest conjunt d’evidencies poden aportar pistes que requeriran ser ampliades en el futur sobre el paper

ila funcié de oatpl muri renal.
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Funcio

Per a Pestudi de funcionalitat, hem utilitzat el sistema d’expressi6 de proteines per microinjeccié
de cRNA en oocits de Xenopus laevis.
A nivell funcional, els resultats obtinguts expressant els cDNA clonat d’oatpl muri en oocits ofereixen
unes K, aparents de 8,2 i 4,9 uM per la DEHAS i I'E,17G, respectivament. Aquests valors s6n bastant
similars als determinats per ’'Oatp1 de rata també en oocits, excepte pel cas del taurocolat que mostra un

valor de K, aparent quatre cops superior, respecte als seu membre equivalent de ratoli.

Lampli ventall d’especificitats de substrat pels diferents membres de la familia dels Oatps ha estat
investigades i descrit en varis treballs [201, 226, 268, 320, 321]. En la rata, d’entre els compostos comuns
com el taurocolat, que és transportat per Oatpl, Oatp2 i Oatp3, trobem també substrats especifics que
com a minim discriminen entre Oatpl i Oatp2. Per exemple, el gadoxetat (compost utilitzat com agent
de contrast en ressonancia magneética nuclear) és exclusivament transportat per el Oatpl i no per el
Oatp2 ni el OATP-A huma [261]. UOatp2 de rata, per la seva banda s’ha mostrat com a dnic en la seva
capacitat d’acceptar la digoxina com a substrat [201]. Pel cas que ens ocupa, 'Oatpl de ratoli clonat
ha mostrat majoritariament unes caracteristiques de transport analogues al Oatplde rata, transportant
bromosulftaleina, taurocolat, E3S, ouabaina ([249]; aquest treball), pero no el substrat especific de rOatp2
digoxina, pero per altre banda hem vist que els oocits expresadors de oatpl muri també transporten

prostaglandina E,, la qual no és transportada per el representant de rata [321].

A la vista del processat proteolitic que poden patir altres Oatps a ronyd, no esta clar si aquestes
modificacions poden afectar I’afinitat per diferents substrats i en definitiva les caracteristiques funcionals
que poden patir. Si axi fora, quedaria per determinar si la proteina expressada en o0cits conté aquestes
modificacions i si els valors obtinguts per aquests mitjans sén extrapolables in vivo en les cel-lules renals o

si més no equiparables.

MJAM

Tal com es descriu a 'apartat RESULTATS 3.1.2, si s‘examina la seqiiencia del cDNA es pot
observar 'excepcional riquesa en GC (fins a un 80 %) dels 150 nt inicials de I'extrem 5’ Aquesta peculiar
caracteristica pot explicar 'absencia de clons representatius d’aquesta zona a la llibreria de la qual es
realitza el screening i les dificultats trobades en les RT-PCRs del 5’RACE per arribar fins al principi, al llarg

d’aquesta zona putativament prolifica en estructures secundaries del mRNA corresponent de MJAM.

El cDNA de MJAM codifica per un polipeptid predit de 710 aa, que constaria de les 12 putatives
regions transmembrana com les postulades pels transportadors de la familia SLC21. amb homologies
moderades (30-40%) amb la majoria dels membres dels oatps, d’entre ells destaca 'extremada identitat
aminoacidica (96%) amb el transportador huma OATP-D. A la llum d’aquesta dada i també considerant
la sinténia humans-ratoli entre la localitzacié genomica del mjam (chr 7) i el OATP-D (chr 15q25-26) no
és imprudent afirmar que el cDNA de ratoli clonat representa el gen ortoleg veritable del OATP-D huma,
i per tan considerem més adequat d’anomenar-lo Oatp-d. Regirant per les bases de dades disponibles
de seqiiencies, s’identifiquen també cDNAs sencers altament homolegs d’altres especies (en rata (Rattus
novergicus): Pgt2’, 98%?'; en vaca (Bos taurus): OATP-DS, 95%"), (veure fig. 78) aixi com fragments parcials

de seqiiencies expressades igualment amb una alta homologia a pollastre (Gallus gallus), porc (Sus scrofa)
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que no es mostren perqué encara no representen els corresponents gens sencers. D’altra banda en especies
menys relacionades també trobem homolegs més llunyans (relacionats no només amb Oatp-d siné també
amb altres membres de la familia dels OATP en mamifers), com un Oatp ancestral de Rajada (Raja
erinacea)®, com a nivell més distant diversos ORFs de mosca (Drosophila melanogaster) i a nematodes
(Caenorhabditis elegans); aquest fet suporta 'hipotesi de que la familia geénica del oatps és bastant antiga
evolutivament, no només estan present diversificadament en mamifers i vertebrats superiors sin6 que
també existint en formes ancestrals en organismes invertebrats, caldra esperar a tenir més dades en altres
organismes per confirmar-ho. Pel cas dels mamifers, creiem que aquest gen en les diferents variants

presents en mamifers seria el més altament conservat d’entre tota la superfamilia dels OATP/PGT.

‘Genbank acc. AF239219; SGenbank acc. AJ508719; Thomologies de les corresponents proteines deduides en
aminoacids; *Genbank acc. AF449798.

S’ha especulat que la subfamilia humana dels oatps ha divergit respecte la subfamilia murina
o de rata posteriorment a I'especiacio, i que per tant seria dificil assignar ortolegs clars en rosegadors
dels OATPs humans. Les dades que presentem aqui matitzen aquesta interpretacid, podent afirmar que
per aquest gen del qual hem clonat el representant muri es déna una clara ortologia un a un entre el
representant d’humans i el de rosegadors i, que en base a I’elevada homologia i la sinténia a nivell genomic
entre les tres especies esmentades, considerem que OATP-D/Oatp-d seria el gen més conservat de tota la

superfamilia de OATP/PGT al llarg de I’evolucié en mamifers.

Oatp-d
Pgt2 RAm(Rattusnove;'ms) 98 %

OATP-D o UMA (Homo sapiens)

96 %

95 %

Oatp- D! VACA (Bos taurus)

37 %

(ryy? BUAAdbeieed) J

34 %

CG3811-PB3 INSECTES (Drosophila melanogaster)

Fic 78. Taula d’homologies entre les proteines deduides per Oatp-d/OTAP-D de
varies espécies de mamifers i, amb representants llunyans dels Oatp en espécies més
distants. (Genbank acc: 'AJ508719; 2AE003625; °AF449798). Veure el text pels detalls

Expressid i regulacid

Si bé en general la majoria d’Oatps tenen una expressié restringida a un o varis teixits —fet que
estaria indicant que exerceixen funcions especifiques d’organ, I’Oatp-d de ratoli (al igual que el seu ortoleg
huma) presenta una expressi6é ubiqua, detectant el seu missatger en la majoria de teixits testats, testicle i

rony6 inclos. A part del Oatp-d murii huma, ’OATP-E i el PGT també es troben expressats practicament
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en cada teixit en que s’han investigat [231], suggerint probablement que la funcié d’aquests transportadors
és requerida a nivell cel-lular independentment del teixit.

L'analisi de les bases de dades de EST derivats de llibreries especifiques de teixits murins adults
i embrionics, també pot aportar pistes addicionals sobre organs i sistemes cel-lulars on també s’hagi
identificat el mRNA d’Oatp-d en forma de seqiiencia expressada; en aquest sentit és significativa la
presencia de clons corresponents a Oatp-d en llibreries embrionaries i fins i tot en llibreries construides
amb cDNAs derivats a partir d’o0cits no fertilitzats i d’embrions d’una sola cel-lula (fertilitzats in vitro),
entre d’altres (veure <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?lORG=Mm&CID=25368&MAXEST=103>).
Aixi doncs, en base a aquestes dades esparses sembla ser que I'expressié de Oatp-d als teixits de ratoli
s’estendria no només corporalment de manera ubiqua, sin6 que a nivell cronologic estaria expressat també
des de els primers estadis de la vida embrionaria. De totes maneres caldran estudis futurs addicionals per
determinar i concretar amb precisié els patrons d’expressi6é de Oatp-d al llarg de 'ontogenia i de la vida
adulta dels ratolins.

Com molts d’altres Oatp’s, MJAM/Oatp-d exhibeix varis transcrits per northern-blot, dues en
concret: una banda majoritaria d’'unes 3kb i una segona banda d’intensitat menor de ~4,5 kb de grandaria
relativa.

Al igual que els altres gens tractats en aquest treball, la seva expressi6 renal es troba regulada
pels androgens. La castracié de ratolins mascles en les tres soques tractades fa disminuir la intensitat dels
dos transcrits amb hibridaci6, respecte als animals control intactes. Comparant-ho amb Oatpl, amb el
qual esta relacionat quant a pertinenga a una mateixa superfamilia genica, tot i fer disminuir els nivells a
Pestat estacionari del seu missatger, la deplecié dels androgens circulants per gonadectomia no els aboleix
completament, com era el cas del Oatpl, el qual no som capagos de detectar en els ronyons ni en femelles
ni de mascles castrats. De totes maneres, aquestes dades haurien de confirmar-se a nivell de proteina per

poder extreure’n conclusions inequivoques.

Funcio

A nivell funcional es disposen de poques dades respecte als possibles substrats pels quals Oatp-d
tindria afinitat. Pel que respecta al OATP-D huma, que presenta una elevada identitat a nivell de seqiiencia
amb el polipeptid de ratoli i per tan és d’esperar que també funcional, ha estat dificult6s establir funcions
de transport d’anions organics clares. Si bé Tamai, I. et al. han demostrat que és capag de transportar
estrona-3-sulfat, benzilpenicil-lina i prostaglandina E, [231], els valors de uptake reportats sén molt
magres, restant per ser confirmats i ampliats en el futur.

Nosaltres hem intentat infructuosament realitzar assatjos funcionals en oocits de Xenopus injectats amb
el cRNA de MJAM, pero no hem obtingut resultats concloents per cap dels multiples substrats tipics testats

(no es mostra).

Per tant, de moment la seva funci6 definitiva queda encara per definir, existint la possibilitat
que els gens de Oatp-d/OATP-D hagin divergit funcionalment de la majoria de membres de la familia de
transportadors d’anions organics, especialitzant-se i adquirint noves funcionalitats que quedarien per

precisar.

Avaluacid genetica i expressid renal del Oatp-d en rates normotenses i hipertenses

Finalment la darrera part dels estudis s’han centrat en investigar si podria existir una hipotetica

relacié del gen Oatp-d amb la predisposicié genetica a la hipertensié. Com s’ha exposat en el corresponent
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apartat introductori de la seccié resultats, hi havia varies linies indirectes que podien fer despertar un cert
interes en analitzar el gen en models animals de rates hipertenses. Per una banda I’elevada homologia
entre els representants de humans i de rosegadors i per l'altre la seva conservacié en mamifers al llarg
de Pevoluci6, podria estar indicant que la funcié —de moment desconeguda— de la proteina OATP-D/
Oatp-d és d’una relativa importancia. En aquest sentit si hipotetitzem una funcié transportadora de
substrats anionics organics (d’altra banda tipica pels membres de la familia de transportadors Oatps)
podriem pensar possiblement en eicosanoides (prostaglandines, tromboxans, etc.) i d’altres mediadors,
que poden dur a terme una acci6é important a nivell vascular i/o homeostatic en organs com el ronyé per
exemple, a més d’intervenir activament en 'etiogeénesi d’aquests processos. Si bé en contraposicié trobem
que Pexpressié del seu mRNA es troba ampliament distribuida per la majoria de teixits, la regulacié
androgenica que pateix (en ratolins) particularment en el teixit renal podria tenir a priori una certa relaci6
amb les diferencies observades a nivell de geénere en soques hipertenses, que atorguen un paper important
als androgens en I’evoluci6 de la hipertensié i que a nivell molecular podrien ser conseqiiencia d’una

expressié diferencial entre mascles i femelles, en certs teixits diana claus.

Pel que fa a Pexpressi6 del gen Oatp-d/Pgt2, en els ronyons de rates Wyistar-Kyoto (normotenses)
i rates SHR (geneéticament hipertenses), no hem observat variacions destacables —mitjan¢ant una
aproximacié qualitativa per RT-PCR— entre els nivells presents entre les dues soques, ni tampoc diferéncies
aparents entre mascle i castrat. Cal dir que aquests resultats suposen només una estimacié preliminar per
provar de palesar d’entrada P'existencia d’alguna diferéncia notable —si és que es donés el cas—, pero no
ha estat aixi. D’altra banda, si bé s’ha mirat de ser el maxim de quantitatiu possible dins 'aproximacié
escollida per poder comparar els nivells a cada situacid, els valors obtinguts no es poden prendre de
manera concloent ja que caldria contrastar-los amb aproximacions tecniques més quantitatives com el

northern-blot i potser en un nombre superior d’animals.

En tot cas, aquests resultats (tot i que limitats) suggereixen que en principi no existeixen diferéncies
entre les dues soques quan a Pexpressi6 renal d’aquest gen i, al contrari del que observem en ratolins, no
sembla que la castracié afecti la seva expressi6 a rony6. Si aquesta tltima dada és confirmable i extensible

a altres soques de rata, caldra determinar-ho i caracteritzar-ho en experiments addicionals.

En relaci6 a la localitzacié genomica del gen, amb el mapatge per radiation hybrid hem confirmat
que el Oatp-d de rata es troba molt proper a una regié d’interés en el cromosoma 1 (on resideixen un o
varis QTLs candidats relacionats amb la predisposicié a la hipertensi6), i que des de que va ser definida
—a I'engros— pels voltants del gen S,, sha anat refinant i subdelimitant en unes determinades regions
més acotades, dins d’'una de les quals hem situat eventualment a Oafp-d. Cal dir, pero, que en tot aquest
procés cartografic depenem dels mapes genetics disponibles per situar el gen en el seu locus, i aquests
mapes utilitzats poden contenir incerteses i imprecisions que dificulten el procés d’identificacié de
gens candidats, per clonatge posicional. Amb aquestes eines, un cop confirmada la seva presencia dins
la regié esmentada i havent analitzat el llistat dels altres gens residents en la regié “calenta”, créiem que
Oatp-d era un bon candidat per ser sotmes a un estudi més exhaustiu, a la llum dels arguments exposats;
No caldra repetir que el model d’implicacié hipotetitzat es sustenta en pressuposits que no deixen de
ser simplificacions i com a tal es tracta d’'una aproximacié reduccionista: no menystenim el fet que
I'emergencia de la hipertensié essencial és un fenomen multifactorial i pleiotropic, resultat de la interaccié
subtil d’una pleiade de factors genetics —amb diferents graus de contribuci6 individual—, tot plegat en un
determinat ambient permissiu o agreujant. En conseqiiéncia, es va examinar la seqiiencia corresponent del

gen en rates de les soques WKY i SHR (ambdoés soques ampliament utilitzades en estudis genetics sobre
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la hipertensié heretable [322]), tal i com ja ha estat realitzat —amb resultats desiguals- amb altres gens de
diferents regions candidates [323-325], a fi de detectar possibles canvis en la seqii¢ncia nucleotidica de la

regi6 codificant.

La seqiienciaci6 preliminar no ha identificat cap diferencia en la seqiiencia codificant del gen
Oatp-d en rates SHR i en rates WKY, i per tant es va investigar a continuaci6 si s’observaven canvis en
la seva expressid renal (resultat de possibles diferencies en els promotors respectius). Ara per ara, pero,
I'analisi empres no és prou extens ni exhaustiu (desconeixem si hipoteticament existeixen diferencies
a nivell genomic, en regions introniques, etc.) per pronunciar una conclusié clara i descartar-lo
definitivament, ja que tampoc coneixem amb certesa la funci6 que estara duent a terme la proteina,
aspecte que de ser conegut podria facilitat i aclarir 'analisi, i la pretesa implicacié que nosaltres deixem

€n suspens.

Finalment, creiem que el conjunt de resultats i consideracions presentades fins aqui pot
tenir algun interes en I'objectiu d’anar desentrellant les accions dels androgens en la fisiologia
renal i, per extensid, en les seves possibles implicacions en situacions patologiques. Al llarg del
treball, hem intentat destacar d’alguna forma el paper potencial que els androgens (i com a
conseqiiencia, el dimorfisme renal en I'expressié genica) pot exercir directa o indirectament en
diversos processos d’interes fisiopatologic. Com a exemple, les possibles accions contribuint en
Petiogenia del carcinoma renal, participant en ’homeostasi i farmacocineética de xenobiotics,
influint en el desenvolupament de la hipertensié (en determinats models), o jugant un paper en

I’evolucid de la malaltia renal.

Amb l'adveniment de I’era de la farmacogenomica, en la qual es pretén disposar d’un
coneixement extensiu de perfils metabolics i excretors (per tal de poder personalitzar i adequar
a cada individu tractaments terapeutics), cal considerar la intervencié de les hormones sexuals
—i especialment dels esteroides androgenics— en alguns dels processos esmentats. Per tant, creiem
que un coneixement rigords a nivell molecular dels mecanismes reguladors i les implicacions
funcionals del conjunt de gens (o xarxes geniques) regulats/es pels androgens a ronyd, poden ser

de gran utilitat.
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CONCLUSIONS

Conclusions

Cyp4bl

1. Elgen del Cyp4bI de ratoli consta de 12 exons repartits en una regié genomica d’unes 23
kb. S’ha clonat i seqiienciat 1,8 kb del seu promotor immediatament adjacent; a ronyo,

l'origen de transcripcié majoritari es situaria 34 pb previes al codé ATG.

2. El Cyp4bl muri s’expressa —a nivell de missatger— a pulmé i de manera molt abundant
a rony6. En aquest darrer teixit, lexpressié del seu mRNA es localitza principalment en
les cel-lules epitelials del cortex renal. Uexpressi6 renal del Cyp4b1 es veu estimulada pels
androgens en ratolins de diferents soques (i.e. C57BL/6, BALB/c i 129/Sv).

3. En assaigs de transfeccié transitoria, el promotor del Cyp4bl mostra activitat
transcripcional en diferents linies cel-lulars, entre elles les derivades de tabul proximal
PCT3 i PR10. El fragment de promotor —137/+32 ofereix la maxima activitat luciferasa
en cel-lules PCT3, d’entre la resta de fragments analitzats. El minim segment necessari
per obtenir activitat transcripcional recau entre les posicions —98 i —48, allotjant
probablement els elements imprescindibles requerits per governar in vitro 'expressi6
basal del gen Cyp4bl. Pel que fa a 'estimulacié amb DHT, la induccié assolida de les
diferents construccions de promotor ha arribat en alguns casos fins un maxim de ~2
vegades, respecte la situacié no estimulada; en aquestes condicions, el control positiu

oferia una activaci6 de més de 10 vegades.

Oatpl

1. Sha clonat el cDNA complert —a partir de rony6— del gen Oatpl de ratoli. La seva
longitud és de 3227 nt, amb una pauta de lectura de 2010 pb que codifiquen per una
proteina deduida de 670 aa.

2. El mRNA de Oatpl muri s’expressa a rony6 i a fetge. Per northern-blot s’observen
multiples transcrits de mides aparents compreses entre ~2,5 i ~5 kb, atribuides a
especies amb diferents llargaries en I'extrem 3’-UTR. Al rony0, la seva expressi6 es troba
sotmesa a regulaci6 per androgens —en ratolins de diferents soques-, disminuint fins a

nivells practicament indetectables en animals castrats.

3. A nivell funcional, la proteina murina Oatpl —expressada en oocits de Xenopus—
transporta els conjugats esteroidals anionics DHEAS (K= 8,2+1,4 uM), E,17G (K=
4,940,9 uM), E3S i Peicosanoide PGE,, perd no transporta esteroides neutres com la

testosterona, el cortisol o I’aldosterona.
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Conclusions

MJAM / Oatp-d

1.

S’ha identificat i clonat el cDNA sencer muri corresponent al gen Oatp-d, que
préviament era anomenat MJAM; aquest gen representaria Portoleg en ratolins del gen
huma OATP-D. El cDNA —aillat de rony6- consta de 2272 pb, amb una regi6 codificant
de 2133 nt que donaria lloc a una proteina de 710 aa. Aquesta proteina deduida presenta
una elevada homologia (>95%) amb les proteines OATP-D i Pgt2 d’humans i de rata,

respectivament.

El patré6 d’expressi6 del mRNA d’Oatp-d presenta una distribucié generalitzada,
detectant-se en tots els teixits de ratoli analitzats. Per northern-blot es detecten dos
transcrits majoritaris a ronyd, I'expressi6 dels quals es troba regulada pels androgens,

disminuint en animals castrats.

S’han mapat els gens Oatp-d de rosegadors, situant-los respectivament en el cromosoma
7 (regi6 D1-D2) de ratolins i en la regié cromosomica 1q34-1q36, en rates; aquesta darrera
regi6 coincideix amb un locus on s’ha descrit 'existéncia de varis QTL d’influéncia en la
pressié sanguinia. En un estudi comparatiu, la seqiiencia (codificant) del cDNA de Oatp-
d, derivat de rates de les soques WKY i SHR, no presenta cap diferencia (tampoc a nivell
d’expressio renal), mentre que respecte al de la soca Norway rat ofereix una substituci6

nucleotidica que rendeix el canvi G446V en la proteina deduida corresponent.
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Parturient montes, nascetur ridiculus mus

Horact, Ad pisones, 139

agraiments

M’havia imposat d’entrada una autolimitacié de mitja plana: tot lo que la sobrepassi sera gratuit,
vel-leitds; tot lo que la verifiqui sera parcial, genui, convencional. Defugir dels artificis, buscar un
llenguatge oral, rememorar I’esséncia, tributar amb franquesa; he fracassat. Lluny de la disciplina
possible, tota la narracié ha anat assolit cotes monumentals i vanes, inclds la seva propia manifestacid,
que adopta caires hiperbolics i tal vegada autocomplaents. Uns agraiments de 4 planes neixen
condemnats irremissiblement a la desidia, a la fatiga, a I'oblit. Voldria resistir-me a I’esperanga de
que el lector ocasional o hipotétic sabra canalitzar la indiferéncia en alguna forma de sopor indulgent,
podra indultar —a la fi— les petites vanitats que han pogut emboirar aquest acte senziz en el fons, sincer.

pressat pels terminis implacables, amb els minuts esmunyint-se dels dits, irredempticom sempre
contra rellotge, caldra enfrontar-se ja sense postergacié als reconeixements.

Eternament posposats, arriba per fi el moment ineludible d’iniciar la redaccié d’aquestes linies

minimes, perd necessaries, de reconeixement i de deute. També ja d’entrada, sensacié de negligéncia,
d’inabastabilitat, de fallida, impossible —gairebé obscé— provar de traslladar en lletres tota aquesta etapa
intensa i irrepetible. Com ser fidel al to, el ministeri, al tacte, les lluentors, també les frustracions..., com
resumir-ho en unes quantes frases ben acostumades i fastuosos adjectius: res més que debils paraules, anhel
que potser un cop desenllustrades (i mai a plena [lum de dia) hagin conservat —tot just entrevistos per un
instant—, una pallida ombra dels reflexes d’aquests anys. Perd deixem ja els preludis, les vanes il-lusions i

rendim-nos a les persones, elles s6n en el fons les brases que enllumenen el record.

En primer lloc ja, i elevat quasi a categoria vitalicia, vull transmetre el meu agraiment il-limitat a tota la
meva familia, tiets, avies, etc., pero sobretot als meus pares 1 a la meva germana, per descomptat!: agrair tot el
seu suport i la sincera comprensié de sempre (com no somriure al escoltar aquell entranyable “—encara esta
estudiant...”), i especialment en aquest darrer —i llarg!— perfode de reclusié paramonastica (i per moments
paranoicocritica), en el qual hagués estat impossible dur a terme res sense la seva participacié capital. No

podré mai correspondre el vostre afecte 1 esfor¢ com us mereixerieu.

En segon lloc, 1 no per aixd en jerarquia inferior, a la Susanna, (no et podras queixar que no et dediqui un
lloc preferent entre aquests paragrafs!), per a la qual faig extensible les lloances previes i doblement (o triple!),
per que si algd ha tingut que aguantar-me realment tot aquest temps —sovint amb seriés perjudici per la
salut— has estat tu: no concebo suficient paciéncia acumulada en tota la historia per suportar tal vegada una

empresa d’aquestes magnituds (el fet d’aguantar cert individu capag de redactar aquesta trama, s’entén).

Abans que res, també, agraeixo significativament I'excel-lent predisposicié i generositat de la Dra. Rosa Miré,
sense la intervenci6 i les gestions de la qual la meva estada a I'Hospital hagués estat impossible, o si més no

en unes condicions desfavorables.

Ija a escala académico-humana, resulta imperatiu traslladar —sobretot— el meu débiti calid reconeixement a
la labor rectoral i tutelar de I’Anna (glupps, aqui m’he excedit potser un xic!), amb la qual he pogut realitzar
la tesi doctoral, aprendre “I'ofici”, i de qui no m’ha faltat mai guia, consell i suport al llarg d’aquests anys.

Voldria destacar el seu optimisme contagids, com també una sana obstinacié i constancia, amb la qual
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ha estat capag¢ de forjar en aquests anys —i no sempre en entorns i condicions favorables— un grup huma
immillorable; un servidor no pot siné expressar satisfaccié i deute per haver tingut 'oportunitat de formar-
hi part durant aquest periode, i del qual ara costa acomiadar-se. No podré oblidar ni deixar de valorar la
tenacitat amb la qual vas aconseguir que finalment em pogués incorporar al teu grup; aquelles reunions de
feina extrallargues, la passié abocada en els projectes, el record (barreja de sorpresa i perplexitat) d’aquelles
primeres audicions de les entranyables ‘explicacions-sintesi’, denses, entusiastes, un condensat de totes les
linies en curs, tota-la-feina-de-tots desplegada com un vano, els rapids i vigorosos tragos d'un segment S3
sobre un tovallé de paper, els resultats del conjunt del lab en quinze minuts, en deu, en cinc, simultiniament
sense transparéncia ni superposicio...

Espero que sabras dispensar-me per les meves caotiques llibretes d’actes sense actualitzar des de gairebé

el segle anterior...

En aquest laboratori, en definitiva, he tingut el repte i 'oportunitat de formar-me (o potser acabar-me
d’espatllar!) i participar del mén de la recerca cientifica, no sempre tan glamourds, genial, obscur, o sinistre

com reflexa el saber popular, o el cel-luloide.

Va pel “lab 2”7, doncs, entitat semiheracliana en transit permanent i mutacié constant, passen les persones, les
poyates, les pipetes, alguna cosa ha de romandre en la vertiginosa successid, alguna rialla, queda I'ambit, la

gravitacid, llibretes, termocicladors.

Gracies per haver-me acolliti per qué sobretot entre vosaltres he apres el delicat exercici de la convivéncia (tot
i que jo per norma —ja ho sabeu—, sempre porto la contrarial). Amb vosaltres definitivament he aconseguit
perdre la por als “temibles” northerns fins arribar a proclamar sense rubor en un esclat de notorietat que
les ribonucleases no existeixen! (i a la que podia, hibridava tot blot que em caigués a les mans, vivint quasi
de rendes amb la “reserva-nacional-del-blots-i-nylons” made in M* Jests & Maya). Espero que sabreu
amnistiar-me per haver tingut que suportar 'anomenada “musica-del-joan” a volums decibel-lics (sobretot a
I'entranyable “hora-del-joan”, d’emissié a la franja horaria late-night , i.e. >7:00 p.m., o ultradecibel'lics en

cas de I'absencia dels ‘jefes’).

Permeteu-me enumerar —amb el perill d’omissié d’algd, vagin excuses per endavant!—en discret homenatge,
cls nusos d’aquesta cadena teixida per anys, estades, tesis i comiats, de la qual m’agradaria creure com a
conjectura que també n’he format part, només com a excusa per poder registrar a la pagina impresa els noms
esparsos per la memoria i I'oblit (sense cap anim d’ordre cronologic ni emocional o alfabétic): la Nati, la
M? Jests (de la qual hauria de sentir-me indigne successor), la Marta José; la Yolanda; la Niria Ribera, el
Toni Nicolds (co-membre fundador amb mi mateix del “XY-zeam”, grup en notodria minoria i seriosament
menystingut dins un lab2 plenament estrogenic!); ’Anna “facility” Menoyo; La ‘Nurieta’ Bofill, amb la seva
infinita afectuositat i desbordant humanitat, com una fada bona, nervi incombustible per la que desitjo el
millor del mén i de la qual conservaré sempre un petit raconet en el meu cor, tanmateix —com deia el poeta—,
..roido de culebras; la Maya, considerada per mi gairebé com una germana, la Mayital; la Cristina Puche, la
“veterana” per excel-léncia, exemple de voluntat i maduresa; la Montse, companya de viatge doctoral, amb
el seu caracteristic segell “Made in Montse” personal i intransferible. També una petita mencié per les noves
generacions, Marta, Gloria i Neus, tot i que gairebé no hem coincidit —no haureu tingut que sofrir-me!—, vagi

una salutacié i uns anims.

I passem especialment ara als que m’heu hagut se suportar més temps o més d’aprop (i que d’alguna
manera m’heu aconseguit deixar empremta...), 'Olga, la laboriositat personificada, oced de voluntat i
perseveranga: no perdis mai aquest esperit!; la Cristina Aresté, qué dir de la Meri Cris?, la ponderacié, el
discret encant, la serenitat, la nostra Cher!, ens portem només 4 dies naturals (ella és tan sols 96 hores més
gran) i de manera imaginaria, seria sens dubte com la millor germana siamesa que jo pogués modestament
pretendre vanament postular (..jo pero, seria el germa idealitzat Quasimodo!); el Lluis, la temperanga,
I'exquisida correccid, el caracter i la fidelitat: m’obligues a que m’hagi de treure el barret, si en portés..., el
Lou, component destacat d’aquell histdric equip de “Copa Davis-arravalera” que va doblegar en un mitic
doble als totpoderosos “jedais”..., militant juntament amb mi de 'oprimida “antiestrogens league”, en un
corral arrebossat de femines guerreres, no podré mai agrair-te suficientment el teu calid oferiment de sostre
en el meu dltim periple de transhumancia. I amb un carinyu especial, un modest —pero grandissim— lloc
reservat per a la Cristina, millor A/ly, protagonista d'una cancé de Tomeu Peiia; la personalitat, la conjuncié

d’un esperit del tipus pionero amb una sensibilitat inquieta i generosa, risueiia, també la maxima exponent de
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Iestil “Cebrian-Ligero”, expeditiu, entranyable; qué haurien estat aquests anys sense aquelles discussions-
espectacle sobre temes metacientifics, patafisics o simplement quotidians..., la brillant antagonista, la sincera
consellera, la diplomatica practica, també pou de paciéncia per suportar-me i potser inclds per algun moment

comprendre’m (malgrat ni jo mateix ho aconseguirial), grdcies.

Un capitol dedicat requereixen, gravat en el pit al vermell viu (espero que per sempre), les dues fogoses
estrelles del voluntariés i atletic ‘2eam vall d’hebron’ (no em pronuncio sobre qui hauria d’ocupar la part més
clevada del podi: ho haureu de decidir a la pista, a 'esgrima o a les cartes), veterans supervivents del vietnam
i dels anys “obscurs”, amb vosaltres he passat estones i “campanyes” dificils d’oblidar i que em retornen un
regust agradable en el moment d’escriure aquestes paraules de gratitud.

LOscar, alias ‘Coach’, el responsable que —talment un miratge— per uns instants pogués arribar a figurar-me
(com aquells gripaus que secretament i vana somien convertir-se en princeps) que estava encarnat en un
Filipides antiorgasmic, retornant victoriés cap a Atenes al trot incansable, sota la pluja minuciosa; ara mateix
acudeixen a la memoria amb un somriure de complicitat, mil successos 1 situacions simpatiques com per ex.

les protagonitzades per deixebles inclassificables com el “perla”.

I el David, el campié de la PCRY, si algt mereix (per mi) ser considerat en aquest periode com a esperit
fulgurant i alma mater de la planta, no la dels retols i els organigrames, d’una planta elemental, la que es
despertava amb la tenue llum de I'albada i el brunzit dels ultracongeladors, la que vibrava de matinada
amb el “gigi-langostino”, la que coneix el significat de la paraula “cinc minuts”, la sentida com una segona
llar, en aquests anys inoblidables de travessia cientifica 1 humana, ets tu; els passadissos deserts al capvespre
conservaran imaginariament per molt temps els ecos de els teves decidides passes, el ritme animés “FLArx-
like” ali¢ a parets, murs i habitacions, sobtats obrirs i tencars de congeladors, de calaixos, viatges circulars a la
magquina de gel, la sacralitzada “ronda final”...; com correspondre a la desinteressada hospitalitat oferta per
tuila Solange, als anims, a la confiancar. Repetit també sense artificis ni subterfugis (com a tu t'agrada): han

estat uns anys meravellosos, gracies.

Voldria agrair també a tantes persones que durant i, abans inclas de la meva arribada a '’hospital, m’han

regalat la seva companyia, saviesa i generosos ensenyaments,

A la Carme de Bolds, amb la qual vaig iniciar vertaderament I'aprenentatge en el mén de la recerca, i que
va acceptar aquell tremolés estudiant de practiques que acudia vacilant perd il'lusionat a 'entrevista. Als ex-
companys de I'IMIM, Santi, Fausto, Victor, Nour, amb alguns dels quals he tingut la sort de poder continuar
gaudint de la seva fraternitat: al Victor, amb ¢l qual formavem a la facultat la parella de practiques (“Diaz-
Isern”) més ‘repel-lent’ i rompetechos; al Nour, amb el que he pogut apreciar la llum, la riquesa i la bondat

d’una altra mirada possible, rahmak allah.

També voldria no deixar de citar especialment a la Silvia Gémez, persona d’una desbordant vitalitat i coratge,
i que des d’aqui aprofito per agrair el seu suport i calida generositat en una intensa etapa que ens va tocar
compartir, de la qual conservo especialment la irradiacié de la seva personalitat; i entre aquelles persones
també unes paraules per en David Navarro, que em va ensenyar alguns dels simples secrets del mén dels

subclonatges i la biol. molec.

Un record també per la resta de “la comunitat” de la planta 14, i agradables companys de feina,
membres de la resta de laboratoris, infermeres, “staff”, etc; als veterans i als més recents, Patricia, Arnau,
Andreu, Marta Valeri, Jests, Mariano, etc.; i també pels “d’abaix”, Tofol, Ricardo, Isracl, Haffid. Reconeixer
la cordialitat de Joan Lépez-Hellin, Toni Andreu, i la labor de la Niria Prim, entre d’altres. Al Dr. Tovar, per
la seva qualitat i sincera proximitat, amb qui lamento no haver pogut passar més estona per participar dels

seus coneixements i de la seva persona.

Especialment a nivell cientific, valorar el lab. del Dr. Palacin en el qual, sota les pacients instruccions de la
Marta Pineda, vaig poder realitzar una breu introduccié al mén del transport i del oocits. També, agrair al
Prof. Peter Meier, a Bruno Hagenbuch i Bruno Stieger, I'oportunitat d’estada en el scu laboratori, situat a les
vaporoses valls helvetiques, una intensissima experiéncia vital i d’aprenentatge dificil d’oblidar; vagi també

i . S 1o S N .
una mencié per qui potser mai més tindré la sort casual de coincidir, perd que al seu moment van fer un xic
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més portable i enriquidora —encara més— I'estada, Robert, Valentino, Flavia, Manfred.

Una petita nota pel conjunt de la familia Sola-Leiva, que tan desinteressadament m’han acollit i recolzat, i

per I'Eva, sense el concurs, la dedicacié i el suport logistic de la qual no hagués arribat a temps!

I ala manera de cloenda,
Al Jaume, company des de fa tants i tants anys d'un orb recorregut, d’una invisible recerca de blade-runners, de

<

Perseguidores, una marxa incerta i metaforica, apoeptoctica, com potser ha murmurat la cangé “...dans l'hiver
et dans la nuit ...dans le ciel o1l rien ne luit”; acas, mereixes ser I'Gnic alter ego personal possible que podria

imaginar, amb admiracid.

Estic rellegint el que he abocat fins ara a la pagina i temo haver caigut en una espécie de grandiloqiiéncia
1 pretenciositat que pot estar enterbolint i malogrant 'esperit que la impulsa, poser aqui caldria recordar
aquell lema eternament vigent del ‘Que he fet avui?’ o potser recuperar el més realista del “no acabaré...”.
Perd sembla que si, que després de tants mesos i mesos aixd s’acaba (tot i que jo m’en resisteixi a prova de

pagines i pagines!)

No sé si aqui és el moment i el lloc de fer balang, en qualsevol cas el rendiment seria plenament favorable.
Enlla queden diluides, dissipant-se en el conjunt, les estones confuses amb cert regust a malauranga, la
dialectica de I'enésima repeticié (a la qual, mudament n’esperard una altra, i una altra i un_ ), aquells
moments de desesperanga, els petits fracassos i malentesos, renovats sota mil formes diverses, la contumacia
dels experiments que es neguen a convertir-se en resultats; la prodigacié de les moltes mancances, les mans
sempre sapastres, els films velats, els instants irrecuperables —tants!— que immediatament precedeixen a la

manifestaci6 d’aquell resultat no reeixit, també els rabiosos udols successius.
Queda una certa simpatia —potser connivéncia— amb el ronyé, aquell organ que el ratoli converteix en
mongeta i la rata guarneix de fava; un vel de complicitat amb tot lo renal, que espero no m’abandoni (malgrat

aix0, encara séc incapag d’extreure satisfaccié al devorar un ronyonet de xai a la planxa)

Quedo, per acabar, amb una certa impressié de que m’he deixat de citar a tantes persones dignes de mencid,

que si en faltés una més, no hi cabrien.

Es per tot aixo, i per tot el que hi falta —doncs—, que em resta només reiterar una tinica paraula: gracies

PD., aquest pretensiés ball d’adjectius (tal vegada extensible a tot el volum al qual clausura) no hauria estat possible sense
la docil companyia d’en ‘S. Pey DICCIONARI DE SINONIMS T ANTONIMS. Amb vocabulari de barbarismes’ de teide; —Ai! si hagués

sabut abans de I’existéncia de 'edicié electronica de I’Alcover-Moll...
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