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Resultats i Discussi6

1. REGULACIO ENDOCRINA DELS TRANSPORTADORS DE NUCLEOSIDS
| ESTUDI DEL FLUX VECTORIAL DE NUCLEOSIDS EN UN MODEL
D’EPITELI ABSORTIU INTESTINAL.

Els transportadors de membrana plasmatica juguen un paper crucial en la
funcié dels epitelis absortius, ja que faciliten la reabsorcié i secreci6 de nhombrosos
compostos fisioldgics i farmacologics. D’entre aquests sistemes de transport, els
transportadors de nucledsids sén responsables de la captacié de nucledsids naturals i

d’analegs de nucleosids utilitzats en terapies antitumorals i antiviriques.

Tal i com s’ha comentat a la Introduccio, existeixen dues families de
transportadors de nucleodsids: els transportadors concentratius (CNTs) i els
transportadors equilibratius (ENTs). El transport de nucledsids s’ha caracteritzat en
nombrosos tipus cel-lulars, i concretament en cél-lules d’epiteli intestinal de diferents
espécies, s’han identificat tant activitats concentratives (Vijayalaskshmi and Belt, 1988;
Iseki et al., 1996; Chandrasena et al., 1997; Patil and Unadkat, 1997; Scharrer et al.,
2002) com equilibratives (Lee et al., 1988; Patil and Unadkat, 1997). Addicionalment
s’ha posat de manifest que les activitats concentratives segueixen un gradient
proximal-distal, amb taxes de transport maximes al jejunum (Ngo et al.,, 2001).
D’accord amb aquestes activitats, s’ha pogut detectar el missatger i la proteina del
transportador pirimidino-preferent CNT1 (Huang et al.,, 1994) i del transportador
preferent per a purines CNT2 (Ritzel et al., 1998; Valdés et al., 2000) a lintesti prim i
s’ha demostrat que aquests transportadors es localitzen a la membrana apical de les
cel-lules epitelials intestinals (Patil and Unadkat, 1997; Valdés et 2000). D’altra banda,
la preséncia dels transportadors equilibratius ENT1 i ENT2 a la membrana basolateral
de les cél-lules epitelials suggereix la possibilitat d’una transferéncia vectorial i

transepitelial de nucledsids (Williams et al., 1989; Mangravite et al., 2003a).

Una de les primeres evidéncies de la possible regulacié dels transportadors de
nucledsids va venir a carrec del nostre grup recerca quan es va observar que
'hepatectomia parcial produia un increment del transport d’uridina dependent de sodi
en vesicules de membrana plamatica de fetge (Ruiz-Montasell et al., 1992). Gracies a
la utilitzacié6 de diferents eines moleculars, es va comprovar que lincrement de
transport observat durant la regeneracié hepatica s’associava a un augment de
I'expressid dels sistemes de transport concentratius rCNT1 i rCNT2 (Felipe et al.,

1997; Pastor-Anglada et al., 1998). Resultats posteriors, duts a terme en linies
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cel-lulars hepatiques i en céllules del sistema immunitari, van demostrar que
'expressid dels transportadors de nucledsids depéen de l'estat de proliferacio i
diferenciacié cel-lular (del Santo et al., 2001) i que aquests transportadors responen
tant a factors endocrins (Soler et al., 1998; 2000) com nutricionals (Valdés et al.,
2000). En aquest sentit, es va posar de manifest la modulacié6 de I'expressié dels
transportadors de nucledsids concentratius en un model in vivo en funcié de
I'assequibilitat de substrat i de manera especifica de teixit. Aixi, el dejuni i una dieta
lliure de nucledtids, indueix un increment dels nivells de proteina de rCNT1 en jejunum,
associats a un increment de l'activitat de transport, i en canvi en fetge es produeix una

lleugera disminucié de la seva expressio.

A partir d’aquests antecedents com a primer objectiu ens vem plantejar la
busqueda i caracteritzaci6 d’'un model in vitro que mimetitzi els processos d’absorci6
intestinal per tal de poder fer estudis d’activitat i de regulacié dels transportadors de
nucleodsids, aixi com de flux transepitelial de nucledsids i en ultima instancia dels seus

farmacs derivats.

1.1 CARACTERITZACIO DEL TRANSPORT DE NUCLEOSIDS EN CEL-LULES
DERIVADES D’EPITELI INTESTINAL.

En base a la bibliografia existent es van escollir les linies cel-lulars IEC-6,
derivada d’epiteli intestinal de rata, i Caco-2, provenint d’'un adenocarcinoma de colon
huma, com a possibles models d’epiteli absortiu intestinal. La linia cel-lular IEC-6,
parcialment caracteritzada per Jakobs i col-laboradors (1990), a més d’un transport de
nucleodsids equilibratiu, semblava presentar una component concentrativa i dependent
de sodi, que fins al moment no havia estat detectada en cap altre linia cel-lular
intestinal (Ward and Tse, 1999). D’altra banda les cél-lules Caco-2, gracies a la seva
capacitat per diferenciar-se i polaritzar-se espontaniament en cultiu, semblaven un bon
model per dur a terme estudis de transport i flux vectorial de nucledsids i de farmacs

derivats de nucleodsids.

La caracteritzacié cinetica de les cél-lules IEC-6 es va dur a terme mitjangant
assaigs de transport amb diferents nucledsids marcats radioactivament i mitjangant
inhibicions del transport d’'uridina per competéncia amb un excés d’altres nucleosids
naturals o analegs d’aquests compostos. De manera consistent amb el qué s’havia

descrit (Jakobs et al., 1990), la mesura del transport d’uridina 1 uM al llarg del temps
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va posar de manifest la preséncia d’'una activitat de transport independent de sodi i
d’'una activitat concentrativa i dependent del gradient de sodi, essent aquesta
maijoritaria i arribant practicament al 80% de la taxa total de transport (figura 12.A). En
condicions de velocitat inicial (1 min), es van realitzar un seguit d’inhibicions a fi de
determinar les diferents isoformes implicades en la captacié de nucledsids. Com es pot
observar, en preséncia de guanosina 100 puM s’inhibeix quasi completament el
transport concentratiu d’uridina, i en canvi quan s’afegeix citidina 100 uM la inhibici6 és
molt menor, el que suggereix que l'activitat sodi-dependent majoritaria es correspon
amb l'activitat purino-preferent CNT2 (figura 12.B). Aquesta observacié ha estat
confirmada mitjangant assaigs de captaci6 directe de guanosina (figura 12.D) i citidina
(figura 12.C) tritiades. Aixi, el transport sodi-dependent de guanosina és molt superior
a I'equilibratiu, i en canvi el transport sodi-dependent de citidina és practicament nul.
D’altre banda, els resultats obtinguts indiquen que principalment el sistema insensible
a NBTI (ei) i en segon terme el transportador sensible (es) sén els responsables del

transport equilibratiu de nucledsids en aquesta linia cel-lular (figura 12.B).
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Figura12 : Caracteritzacio de P'activitat de transport de nucleosids en les
ceél-lules IEC-6. A) Transport d'uridina 1 uM al llarg del temps en presencia o en
abséncia de sodi. B) Inhibicions del transport d’uridina amb guanosina 100 uM (guo),
citidina 100 puM (cyt) guanosina 100 uM i citidina 100 uM (g + c), o NBTI 1 pM.
Captacié de citidina 1 uM i guanosina 1 uM C i D respectivament al llarg del temps.
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Aquestes primeres evidéncies funcionals van ser confirmades mitjangant
I'analisi del patré d’expressio de les diferents isoformes. Per RT-PCR es van amplificar
facilment rCNT2, rENT2 i rENT1 i més feblement també s’observa la preséncia del
missatger de rCNT1 (figura 13.A). Tot i que no es tracta d’'una analisi quantitativa,
semblaria que rCNT2 és el transportador més expressat en aquesta linia cel-lular, fet
que concorda amb els assaigs funcionals. L’expressi6 dels transportadors
concentratius es va analitzar addicionalment per Western Blot mitjancant dos
anticossos policlonals, generats en el marc de la tesi doctoral de la Dra. Raquel
Valdés, que reconeixen de manera especifica les proteines rCNT1 i rCNT2, les quals
presenten un pes molecular d’aproximadament 55-60 kDa. Com s’observa a la figura
13.B, rCNT2 és el transportador concentratiu predominant, no obstant, també es

detecta certa expressio de la proteina rCNT1.

rONT1 rCHT2 rENTZ  rENTH Hep IEC-&
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Figura 13. Caracteritzacié de I’expressié dels transportadors de nucleosids en
cél-lules IEC-6. (A) RT-PCR de rCNT1, rCNT2, rENT1 i rENT2 a partir de missatger de
cel-lules IEC-6. (B) Analisi dels nivells de proteina de rCNT1 i rCNT2 mitjangant Western
Blot a partir d’extractes de proteina de monocapes confluents de cél-lules IEC-6. Com a
control es va utilitzar un extracte de proteina d’hepatocits de rata.

Paral-lelament, es van determinar quins transportadors s’expressaven a la linia
cellular intestinal Caco-2. De la mateixa manera que per a les cél-lules IEC-6, es va
realitzar un experiment de captacié d’uridina 1 uM a diferents temps en preséncia o en
abséncia de sodi. En consisténcia amb els resultats obtinguts per d’altres autors (Ward
and Tse, 1999), es va observar que les célllules Caco-2 només transporten els
nucledsids de manera independent de sodi (figura 14.A) i aquest transport esta
mitjancat tant pel sistema sensible a NBTI es com pel sistema insensible ei (figura
14.B)
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Figura 14: Caracteritzacié de I'activitat de transport de nucleosids en cél-lules Caco-
2. A) Captacio de uridina 1 yM al llarg del temps en preséncia i absencia de sodi. B)
Transport d'uridina 1 yM a dos minuts. es, fraccié del transport independent de sodi
inhibida per NBTI 1uM; ei, fraccié del transport independent de sodi insensible a NBTI 1
uM.

Tenint en compte que la diferenciacié i polaritzacié6 completa de les cél-lules
Caco-2 només s’aconsegueix quan es fan créixer sobre filtres permeables, es van
repetir els assaigs de transport en aquestes condicions. Aixi, es van sembrar les
cél-lules en plaques de transwell i després de 20 o 21 dies en cultiu, una vegada haver
comprovat mitjangant una mesura de resisténcia la correcta polaritzaci6 de la
monocapa de cél-lules (valors de TEER entre 1500 i 2000 Q/cm?), es va realitzar una
mesura de captacié d’uridina 1 uM. Cal remarcar que I'is de les plaques de transwell
permet analitzar de manera independent les activitats de transport presents a la
membrana apical i les activitats localitzades a la membrana basolateral de les cél-lules,
en funci6é del compartiment on s’afegeix el medi de transport. Com es pot apreciar a la
figura 15.A, en aquestes condicions tampoc es va detectar la preséncia de cap
activitat concentrativa ni a la membrana apical ni a la basolateral de les cél-lules.
D’altra banda, respecte el transport equilibratiu, els resultats indiquen que I'activitat
sensible a NBTI (es) se situa exclusivament a la membrana basolateral i en canvi es
detecta la component insensible (ei) a les dues membranes de les cél-lules Caco-2
(figura 15.B).
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Figura 15: Caracteritzacié de I'activitat de transport de nucleodsids en cél-lules Caco-2
polaritzades. A) Es van sembrar les cél-lules en plaques de transwell i 21 dies després de la
sembra es va analitzar la captacié d’uridina apical i basolateral en preséncia i abséncia de
sodi. B) Transport equilibratiu d’'uridina en preséncia o i abséncia de NBTI. es, fraccio del
transport equilibratiu sensible a NBTI 1 uM; ei, fraccié no inhibible per NBTI 1 uM

Tanmateix, la caracteritzacié molecular dels transportadors de nucleosids va
posar de manifest que les célllules Caco-2 no només expressen els transportadors
equilibratius hENT1 i hENT2, que serien responsables de les activitats detectades,

sin6é que a la vegada expressen les entitats concentratives hCNT1 i hCNT2 malgrat no

arribin a ser funcionals (figura 16).

hCNT1 hCNT2 hENT1 hENT2

1000pb—» Figura 16: Caracteritzacié de I’expressio

del transportadors de nucleosids en la linia
cel-lular Caco-2. Es van analitzar els nivells

B00pb * de missatger de hCNT1, hCNT2, hENT1 i
hENT2 en extractes de mRNA de cél.lules
Caco-2 crescudes durant 14 dies.
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D’acord amb la caracteritzacio cinética i molecular dels dos models intestinals,
es pot concloure que les céllules IEC-6 presenten un sistema de transport
concentratiu majoritari corresponent al transportador rCNT2 i dos sistemes de
transport equilibratius que es corresponen a les entitats moleculars rENT1 i rENTZ2. En
canvi les cél-lules Caco-2, tot i expressar a nivell de missatger els transportadors
concentratius hCNT1 i hCNT2, només presenten un transport de nucleodsids

independent de sodi que es correspon a la funcions hENT1 i hENT2.
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1.2 REGULACIO ENDOCRINA DELS TRANSPORTADORS DE NUCLEOSIDS EN
LA LiNIA CEL-LULAR IEC-6.

Com ja s’ha comentat a la Introduccié d’aquesta memoria, I'expressié dels
transportadors de nucledsids esta determinada per l'estat de proliferacié o
diferenciacié cel-lular (del Santo et al., 1998). Addicionalment, en el moment de la
meva incorporacié al grup es comencgaven a tenir evidencies sobre la influéncia
d’alguns factors mitogénics i factors antiproliferatius sobre I'expressié de les isoformes
concentratives en cultius primaris d’hepatocits i cél-lules derivades d’hepatoma de rata.
En aquest context, es va decidir ampliar aquest estudi a les cél-lules epitelials
intestinals IEC-6, de manera que es va fer una cerca d’efectors susceptibles de

modular la proliferaci6 i diferenciacié de la mucosa intestinal.

L’elecci6 dels diferents efectors es va realitzar en base a la bibliografia existent,
aixi es va analitzar I'efecte de I'EGF i el TGF-a com a factors mitogénics (Carpenter
and Cohen, 1979; Koyama and Podolsky, 1989; Rokutan et al., 1994), de la
dexametasona (Blake and Hennin, 1983; Quaroni et al., 1999) i del TGF- 8 (Kurokoma
et al., 1987) com estimuls antiproliferatius i que indueixen la diferenciacio6 cel-lular. Tal i
com es descriu detalladament a I'apartat de Materials i Métodes, I'accié dels diferents
elements reguladors sobre I'expressié i I'activitat dels transportadors de nucledsids
s’ha monitoritzat mitjancant assaigs de transport i analisis d’expressié per PCR a
temps real. Donat que no existien dades preliminars, inicialment es van realitzar
incubacions a diferents temps (des de les 3 fins a les 24 hores) amb I'objectiu de
definir els possibles efectes. Les concentracions usades per a cada efector es van
escullir en base a la bibliografia consultada i a experiments previs realitzats en d’altres
models cel-lulars en el nostre laboratori. La primera aproximacié duta a terme va posar
de manifest I'existéncia d’'una regulacié diferencial dels transportadors de nucleodsids
segons el tipus d’estimul que reben les cél-lules (figura 17). Aixi, els transportadors
equilibratius estarien principalment modulats per agents mitogénics (figura 17.B), i en
canvi els concentratius estarien sota control d’agents diferenciadors com els
glucocorticoids (figura 17.A). D’altre banda, tot i que resultats obtinguts en el marc de
la tesi doctoral de la Dra. Fernandez-Veledo van posar de manifest que I'expressi6 i
activitat de CNT2 esta regulada per TGF- en cél-lules hepatiques, en el cas de la linia
cel-lular intestinal IEC-6 no sembla que aquest factor produeixi cap efecte sobre les

activitats transportadores de nucledsids (figura 17).
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Figura 17: Regulacié endocrina dels transportadors de nucledsids concentratius i
equilibratius en cél-lules IEC-6. Es van tractar les cél-lules IEC-6 amb diferents efectors:
dexametasona (Dexa) 100 nM, TGF-8 1 ng/ml, EGF 20 ng/ml o TGF-a 10 ng/ml i als temps
indicats es va analitzar la captacié d’uridina en preséncia i abséncia de sodi. A) Transport
concentratiu. B) Transport equilibratiu.

(a) Efecte de la induccio a la proliferacié sobre el transport de nucleosids.

En primer lloc, per tal de comprovar que 'EGF i el TGF-a induien el creixement
de les cél-lules IEC-6, es va analitzar la incorporacié de timidina tritiada després de 24
hores de l'addicié dels dos factors. Com es pot observar a la figura 18, ambdos
factors, efectivament promouen un increment de la proliferaci6 cel-lular

d’aproximadament dues vegades.
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En base als resultats preliminars que indicaven un efecte especific de 'EGF i el
TGF-a sobre el transport independent de sodi (sense produir canvis significatius sobre
el transport concentratiu), es va voler determinar quina o quines isoformes de
transportadors equilibratius eren les responsables d’aquesta resposta. Aixi, es va
realitzar un assaig de transport en abséncia o preséncia de NBTI (inhibidor especific

d’ENT1) després d’un tractament de 10 hores amb els dos efectors. Paral-lelament, es
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va analitzar I'efecte de la dosi d’EGF a fi de determinar la concentracié de factor de
creixement que produeix una resposta maxima. Els resultats obtinguts demostren que
només ENT1 és responsable de I'increment del transport independent de sodi, mentre
ENT2 es manté sense canvis (figura 19.A). Es tracta d’'un efecte dependent de dosi, i
sembla que concentracions elevades d’'EGF, per sobre de les usades tot al llarg de
'estudi (10 ng/ml), provocarien alhora una lleugera inducci6 de la component
insensible a NBTI (figura 19.B).
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Figura 19: L’EGF i el TGF-a indueixen I’activitat del transportador equilibratiu ENT1 en
cél-lules IEC-6. (A) Es van tractar les céllules IEC-6 amb EGF 20 ng/ml i TGF- a 10 ng/ml
durant 10 hores i a continuaci6 es va analitzar la captacié independent de sodi d’uridina en
preséencia i abséncia de NBTI. (B) Dosi-Resposta de I'efecte d’EGF sobre els transportadors
equilibratius ENT1 i ENT2. Les analisis estadistiques es van realitzar mitjancant el test de la t
de Student, essent **p<0.01, ***p<0.001 respecte el control.

L’analisi d’expressié d’aquests dos transportadors permet confirmar aquests
resultats. Aixi, 'EGF i el TGF-a indueixen un increment dels nivells de missatger
d’ENT1 (aproximadament 5 vegades per sobre I'expressié basal) sense produir
alteracions significatives sobre I'expressio d’ENT2 (figura 20). Aquestes observacions
semblarien indicar que I'augment de I'activitat d’ENT1 és conseqiiéncia d’un increment

de la sintesi de novo del transportador.
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En base a la bibliografia consultada, i tenint en compte que diversos autors han
descrit que 'EGF i el TGF-a produeixen una activacié de la via de les MAPK en epiteli
intestinal i en concret en aquesta linia cel-lular (Dionne et al., 1998; Oliver et al., 1994;
Goke et al., 1998), es va decidir caracteritzar la via de senyalitzacié implicada en la
regulacié6 dENT1. D’una banda es van utilitzar inhibidors especifics de la via de les
MAPK com els compostos PD98059 (inhibidor selectiu de la fosforilacio i activacié de
les proteina quinases ERK) i SP600125 (inhibidor especific de JNK1/2/3) i en segon
lloc es va analitzar I'estat de fosforilacié de les proteines ERK1 i ERK2 després del

tractament amb els dos factors proliferatius.
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Figura 21: Efecte de la inhibicio de les proteina quinases ERK i JNK sobre la regulacio
d’ENT1 per EGF i TGF-a. Les ceél-lules es van incubar amb PD98059 10 upM, inhibidor
especific de ERK1/2 o SP600125 20 uM, inhibidor especific de JNK1/2/3, durant 30 minuts i a
continuacié es van tractar amb EGF i TGF-a. 10 hores després de l'inici del tractament es va
analitzar l'activitat dels transportadors de nucledsids ENT1 (A) i ENT2 (B). Les analisis
estadistiques es van realitzar mitjangant el test de la t de Student, essent **p<0.01, ***p<0.001
factor de creixement respecte el control; Tp<0.05, TTp<0.O1 inhibidor respecte no inhibidor. (C)
En paral-lel es va analitzar I'efecte dels factors de creixement sobre la fosforilacio de les
proteina quinases ERK1 ERK2.

Com es pot apreciar en el Western Blot (figura 21.C), la incubacié amb EGF i
TGF-a indueix un increment de les formes fosforilades i actives d'ERK1 i ERK2 de § a
10 min després del comengcament de I'estimul. Addicionalment, el pretractament amb
inhibidor PD98059, que actua bloquejant I'activitat d’ERK1/2, resulta en la pérdua de
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la inducci6 de l'activitat ’'ENT1 (figura 21.A). Aquests resultats suggereixen que les
proteina quinases ERK estan implicades en la regulacié d’ENT1 en resposta a aquests
factors de creixement. D’altra banda, la inhibici6 de les proteina quinasa JNK,
mitjangant I'inhibidor SP600125, produeix un increment significatiu de I'activitat basal
d’aquest transportador, tot i que sembla mantenir-se I'estimulacié en preséncia d’EGF i
TGF-a (figura 21.A). Cal destacar que en cap cas s’observen canvis significatius de

I'activitat mitjangada per ENT2 (figura 21.B).
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Figura 22: Efecte del dany cel-lular sobre el transport de nucleosids en cél-lules IEC-6.
Es van sembrar cel-lules IEC-6 i es va realitzar una lesié de la monocapa confluent en
cél-lules control i cél-lules pretractades amb I'inhibidor PD98059. 10 hores després d’haver
produit el dany cel-lular es va analitzar la captacioé d'uridina mitjangcada per ENT1 (A) i per
ENT2 (B). En paral-lel es va analitzar I'efecte de la lesié6 de la monocapa sobre I'estat de
fosforilaci6 de les proteina quinasa ERK1 i ERK2 entre 5 i 30 minuts després del
comengament de I'estimul (C). Les analisis estadistiques s’han dut a terme mitjancant el test
de lat de Student, essent *p<0.05 respecte control; Tp<0.05 inhibidor respecte no inhibidor.

Els efectes produits pels factors mitogénics sobre ENT1 es van reproduir en un
model in vitro de dany epitelial. Aixi, quan es produeix una lesié de la monocapa de
cél-lules IEC-6 incrementa I'expressio i activitat ’'ENT1 (figura 22.A), sense que es
produeixin canvis de la funcié ENT2 (figura 22.B). De la mateixa manera que en el cas
dels factors de creixement, aquests efectes semblen estar mitjangats per les proteines
quinasa ERK1/2, produint-se un rapid increment de I'estat de fosforilacié6 d’aquestes
proteines (figura 22.C) i un bloqueig de la inducci6 de l'activitat d’'ENT1 en preséncia

de l'inhibidor especific PD98059 (figura 22.A).
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sense inhibidor PD98059 SP600125
Control 0.97 +0.02 0.56 + 0.06'" 421+ 026"
EGF 5.01 £0.31*** 1.72 £ 0.14* 11 8.40 + 0.96*
TGF-a 4.46 +0.63** 159+0.19*"  9.29 +0.88*"
Wounding 152+ 0.1 0.44 +0.03™

Taula 5: Efecte de la inhibici6 de les proteina quinases ERK1/2 i JNK1/2/3 sobre
'increment dels nivells de missatger d’ENT1 en resposta als factors de creixement EGF i
TGF-a i al dany cel-lular en ceél-lules IEC-6. Els resultats s’expressen en unitats arbitraries,
normalitzades als valors obtinguts en cél-lules no tractades (control) en abséncia d’inhibidor. La
significativitat estadistica s’ha realitzat per el métode de la t de Student, essent *p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001 respecte control; Tp<0.05, Tp<0.01, Tp<0.001 inhibidor respecte no inhibidor.

L’analisi de I'acci6 dels inhibidors de les proteines quinasa ERK i JNK sobre els
nivells de missatger d’ENT1 en cél-lules control i en cél-lules tractades amb factors de
creixement va posar de manifest, que contrariament al que s’esperava, l'efecte de
'EGF i del TGF-a sobre l'activitat transcripcional d’aquest transportador no esta
mitjancat per la via de senyalitzaci6 d’ERK. Aixi, com es mostra a la taula 5, el
tractament amb PD98059 produeix una disminucié significativa dels nivells basals de
MmRNA d’ENT1, pero el percentatge d’increment produit pels dos factors es manté.
Tanmanteix, la resposta del missatger d’ENT1 és diferent en el model de dany
epitelial. Aixi, quan es produeix una lesié sobre la monocapa de cél-lules, la inhibicié
dERK bloqueja completament Tlincrement d’expressio d’ENT1  associat.
Addicionalment, es va analitzar la possible implicacié de les proteina quinases JNK
com una via alternativa per la qual 'EGF i el TGF-a modularien I'expressié d’ENT1.
Com es pot apreciar, en preséncia de l'inhibidor especific de JNK1/2/3, es continua
produint 'increment d’expressio d’'ENT1 en resposta als dos factors i addicionalment
s’indueix I'expressi6 del transportador en condicions basals, fet que concorda amb els
assaigs funcionals. Aquests resultats podrien suggerir un paper de les proteina
quinases JNK en el control de lI'expressié basal d’ENT1. A fi d’intentar explicar

laugment dels nivells de missatger d’aquest transportador, es va provar tota una
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bateria d’inhibidors especifics de possibles vies de senyalitzacié com la via de la PI3K,
la PKC, la PKA, la Tor quinasa i p38, tanmateix no es va aconseguir identificar el

mitjancer de I'efecte de 'EGF i el TGF-a sobre I'expressio d’ENT1.

(b) Efecte del tractament amb dexametasona sobre el transport de nucleosids en
ceél-lules IEC-6.

Tenint en compte que segons resultats preliminars, la dexametasona promou
canvis sobre el transport de nucledsids concentratiu, es va determinar el seu efecte
sobre I'expressié dels transportadors concentratius presents en la linia cel-lular IEC-6.
Aixi, es van monotoritzar els nivells de missatger CNT1 i CNT2 al llarg del temps
després del tractament de les cél-lules amb dexametasona mitjangant PCR a temps
real. Com es pot apreciar a la figura 23, 6 hores després d’afegir dexametasona al
medi de cultiu de les ceéllules incrementen els nivells de mRNA dels dos
transportadors concentratius i progressivament va disminuint aquesta induccid, tot i
mantenir-se a nivells forga superiors als basals al cap de 72 h, principalment en el cas
de CNT2. D’accord amb aquests resultats, també s’observa un increment de
I'expressid de CNT2 quan s’analitzen els nivells de proteina per Western Blot després

de 24 hores de tractament (figura 23.C).
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Figura 23: La dexametasona produeix un increment de [I'expressié dels
transportadors concentratius CNT1 i CNT2 en la linia cel-lular IEC-6. Es van tractar
cel-lules IEC-6 amb dexametasona 100 nM i es va analitzar els nivells de missatger de
rCNT2 (A) i rCNT1 (B) a diferents temps mitjancant PCR a temps real. (C) Es van
determinar els nivells de proteina de CNT2 mitjancant analisis de Western Blot a partir
d’extractes totals de proteina de cél-lules |IEC-6 tractades amb dexametasona 100 nM
durant 24 hores.
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En base a aquests resultats, es va mesurar d’una banda el transport de
guanosina (figura 24.A), per tal determinar la funcié6 CNT2, i d’altre banda el transport
de citidina (figura 24.B), que permet valorar la taxa de transport mitjangat per CNT1.
Com es pot observar, la dexametasona indueix tant el transport de guanosina com de
citidina. Tanmateix, el transport mitjancat per CNT2 en valors absoluts representa més
del 80% de la capacitat de transport total en aquestes céel-lules i, malgrat la induccié de
CNT1, la seva activitat es manté en nivells practicament indetectables (essent inferior
al 2% de I'activitat observada per CNT2). Addicionalment, la dexametasona produeix
un augment significatiu del transport equilibratiu, aproximadament en la mateixa
proporcid que en cas de CNT2, tot i que els valors absoluts de transport s6n molt

inferiors (figura 24.B).
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Figura 24: Efecte del tractament amb dexametasona sobre el transport de nucleosids en
cel-lules IEC-6. Es va mesura la captacié de guanosina (A) i citidina (B) en preséncia i abséncia
de sodi en cél-lules tractades amb dexametasona 100 nM durant 24 h i 48 h. Les analisis
estadistiques es van realitzar mitjancant el métode de la t de Sudent, essent *p<0.05, **p<0.01
respecte el control.

Aquest conjunt de resultats posen de manifest la preséncia d’'una regulacié
diferencial de les diferents isoformes de transportadors. De manera que estimuls
proliferatius actuen de manera especifica sobre el transportador equilibratiu ENT1, i en
canvi les activitats concentratives responen a la preséncia de factors que afavoreixen

la diferenciacio cel-lular com és el cas dels glucocorticoids.
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1.3 ESTUDI DEL FLUX TRANSEPITELIAL DE NUCLEOSIDS EN UN MODEL
D’EXPRESSIO ESTABLE DEL TRANSPORTADOR CONCENTRATIU CNT1.

Com s’ha demostrat en el primer punt d’aquest apartat, les cél-lules Caco-2
expressen els transportadors equilibratius ENT1 i ENT2 i els concentratius CNT1 i
CNT2, tanmateix, no s’arriba a detectar activitat de transport concentrativa en aquesta
linia cel-lular. Amb l'objectiu de dur a terme estudis de captacio i flux vectorial de
nucleodsids naturals, aixi com de farmacs derivats de nucledsids es va generar un clon
que expressa de manera estable el transportador concentratiu huma hCNT1. Cal
comentar, que no es va poder utilitzar la linia cel-lular IEC-6 per dur a terme aquests
estudis ja que no es va aconseguir obtenir una monocapa de cel-lules correctament

polaritzada en plaques de franswell.

Mitjancant diferents técniques es va realitzar la caracteritzacié del clon Caco-2-
hCNT1 a fi de comprovar la correcte expressié i activitat del transportador. Aixi, per
PCR a temps real es van comparar els nivells de missatger de CNT1 del clon estable
respecte als de les cél-lules no transfectades (WT) i a un clon control que expressa de
manera estable el vector emprat per tal d’introduir el transportador, en aquest cas el
vector d’expressio en cél-lules de mamifer pcDNA; (PC) (figura 25.A). L’analisi es va
dur a terme a dos fases diferents dels cultius cel-lulars: 7 dies després de la sembra,
moment en el qual el cultiu esta subconfluent i 14 dies després de la sembra, és a dir
quan les cél-lules ja fa dies que han arribat a confluéncia i han comencat el procés de
diferenciacié. Com es pot observar, el clon estable Caco-2-hCNT1 presenta uns nivells
de missatger de CNT1 molt superiors (aproximadament 35 vegades més) als de les
cél-lules control (WT i PC). Tanmateix, quan s’analitzen els nivells de proteina els
resultats no son tant clars; s’observa un cert increment de la proteina CNT1 perd
només d’un 50-100% respecte les cél-lules WT (figura 25.C). Addicionalment, els
resultats obtinguts indiquen que I'expressi6 de CNT1 incrementa amb Il'estat de
diferenciacié cel-lular. Aixi, es pot apreciar que els nivells de missatger de CNT1 de les
cél-lules crescudes durant 14 dies s6n aproximadament 5 vegades superiors als dels
cultius subclonfluents (7 dies), tant en ceéllules control (WT i PC) com en el clon
hCNT1 (figura 25.A). Aquestes observacions son consistents amb els resultats
obtinguts en la majoria de tipus cel-lulars caracteritzats en el nostre laboratori.
Finalment, els assaigs funcionals realitzats en paral-lel (14 dies després de la sembra)
posen de manifest que aquest increment de I'expressié de CNT1 resulta en 'aparicié

de la seva activitat. D’aquesta manera, es pot observar la preséncia de transport sodi-
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dependent d’uridina i citidina perd no de guanosina, que en aquest cas serviria de

control de I'especificitat de la funci6 CNT1 (figura 25.B).
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Figura 25: Caracteritzacio de I'expressio i activitat dels transportadors de nucleosids
en céllules Caco-2 i en els clon estables Caco-2-pcDNA3 i Caco-2-hCNT1. (A) Analisi
dels nivells de missatger de CNT1 a dues fases de creixement diferents dels cultius
cel.lulars: 7 i 14 dies després de la sembra. (B) Analisi dels nivells de proteina de CNT1 per
Western Blot en extractes cel-lulars obtinguts 14 dies després de la sembra de cél.lules. S’ha
utilitzat la a-actina com a control de carrega. (C) Mesura de la captacié d’uridina 1uM, de
citidina 1 pM i de guanosina 1 pM en abséncia i preséncia de Na* 14 dies després de la
sembra.

A continuacio, una vegada posat a punt el model cel-lular de treball, es van
comencar els estudis en plaques de franswell a fi d’obtenir una monocapa ben
polaritzada i poder dur a terme mesures de flux transepitelial de nucledsids naturals i
de derivats de nucleodsids. La captacio apical i basolateral d'uridina (figura 26) posa de
manifest que l'activitat CNT1 es detecta exclusivament a la membrana apical de les

cel-lules, on representa aproximadament el 25-30% de la captacié total.
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Figura 26: Localitzacié del transportador CNT1 en el clon estable Caco-2-hCNT1.
Les cel-l ules Caco-2-hCNT1 es van fer créixer sobre filtres permeables 0.4um i a dia 21
després de la sembra es va mesurar el transport d’'uridina apical (AP) i basolateral
(BASAL) en presencia i absencia de sodi.

BASAL

Aixi, després d’haver comprovat la correcta insercié del transportador a la
membrana apical de les cél-lules es van realitzar els assaigs de flux vectorial. Per tal
de determinar el flux a través de la monocapa de cél-lules i a la vegada I'acumulacié
intracel-lular dels nucledsids, com s’ha explicat en I'apartat de Materials i Métodes, es
van recollir aliquotes del compartiment contrari al qual s’havia afegit el medi amb el
substrat radioactiu ([*H]-uridina) a diferents temps (1, 2, 3.5, 5, i 20 minuts) i una
vegada finalitzat 'assaig es van lisar les cél-lules per tal de determinar la radioactivitat
intracel-lular. Com es mostra a la figura 27, en els tres models cel-lulars les taxes de
flux vectorial des del compartiment apical al basolateral (Fa-b) i el contrari, és a dir des
del compartiment basolateral a I'apical (Fb-a), son similars. Tanmateix, mentre el Fa-b
es manté linial durant els 20 minuts d’assaig (figura 27.A), el Fb-a comencga a saturar-
se a partir dels 10 minuts (figura 27.B). En el cas del clon estable, es pot apreciar la
preséncia d’'una component de transport dependent de sodi corresponent a I'activitat
CNT1. Aquesta fraccié concentrativa basicament es detecta quan es mesura el flux
apical, i representa aproximadament un 20% del flux total (figura 27.A). La petita
fraccid de flux basolateral (Fb-a) sodi-dependent present no es considera significativa

ja que a partir dels 5 minuts de captacié esdevé practicament nul-la (figura 27.B).
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Figura 27: Flux vectorial d’uridina en ceél-lules Caco-2 i en els clons estables Caco-2-
pPcDNA3 i Caco-2-hCNT1. Es van fer créixer les cél-lules en plaques de transwell durant
21 dies i es va determinar el flux d’uridina al llarg del temps des de la cambra apical a la
basolateral (A) i des del compartiment basolateral a I'apical (B) en preséncia (m) i abséencia
de sodi (o). Mitjangant la substracci6 d’ambdos fluxes es va obtenir la component
dependent de sodi (e).

D’altra banda, el recompte d’uridina-[H?] present a I'interior cel-lular una vegada
finalitzat el transport (20 min) indica que I'acumulacié intracel-lular és superior quan
s’afegeix el substrat al compartiment basolateral tant en les cél-lules control (WT i PC)
com en el clon hCNT1 (figura 28). Addicionalment, el clon Caco-2-hCNT1 presenta
una acumulacié apical superior degut a la preséncia del transportador concentratiu que
és responsable aproximadament del 40% de I'acumulacié apical (figura 28.A). El
conjunt d’observacions indiquen que a les cél-lules Caco-2-hCNT1 el 25-30% del
transport d’uridina a la membrana apical esta mitjangcat per CNT1, una vegada a
l'interior cel-lular el 25% de la uridina s’acumula i la resta surt de la cél-lula via ENTs o

altres transportadors.
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Figura 28: Acumulacié intracel-lular d’uridina en cél-lules Caco-2 i en els clons estables
Caco-2-pcDNA3 i Caco-2-hCNT1. Els diferents models cel-lulars es van fer créixer sobre filtres
permeables i una vegada comprovat el correcte estat de polaritzacio es va afegir uridina tritiada a
la cambra apical (A) o basolateral (B) en abséncia i preséncia de sodi. Després de 20 minuts
d’incubacié es van lisar les cél.lules i es va determinar 'acumulaci6 intracel-lular del substrat.

Finalment, es va decidir analitzar el flux transepitelial de gemcitabina, un
farmac derivat de nucledsids habitualment usat en el tractament de tumors solids.
Aquesta fluoropirimidina és substrat dels transportadors concentratius CNT1, CNT3 i
dels equilibratius ENT1 i ENT2. (Pastor-Anglada et al., 2004). Com en el cas del
transport d’uridina, el flux transepitelial apical de gemcitabina mitjancat per CNT1
representa un 25% del flux total (figura 29.A). Addicionalment, les mesures
d’acumulacio indiquen que, en aquest cas, tota la gemcitabina que entra via CNT1 surt
a través de la membrana basolateral, de manera que I'acumulacio intracel-lular sodi-

dependent és nul-la (figura 29.B).
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Figura 29: Flux transepitelial i acumulacioé intracel-lular de gemcitabina en cél-lules
Caco-2-hCNT1. Es va incubar les céllules polaritzades Caco-2-hCNT1 amb gemcitabina
durant 20 minuts i es va analitzar el flux vectorial apical i basolateral (A) i 'acumulacié
intracel-lular del farmac (B).
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En aquest estudi s’ha dut a terme la caracteritzaci6 de I'expressié dels
transportadors de nucleosids en dues linies cel-lulars intestinals, la linia cel-lular IEC-6,
derivada de cél-lules epitelials d’intesti prim de rata, i les cél-lules Caco-2, que deriven
d'un adenocarcinoma de colon huma. L’analisi del patr6 d'expressié dels
transportadors de nucleosids en la linia cel-lular IEC-6 que havia estat parcialment
caracteritzada per Jakobs i col-laboradors (1990), ha permés confirmar I'existéncia
d’'una activitat concentrativa preferent per a purines que es correspon a la proteina
transportadora CNT2 i dues activitat equilibratives consistents amb I'expressié d’ENT1
i dENT2. Tot i que es detecta certa expressié del missatger i de la proteina del
transportador CNT1, la seva activitat és dificil de mesurar i no és significativa si es
compara amb la funcié CNT2. Aixi, les cél-lules IEC-6 coexpressen diferents isoformes
de transportadors concentratius i equilibratius com ha estat descrit en diferents models
in vivo (Vijayalaskshmi and Belt, 1988; Chandrasena et al., 1997; Patil and Unadkat,
1997; Scharrer et al., 2002) i de la mateixa manera que la majoria de tipus cel-lulars
tant cellules d’origen epitelial com els hepatocits (Mercader et al.,. 1996) o d’origen

diferent com els limfocits B (Soler et al., 1998) i els macrofags (Soler et al.,. 2001).

Addicionalment, aquests transportadors no son exclusius de cél-lules normals
sindé que també s’expressen en cél-lules tumorals, com és el cas de les linies cel-lulars
derivades d’hepatoma de rata HepG2 i FAO (del Santo et al., 1998) i de les cél-lules
Caco-2 que, com s’ha demostrat, expressen els transportadors equilibratius ENT1 i
ENT2 i els concentratius CNT1 i CNT2. No obstant, pel que respecte I'activitat de
transport existeixen diferéncies clares entre la linia cel-lular IEC-6, derivada d’un epiteli
intestinal normal, i la linia cel-lular Caco-2, derivada d’'un adenocarcinoma de colon.
Aixi, les cél-lules IEC-6 presenten una elevada activitat concentrativa, representant
meés del 80% de l'activitat total de transport de nucleosids, i en canvi les cel-lules Caco-
2 internalitzen els nucledsids exclusivament via els transportadors equilibratius. Fins i
tot quan es creixen sobre filtres permeables de policarbonat, condicions en les qué es
diferencien i polaritzen espontaniament, les Uniques activitats de transport detectables
s6n ENT1, situat exclusivament a la membrana basolateral, i ENT2 que es localitza a

les dues membranes de les cél-lules .

Aquesta peéerdua del transport dependent de sodi en célllules Caco-2 és
consistent amb resultats obtinguts a partir d’estudis comparatius entre cél-lules
parenquimals hepatiques i cél-lules derivades d’hepatoma, en els que s’ha posat de

manifest una relacié entre I'expressié de les isoformes concentratives i el nivell de
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diferenciaci6 i transformacio cel-lular. Aixi, tot i que tant els hepatocits com les cél-lules
FAO presenten els mateixos transportadors, si es relativitza la contribucié de cadascun
d’ells en la captacié de nucleodsids, els resultats sdn molt diferents. Malgrat que la linia
derivada d’hepatoma presenta una taxa total de transport d’uridina molt més elevada
que els hepatocits, la contribucio de l'activitat sodi-dependent és molt superior en
aquests darrers, representant aproximadament el 70% del transport total. En canvi, a
la linia cel-lular FAO, la captaci6 d'uridina dependent de sodi tant sols correspon al 15-
20%, valors molt semblants als obtinguts amb hepatocits fetals (del Santo et al., 1998).
Per tant, les cél-lules tumorals tenen tendéncia a perdre I'expressio de les isoformes
concentratives i a enriquir-se amb les isoformes equilibratives, i el transportador CNT1
sembla ser el més susceptible a aquesta regulacio (Dragan et al., 2000). Recentment,
mitjangcant una analisi de I'expressié dels transportadors de nucledsids en cancers
ginecolodgics, s’ha establert una pérdua de I'expressioé de la proteina CNT1 en aquests
tumors, de manera que no es detecta I'expressid6 d’aquest transportador en
aproximadament un 40% dels tumors d'ovari i de ceérvix uteri analitzats, mentre
I'expressid dels ENT és manté més generalitzada. Addicionalment, la pérdua de CNT1
esta significativament associada a histotips concrets relacionats amb una pitjor
prognosi, que en el cas dels tumors d'uter sén majoritariament adenocarcinomes.
(Farré et al., 2004).

En efecte, com s’ha comentat a la Introduccié d’aquesta memoria, I'expressio
dels CNT i dels ENT, no només esta determinada per I'estat de transformacio, siné
també en certa mesura per la diferenciacié cel-lular. Aquest fet podria permetre
explicar la baixa expressidé i practicament indetectable activitat de CNT1 en les
cél-lules IEC-6. Aquesta linia cel-lular, tot i no ser transformada i presentar
determinades caracteristiques morfoldgiques i funcionals de I'epiteli absortiu intestinal,
no és del tot diferenciada. De la mateixa manera que ha perdut I'expressié de la
majoria dels enzims digestius tipics d’'un enterdcit diferenciat com la lactasa, la maltasa
i la fosfatasa alcalina (Quaroni et al.,. 1999), pot haver perdut en gran part I'expressio
del transportador rCNT1.

Tanmateix, s’ha de tenir en compte una altra diferéncia entre les dues linies
cel-lulars que podria explicar les diferéncies existents entre les taxes totals de
transport. Les cél-lules IEC-6, com que provenen del teixit no transformat, de la
mateixa manera que els enterocits nadius no expressa determinats enzims necessaris

per a dur a terme la sintesi de novo de nucleosids. Al contrari, les cél-lules Caco-2,

167



Transportador d’alta afinitat d’'adenosina CNT2: Reqgulacié i Paper com a regulador metabdlic

com la majoria de linies cel-lulars provinents de tumors, presenten una sobreexpressio
de molts dels enzims de la via de novo, aixi com de la via de salvage (Weber, 1983).
Aquestes evidéncies suggereixen que les cél-lules IEC-6 possiblement s6n molt més
dependents de l'aport extern de nucleosids, presentant d’aquesta manera una
capacitat de transport molt més elevada. També cal comentar que estudis realitzats
per He i colaboradors I'any 1994 no mostraven diferéncies significatives entre les taxes
totals de transport dels dos models cel-lulars. No obstant, cal tenir en compte que les
condicions de transport que van usar eren molt diferents de les nostres, ja que
utilitzaven una concentracié de substrat de 30 uM i realitzaven mesures de captacio

entre 20 minuts i una hora després de la seva addicié (Sanderson et al., 1994).

L’adquisicio de les propietats digestives i absortives intestinals esta intimament
ligada al grau de diferenciaci6 de manera que les cél-lules immadures de la cripta
expressen poques caracteristiques enterocitiques, com per exemple [lactivitat
sacarasa-isomaltasa o fins i tot no presenten una membrana de vora en raspall ben
organitzada a nivell de la superficie luminal (Quaroni et al., 1979; Isselbacher, 1974).
Totes aquestes funcions es van adquirint durant la migracié de les cél-lules al llarg de
l'axis cripta-vil-lus. Les céllules IEC-6 deriven de céllules de la cripta i en
consequéncia presenten moltes de les caracteristiques tipiques dels enterocits
immadurs (Quaroni et al.,, 1979). Uns dels agents més ben caracteritzats que
afavoreixen la diferenciacié de la mucosa intestinal sén els glucocorticoids, que actuen
tant directament com mitjangcant I'estimulacié de les interaccions cél-lula-cél-lula i
cél-lula-matriu (Blake and Henning, 1983). Aquests agents exerceixen efectes crucials
durant el desenvolupament de la mucosa gastrointestinal, influenciant una varietat de
teixits i modulant activitats cel-lulars que inclouen laparici6 d’enzims digestius,
'absorcié d'immunoglobulines, I'expressié de receptors de gastrina aixi com l'activat
de diferents transportadors de membrana (Doell et al., 1965; lannoli et al., 1998a;
Shepherd et al., 2003). Les ceélllules |IEC-6 també responen als glucocorticoids
produint-se una aturada del cicle cel-lular i a la vegada promovent-se canvis
ultraestructurals (Quaroni et al., 1999). Tanmateix, no s’indueixen les activitats
enzimatiques tipiques de la membrana de vora en raspall, fet possiblement degut a la
impossibilitat d’establir contactes amb la lamina basal o amb cél-lules mesenquimals.
En efecte, només s’ha pogut observar una lleugera expressio de les activitats
enzimatiques sacarasa i fosfatasa alcalina quan es fan créixer les cél-lules sobre una
matriu extracel-lular (Matrigel) (He et al., 1993). Malgrat que els glucocorticoids no

produeixen I'aparicié d’'un transport de glucosa dependent de sodi en les cél-lules IEC-
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6 (Inui et al., 1980), si que modulen els transportadors presents induint la seva
expressio (lannoli et al., 1998a). En acord amb aquest darrer treball, el nostre estudi
ha posat de manifest I'efecte inductor de la dexametasona sobre els transportadors de
nucleodsids. En aquest sentit, s’ha demostrat que el tractament amb dexametasona
produeix un increment de I'expressio i activitat dels transportadors concentratius CNT2
i CNT1, tot i que en el cas de CNT1 l'activitat es manté en nivells practicament
indetectables. Aquesta resposta de CNT2 és consistent amb resultats obtinguts en el
nostre grup de recerca usant com a model d’estudi els hepatocits fetals. En efecte, la
combinacié de la dexametasona i de I'hormona tiroidea T3, dos agents critics per a la
diferenciacié hepatocitaria, promou una induccié de la captacié d’uridina que es
correlaciona amb un augment de I'expressi6 de CNT2, tant del mMRNA com de la
proteina (del Santo et al., 2001). Tanmateix, la baixa activitat de CNT1 tot i 'increment
que s’observa de la seva expressio després del tractament amb dexametasona podria
explicar-se per una dificultat alhora de la insercié correcta de les molécules de
transportador a nivell de la membrana plasmatica. Precisament, es tenen evidéncies
de la complexitat del trafic intracel-lular d’aquest transportador que s’ha localitzat
majoritariament en estructures intracel-lulars en models hepatics (Duflot et al., 2002).
També cal destacar que la dexametasona produeix a la vegada un increment del
transport equilibratiu. Aquests resultats estan en concordanca amb el paper dels
glucocorticoids en la regulaci®6 de determinades caracteristiques propies dels
enterocits madurs i de la seva funcié absortiva. En aquest cas, la induccié de les
activitats concentratives permetria un increment de la captacié de nucledsids de la
dieta i possiblement el fet que a la vegada s’indueixi el transport equilibratiu és
consistent amb I'existéncia d’un flux transepitelial dels nucledsids absorbits, permetent

la seva sortida cap a la circulaci6.

Una reposta molt diferent s’observa després del tractament amb EGF
(epidermal growth factor) i TGF-a (transforming growth factor), dos dels agents
proliferatius més potents per a les cél-lules intestinals in vivo (Koyama and Podolsky,
1989; Hirano et al., 1995; Dignass et al., 1996) i in vitro (Rokutan et al., 1994; Dionne
et al., 1998). L’addici6 d’EGF o TGF-a al medi de cultiu de les cél-lules IEC-6 produeix
un increment dels nivells de missatger i de I'activitat del transportador equilibratiu
ENT1 d’aproximadament dues vegades, sense produir-se canvis dels transportadors
concentratius. Aquest estudi corrobora resultats obtinguts en el nostre grup de recerca
en macrofags on es va demostrar el paper d’aquest transportador com a principal

proveidor de nucledsids a fi de mantenir la proliferacio cel-lular. Aixi, es va demostrar
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que la inhibici6 d’ENT1 mitjancant I'analeg d’adenosina NBTI produia una aturada del

creixement de la cél-lules (Soler et al., 2001).

La proliferaci6 de les cél-lules epitelials intestinals pot ésser induida mitjangant
un dany de la mucosa (Feil et al., 1987; Lacy et al., 1988). Molts factors de creixement
i citoquines sén responsables de mitjangar aquesta resposta proliferativa davant d’'una
lesié de la mucosa, com el TGF-a, el TGF-B, 'EGF, 'HGF (hepatocyte growth factor),
el FGF (fibroblast growth factor) i la IL-1p (Dignass and Podolsky, 1993; Dignass et al.,
1996). D’entre aquests factors, el TGF-a i el TGF-B s’expressen a les cél-lules
epitelials intestinals. La proliferacié induida per TGF-a sembla estar regulada de
manera autocrina, és a dir que, inicialment s’automanté perd la seva produccid
s’inhibeix en preséncia de TGF-B, que produeix la senyal de detenci6é del creixement
(Suemori et al., 1991). En el model de cél-lules IEC-6, la lesié de la monocapa resulta
en un increment especific de I'activitat ENT1 sense alterar el transport concentratiu.
Aixi, ambdéds estimuls proliferatius, és a dir el dany cel-lular i els factors de creixement,
indueixen el transportador equilibratiu ENT1 situat a la membrana basolateral de les
cél-lules intestinals polaritzades, com s’ha vist en el cas de les cél-lules Caco-2 i s’ha
descrit en les céllules renals (Lai et al., 2002; Mangravite et al., 2003b),
suposadament per assegurar el suministrament de nucledsids des de la sang. En
aquest context, s’ha demostrat que el suplement de la nutricié parental amb nucleosids

i nucleotids afavoreix I'atrofia de la mucosa induida (Isawa et al., 2000).

Tant els factors de creixement com una lesi®6 de la monocapa cel-lular
estimulen la cascada de les MAPK (Mitogenic-Activated Protein Kinase) en la linia
cellular IEC-6 (Dionne et al., 1998; Oliver et al., 1994; Gbke et al., 1998). En el nostre
model, els dos tipus d’estimuls indueixen la fosforilacié de les proteina quinases ERK1
i ERK2 i, com s’esperaria, el bloqueig de l'activitat d’aquestes proteina quinases
resulta en la pérdua de I'efecte sobre el missatger i I'activitat ’ENT1 induit per una
lesié a la monocapa de cel-lules. Tanmateix, no succeeix el mateix amb el tractament
d’EGF i TGF-a. En aquest cas, la inhibicié de l'activitat de les proteina quinases ERK
només produeix una dismucié de l'activitat ENT1 sense que es bloquegi I'efecte que
produeixen els dos factors sobre I'expressio del transportador. Aixi, mentre I'increment
de l'activitat dENT1 induida per dany cel-lular pot explicar-se per un augment de la
taxa de transcripcié del seu gen mitjangcada per la via de senyalitzaci6 d’ERK, els
efectes produits per EGF i TGF-a no poden explicar-se exclusivament per aquesta via

de senyalitzacié siné que hi hauria implicada una via de transduccié de senyals
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diferent. Addicionalment els resultats obtinguts han demostrat que aquesta via de
senyalitzacio alternativa tampoc implicaria les proteina quinases JNK, ja que la seva
inhibicié no té cap efecte sobre la induccié de I'expressié d’ENT1 en resposta als dos
factors. Malauradament, tot i haver provat inhibidors d’altres possibles vies de
transduccié de senyals com PI3K, PKC, PKA, Tor quinasa i p38, no s’ha aconseguit

identificar el mitjancer del senyal produit per aquests dos factors.

L’estudi realitzat sobre la regulacié endocrina dels transportadors de nucleodsids
ha posat de manifest I'existéncia d’una regulacié diferencial de les diferents isoformes
de transportadors de nucleosids presents a les cél-lules intestinals epitelials IEC-6, de
manera que la induccié de la diferenciacié resulta en un increment de I'expressio i
activitat tant dels transportadors concentratius, localitzats a la membrana apical dels
enterocits, com dels equilibratius situats a la membrana basolateral, suggerint una
millora de I'absorcié dels nucleosids de la dieta aixi com la preséncia d’'un possible flux
transepitelial. Contrariament, estimuls proliferatius com I'exposici6 a factors de
creixement o a un dany de I'epiteli indueixen un increment especific de I'expressié i de
l'activitat ’ENT1, probablement involucrat en la sortida dels nucledsids absorbits o, en
aquest cas, en la captacié dels nucledsids presents a la circulacié per tal de mantenir

'increment de la taxa de proliferacié de les cél-lules.

Com s’ha comentat, aquesta distribucié asimétrica de les dues families de
transportadors de nucledsids ha suggerit I'existéncia d’'un flux transepitelial de
nucleodsids des dels lumens intestinal i tubular fins a la circulacié. Tanmateix, la rapida
metabolitzacié6 d’aquests compostos a linterior de la cél-lula jugaria en contra
d’aquesta hipotesi. L'Unic estudi sobre el paper dels transportadors de nucleosids en el
flux vectorial ha estat realitzat en un model de céllules renals cotransfectades
establement amb els transportadors concentratius CNT1 i ENT1 (Lai et al., 2002). Els
autors confirmen I'expressié apical de CNT1 i basolateral d’ENT1 i demostren
I'existéncia d’un flux transepitelial de nucleosids la direccié del qual varia en funcié del
substrat utilitzat. Aixi, el flux net d’adenosina té lloc majoritariament des del domini

apical al basolateral, i en canvi el de desoxiadenosina és superior en sentit contrari.

En base a aquests antecedents, ens vam plantejar posar a punt un model
intestinal que permetés dur a terme mesures de flux vectorial. Tenint en compte, que
tot i que es va provar no es va aconseguir una monocapa de cél-lules IEC-6

correctament polaritzada, es van triar les cél-lules Caco-2, utilitzades ampliament en
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I'estudi de la captacié de diferents nutrients com aminoacids i péptids (Thwaites et al.,
1993; Nicklin et al., 1995; Ferruzza et al., 1995) com a model d’estudi. Tanmateix, com
que la caracteritzacio de les activitats de transport nucledsids presents en aquestes
cél-lules va posar de manifest la manca de transport concentratiu, es va haver de
generar un clon que expressés establement el transportador CNT1. Cal comentar que
es va triar el transportador CNT1 en comptes de CNT2 d’'una banda perque és el
transportador més sensible a l'estat de proliferacié i diferenciacié cellular i no
disposem de cap model que presenti aquesta activitat de manera endogena i en segon
lloc perque és el principal transportador concentratiu de farmacs derivats de nucleosids
(Pastor-Anglada et al., 2004).

La caracteritzaci6 del clon estable Caco-2-hCNT1 generat ha posat de manifest
la presencia de [lactivitat concentrativa pirimidino-preferent corresponent al
transportador CNT1 i, en consisténcia amb els resultats obtinguts en d’altres models
polaritzats (Mangravite et al., 2001; Lai et al., 2002), aquesta activitat concentrativa es
situa exclusivament a la membrana apical de les cél-lules. Addicionalment, els estudis
de flux vectorial han demostrat la preséncia d’'un pas net transepitelial de nucleodsids
en els dos sentits, és a dir des del compartiment apical al basolateral i des del
compartiment basolateral a I'apical i la preséncia de CNT1 resulta en un increment del
flux apical. D’altre banda s’ha pogut observar que les quantitats d’uridina acumulada i
alliberada sén sensiblement diferents segons el compartiment al qual s’afegeixen els
nucleosids. Aixi, la uridina captada a la membrana apical és majoritariament alliberada
al compartiment contrari, i només el 15-20% s’acumula a linterior de la cél-lula. En
canvi quan la uridina s’afegeix a la cambra basolateral el percentatge d’acumulacié
augmenta de manera que aproximadament el 40% de la uridina que entra s’acumula a
linterior cel-lular. Aquestes diferéncies estarien en concordangca amb el fet que els
nucledsids que entren per la membrana basolateral via els ENTs estarien
principalment destinats a mantenir la proliferacié cel-lular i en canvi els que ho fan des

de la membrana apical serien principalment alliberats a la sang.

Malauradament, no s’observen diferéncies clares entre les cél-lules Caco-2
normals i les que expressen de manera estable hCNT1. En efecte, malgrat que
s’observa una elevada expressié del missatger del transportador CNT1 en el clon
generat respecte les cél-lules wild type, aquest increment d’aproximadament 35
vegades no es correlaciona directament amb els nivells de proteina i activitat

detectats, de manera que el transport d’uridina mitjancat per CNT1 representa tant sols
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el 25% de la taxa total de transport. Tot i que no es coneixen els mecanismes concrets
de la regulaci6 de CNT1, tenim evidéncies que suggereixen que es tracta d'un
transportador altament regulat no només transcripcionalment siné també
traduccionalment i sobretot durant el trafic i localitzacié subcel-lular. En aquest sentit,
s’ha descrit que en el fetge, a diferéncia de CNT2, CNT1 segueix una via de trafic
endocitica indirecta fins arribar al seu desti final, que en aquest cas seria la membrana
canalicular (Duflot et al., 2002), i en la majoria de tipus cel-lulars analitzats s’ha
detectat una localitzacié intracel-lular del transportador (Farré et al., 2004; Duflot et al.,
2002). Addicionalment, les analisis de I'expressio de CNT1 a dues fases del cultiu
cellular ha permés corroborar resultats anteriors obtinguts en el nostre grup de
recerca que indicaven que els nivells d’expressié i activitat d’aquest transportador es
troben intimament associats a I'estat de diferenciacié cel-lular. Aixi, els resultats
obtinguts confirmen estudis similars realitzats en el marc de la tesi doctoral de la Dra.
Fernandez-Veledo, en els que es va posar de manifest que a mesura que les cél-lules
BC2, derivades d’hepatoma huma, es diferenciaven en cultiu adquirint caracteristiques
propies dels hepatodcits en cultiu s’'induia un increment significatiu de I'expressio i
activitat de CNT1.

Malgrat que el clon estable Caco-2-hCNT1 no ha resultat ser un model prou
adient per analitzar el paper de CNT1 en el flux transepitelial de nucledsids, resultats
obtinguts en el nostre grup de recerca dins el marc de la tesi doctoral de I'Ekaitz Errasti
han posat de manifest que la preséncia d’un transportador concentratiu, en aquest cas
CNT3, és essencial per garantir el flux transepitelial eficient de nucleodsids i derivats
d’aquests compostos des del domini apical al basolateral. Aixi aquest estudi, dut a
terme utilitzant un model renal que expressa enddégenament el transportador CNT3, les
cél-lules PCT, i mitjancant I'expressio transitoria d’aquest transportador en cél-lules
MDCK, ha demostrat que I'expressio del transportador es tradueix en un increment del
flux apical de nucledsids d’aproximadament 10 vegades sense produir canvis
significatius del flux basolateral. Addicionalment, I'analisi per HPLC de les formes
moleculars associades al flux transepitelial de citidina han demostrat que el flux
mitjancat per CNT3 esta relacionat amb una elevada metabolitzacié del substrat i, al
contrari, el flux a través dels transportadors equilibratius resulta en el pas del nucledsid
practicament pur. Tanmateix, si en comptes d’'un substrat natural s’afegeix un farmac
derivat de nucledsids, en aquest cas la gemcitabina, el pas del nucledsid a través de la
monocapa de cel-lules es correspon al farmac pur, existint per tant una molt baixa

metabolitzacioé del substrat. |, en aquest cas, també s’ha de tenir en compte com s’ha

173



Transportador d’alta afinitat d’'adenosina CNT2: Reqgulacié i Paper com a regulador metabdlic

demostrat amb el model de cél-lules Caco-2-hCNT1, que practicament la totalitat del
farmac és alliberat al compartiment contrari de manera que la seva acumulacié
intracel-lular és practicament nul-la. Cal destacar que les diferéncies observades entre
els dos models de cél-lules polaritzades Caco-2 i MDCK poden ser degudes en primer
lloc al tipus de transportador que expressen, és a dir, que probablement els
transportadors CNT1 i CNT3 presenten mecanismes de regulacié post-traduccional i
de trafic a membrana diferents i en segon lloc s’ha de tenir en compte que en el cas de
les cél-lules MDCK els estudis s’han dut a terme mitjangant una transfeccié transitoria
del transportador i potser en aquestes condicions els mecanismes que regulen la
traducci6é i el direccionament a la membrana plasmatica no tenen una resposta

fisiologica normal.
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2. REGULACIO DEL TRANSPORTADOR CONCENTRATIU DE
NUCLEOSIDS CNT2 PER ASSEQUIBILITAT DE SUBSTRAT.

L’activitat de la majoria de transportadors intestinals de nutrients és altament
sensible a la ingesta i a la seva composicié. En aquest sentit, s’ha descrit que una
dieta rica en sacarosa i fructosa modula I'expressié dels transportadors d’hexoses
dependent de sodi (SGLT-1) i independents de sodi (GLUT-2 i GLUT-5) en jejunum
de rata (Kishi i col. 1999). Analogament, els transportadors peptidics presents a
l'intesti prim de rata sén sensibles, in vivo, a 'assequibilitat de substrat, de manera
que una dieta rica en proteines indueix I'expressié d’aquests transportadors
(Erickson i col. 1995). Aquest fet també s’ha observat en cél-lules in vitro on la
preséncia de dipéptids i de determinats aminoacids en el medi de cultiu produeixen
un increment de I'expressio6 i activitat del transportador de peptids PEPT1 (Shiraga
et al., 1999).

Recentment, el nostre grup de recerca ha posat de manifest que els
transportadors de nucleodsids, in vivo, també estan regulats per 'assequibilitat dels
seus substrats. Aixi, en rates dejunades durant 24 hores es produeix un increment
dels nivells de proteina de CNT1 en jejunum i en canvi s'observa una lleugera
disminucié de I'expressié hepatica d’aquest transportador. L’augment d’expressio
de CNT1 en intesti prim es tradueix en un increment del transport de timidina i de
gemcitabina en vesicules de vora en raspall d’intesti prim. Aquesta regulacié de
I'expressio i activitat de CNT1 es mimetitza per una dieta lliure en nucleosids
(Valdés et al. 2000). Tot i que aquest estudi es va centrar basicament en la
regulacié de CNT1, dades no publicades apunten cap a un comportament similar de
CNT2 en jejunum de rata. Es tracta de la primera evidéncia de l'existéncia d’'una
modulacié de [I'expressid dels transportadors concentratius en funcié de

'assequibilitat de substrat i de manera especifica de teixit.

La relacié observada entre I'expressié dels transportadors concentratius de
nucleodsids i la bioassequibilitat dels seus substrats s’ha intentat reproduir in vitro en
aquesta tesi mitjancant el tractament de les cél-lules IEC-6 amb diferents barreges
de nucledsids. En primer lloc es van analitzar els possibles canvis de I'activitat de
transport al llarg del temps (d’1 hora a 8 hores) després d’haver afegit una barreja

de nucledsids formada per adenosina, guanosina, citidina i timidina a una

175



Transportador d’alta afinitat d’adenosina CNT2: Regulacié i Paper com a requlador metabolic

concentracio final de 25 uM (N) al medi de cultiu de les cél-lules. En paral-lel, es van

monitoritzar els possibles canvis dels nivells d’expressié de CNT2 per Western Blot.

Malauradament, a diferéncia dels resultats obtinguts in vivo sobre la
regulacié dels transportadors concentratius a intesti prim, no es van observar canvis
significatius i reproduibles a llarg termini sobre I'expressio i/o activitat de CNT2. Cal
destacar que la rapida metabolitzacié dels nucledsids podria estar impedint el
manteniment de I'estimul i aixd podria estar dificultant la deteccidé dels canvis en
I'expressio a llarg termini. Tanmateix, es va observar que a temps curts (1 hora), el
tractament amb nucledsids produia una disminuci6 de la captacié de guanosina tant
de la component concentrativa corresponent a CNT2 com de [Iequilibrativa
mitjangcada per ENT1 i ENT2 (figura 30.A). Addicionalment, es va posar de
manifest que només les purines, substrats preferents del sistema concentratiu
CNTZ2, so6n les responsables de la inhibicié del transport (figura 30.B). Tot i que
'efecte dels nucledsids es produeix tant sobre el transport concentratiu com
I'equilibratiu, I'estudi es va centrar principalment en la regulacié de CNT2, d’'una
banda perqué representa aproximadament el 90% de la taxa total de transport de
les célllules IEC-6 perd a més, com que es situa a la membrana apical dels
enterocits, és el transportador més susceptible destar en contacte amb

concentracions elevades de nucleodsids presents a la llum intestinal.
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Figura 30: Efecte del tractament amb nucleosids sobre I’activitat de transport de
nucleosids en cél.lules IEC-6. A) Les cél.lules es van tractar amb una barreja de
nucleosids (adenosina, guanosina, citidina i timidina) 25 yM durant 1 hora i a continuacio
es va mesurar el transport de guanosina 1 yM en preséncia i abséncia de sodi. B) Es va
analitzar el transport de guanosina dependent i independent de sodi de cél.lules IEC-6
tractades amb una barreja de purines (adenosina 10 uM i guanosina 10 uM) o pirimidines
(citidina 10 pM i timidina 10 pM) durant 1 hora. Les analisis estadistiques es van realitzar
segons el test de la t de Student, essent ***p<0.001.
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Per tal de caracteritzar I'efecte dels nucleosids purics sobre I'activitat de
CNT2 es va realitzar una cinética a diferents concentracions de guanosina (0.5 a
50 uM) en ceél-lules control i en cél-lules tractades amb una barreja de nucledsids
(N) durant 1 hora. Tal i com es pot observar, el tractament produeix una
disminucié d’aproximadament un 40% de la Km aparent del transportador sense
produir canvis de la seva Vmax (figura 32). Aquests resultats indiquen que la
disminucié d’activitat que produeixen els nucledsids no és deguda a una
disminuci6 del nombre de transportadors CNT2 a la membrana plasmatica siné a

una pérdua d’afinitat dels transportadors preexistents.
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Figura 31: Caracteritzacié cinética de I'efecte dels nucledsids sobre l'activitat de
CNT2. Es van incubar les cél.lules amb una barreja de nucleosids 25 uM durant 1 hora i es
va analitzar la captacié de guanosina en preséncia i abséncia de sodi en les cél.lules
tractades i en cel.lules control. Els resultats (mita + SEM) provenen de la substraccié
d’ambdues taxes respectivament. També es mostra la representacié linial (Eddie-Hoffstee)
dels resultats i a partir de la qual s’han obtingut els parametres cinétics.

A partir d'aquest punt, mitjancant I'Us d’inhibidors especifics de
determinades proteina quinases, es va intentar estudiar la possible implicacié de
diferents vies de senyalitzacié en la regulaci6 de CNT2 per assequibilitat de
substrat. Com s’explica en detall a I'apartat de Materials i Métodes es van provar
inhibidors o activadors de les proteina quinases PKC, PKA, ERK, PI3K, p38, Tor
quinasa i un inhibidor general de les Tyr proteina quinases. Tanmateix es pot
observar que cap dels inhibidors va produir canvis significatius sobre la inhibicié de
I'activitat de CNT2 en resposta als nucledsids, indicant que cap de les proteines
quinasa analitzades esta involucrada en la regulacié d’aquest transportador per

assequibilitat de substrat (figura 32).
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Figura 32: Efecte de la inhibicié o activacio de diferents vies de transduccio de senyal
sobre la regulacié de I'activitat de CNT2 per nucleosids en cél.lules IEC-6. Es van pre-
tractar les cél.lules amb els inhibidors o activadors especifics indicats i posteriorment es van
tractar amb una barreja de nucledsids durant 1 hora. Els inhibidors o activadors utilitzats van
ser chelerytrin (Chel) 1 yM, dbAMPc 100 nM, PD 98059 10 uM (PD), SB 202190 1 uM (SB),
Rapamycin 100 nM (Rap), LY249002 10 pyM, Genisteina 60 uyM (Gen). Després de les
corresponents incubacions es va analitzar el transport concentratiu de guanosina. Els
resultats (mitja + SEM) estan expressats en % respecte a 'activitat basal del control.

D’altra banda, en el moment de dur a terme aquest estudi, resultats
obtinguts en el nostre grup de recerca evidenciaven I'existéncia d’'una regulacié
purinérgica de CNT2, de manera que, en cél-lules hepatiques, l'activacié dels
receptors d’adenosina A1 produia una induccié de I'activitat CNT2 (Duflot et al.,
2004). En aquest sentit, es va voler descartar la possibilitat de que la regulacié per
assequibilitat de substrat depengués de I'estimulacié dels receptors purinérgics.
Amb aquest objectiu, es van incubar les cél-lules amb diferents purines individuals,
metabolitzables i no metabolitzables (adenosina, guanosina, inosina i Formicina B),
a una concentracié de 10 uM durant 1 hora (figura 33.A). A més, es va realitzar un
control amb PIA (agonista dels receptors d’adenosina principalment d’A1), a una
concentracié de 50 nM durant 5 min (figura 33.A), condicions utilitzades en I'estudi
que s’estava duent a terme en cél-lules hepatiques. Com es pot apreciar a la figura
33.A, només les purines metabolitzables, adenosina, guanosina i inosina,
produeixen una disminucié de la taxa de transport. En canvi, ni la Formicina B ni
I'activacié purinérgica induida per PIA reprodueixen aquest efecte, indicant que en
aquest cas la modulacié de CNT2 no depeén de la funci6 dels receptors purinérgics.
Addicionalment, el time course de I'efecte de 'adenosina posa de manifest que es
tracta d’'un efecte molt rapid ja visible als 5 minuts de tractament i que es manté fins

aproximadament 1 o 2 hores després (figura 33.B). A partir d’'aquest punt es van
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triar temps d’incubacié més curts, entre 5 i 10 minuts per dur a terme la resta
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Figura 33: Regulacié de I'activitat CNT2 per purines metabolitzables. A) Es van incubar les
cél.lules amb adenosina 10 yM (Ado), guanosina 10 yM (Guo), Inosina 10 uM (Ino), Aicar 500
UM (A) durant 1 hora o amb PIA 50 nM durant 5min. Una vegada finalitzat el temps de les
incubacions es va mesurar el transport concentratiu i dependent de sodi. B) Time course de
I'efecte de I'adenosina 10 uM sobre I'activitat CNT2. Significativitat estadistica per el test de la ¢
de Student, essent *p<0.05, **<0.01 respecte el control.

Els resultats obtinguts també posen de manifest que I'aicar, un precursor de
la sintesi de I'adenosina que pot ser metabolitzat a l'interior cel-lular donant lloc a
ZMP, mimetitza els efectes dels nucledsids naturals. Tenint en compte que l'aicar
€s un conegut activador de la proteina quinasa dependent dAMP (AMPK), ens vam
plantejar la possible implicacié d’aquesta proteina quinasa en la regulacié de CNT2
per nucledsids. Com que no existeixen inhibidors especifics de ’AMPK, per tal de
comprovar la hipotesi postulada es va utilitzar un vector adenoviral que codifica per
una forma mutada de la isoforma catalitica a1 del complex AMPK (Ad.ac1DN). La
sobreexpressié d’aquesta proteina mutada produeix un efecte dominant negatiu
sobre I'activitat AMPK enddgena de les cél-lules. Aixi, es van infectar les cél-lules
amb l'adenovirus Ad.a1DN o amb un adenovirus control (que conté el mateix
promotor perd en el qué no s’ha afegit cap gen exogen) i 24 hores després de la
infeccié es van tractar amb adenosina 10 uM i aicar 500 uM. Contrariament al que
s’esperava, la sobreexpressié de la forma mutada de 'AMPK no bloqueja I'efecte de
'adenosina i l'aicar sobre I'activitat CNT2, indicant que 'AMPK no juga cap paper

en la regulacié de CNT2 per assequibilitat de substrat (figura 34).
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Figura 34: Efecte de la inhibici6 de 'AMPK sobre la regulacié de CNT2 per
nucleosids. Es van infectar cél.lules IEC-6 amb un adenovirus control i un adenovirus
dominant negatiu de l'activitat AMPK. 24 hores després de la infeccio, es van tractar
amb adenosina 10 uM (Ado) durant 5 minuts o Aicar 500 uM durant 1 hora i finalment es
va mesurar el transport concentratiu de guanosina. Els resultats mostrats estan
expressats en % respecte els respectius control.

El fet que es tracti d’'un efecte immediat que produeix un canvi de l'afinitat
del transportador i que només els substrats metabolitzables de CNT2 soén
responsables de produir la modulacioé de la seva activitat, va suggerir la possibilitat
que els propis substrats o formes derivades d’aquests substrats fossin directament
els causant de la inhibicié. En aquest sentit, es va intentar una doble aproximacioé.
Per tal de comprovar si les formes fosforilades dels nucledsids eren les
responsables de I'efecte, es va bloquejar la seva formacié mitjangant I'is de la 5’-
iodotubercidina (ITU), inhibidor de I'adenosina quinasa i en consequéncia del pas
d’adenosina a AMP (figura 35.B). D’altre banda, en comptes de tractar les cél-lules
amb nucleosids, es van addicionar les nucleobases corresponents, adenina i
guanina, a les mateixes condicions usades en el tractament amb nucleodsids (10 uM
durant 10 minuts); cal recordar que les nucleobases poden entrar a l'interior cel-lular

a través del transportador equilibratiu ENT2 (figura 35.A).
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Figura 35: Implicacio del metabolisme dels nucleodsids en la regulaci6 de CNT2 en
ceél.lules IEC-6. A) Mesura de la captacié dependent de sodi de guanosina en ceél.lules
tractades amb adenina 10 yM o guanina 10 yM durant 10 minuts. B) Mesura del transport
concentratiu de guanosina o adenosina en cél.lules tractades amb adenosina 10 pM o
guanosina 10 yM durant 10 minuts en abséncia o preséncia de 5’-iodotubercidina 0.2 yM
(ITU). Els resultats (mitja + SEM) estan expressats en % respecte I'activitat basal del control
en cada cas.

Tot i que els resultats obtinguts sén una mica complexes i no se’n pot
extreure una conclusi6 definitiva, es pot observar que el tractament de les cél-lules
amb adenina o guanina no produeix cap canvi del transport de guanosina
dependent de sodi, indicant que les nucleobases no son responsables de la
inhibicié de la funcié de CNT2 (figura 35.A). D’altre banda, es pot apreciar que el
pretractament amb 5’-iodotubercidina produeix una disminucié del transport basal
d’adenosina sense afectar el transport de guanosina. Aquests resultats indiquen
que el bloqueig de la metabolitzacié dels nucledsids mimetitza I'efecte d’aquests
compostos sobre CNT2 (figura 35.B). Aixi, en el cas del transport d’adenosina, la
5’-iodotubercidina actua inhibint la seva fosforilacié i conseqtient formacié d’AMP,
de manera que presumiblement podria produir-se una acumulacié intracel-lular de la
propia adenosina. En canvi, en el cas de la captacié de guanosina, com que la seva
metabolitzacié no es veu afectada per la preséncia de la 5-ITU, no es produiria la
seva acumulacié a l'interior cel-lular. Aquest conjunt d’observacions suggeririen que
el propi substrat podria induir la inhibicié de I'activitat CNT2. Tanmateix, no es pot
descartar que un altre producte de metabolitzaci6 comu entre els diferents
nucleodsids estigui implicat en la regulacié del transportador. Cal tenir en compte que
els nucleosids just després de la seva entrada a la cél-lula, son metabolitzats per
l'accio de diferents enzims com per exemple l'adenosina quinasa, guanosina-
hipoxantina quinasa, adenosina desaminasa i les purina nucleosid fosforil-lases,

entre d’altres, el que dificulta enormement la valoracié de les concentracions dels

181



Transportador d’alta afinitat d’adenosina CNT2: Regulacié i Paper com a requlador metabolic

diferents nucledsids a l'interior cel-lular i en conseqiiéncia la deteccié de possibles

canvis en els seus pools intracel-lulars.

Per tal de determinar si aquesta rapida regulacié de CNT2 per assequibilitat
de substrat és especifica d’aquest model o és més generalitzada es va expressar
de manera heterodloga el transportador en dues linies cel-lulars, CHO i Hela, i es va
analitzar I'efecte del tractament amb nucleosids. Com es pot observar, la transfeccio
resulta en l'aparicié d’'un transport de guanosina dependent de sodi en les dues
linies cellulars i en ambdoés casos es produeix una disminucié d’aproximadament el
30% d’aquesta activitat concentrativa després d’'un tractament amb adenosina 10
MM o guanosina 10 uM durant 5 minuts (figura 36.A). Alternativament es va
analitzar l'efecte de la 5-iodotubercidina sobre el transport d’adenosina i de
guanosina en cél-lules FAO, cél-lules derivades d’hepatoma de rata que expressen
de manera endogena el transportador CNT2 (figura 36.B). En aquesta linia
cellular, de la mateixa manera que per a les cél-lules IEC-6, es pot observar que el
transport d’adenosina perd no el de guanosina és inhibit quan es bloqueja I'activitat
adenosina quinasa. Aquests resultats indiquen que no es tracta d’'un mecanisme de
regulacié aillat sind que esta present en diferents tipus cel-lulars i semblaria que els

propis substrats participen directament en aquest efecte.
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Figura 36: Efecte dels nucleodsids sobre CNT2 en cél.lules FAO i en dos models
d’expressio heterologa. A) Les cellules Caco-2 i CHO es van transfectar amb
CNT2pcDNA;3 i posteriorment es va mesurar la captaci6 de guanosina després d’un
tractament de 5 minuts amb adenosina 10 yM. B) Les cél.lules FAO es van incubar amb 5’-
iodotubercidina (ITU) 0.5 uM durant 30 minuts i a continuaci6 es van determinar les taxes de
transport d’adenosina i guanosina. Els resultats s’expressen en % respecte l'activitat basal
del control en cada cas.
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Els transportadors concentratius de nucleodsids, de la mateixa manera que
molts transportadors de nutrients, estan regulats per I'assequibilitat dels seus
substrats, que molt sovint i sobretot en el cas de I'epiteli intestinal ve determinada
pel contingut de la dieta. En aquest sentit, el nostre grup de recerca ha posat de
manifest que I'expressio i activitat dels transportadors concentratius de nucleosids,
in vivo, també estan regulats per I'assequibilitat dels seus substrats de manera que
una dieta lliure de nucleotids, precursors directes dels nucledsids, produeix un
increment de dues vegades dels nivells de proteina de la isoforma intestinal de
CNT1 (Valdés i col. 2000).

Com ja s’ha comentat a l'inici d’aquest apartat, I'objectiu plantejat en aquest
estudi era intentar reproduir in vitro els resultats obtinguts en el model in vivo
anteriorment descrit. Tanmateix, utilitzant com a model intestinal la linia cel-lular
IEC-6 i mitjangcant I'addicié de diferents barreges de nucleodsids, no es van observar
canvis significatius en I'expressio dels transportadors concentratius de nucleodsids.
Cal destacar que la rapida captacié i metabolitzacié dels nucleodsids podria estar
impedint el manteniment de I'estimul a llarg termini. En efecte, resultats obtinguts en
un estudi dut a terme en el marc de la tesi doctoral de la Dra. Fernandez-Veledo, en
el que es va analitzar I'efecte de la deplecié d’adenosina in vitro sobre I'activitat
CNTZ2, son consistents amb aquesta possible explicacié. En aquest cas, mitjangant
el tractament amb I'enzim adenosina desaminasa es va aconseguir eliminar
'adenosina del medi de cultiu de les cél-lules durant temps llargs. Sota aquestes
condicions es va observar un increment de I'activitat CNT2, que es va relacionar
d’'una banda amb un increment del nombre de transportadors a la membrana
plasmatica i, d’altra banda i a més llarg termini, amb un augment de la sintesi del
transportador, observant-se una induccié de l'activitat transcripcional del promotor

de CNT2 després de 6 hores de privacié d’adenosina.

Tanmateix, els resultats obtinguts en aquesta tesi han permés demostrar
'existéncia d’una rapida regulaci6 de lactivitat de CNT2, de manera que el
tractament de les céllules IEC-6 amb purines produeix una disminucio
d’aproximadament el 50% del transport de guanosina practicament immediata i que
es manté durant 1 o 2 hores. La disminucié del transport es produeix tant en la
component equilibrativa com en la component concentrativa, i en aquest darrer cas

és consequéncia d’'un augment de la Km aparent del transportador concentratiu
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CNT2. Per tant, no es produeix un canvi en el nombre de transportadors a la
membrana plasmatica, sind6 que els transportadors preexistents presenten una
menor afinitat per als seus substrats. Aquesta disminucid en [Iafinitat del
transportador podria atribuir-se a una modificacioé post-transcripcional directa, a una
interaccid proteina-proteina o podria tractar-se d’'un efecte alostéric. Tot i que les
analisis de sequéncia de CNT2 suggereixen la preséncia de motius consens de
fosforilacio per diverses quinases intracel-lulars i que en el cas concret dENT1 s’ha
descrit que la seva activitat sembla estar regulada post-traduccionalment per la
PKC (Coe et al., 2002), cap de les proteina quinases analitzades (MAPK, PKC,
PKA, PI3K, Tor quinasa, AMPK) sembla estar implicada en la regulaci6 de CNT2
per assequibilitat de substrat. Encara que no es pot descartar el fet que una altra
proteina quinasa no identificada sigui la mitjancera de la regulacié de CNT2, cal
destacar que la majoria d’efectes que comporten un canvi en I'estat de fosforilacié
d'una proteina transportadora estan relacionats amb canvis en la seva Vmax,
generalment com a conseqiiéncia de canvis de la seva expressid a membrana
(Golin-Bisello et al., 2005) o de la seva estabilitat (Wang and Oram, 2005), i no en

modulacions de la seva afinitat.

En base als resultats obtinguts, semblaria que els propis substrats i no
formes derivades com les nucleobases o els nucleotids sén els responsables de la
inhibicié de l'activitat del transportador. En aquest sentit, hem posat de manifest que
la inhibicié d’'una via de metabolitzacié del nucledsid, en concret la inhibicié de la
seva fosforilacio, mimetitza I'efecte de la incubaci6 amb els diferents nucleosids
possiblement com a conseqiéncia d'un increment de la seva concentracido a
I'interior de la ceél-lula. Aixi, tant en cél-lules IEC-6 com en celllules FAO, el
tractament amb 5’-iodotubercidina produeix una disminuci6 del transport
d’adenosina perd no produeix canvis sobre el transport de guanosina.
Addicionalment, les diferéncies existents entre les dues linies cel-lulars podrien ser
degudes a diferéncies en l'expressié i l'activitat dels enzims implicats en la
metabolitzacié de I'adenosina en cada cas. En efecte, s’ha descrit que en fetge
I'activitat adenosina quinasa és molt majoritaria (Sakowicz et al., 2001) i en canvi en
epiteli intestinal les activitats adenosina quinasa i adenosina desaminasa
contribueixen a la metabolitzacié de I'adenosina de manera similar (Mohamedali et
al., 1993; Snyder et al.,, 1982); en aquest context seria logic que el bloqueig de
activitat quinasa produeixi un efecte superior en una linia cel-lular hepatica

respecte a una linia cellular intestinal.
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Es tracta d’un estudi molt preliminar perd que posa de manifest I'existéncia
d’'un mecanisme de regulacié nou per la familia de transportadors de nucleosids i
que tampoc ha estat descrit per a altres families de transportadors. En base a
I'estudi realitzat semblaria que els mateixos substrats son els iniciadors de I'efecte,
tanmateix no podem determinar si es tracta d’'un efecte alostéric directe o que
implica algun tipus de modificacié covalent del transportador o una interaccié
proteina-proteina. Encara caldria realitzar diferents assaigs per poder determinar
quin és el realment mecanisme mitjangant el qual es regula CNT2. En aquest sentit,
en una primera aproximacio es podrien reproduir els experiments en vesicules de
membrana de vora en raspall d’intesti prim o de membrana basolateral de fetge,
dos models que expressen endogenament el transportador perd no possibles
quinases intracel-lulars. Pel qué fa al significat fisiologic de regulacié de CNT2 per
assequibilitat de substrat, tenint en compte que és el transportador més afi per
adenosina, aquest mecanisme que permet una rapida inhibicié de I'activitat del
transportador pot estar contribuint a modular les funcions mitjancades per aquest
nucleodsid, regulant tant la seva concentracié extracel-lular i en conseqiiéncia la
seva assequibilitat als receptors especifics de membrana com la seva concentracié
a l'interior cel-lular que, com es demostra en el seglient apartat, esta implicada en la

regulacié de la via de TAMPK.
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3. PAPER DELS TRANSPORTADORS DE NUCLEOSIDS EN LA VIA DE
SENYALITZACIO DE L’AMPK.

L’absorci6é dels nucledsids de la dieta sembla a primera vista la principal
funcié dels transportadors de nucledsids en epitelis absortius i especialment dels
CNTs ja que es localitzen a la membrana apical de les cél-lules. Tanmateix, aquests
transportadors s’expressen a la majoria de models cel-lulars tant epitelials com no
epitelials i estan sotmesos a un alt nivell de regulaci6 transcripcional (del Santo et
al.,, 2001) i post-traduccional (Duflot et al., 2004; Fernandez-Veledo et al.,
submitted) fets que suggereixen la possible participacié dels transportadors en
altres funcions de la fisiologia de la céllula. Tenint en compte que aquestes
proteines transportadores son les responsables de regular les concentracions de
nucledsids intra i extracel-lulars, i en conseqléncia contribueixen a la regulacié del
pool de nucledtids intracel-lulars, es va decidir determinar el seu possible paper en
la senyalitzacié cel-lular i en concret en la via de la quinasa dependent dAMP
(AMPK). En aquest sentit, se sap que I'adenosina entra a dins les cél-lules a través
dels transportadors de nucleodsids i una vegada a I'interior cel-lular pot patir diferents
processos de metabolitzacié: pot generant inosina per l'acci6 de l'adenosina
desaminasa, adenina per I'accié de la 5-nucleotidasa o AMP mitjangant I'activitat

adenosina quinasa.

La proteina quinasa dependent dAMP és un complex heterotriméeric
directament implicat en el control del metabolisme energétic tant a nivell cel-lular
com de tot I'organisme (Carling, 2004; Hardie, 2003; Hardie and Carling, 1997;
Rutter et al.,, 2003). L'AMPK actua activant vies cataboliques a la vegada que
inhibeix processos biosintétics, mantenint d’aquesta manera els pools energétics
cel-lulars (Hardie and Carling, 1997). Els mecanismes bioquimics responsables de
lincrement de lactivitat AMPK i conseqient modulacié de les seves dianes
downstream impliquen essencialment dos processos que interactuen: una activacié
alostérica i canvis en l'estat de fosforilacié de I'enzim. L'AMP s’uneix i activa
alostéricament la quinasa (Hardie et al., 1999) alhora que afavoreix la seva
fosforilacio per la seva quinasa upstream (Hawley et al., 1995), recentment
identificada com la LKB1 (Hawley et al., 2003; Woods et al., 2003). Addicionalment,
la interacci6 amb 'AMP fa que esdevingui pitjor substrat per a les fosfatases, tot

evitant aixi la seva inactivacié (Davies et al., 1995). Totes aquestes evidéncies
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suggereixen que canvis molt petits en la concentracié intracel-lular dAMP poden

modular I'activitat de TAMPK d’'una manera sinérgica.

Tot i que tradicionalment s’ha assumit que les alteracions en el pool
intracel-lular de nucleotids d’adenina sén conseqiéncia de canvis en el
metabolisme energétic, com per exemple aquells derivats de I'estrés oxidatiu, es va

analitzar I'efecte de I'adenosina extracel-lular sobre I'activitat de TAMPK.

L’adenosina és captada en cél-lules de mamifer pels ENTs i els CNTs,
basicament ENT1 i CNT2 serien els principals responsables d’aquest procés.
Tanmateix, com que CNT2 és un transportador concentratiu i presenta una Km
aparent d’'un ordre de magnitud inferior a la ’'ENT1, sembla ser el millor candidat
per mitjancar el transport d’adenosina i en conseqiiéncia contribuir al pool
intracellular d’AMP. Recentment, el nostre grup d’investigacié ha demostrat que la
funcié CNT2 pot estar estimulada de manera transitoria mitjangant un mecanisme
que implica I'obertura dels canals de potassi dependents d’ATP (Duflot et al., 2004).
Aquest tipus particular de canals de potassi sén a la vegada sensors dels canvis en
el pool de nucleodtids, com 'AMPK, aquest fet reforcaria la hipotesi postulada. Aixi,
I'adenosina extracel-lular, i de manera particular la seva captacié via CNT2, podrien

contribuir en la regulacié de 'AMPK.

Per tal de determinar el possible efecte de I'adenosina sobre l'activitat de
'AMPK, es va afegir el nucledsid al medi de cultiu de les cél-lules IEC-6 a una
concentracié de 10 uM. Al cap de 10 min de tractament es van immunoprecipitar de
manera especifica les isoformes catalitiques a1 i a2 i es va mesurar la seva
activitat. Cal destacar que s’han de lisar les cél-lules rapidament, ja que el simple fet
d’extreure el medi de cultiu pot produir certa activacié d’aquesta proteina quinasa
(figura 37.A). Com es pot observar, les cél-lules IEC-6 expressen de manera
majoritaria la isoforma o1 i I'adenosina produeix un increment significatiu
(aproximadament 2 vegades) de la seva activitat. Com a control de I'experiment, es
van incubar les cél-lules amb aicar, un activador farmacologic de 'AMPK, usant les
condicions adients per produir un efecte maxim (500 uM durant a 1 hora). Com en
el cas de l'adenosina, laicar activa de manera especifica la isoforma af,
predominant en aquesta linia cel-lular. Aquest increment d’activitat en preséncia
d’adenosina i aicar es correlaciona amb un augment de la fosforilacié de la Thr172

de la proteina (figura 37.B).
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Figura 37: L’adenosina activa ’AMPK en cél-lules IEC-6. (A) Les cél-lules IEC-6 es van
incubar en preséncia o abséncia d’adenosina 10 uM o Aicar 500 pM durant 10 minuts o 1 hora
respectivament. Es van aillar els complexes AMPK d’extractes cel-lulars mitjangant Ila
immunoprecipitacio amb un anticos anti-a1AMPK o anti-a,AMPK. Les activitats dels complexes
a¢ i a2AMPK es van mesurar mitjancant la fosforilacio del péptid AMARA. La significativitat
estadistica es va determinar mitjangant el test de la t de Student, essent **p<0.01; ***p<0.001.
B) Les cél-lules es van tractar amb adenosina i aicar com s’ha detallat anteriorment i es va
analitzar I'estat de fosforilacidé de la Thr172 de 'AMPK a partir d’extractes de proteina. Com a
control de carreaa es va utilitzar un anticos anti-B-actina.

Amb l'objectiu de determinar les condicions en les quals l'adenosina
exerceix un efecte maxim, es va realitzar un assaig de time course (figura 37.A) i
una dosi-resposta (figura 37.B/C) a diferents concentracions d’adenosina. Aixi, a
diferents temps després de I'addicié d’adenosina 10 uM es va mesurar el nivell de
fosforilacio de 'AMPK. Es tracta d’un efecte molt rapid, de manera que l'increment
de la forma fosforilada de la quinasa comencga practicament d’immediat i es manté
aproximadament uns 30 minuts (figura 37.A). Addicionalment, es pot apreciar que
'efecte depén de la dosi, produint-se una resposta maxima al voltant d’'una
concentracié de 10 uM tot i que la concentraci®6 minima provada (1uM) també
produeix un increment de la fosforilaci6é de la quinasa (figura 38.B). Paral-lelament
es va monitoritzar l'activitat a1AMPK després d’incubar les cél-lules IEC-6 amb

concentracions creixents d’adenosina (figura 38.C). El perfil d’activacié obtingut és
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el mateix, amb un maxim d’activitat a1AMPK al voltant d’'una concentracié 10 uM i
amb una Kg5 aparent d’activacié de 0.47 uM. Aquestes observacions indiquen que
I'efecte produit per aquest nucledsid és fisiologicament rellevant ja que té lloc en
rangs propers als que es troba I'adenosina en els fluids corporals. Diversos autors
han descrit que la concentracié d’adenosina en sang és d’entre 0.3-1 uM (Lasley et
al., 1998; Pasini et al., 1996; Saadjian et al., 2002), tanmateix, en el lumen intestinal
i a la vena porta pot arribar a concentracions superiors. Addicionalment, I'accié de
les ectonucleotidases poden produir un increment local de la concentracié d’aquest
nucledsids (Che et al., 1997; Roman and Fitz, 1999).
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Figura 38: Time course i dosi-resposta de I'efecte de I'adenosina sobre la fosforilacio i
I'activitat AMPK. Els nivells de fosfo-AMPK es van monitoritzar per Western Blot a diferents temps
després del tractament de les cél-lules IEC-6 amb adenosina 10 uM (A) o a 10 minuts després del
tractament amb adenosina a diferents concentracions (B). La magnitut de la inducci6 es va
quantificar densitométricament. Els resultats (mitjia £+ SEM) es presenten com unitats arbitraries
normalitzades als valors obtinguts en ceél.lules control (no tractades). C) L’activitat aiAMPK
endogena es va mesurar 10 min després de I'addicié d’adenosina a les concentracions indicades.
La significativitat estadistica pel métode de la t de Student: *<0.05, **p<0.01, ***<0.001.
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Per tal de confirmar l'increment del pool intracel-lular ’AMP en preséncia
d’adenosina extracel-lular, es van determinar les concentracions intracel-lulars
d’AMP, ADP i ATP mitjangcant HPLC a diferents temps després de I'addicio
d’adenosina 10 uM al medi de les cél-lules. Com es pot observar a la Taula 6 el
tractament amb adenosina resulta en un augment immediat i transitori de les
concentracions d’AMP intracel-lular que sembla coincidir amb l'inici de I'activacio de
'AMPK. En canvi, no es produeixen canvis significatius en les concentracions
d’ADP i ATP. Per tant podem afirmar que canvis en les concentracions
extracel-lulars d’adenosina sén susceptibles de modular el pool intracel-lular de

nucleodtids d’adenina.

pmol AMP /10°cel  pmol ADP/10°cel  pmol ATP/10°cel

Ctrl 6.11 +£0.57 9.01 +0.49 26.86 + 0.74
Ado 30 s 15.29 + 2.18* 9.14 +1.87 25.05 + 3.08
No
inhibitor  Ado 1 min 12.17 £ 1.47* 7.68 +1.35 21.70 + 1.63
Ado 10 min 9.65+1.72 592 +1.22 23.59 + 1.63
Ado 60 min 8.43 +0.62 568 + 1.59 31.85+2.66
Ctrl 9.08 + 0.14 4.76 +0.61* 20.07 + 1.34*
5-1TU
Ado 30 s 9.32+1.03 6.35+0.27 22.41 +2.88
Ado 1 min 6.46 + 1.25" 594 +0.96 25.54 + 3.27

Taula 6: Efecte de I'adenosina i de la 5’iodotubercidina sobre les concentracions de nucleotids
d’adenina. Es va addicionar adenosina 10 uM en cel.lules IEC-6 control i cél.lules préviament tractades
amb 5-iodotubercina 0.2 pM (5-ITU) i a diferents temps es va mesurar mitjangcant HPLC les
concentracions intracel-lulars d'AMP, d’ADP i ’ATP. Els resultats (mitja + SEM) estan expressats en
nmol/10” ceél.lules. Significativitat estadistica per el métode de la t de Student: *p<0.05 ado versus
control, Tp<0.05 inhibidor versus no inhibidor.
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El pas seguent va ser determinar si I'efecte de 'adenosina sobre TAMPK
s’acabava traduint en la modulacié d’alguna de les seves dianes downstream. Aixi,
es van incubar les cél-lules amb adenosina i es va analitzar I'estat de fosforilaci6 de
I'acetilCoA carboxilasa, una de les dianes més ben caracteritzada de TAMPK. Com
es mostra a la figura 39, el tractament amb adenosina produeix un increment de la
forma fosforilada de 'ACC, que en aquest cas és indicatiu d’'una inhibicié de la seva
activitat. L’aicar, utilitzat com a control de l'assaig, també indueix I'estat de
fosforilacio de 'ACC (figura 39.A).
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Figura 39: L’adenosina promou la fosforilacié de I’AcetilCoA carboxilasa, diana de
I’AMPK. A) L’analisi de la fosforilaci6 de 'ACC mitjancant Western blot es va realitzar en
extracte de cél-lules tractades amb adenosina 10 uM (Ado) o aicar 500 uM durant 10 minuts o
1 hora respectivament. Les analisis estadistiques es van realitzar per el test de la t de Student:
*p<0.05, ***p<0.001. B) Les cel-lules IEC-6 es van infectar amb un adenovirus control (Ad.Null)
o un adenovirus que codifica per una forma mutada de 'AMPK (Ad.a;DN) (30 pfu/cél.). 24
hores post-infeccié es van incubar les cél-lules amb adenosina 10 yM durant 10 minuts.
L’activitat AMPK total es va mesurar en lisats cel-lulars sense immunoprecipitacié prévia
realitzant un assaig quinasa amb el péptid AMARA i la regulacié6 de 'ACC es va determinar
mitjangant Western blot sota les mateixes condicions. Com a control de I'eficiencia d’infeccio,
es va mesurar la proteina total de asAMPK per Western blot en cél-lules control i cél-lules
infectades amb els adenovirus Ad.Null i Ad. a;DN

Per tal de comprovar que aquest efecte sobre 'ACC esta mitjancat per
'AMPK, es va utilitzar un vector adenoviral que expressa una forma mutada de
'a1AMPK (Ada1DN). La sobreexpressié d’aquesta proteina mutada resulta en un
efecte inhibidor dominant negatiu sobre [I'activitat enddgena de les céllules,
observant-se tant una disminucié de l'activitat basal de TAMPK com una disminucio

de la forma fosforilada de 'ACC (figura 39.B). Les cél-lules no infectades i les
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céllules infectades amb un adenovirus control mantenen l'increment d’activitat
AMPK en resposta al tractament amb adenosina, no obstant, les cél-lules infectades
amb l'adenovirus Ada1DN a més de presentar una disminucié de I'activitat basal de
la proteina quinasa han perdut la capacitat de respondre al nucleodsid. Aixi, no
s’observa cap increment, ni de l'activitat de TAMPK ni de la fosforilacié de I'ACC,
després de I'addicié d’adenosina, la qual cosa demostra que I'efecte produit sobre
’ACC requereix l'activacié de 'AMPK. L’analisi per Western blot dels nivells de
proteina totals de la subunitat a1 revela que la transduccié adenovirica amb la
forma mutant resulta en un nivell de proteina més elevat al dels que s’obté quan

s’utilitza el corresponent vector control (Ad.null).
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Figura 40: La fosforilacio de I’adenosina és necessaria per I’activaciéo de ’'AMPK en cél-lules
IEC-6. L'efecte de la inhibicié de I'adenosina quinasa sobre la induccié de I'activitat de TAMPK per
adenosina es va dur a terme pre-incubant les cél-lules IEC-6 amb 5’-iodotubercidina (5’-ITU) 0.2 yM
durant 30 minuts. (A) Activitat a1AMPK endogena. (B) Westerns blot representatius dels nivells de
fosfo-AMPK i fosfo-ACC i corresponents analisis densitomeétriques. Significativitat estadistica pel test
de la t de Student: *p<0.05, **p<0.01. C) Les cél-lules IEC-6 es van tractar amb inosina 10 yM durant
10 minuts i es va determinar I'activitat i els nivells de fosforilacié de TAMPK.
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L’adenosina és un autocoid que exerceix una varietat de funcions a través
de diferents tipus de receptors de membrana (receptors d’adenosina, AR). En
aquest sentit, per tal de descartar la possibilitat que l'activaci6 de 'AMPK per
adenosina es tractés d’'un efecte purinérgic, es va bloquejar la fosforilacio de
'adenosina i consequent formaci6 d’AMP, mitjancant la 5-iodotubercidina, un
inhibidor de I'adenosina quinasa, I'enzim que catalitza aquesta reacci6 (figura 40).
Com es pot observar, el pretractament de les cél-lules IEC-6 amb iodotubercina 0.2
1M durant 30min produeix un bloqueig de l'increment d’activitat AMPK en resposta
a l'adenosina (figura 40.A). La inhibici6 de I'adenosina quinasa bloqueja de la
mateixa manera lincrement dels nivells de les formes fosforilades de 'AMPK i
ACC (figura 40.B). En efecte, el tractament amb 5'-iodotubercidina prevé
'augment de les concentracions intracel-lulars d’AMP en resposta al nucleosids
(Taula 6). En aquestes condicions també es produeix una disminucié clara de les
concentracions d’ADP i en menor mesura de les concentracions d’ATP, fet que
podria ser degut a mecanismes compensatoris associats a la inhibicidé de la
fosforilacio de I'adenosina. Addicionalment, la inosina, un metabolit generat a partir
de la desaminaci6 de I'adenosina via 'adenosina deaminasa, no produeix cap canvi
significatiu de la fosforilacié ni de I'activitat AMPK (figura 40.C). Aquests resultats
permeten afirmar que la metabolitzacié de I'adenosina, i més precisament la seva

fosforilacio, és necessaria perqué tingui lloc I'activacié de 'AMPK.

Arribats a aquest punt, ens vam plantejar establir la contribucié del transport
d’adenosina en l'activacié de 'AMPK, i en particular determinar el possible paper de
transportadors especifics en aquest efecte. Aixi, es va analitzar de manera
independent la possible implicacié del transportador concentratiu d’alta afinitat
d’adenosina CNT2 i d’'altra banda el paper dels transportadors equilibratius ENT1 i
ENT2 en aquest efecte. Com que no existeixen inhibidors especifics de I'activitat
CNT2, aquest estudi es va dur a terme mitjangant una inhibicié en cis amb un excés
de Formicina B, un substrat d’alta afinitat per CNT2 no metabolitzable (figura 41).
Per tal de poder determinar més clarament el paper de CNT2, aquests experiments
es van monitoritzar a una concentraci6 d’adenosina d’1 uM. En preséncia de
Formicina B a una concentracié de 100 uM s’aconsegueix un 65% d’inhibici6é de la
component de transport d’adenosina dependent de sodi (figura 41.A). En aquestes
condicions, el transport independent de sodi via ENT1 i ENT2 es manté insensible a

la inhibici6 per formicina B. Cal destacar que no es va poder augmentar la
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concentracié d’aquest nucleosid perqué tot i inhibir-se completament la component
concentrativa també es produia una lleugera disminucié del transport equilibratiu.
Com s’ha demostrat, 'adenosina 1 puM produeix un increment de l'activitat de
'AMPK que es tradueix en un augment de la fosforilaci6 de 'ACC. Tanmateix, en
presencia de formicina B, és a dir quan la funcié CNT2 esta parcialment inhibida, es
bloqueja la induccié de I'activitat de 'AMPK (figura 41.B) i de la mateixa manera

tampoc incrementen els nivells de la forma fosforilada de 'ACC (figura 41.C).
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Figura 41: Efecte de la inhibicié de I’activitat del transportador CNT2 sobre la regulacio
de 'AMPK per adenosina en cél-lules IEC-6. A) Inhibici6 del transport dependent i
independent de sodi per Formicina B 100 yM (Fb). B/C) Les cél-lules van tractar-se amb
adenosina 1 uyM en preséncia i abséncia de Formicina B 100 pM durant 10 minuts i a
continuacié es va determinar l'activitat 0tAMPK (B) i els nivells de fosfo-ACC (C). La
significativitat estadistica es va dur a terme per el test de la t de Student, essent: *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001.

D’altra banda, el possible paper dels transportadors equilibratius es va
determinar mitjangant la inhibicié6 de la seva funci6 amb una barreja de NBTI,
inhibidor especific d’ENT1, i dipiridamol, inhibidor d’ENT1 i d’ENT2 (figura 42). Les
concentracions usades van ser d'1 uM de cadascun dels inhibidors; sota aquestes
condicions el transport equilibratiu és inhibit al voltant d’'un 80%, sense produir-se
canvis significatius de I'activitat CNT2 (figura 42.A). S’ha de tenir en compte que,

com s’ha comentat a la Introducci6 les isoformes de rata rENT1 i rENT2 sén molt
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més resistents a la inhibicié per dipiridamol, per aixd no s’aconsegueix una inhibicio
total del transport equilibratiu en cél-lules IEC-6. En aquest cas, a diferéncia de
I'anterior, la inhibicié de la funcié dels ENTs no bloqueja I'activacié de 'TAMPK en
presencia d’adenosina. Aixi, es pot apreciar que lincrement tant d’activitat de
'’AMPK com de la fosforilacio de 'ACC es manté quan es tracten les cel-lules amb
adenosina 1 uM tot i afegir alhora NBTI i dipiridamol (figura 42.B). Els resultats
obtinguts suggereixen que el transport de [I'adenosina extracel-lular és
imprescindible perqué es produeixi l'activacio de I'AMPK, i el transportador
concentratiu d’alta afinitat d’adenosina CNT2 sembla ser el principal responsable

d’aquest efecte.
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Figura 42: Efecte de la inhibicié dels transportadors equilibratius sobre la regulacio de
I’AMPK per adenosina en cél-lules IEC-6. A) Inhibicié del transport adenosina per NBTI 1
UM (N) i per una barreja de NBTI 1 uM i dipiridamol 1 pM (N/D). B) Anadlisi dels nivells de
fosfo-ACC en cel.lules incubades amb adenosina 1 uM en preséncia o abséncia de NBTI 1
uM i dipiridamol 1 uM durant 10minuts. Significativitat estadistica mitjangant el test de la t de
Student essent **p<0.01.

Una vegada establert el paper de 'adenosina extracel-lular en I'activacio de
’AMPK en la linia cel-lular intestinal de rata IEC-6, es va comprovar si aquest efecte
es reproduia en cél-lules hepatiques (cél-lules FAO i cultiu primari d’hepatdcits),
models on s’ha estudiat més extensament el seu paper en la regulacié del
metabolisme energétic (Carling 2005, Hardie 2004; Ferré et al., 2003). La

caracteritzacio de I'expressié dels transportadors de nucleodsids en els models
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hepatics duta a terme en el nostre laboratori (del Santo et al., 1998) ha demostrat
que tant les cél-lules FAO com els hepatocits expressen els transportadors
equilibratius ENT1 i ENT2 i com a principal transportador concentratiu presenten el

transportador CNT2.

El tractament de les cél-lules FAO amb adenosina 10 uM i aicar 500 uM,
produeix un increment significatiu de l'activitat a1AMPK (figura 43.A) i aquest
efecte es tradueix en un augment de la forma fosforilada de la seva diana, 'ACC
(figura 43.B). Addicionalment, de la mateixa manera que en el cas de les cél-lules
IEC-6, l'activacié desapareix quan es bloqueja la fosforilacié de I'adenosina i en
conseqiiencia la formaci6 d’AMP mitjangant un pretractament amb 5'-

iodotubercidina 0.5 uM durant 30min (figura 43.B)
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Figura 43: L’adenosina extracel-lular activa I'activitat a;AMPK en la linia cel-lular
FAO derivada d’hepatoma de rata. A) Es van mesurar les activitats enddogenes ay i
0a2,AMPK en cél-lules FAO tractades amb adenosina 10 uM i aicar 500 uM durant 30 minuts
i 1 hora respectivament. B) Es van pre-tractar les cél-lules amb 5’-iodotubercidina 0.5 yM
(ITU) i a continuacio6 es va afegir adenosina 10 uM. Trenta minuts després es van extreure
extractes de proteina per determinar I'estat de fosforilacié de ’AMPK i TACC. Es mostren
dos Westerns blot amb les analisis densitomeétriques corresponents. La significativitat
estadistica pel test de la t de Student, essent *p<0.05, **<0.01.
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A fi de valorar la rellevancia fisiologica d’aquest fenomen, es van realitzar els
mateixos experiments en cultius primaris d’hepatocits, i en aquest model d’estudi,
els resultats anteriors es van reproduir. Aixi, es va observar una activacié de
’AMPK en preséncia d’adenosina que resulta en un increment de la fosforilacié de
'ACC (figura 44).
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Figura 44: L’adenosina activa I’AMPK i fosforila la seva diana donwstream en cultiu primari
d’hepatocits de rata. Es van tractar els hepatocits amb adenosina 10 uM i es van extreure
extractes de proteina als temps indicats per tal de mesura els nivells de fosfo-ACC. Es mostra un
Western blot representatiu i I'analisi densitométrica corresponent. Els resultats s’expressen en
unitats arbitraries normalitzades als valors obtinguts en cél.lules no tractades i relativitzades al
control de carrega (B-actina). Significativitat estadistica per el métode de la t de Sudent, essent
**p<0.01.

El conjunt de resultats d’aquest bloc posen de manifest, com es mostra en
'esquema seglent (figura 45), que I'adenosina extracel-lular, entra dins la cél-lula
via els ENTs i majoritariament via CNT2 i una vegada a l'interior cel-lular mitjancant
'acci6 de l'adenosina quinasa dbéna lloc a AMP. L'AMP actua tant de manera
alostérica com afavorint la fosforilaci6 de 'AMPK per la la LKB1, la seva quinasa
upstream, produint un increment de l'activitat AMPK que acaba resultant en la

modulacié de les seves dianes, en aquest cas 'ACC.
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Figura 45: Esquema de la regulacié de ’AMPK per adenosina extracel-lular.
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La linia cel-lular IEC-6, a més de presentar un transport equilibratiu
corresponent als transportadors de tipus ENT, reté un elevat nivell de proteina i
missatger del transportador concentratiu CNT2, que resulta en una elevada
captacio sodi-dependent d’adenosina. Com s’ha comentat al llarg d’aquesta
memoria, els transportadors concentratius de nucledsids es localitzen a la
membrana apical de les cél-lules intestinals i renals (Patil and Unadkat, 1997; Lai et
al., 2002, Mangravite et al., 2001; Valdés et al., 2000). Addicionalment, en el primer
apartat de resultats d’aquesta tesi s’ha posat de manifest que I'expressio de CNT2
en cél-lules IEC-6 no respon a senyals mitogénics perd en canvi esta regulat
transcripcionalment per glucocorticoids, agents implicats en el desenvolupament del
fenotip diferenciat dels enterocits. A partir d’aquestes observacions, tot i que sembla
que el principal paper d’aquest transportador en epiteli intestinal és I'absorcié dels
nucledsids de la dieta, es va decidir estudiar la possible implicacié d’aquest
transportador en la senyalitzacié cel-lular, en concret en la via de senyalitzacié de
'AMPK.

L’AMPK és un enzim que respon a un increment dels nivells d’AMP,
tradicionalment relacionats amb un canvi en el metabolisme energeétic, activant
processos que produeixen ATP i inhibint les vies que en consumeixen. Donat que
'adenosina és captada a través dels transportadors de nucledsids i una vegada a
I'interior cel-lular és fosforilada generant AMP, es va voler establir el possible paper
de l'adenosina extracel-lular en I'activacio de 'AMPK. Els resultats obtinguts en la
linia cellular IEC-6 han demostrat que aquest nucledsid activa TAMPK actuant de
manera especifica sobre els complexes formats per la isoforma catalitica a1, els
quals sén predominants en aquestes ceél-lules. Es tracta d'un efecte rapid i
dependent de dosi, amb una Kg5 aparent aproximada de 0.47 Aixi, I'efecte sembla
fisiolbgicament rellevant: en primer lloc, les concentracions d’adenosina utilitzades
no sén farmacologiques com les que s’han usat en d’altres estudis (Saitoh et al.,
2004); en segon lloc, I'activacié de 'AMPK es tradueix en una modulacié de 'ACC,
una de les seves principals dianes; i finalment I'efecte és bloquejat quan es
sobreexpressa una isoforma mutada que actua dominant negatiu de la subunitat
a1AMPK endogena. Addicionalment, la magnitud de I'efecte induit per I'adenosina
esta en el rang del qué s’ha préeviament descrit per I'activacié fisiologica de 'AMPK
com per exemple en el cas de la seva activacié per I'adiponectina en adipocits (Wu
et al., 2003).
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L’adenosina juga un paper determinant en la peristalsis i els processos de
secrecio intestinals. En [l'epiteli intestinal, aixi com en ['epiteli coldnic i linies
derivades s’ha detectat la preséncia dels quatre receptors d’adenosina (A1, A2a,
A2b i A3) i s’ha demostrat la seva implicacié en la regulacié del transport d’ions i
aigua en aquest teixits a través de lestimulaci6 d'una varietat de vies de
transduccié de senyals (Bucheimer and Linden, 2004; Christofi et al.,, 2001;
Hancock and Coupar, 1995a;b). En aquest sentit, I'activacié de I'activacié de la
secrecio de CI a través dels receptors d’adenosina A2b és un dels efectes més ben
caracteritzats. En aquest cas i segons la via classica, I'activacié purinérgica dels
receptors A2b acoblats a proteines G, produeixen l'activacié de I'adenilat ciclasa i
en consequéncia un increment dels nivell dAMPc que actuen directament sobre el
canal de CI' (CFTR) en el colon (Clancy et al.,, 1999). Tanmateix, s’ha demostrat
que aixd no és el que té lloc en el nostre sistema. En efecte, si es tractés d’'una
activacié purinérgica, la inhibicié del transport d’adenosina i la seva fosforilacié
haurien produit un increment de les concentracions extracel-lulars d’adenosina
afavorint aixi la seva assequibilitat pels receptors P1 i I'activacié de 'AMPK. Pero en
el nostre model, I'estimulacié de la AMPK, i en conseqiiéncia la modulacié de
'ACC, és deguda a un increment en el pool intracel-lular d’AMP produit per

I’entrada de 'adenosina extracel-lular i a la seva conversié a AMP.

La possible contribucié de les diferents isoformes de transportadors de
nucleosids en I'activacio de 'AMPK en resposta al tractament amb adenosina es va
dur a terme de manera independent mitjancant d’'una banda la inhibici6 del
transportador concentratiu CNT2 i d’altre banda la inhibicié dels transportadors
equilibratius ENT1 i ENT2. En el cas de CNT2, com que no existeixen inhibidors
especifics de la seva funcidé, només es va poder aconseguir una inhibicié parcial
sense que es produis una alteracid del transport equilibratiu. Utilitzant una
concentraci6 d'1 uM d’adenosina, s’observa un augment significatiu
d’aproximadament el 50% per sobre l'activitat i I'estat de fosforilacié basals de
’AMPK. Cal destacar que l'activacié que es produeix in situ, és dificil de determinar,
ja que com que l'assaig quinasa es realitza sota condicions saturants d’AMP, no es
tenen en compte els efectes alostérics de les concentracions variables d’AMP que
estan en contacte amb l'enzim in vivo. Tanmateix, una concentracié d'1 puM
d’adenosina resulta en un increment de la fosforilacid de 'ACC i aquest efecte és

completament bloquejat quan la funci6 CNT2 és inhibida només un 65%. Aquest
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seguit de dades suggereixen que, a banda del seu paper en I'absorcio, CNT2 també
contribueix a la via de senyalitzacio de TAMPK. S’ha descrit que en els enterocits la
sintesi de lipids de novo presenta una regulacié nutricional (Haidari et al., 2002), en
aquest context és temptador especular que [lincrement de [I'assequibilitat
d’adenosina en el lumen, associat a la ingesta, podria modular els processos
metabodlics en I'epiteli intestinal mitjancant I'activacié de 'AMPK i les seves dianes

downstream.

D’altre banda, es va analitzar el possible paper dels transportadors
equilibratius en aquest efecte mitjangant la inhibicié de la seva funcié amb NBTI i
dipiridamol. Com per CNT2, no es va poder aconseguir una inhibicié completa
sense produir una modulacié de l'activitat concentrativa. Tanmateix, a diferéncia del
qué s’observa en el cas de CNT2, un 80% d’inhibicié del transport mitjancat pels
ENTs no és suficient per bloquejar la fosforilacié de TAMPK i 'ACC en resposta a
adenosina. Aquests resultats semblarien indicar la possibilitat que CNT2 sigui un
mitjancer clau de [l'activaci6 de 'AMPK induida per adenosina extracel-lular.
Tanmateix, aquesta observacié no descarta la possibilitat que altres tipus cel-lulars
que no expressen cap activitat de transport de nucledsids concentrativa puguin
contar amb els transportadors equilibratius per mitjancar els efectes de I'adenosina

extracel-lular.

Tot i que inicialment es pensava que l'expressié dels transportadors
concentratius estava restringida als epitelis absortius (principalment intestinal i
renal), les analisis de la distribuci6 de CNT2 han permés la seva detecci6 en la
majoria de teixits (Valdés et al., 2000). Aixi, el transportador concentratiu d’alta
afinitat d’adenosina, CNT2, s’expressa de manera abundant en fetge, pulmd,
pancreas, cervell, teixit adipods, aixi com en cor i muscul esquelétic tot i que a nivells
més baixos (Valdés et al., 2000). Recentment, en el nostre grup de recerca s’ha
posat de manifest que la seva funcié en el fetge esta regulada per I'activacio
purinérgica del receptor A1 a través d’'un mecanisme que implica la obertura dels
canals de potassi dependents d’ATP (Karp) (Duflot et al.,, 2004). Addicionalment
s’ha demostrat que la regulacié purinérgica de CNT2 és depenent dels nivells de
glucosa extracel-lulars (Duflot et al.,, 2004). Aquest treball va ser la primera
evidéncia indirecta que suggeria la possible interacci6 entre el transport
d’adenosina i l'estat energétic de la cél-lula. Per aquesta raé es va decidir

determinar si l'activacié de 'AMPK induida per 'adenosina extracel-lular es produia
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en céllules hepatiques, on el paper de 'AMPK en el metabolisme energétic esta
més ben documentat (Ferré et al., 2003; Ruderman et al., 2003; Rutter et al., 2003).
Tant en el cas de la linia cel-lular derivada d’hepatoma de rata (FAO) com en cultius
d’hepatocits primaris de rata, es va observar un efecte similar al de la linia cel-lular
intestinal IEC-6. Addicionalment, tant en cél-lules FAO com en hepatocits, la
induccio de l'activitat AMPK en resposta a I'addicié6 d’adenosina és bloquejada en
presencia de 'inhibidor de I'adenosina quinasa 5’-ITU, suggerint que el transport i la
fosforilacio de I'adenosina també sén essencials perqué I'adenosina extracel-lular
activi TAMPK en cél-lules hepatiques. Un dels principals efectes de I'activacié de
'’AMPK en hepatocits és la inhibicié de la gluconeogénesi, la lipogénesi i la sintesi
de colesterol (Hardie and Carling, 1997; Carling, 2004); en aquest sentit aquest
estudi ha demostrat que l'entrada de l'adenosina extracel-lular comporta la
fosforilacio de I'ACC via l'activacié de 'AMPK. Cal destacar que diversos autors han
estudiat el paper de I'adenosina en determinades funcions metabdliques hepatiques
(Lund et al., 1975; Carabaza et al., 1990). En alguns casos les concentracions
d’adenosina usades sén molt superiors al que s’espera en el rang fisiologic i a més
s’ha de tenir en compte la possible preséncia de respostes purinergiques,
tanmateix, potser seria interessant poder re-evaluar els efectes de I'adenosina
sobre el metabolisme energétic. En aquest context, tenir en consideracié el paper
dels processos de transport a concentracions fisioldgiques d’adenosina podria
ajudar a discriminar entre els processos que tenen lloc via receptors dels mitjancats

pel transport i subsequient metabolitzacié.

En conclusié, aquest estudi demostra que les concentracions fisiologiques
d’adenosina poden activar TAMPK mitjangcant un mecanisme que depén del seu
transport i subsequent fosforilacié a l'interior cel-lular, resultant en la modulacio
d’'una de les dianes de 'AMPK, l'acetiiCoA carboxilasa. Aquest efecte sembla
dependre en certa mesura del transportador concentratiu d’alta afinitat d’adenosina,
CNT2. Aixi, la funci6 CNT2 no només respondria als requeriments cel-lulars per a la
sintesi de nucledtids sin6 que podria jugar un paper en la senyalitzaci6. Per tant,
aquest transportador de membrana podria considerar-se un nou jugador de la

complexa regulacié de 'AMPK i del metabolisme energétic cel-lular.
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4. ESTUDI DELS DETERMINANTS ESTRUCTURALS IMPLICATS EN LA
INSERCIO DEL TRANSPORTADOR CNT2 A LA MEMBRANA
PLASMATICA.

La majoria de tipus cellulars coexpressen diferents isoformes de
transportadors de nucleodsids tant concentratius com equilibratius. Addicionalment,
en cellules absortives intestinals i renals, s’ha suggerit que aquests transportadors
mitjancarien un flux vectorial de nucledsids en una direccié (re)absortiva, és a dir
des de la llum intestinal o tubular fins a la circulacié. Tanmateix, la capacitat de les
cél-lules epitelials per a dur a terme aquesta funci6 depen de la distribucid
asimétrica dels transportadors de nucleosids entre les seves membranes apical i
basolteral, com s’ha descrit per altres families de transportadors (Kanai et al., 2000;
Wright et al.,, 2003). Els primers estudis funcionals realitzats en vesicules de
membrana apical i basolateral d’epitelis renals i intestinals van indicar una
preséncia majoritaria de les activitats concentratives N1 i N2 (corresponents a les
entitats moleculars CNT2 i CNT1 respectivament) a la membrana apical mentre el
transport basolateral semblava mitjangat principalment per activitats equilibratives.
Aquests resultats van ser corroborats per estudis de Western blot i
immunocitoquimica realitzats gracies a la generacié d’anticossos especifics contra
aquestes proteines (Valdés et al., 2000; Hamilton et al., 2001). No obstant, alguns
estudis també indicaven la preséncia d’una activitat equilibrativa a la membrana
apical de les cél-lules renals (Trimble and Coulson, 1984; Williams et al., 1989;
Doherty and Jarvis, 1993). Recentment, la generacié de models d’expressio estable
dels diferents transportadors marcats amb proteines fluorescents han proporcionat
les primeres evidéncies directes de la localitzacié asimétrica dels transportadors
concentratius i equilibratius en una linia cel-lular renal (Lai et al., 2001; Mangravite
et al., 2001; 2003a, 2003b)

En céllules epitelials polaritzades, les proteines de membrana sén
classificades a nivell de I'aparell de golgi i enviades cap a la seva localitzacio final,
tant sigui a la membrana apical com a la basolateral. Recentment, han comencat a
dur-se a terme estudis per tal d’'identificar els residus aminoacidics implicats en els
senyals moleculars que determinen la localitzaci®é concreta dels diferents
transportadors de membrana. En aquest sentit, s’ha descrit que els senyals de
direccionament (sorting) a la membrana estan desencadenats per diferents

seqliéncies d’aminoacids situades principalment en dominis citoplasmatics i que
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interactuen amb la maquinaria cel-lular de sorting. Moltes d’aquestes seqliéncies
consens, com per exemple el motiu de tirosines (NPXY) o les repeticions de
dileucina, estan relacionades amb senyals de localitzacié en cavitats de clatrina.
Aquests senyals semblen estar implicats tant en el repartiment correcte de la
proteina a la membrana basolateral com en el seu reciclatge per vies d’endocitosi.
D’altre banda, el direccionament de les proteines a la membrana apical sembla més
confés o ha estat menys estudiat. Aquest procés sembla basar-se en la segregacio
de les proteines apicals en vesicules o rafts enriquits en lipids que es distribueixen
preferentment a la membrana apical de les cél-lules. En certs casos, sembla que la
incorporacié en aquestes vesicules depengui de la preséncia de motius de

glicosilacié o d’ancoratges de glicosilfosfatidilinositol.

En el cas concret dels transportadors de nucledsids, no es coneixen els
residus implicats en la distribucié dual a les dues membranes de les cel-lules
polaritzades. Els pocs estudis realitzats no han permés determinar les seqiéncies
critiques responsables de la localitzacio de les diferents isoformes. En aquest sentit,
Mangravite i col-laboradors han descrit que la mutaci6 o deleccié de residus
concrets situats a I'extrem carboxi-terminal d’ENT1 (R453A i ARAIV) i d’ENT2
(L455R) no produeix canvis de la localitzacié basolateral d’aquests transportadors.
Tanmateix, els mateixos autors han demostrat que la deleccid6 del motiu de
dileucina situat a I'extrem COOH-terminal d’ENT2 produeix certa acumulacié de la
proteina en vesicules intracel-lulars i la seva expressi6é en odcits de Xenopus resulta
en una funcioé reduida si es compara amb la seqliéncia sencera, fet que demostraria
la implicacié d’aquest motiu en I'expressié del transportador a la superficie cel-lular.
D’altre banda l'Uunic estudi sobre els determinants moleculars implicats en la
localitzacié subcel-lular dels transportadors concentratius ha posat de manifest que
en el cas concret del transportador CNT2 els residus de N-glicosilaci6 no soén
essencials per al seu direccionament a la membrana apical de les cél-lules
polaritzades (Mangravite and Giacomini, 2003). Cal destacar que tot i que els
transportadors concentratius se situen de manera predominant a la membrana
apical de les cél-lules epitelials absortives, el patré6 d’expressio entre les diferents
isoformes és lleugerament diferent. Aixi, en cél-lules derivades d’epiteli renal s’ha
descrit que I'expressio de CNT1 es restringeix a la membrana apical i en canvi
CNT2 també es localitza a la membrana basolateral tot i que en menor quantitat
que a la membrana apical. Aquestes observacions indicarien I'existéncia de

mecanismes de trafic i sorting diferents pels dos transportadors, fet que s’ha posat
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de manifest en cél-lules hepatiques, on CNT2 s’expressa a la membrana basolateral
i en canvi CNT1, mitjancant la via transcitdtica, s’acaba insertant a la membrana

canalicular dels hepatocits (Duflot et al., 2002).

En base a aquests antecedents i a resultats recents obtinguts en el nostre
laboratori que indicaven per primera vegada l'existéncia d’'una regulacié de la
insercid del transportador concentratiu CNT2 a la membrana plasmatica
(Fernandez-Veledo, enviat), es va decidir generar una série d’eines a fi de poder
observar la localitzacié i trafic d’aquest transportador en resposta a factors
fisiologics. Addicionalment, ens vam plantejar estudiar la possible implicacié de
I'extrem amino-terminal de CNT2 en la seva expressio a la superficie cel-lular i en

concret en la seva localitzacié apical en cél-lules polaritzades.

4.1 Generacié i caracteritzacié de construccions per determinar la localitzacié
subcel-lular de CNT2.

Com s’ha detallat en l'apartat de Materials i Métodes, es van generar
diferents construccions del transportador concentratiu CNT2 de rata. En primer lloc
es va subclonar la seqiiencia sencera rCNT2 en el vector d’expressié en cél-lules
de mamifer (pcDNA3), i a continuacié es van generar dues construccions (CNT2-
myc i YFPCNT2) que permeten detectar la proteina amb més facilitat, tant per

immunofluorescéncia com per altres finalitats com pot ser la immunoprecipitacié.

Per tal de comprovar la funcié i localitzacié de les proteines transportadores
CNT2, CNT2-myc i YFPCNT2 es van transfectar les diferents construccions en
cél-lules CHO. Com es pot observar a la figura 46.A, les taxes de transport
dependent de sodi son similars per a les tres proteines transportadores i no
existeixen diferéncies entre la seva especificitat, de manera que accepten
guanosina perd no citidina com a substrat. Tanmateix, la caracteritzacié cinética
mostra certes variacions dels parametres cinétics. Aixi, mentre CNT2 i CNT2-myc
presenten Km aparents i Vmax idéntiques, la construccié6 YFPCNT2 presenta una
lleugera disminucié de la Km aparent (tot i mantenir-se en el rang uM baix) i també
es pot observar una clara disminuci6 de la Vmax del transportador (figura 46.C). Es
logic pensar que la unié de CNT2 amb una proteina de 30 KDA pot dificultar en part
el seu trafic i inserci6 a la membrana plasmatica. Tanmateix, tots els assaigs

funcionals s’han dut a terme sota condicions de velocitat inicial, és a dir a una
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concentracié6 de guanosina d’1 uM durant 1 min d’incubacié, i en aquestes

condicions les taxes de transport entre les diferents construccions sén similars

(figura 46.A). Quan s’analitza la localitzacié subcel-lular de la proteina mitjangant

immunofluorescéncia directa (en el cas de YFPCNT2) o immunocitoquimica amb un

anticos anti-myc (en el cas de CNT2-myc), s'observa un clar marcatge a la

membrana plasmatica de les cél-lules i un cert marcatge intracel-lular en el cas de la

construcci6 YFPCNT2, que seria consistent amb els resultats obtinguts en la

caracteritzacié cinética (figura 46.B).
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Figura 46: Determinacio de Pactivitat i localitzacié subcel-lular de CNT2, CNT2-myc i
YFPCNT2 en cél-lules CHO. Les céllules CHO es van transfectar amb els plasmids
CNT2pcDNA3, CNT2-mycpcDNAs, i YFPCNT2. A) Mesura del transport de guanosina 1 uM i
citidina 1 yM 24 hores després de la transfecci6. B) Analisi de la localitzaci6é subcel-lular de les
proteines mitjangant immunofluorescéncia directe en el cas de YFPCNT2 i mitjangant un
anticos anti-myc marcat amb FITC per CNT2-myc. C) Es van transfectar les cél-lules CHO amb
CNT2pcDNA3, CNT2-myc-pcDNA3 i YFPCNT2 i es va analitzar el transport de guanosina a
diferents concentracions en preséncia i abséncia de sodi. Els resultats (mitja + SEM) provenen
de la substraccié d’ambdues taxes respectivament. També es mostra la representacio linial
(Eddie-Hoffstee) dels resultats i a partir de la qual s’han obtingut els parametres cinétics.
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En parallel, es va determinar l'activitat i la localitzaci6 de la proteina
YFPCNT2 en dos models ampliament usats en el laboratori i que expressen de
manera endogena el transportador CNT2: les cél-lules FAO i les cél-lules HepG2,
derivades d’hepatoma de rata i huma respectivament. Tot i que els dos models
expressen CNT2, només les cél-lules FAO presenten activitat, fet probablement
degut al diferent grau de diferenciacid de les dues linies cel-lulars. Quan es
transfecten de manera ftransitoria amb YFPCNT2 s’observa la preséncia de
transport sodi-dependent en els dos models cel-lulars i en el cas de les cél-lules
FAO la taxa de transport incrementa respecte al de les cél-lules transfectades amb
el vector control (YFP-C1) (figura 47.A). També cal destacar que la taxa de
transport és molt inferior a la de les cél-lules CHO ja que es tracta de cél-lules molt
més dificils de transfectar i en conseqiliéncia les eficiéncies de transfeccié sén molt
menors. Addicionalment, es pot apreciar que en cél-lules FAO el transportador es
localitza principalment a la superficie cel-lular i en canvi en les cél-lules HepG2 el
marcatge és molt més intracel-lular (figura 47.B). Estudis realitzats en el nostre
grup de recerca, dins del marc de les tesis doctorals de la Dra. Fernandez- Veledo i
Isabel Huber-Ruano, han posat de manifest que en models hepatics, tant cél-lules
derivades d’hepatoma de rata (HepG2 i FAO) com en cultiu primaris d’hepatocits,
els acids bil-liars sén susceptibles de regular la insercié del transportador CNT2 a la
membrana plasmatica. D’aquesta manera, en preséncia d’acid taurocolic es
produeix un increment de I'activitat del transportador que es correlaciona amb un
augment de I'expressié del transportador a la superficie cel-lular (Fernandez-Veledo
et al., enviat). La generaci6é d’aquestes construccions ha permés complementar els
resultats obtinguts per mesures d’activitat, fraccionament subcel-lular i
biotinil-litzacié. Aixi, com es pot observar en la figura 47.C, el tractament de les
cél-lules HepG2 amb acid taurocdlic 500 pyM (TC) durant 1 hora produeix un

increment del marcatge de YFPCNT2 a la membrana plasmatica.
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Figura 47: Analisi de la localitzaci6 de YFPCNT2 en les linies cel-lulars FAO i HepG2. Es van
transfectar les cél-lules FAO i HepG2 amb la construcci6 YFPCNT2 o amb el vector control (YFP-C1) i 24
hores després es va mesurar la captacié de guanosina (A) o es van fixar i es va determinar I'expressio6 de la
proteina directament per immunofluorescéncia (B). Es van transfectar les cél-lules HepG2 i es va analitzar la

localitzaci6 subcel-lular de CNT2 després d’un tractament amb acid taurocolic 500 uM durant 1 hora (C).

4.2 Determinants moleculars implicats en la localitzacié del transportador.

En base al model topoldgic predit per a la familia de transportadors
concentratius (13 dominis transmembrana units per seqiiéncies curtes i uns extrems
amino i carboxi-terminals llargs) i I'analisi de la sequéncia primaria de CNT2,
mitjangant el programa Motif Scan in a Protein Sequence (PROSITE), ens vam
plantejar analitzar la possible implicacié de I'extrem N-terminal, situat en el
citoplasma cel-lular, en la localitzacié subcel-lular de CNT2 i en la seva inserci6 a la
membrana plasmatica. Amb aquest objectiu, es van generar dues construccions,
NACNT2pcDNA3 i YFPNACNT2, que doénen lloc a una forma deleccionada de
CNT2. En concret, s’han eliminat els primers 66 aminoacids de I'extrem amino-
terminal que segons lanalisi de seqUéncia contindrien un possible lloc de
fosforilacio per la PKC, dos llocs susceptibles de fosforilacid per la caseina quinasa
Il (CK Il) i possible motiu de N-miristil-lacié. La transfeccio transitoria de les cél-lules

CHO i FAO amb aquestes dues construccions va posar de manifest en primer lloc
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que les proteines delecionades son actives, el qué indica que I'extrem N-terminal no
és imprescindible per a la funcionalitat del transportador, com ja s’ha descrit per
CNT1 i CNT3 (Hamilton et al., 2001). A més, cal destacar que el transportador de
nucledsids d’Escherichia Coli, NupC, és molt més petit que els homolegs
d’eucariotes de manera que no presenta ni I'extrem N-terminal ni els tres primers
dominis transmembrana (Craig et al., 1994) Tanmateix, l'activitat de les formes
delecionades és aproximadament un 50% inferior al de les proteines completes
(figura 48.A). Addicionalment, quan s’analitza la localitzacié subcel-lular de les
dues proteines (YFPCNT2 i YFPNACNT2) s’observa que gran part de la proteina
deleccionada s’acumula a l'interior cel-lular en unes estructures en forma de grans
granuls o vesicules (figura 48.B). Aquesta retencio intracel-lular podria ser deguda
a una alteracié de l'estabilitat de la proteina, del seu lliurament a la membrana
plasmatica o del seu reciclatge. En general, els assaigs funcionals s’han dut a terme
24 hores després de la transfeccié de les cél-lules, perd es va comprovar que els
resultats es reproduien quan es realitzaven 48 o 72 hores després de la transfeccio.
Aquesta observacio indicaria que I'efecte no és degut a un enlentiment del trafic cap
a la membrana com s’ha demostrat per d’altres proteines de membrana (Manganas
et al., 1998). Mitjangant I'analisi dels parametres cinétics es va comprovar que la
deleccié de I'extrem N-terminal no afecta a la Km aparent, és a dir a I'afinitat del
transportador, siné que es produeix una disminucié de la velocitat maxima (figura
48.C). Aquests resultats indicarien que, de manera consistent amb el qué s’ha
observat per immunofluorescéncia, la diferéncia entre I'activitat de les dues
proteines (YFPCNT2 i YFPNACNT2) sén consequéncia d’'una disminucié de

I'expressio a la superficie cel-lular en el cas de la proteina delecionada.
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Figura 48: Efecte de la delecié de I'’extrem N-terminal de CNT2 en I’activitat i localitzacié
cel-lular del transportador. Es van transfectar les cellules CHO i FAO amb diferents
construccions (CNT2pcDNA3;, NACNT2pcDNA3, YFPCNT2 o YFPNACNT2) i 24 hores després
es va analitzar el transport concentratiu de guanosina (A) o es van fixar les cél-lules per tal de
determinar la localitzacié de la proteina directament per immunofluorescéncia (B). Els resultats
(mitja + SEM) s’expressen en % respecte les cél-lules transfectades amb les construccions que
codifiquen per la proteina sencera. La significativitat estadistica mitjancant el métode de la t de
Student, essent *p<0.05. (C) Es va realitzar una assaig de transport a diferents concentracions
de guanosina en cél-lules CHO transfectades amb YFPCNT2 o YFPNACNT2. Els resultats
(mitja + SEM) provenen de la substraccié d’ambdues taxes respectivament. També es mostra la
representacié linial (Eddie-Hoffstee) dels resultats i a partir de la qual s’han obtingut els
parametres cinétics.
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A continuacié, es van intentar identificar en quines estructures cel-lulars es
produeix 'acumulacié del transportador delecionat. Per a dur a terme aquest estudi,
es van realitzar una serie de immunocitoquimiques amb diferents marcadors
d'organuls o vesicules intracel-lulars relacionats amb el processament i trafic de
moltes proteines a la membrana plasmatica com el reticle endoplasmic (RE),
I'aparell de golgi, les caveoles i els endosomes. Com que alguns dels anticossos de
qué disposem en el laboratori estan dissenyats contra proteines humanes, es van
haver de realitzar aquests experiments utilitzant un model cel-lular huma, aixi, es
van triar les cél-lules HELA ja que son facilment transfectables i és una de les linies

cel-lulars més usades en I'estudi de I'expressié heterdloga de proteines.

YFPCNT2 YFPNACNT2

RE

GOLGI

CAVEOLES

ENDOSOMES

Figura 49: Estudi de la localitzacié subcel-lular de la proteina YFPNACNT2 en cél-lules
HeLa. Es van realitzar immunocitoquimques amb els anticossos primaris anti-GM130, anti-
caveolina | o anti EEA1 per tal de detectar golgi, caveoles i endosomes respectivament en
cél.lules HelLa transfectades amb YFPCNT2 o YFPNACNT2. Com a anticds secundari es va
usar I'anticos Alexa Fluor 546 Goat anti-mouse IgG (fluorescéncia vermella) En el cas del
marcatge de reticle endoplasmic es van cotransfectar les cél.lules amb les construccions de
CNT2 indicades i el plasmid pDsRed2-E que conté una seqliéncia de retencio a reticle. Les
imatges que es mostren s’han obtingut mitjangcant la superposicié de les imatges obtingudes a
les longituds d’ona d’excitacié 495 (en verd) i 556 (en vermell).
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Com es mostra en les imatges de la figura 49, cap dels diferents marcadors
utilitzats col-localitza amb les estructures amb forma de grans vesicules o granuls
intracellulars on s’acumula el transportador CNT2 delecionat. Aquestes
observacions indiquen que la proteina delecionada no s’acumula o queda retinguda
en cap de les estructures cel-lulars analitzades (RE, golgi, caveoles, endosomes).
Segons el tipus d’estructures, semblaria que una part de la proteina YFPNACNT2
que es sintetitza podria dirigir-se i acumular-se en autofagosomes. Tanmateix,
estem a I'espera de poder realitzar les comprovacions pertinents, com per exemple

una immunocitoquimica amb 'anticos anti-rab7, per validar aquesta hipotesi.

Tenint en compte que en cél-lules polaritzades CNT2 es localitza de manera
majoritaria a la membrana apical, es va decidir expressar les construccions
YFPCNT2 i YFPCNT2A en cél-lules MDCK, cél-lules que polaritzen facilment in vitro
quan es sembren sobre filtres permeables. Aixi, utilitzant aquest model i sota les
condicions descrites en 'apartat de Materials i Métodes, es va determinar el paper
de l'extrem amino-terminal en la localitzacié apical del transportador mitjancant
immunofluorescéncia directa i funcionalment mitjancant assaigs de transport apical i
basal de [H%-guanosina. Com es pot observar a la figura 50, les cél-lules MDCK
(WT) presenten un transport independent de sodi majoritari a la membrana
basolateral i una petita fraccié de transport dependent sodi, que contrariament al
que s’esperaria també es detecta a la membrana basolateral. La sobreexpressioé del
transportador CNT2 (YFPCNTZ2) en aquest model cel-lular resulta en l'aparicié de
transport dependent de sodi a la membrana apical de les cél-lules i en un increment
del transport concentratiu a la membrana basolateral (figura 50.A). Aixi, d’accord
amb el qué han descrit altres autors aproximadament el 75% de l'activitat total de
CNT2 se situa a la membrana apical i el 25% restant es localitza a la membrana
basolateral (figura 50.C) (Mangravite et al., 2001). Perd en canvi, quan s’expressa
la proteina delecionada (YFPNACNT2), la localitzacié subcel-lular del transportador
canvia de manera que el 80% del transport mitjancat per CNT2 es detecta a la
membrana basolateral mentre només el 20% restant és manté a la membrana
apical (figura 60. A/C). Les imatges obtingudes per microscopia confocal permeten
confirmar la diferent localitzacié de la proteina sencera i de la proteina delecionada
a les dues membranes de les cél-lules (figura 50.B). Addicionalment cal destacar
que la taxa total de transport entre les dues construccions varia (figura 50.A). Aixi,
analogament als resultats obtinguts en models no polaritzats, la delecié de I'extrem

N-terminal produeix una disminuci6é de I'activitat basal d’aproximadament el 40%. |
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de la mateixa manera aquesta disminucié d’activitat es correlaciona amb
'acumulacié de la proteina en granuls o vesicules intracel-lulars (figura 50.B).
Aquests seguit d’observacions suggereixen que I'extrem N-terminal és necessari

per al correcte trafic i insercié del transportador CNT2 a la membrana apical de les
cél-lules absortives.

A)
wT CNTZ NACNTZ2
i 8- = - C—INa+ dep
£ & £ I Mo+ indop
E e0- E &n- £ g0~
E ad
: a : 2
_§ 40- E 40- £ ao- —
5 g - E
= o =
g - g 20- g 20-
s E £ _
0d .. 1 o | |
g AP B
B
) YFPCNT2 ¥FPNACNT2 )
] Apical
125-
[ Basal
fu
5
p TH- |ERElEE
Z s-
il
bl
o
]

CNTZ CNTZdel

Figura 50: Localitzacié subcel-lular de CNT2 i NACNT2 en cél-lules MDCK polaritzades. Es van
sembrar les célllules en plaques de transwell i 24 hores després es van transfectar amb les
construccions YFPCNT2 i YFPNACNT2. Posteriorment, una vegada haver comprovat que la monocapa
estava correctament polaritzada (48-72 hores post-transfeccié) es va determinar la captacié apical i
basolateral de guanosina (A). El blanc representa el transport concentratiu mitjancat per CNT2 i en
negre el transport equilibratiu. Alternativament, les cél.lules es van fixar i marcar amb Faloidina-TRITC
que permet marcar els filaments d’actina (en vermell) i Toto-3-iodide que marca nucli (blau) (B). Es
mostren seccions verticals (a dalt) i horitzontals (a baix) de cél-lules transfectades amb la superposicio
de les imatges obtingudes amb les tres longituds d’ona d’excitacié. (C) Representacié del percentatge
d’activitat apical i basolateral de YFPCNT2 i YFPNACNT2 relativizat a la taxa total de transport en
cadascun dels casos.
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En aquest sentit, es pot dir que en els primers 66 aminoacids del
transportador se situa un senyal de sorting o direccionament al domini apical, tot i
que no es descarta la possibilitat que una altre sequiéncia situada en una altre part
de la proteina també sigui necessaria ja que no es perd completament la
localitzacié apical del transportador. En base als motius de seqliéncia presentsi ala
bibliografia existent respecte la implicacié de la seqliéncia de N-miristil-lacié en la
localitzacié a membrana de moltes proteines (Sugiura et al., 2002; Yasuda et al.,
2000; Vaandrager et al., 1996), es va decidir estudiar el possible paper d’aquesta
sequiéncia en I'expressié apical del transportador CNT2. Aixi, es va introduir una
mutacié puntual en el nucleodtid 391 de la seqliiencia de CNT2 a fi de que el triplet
codificant de la Gly*®, on tindria lloc I'addicié de miristat mitjancant un enllag amida,
passés a codificar una Ala.

La primera aproximacié duta a terme per determinar la funcionalitat i
localitzacié de la proteina mutada es va realitzar en un model no polaritzat, en
cél-lules CHO. Com es pot apreciar, la mutacié de la GIy5°, amb la conseqlent
pérdua del possible lloc de N-miristil-lacid no produeix cap efecte sobre l'activitat
CNT2 (figura 51.A), ni tampoc sobre la seva localitzacié a la superficie cel-lular
(figura 51.B). Es a dir, que la proteina mutada sembla seguir el mateix patré de
trafic i localitzacié que la forma wild type.
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Figura 51: Estudi del paper del motiu de N-miristil-lacio en I’activitat i localitzacié subcel-lular
de la de CNT2. Es va determinar el transport concentratiu de guanosina (A) i la localitzacio
subcel.lular de la proteina mutada per immunofluorescéncia en cél.lules CHO transfectades amb el
plasmid YFPCNT2G50A (B).
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Tanmateix, per acabar de comprovar la implicaci6 d’aquest residu en la
localitzacié apical de CNT2, es va expressar YFPCNT2G50A en el model polaritzat
de cél-lules MDCK. De la mateixa manera que en la linia cellular anterior, en
aquest tipus cellular tampoc s’observen canvis significatius respecte I'activitat del
transportador normal. Aixi, analogament a la proteina YFPCNT2, la proteina
mutada es localitza principalment a la membrana apical de les cél-lules, mitjangant
més del 75% del transport concentratiu total (figura 52). Aquests resultats permeten
concloure que el residu de N-miristil-laci6 no és essencial per a la insercid del

transportador CNT2 a la membrana apical de les cél-lules epitelials absortives.
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En aquest estudi s’ha considerat el possible paper de I'extrem N-terminal
citoplasmatic del transportador CNT2 en el seu sorting o direccionament a la
membrana plasmatica de les cél-lules i en concret a la membrana apical de les
cél-lules polaritzades. En un primer pas, mitjangcant la generacié de diferents
construccions (YFPCNT2 i CNT2-myc) que faciliten la detecci6é de la proteina s’ha
determinat la seva localitzacié subcel-lular en diferents tipus cel-lulars. Aixi, en
models cel-lulars no polaritzats CNT2 s’expressa majoritariament a la membrana
plasmatica, on desenvolupa la seva funcio, tot i que en algunes linies cel-lulars
també s’observa un cert marcatge intracel-lular com és el cas de les cél-lules CHO i
HepG2. Addicionalment, la generacié d’aquestes proteines de fusio és d’utilitat no
només en la visualitzacio de la localitzacié constitutiva del transportador CNT2 sin6
que permet detectar la seva mobilitat en resposta a factors fisiologics. En aquest
sentit, recentment en el nostre grup de recerca s’ha posat de manifest per primera
vegada que la via de trafic i la inserci6 a membrana de CNT2 esta sotmesa a
mecanismes de regulacié. Aixi, en el marc de les tesis doctorals de la Dra.
Fernandez Veledo i de la Isabel Huber-Ruano, s’ha demostrat que els acids bil-liars

modulen el trafic i localitzacié de CNT2 a la superficie cel-lular en model hepatics
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mitjangant una via que depén de la PI3K, de la cascada Ras/Raf/MEK/ERK i de la
xarxa de microtubuls. L'expressid de YFPCNT2 en cél-lules FAO i HepG2 ha
permés corroborar els resultats obtinguts per altres técniques (activitat i
fraccionament subcel-lular) i visualitzar I'increment de I'expressi6 de CNT2 a la

membrana plasmatica de les cél-lules en resposta a 'acid taurocolic.

D’altre banda, s’han confirmat resultats obtinguts per altres autors (Patil and
Unadkat, 1997; Hamilton et al., 2001; Mangravite et al., 2001) que afirmaven una
localitzacié de CNT2 predominantment apical en les cel-lules epitelials absortives.
Mitjangant assaigs funcionals en cél-lules MDCK sembrades en filtres permeables i
transfectades amb la proteina de fusi6 YFPCNT2 s’ha demostrat que el 75% de
l'activitat CNT2 se situa a la membrana apical de les cel-lules i el 25% restant es
localitza a la membrana basolateral. Aquest fet podria ser degut a una saturaci6 de
la via de trafic a la membrana apical, com ha estat descrit per a altres
transportadors (Marmorstein et al., 2000). Pero també podria reflectir un paper dual
del transportador CNT2 a les dues membranes de les cél-lules epitelials renals. En
efecte, CNT2 és el transportador més afi per adenosina , és a dir que regula la seva
concentracié tant extracel-lular contribuint a la bioassequibilitat del nucledsid als
receptors purinérgics i intracel-lular que com hem vist en I'apartat anterior sembla

jugar un paper en la regulacié de la via de TAMPK.

La polaritat de les céllules epitelials depén del repartiment i insercié
selectius de proteines i lipids en els diferents dominis de la membrana plasmatica.
Aixi, el trafic d’'una proteina al domini apical o basolateral de la membrana
plasmatica no segueix una via a l'atzar, sin6 que depén de senyals especifics o
interaccions amb altres proteines que determinen en el transgolgi (TGN) la seva
incorporacié a vesicules de transport apicals o basolaterals. S’han descrit una
amplia varietat de mecanismes implicats en el direccionament a la membrana apical
de les cél-lules polaritzades, i aquests senyals s’han localitzat tant en dominis
extracel-lulars, citoplasmatics com transmembrana de les proteines. Per exemple la
incorporaci®6 de N-glicans és essencial per a [I'expressio apical d’alguns
transportadors (Hendriks et al., 2004; Pang et al., 2004); tanmateix la mutaci6é dels
tres Unics llocs de glicosilacié del transportador CNT2 situats a I'extrem C-terminal,
va posar de manifest que no eren imprescindibles per a la seva localitzacié
(Mangravite and Giacomini, 2003). Els resultats presentats en aquest apartat

demostren que el senyal que determina el direccionament de CNT2 a la membrana
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apical es troba a I'extrem N-terminal intracel-lular. Aixi, la deleccié dels primers 66
aminoacids de la proteina resulta en la pérdua de la localitzacié apical associada a
un lleuger increment de la localitzacié basolateral. Addicionalment, en abséncia de
I'extrem N-terminal, s’observa certa retencié del transportador a I'interior cel-lular
que es tradueix en una disminucié de I'activitat total de transport d’aproximadament
el 40% tant en cel-lules MDCK polaritzades com en models no polaritzats (cél-lules
CHO, HeLa i FAO). El fet que es produeixi una baixada de la taxa inicial de
transport en cél-lules no polaritzades perd en canvi que l'activitat basolateral en
cel-lules MDCK no es vegi afectada, sindé que fins i tot incrementi, podria suggerir
que a més de bloquejar el trafic a la membrana apical de les cél-lules, la deleccid
dels primers 66 residus podria comportar un mal plegament de la proteina. En
aquest sentit, si només s’ha perdut el senyal que determina on ha de distribuir-se la
proteina, el més probable és que es produeixi una acumulacié o retencié a nivell del
reticle endoplasmatic o de I'aparell de golgi, com s’ha descrit per a altres proteines
de membrana (Sun et al., 1998; Hendriks et al., 2004; Miranda et al., 2004). No
obstant, les immunocitoquimiques realitzades amb diferents marcadors
d’estructures cel-lulars posen de manifest que la proteina truncada no queda
retinguda en aquests organuls. Tot i que no s’ha pogut acabar de comprovar, pel
tipus de marcatge que s’observa podria tractar-se d’agregosomes o autofagosomes,
que en els dos casos indicarien que una part de la proteina sintetizada no és capag
de plegar-se correctament i s’acabaria acumulant en aquestes estructures per

poder ser eliminada.

En concret, el conjunt de dades presentades demostren que una forma
mutada del transportador CNT2 a la que li manca la cua amino-terminal perd la
seva localitzacié polaritzada a la membrana apical, és a dir, que existeix una
seqliéncia en els primers 66 aminoacids de la proteina determinants per al seu
direccionament apical. Segons les analisis de sequéncia, en aquest extrem es
localitzen 3 dominis conservats: dos llocs susceptibles de fosforilacié per la CK I
(aminoacids 37-40; 46-49), un per la PKC que es solaparia a un dels anteriors
(aminoacids 46-48) i un possible motiu de N-miristil-lacié6 (aminoacids 50-54). Com
que algunes proteines de membrana requereixen la preséncia de motius de N-
miristil-lacié per poder ser expressades a la superficie cel-lular (Sugiura et al., 2002
Yasuda et al., 2000; Vaandrager et al., 1996; Sessa et al., 1993) i a més s’ha descrit
que alguns motius de N-miristil-lacié sén suficients per dirigir la proteina GFP a la

membrana plasmatica (McCabe and Berthiaume, 1999), es va decidir analitzar la
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possible implicacié d’aquesta sequéncia en el trafic de CNT2 a la membrana i en
concret a la membrana apical de les cél-lules MDCK. Sorprenentment, el canvi de la
Gly*®, que és on tindria lloc la incorporacié de miristat, a Ala, va posar de manifest
que aquest residu no és essencial per a la localitzacié subcel-lular de CNT2, de
manera que no s’observen diferéncies significatives ni de l'activitat ni de la

localitzacié subcel-lular entre la proteina mutant YFPCNT2G50A i la proteina wild

type.

Actualment dins del projecte de tesi de la doctoranda Itziar Pinilla, s’esta
duent a terme un mapatge exhaustiu de I'extrem N-terminal mitjancant la generaci6
de diferents proteines de fusi®6 YFPCNT2 que contenen deleccions seqliencials de
la proteina i mitjangant mutagénesi dirigida dels dos possibles llocs de fosforilacio
de la caseina quinasa Il (CK Il). El fet que no s’hagin observat canvis de I'activitat
basal de CNT2 quan s’ha analitzat, mitjancant inhibidors especifics, la possible
implicacio de la PKC en resposta a diferents efectors, suggereix que aquesta
proteina quinasa no juga cap paper en lactivitat o en la localitzacié del
transportador. En canvi, existeixen evidéncies de la possible implicacié de les
proteines CK Il en l'activitat dels transportadors de nucledsids. En aquest sentit,
s’ha descrit que I'expressié d’'una forma mutada i inactiva de la CK Il, produeix un
increment de l'activitat es i un increment del nombre de transportadors ENT1 a la
membrana plasmatica. Els autors postulen que la vida mitja dels transportadors
ENT1 a la membrana plasmatica i/o el seu trafic a través compartiments de
membrana subcel-lulars estaria regulat en part mitjancant la fosforilacié del
transportador per la caseina quinasa (Stolk et al., 2005). No obstant, cal tenir en
compte, que a diferéncia de CNT2 i els altres transportadors concentratius, els
transportadors equilibratius se situen a la membrana basolateral de les cél-lules
epitelials absortives, és a dir que els senyals de sorting han de ser diferents entre
les dues families; a més cal destacar que en el treball que es cita no hi ha cap
evidéncia directa de la implicacié del motiu de fosforilacié per CK Il en I'expressio a
membrana d’'ENT1.

D’altre banda, s’ha descrit que I'expressié apical del transportador d’acids
bil-liars que s’expressa a intesti prim, Asbt, requereix la preséncia d’'una seqléncia
de 14 aminoacids a I'extrem citoplasmatic de la proteina, I'extrem C-terminal, molt
semblant a la de I'extrem amino-terminal de CNT2 i que conté dos llocs de

fosforilacio seguits un per a la CK Il i un per a la PKC (Sun et al., 1998; Sun et al.,
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2003). En aquest cas, s’ha demostrat que malgrat que es produeix una disminucié
del transport apical quan es muten els dos llocs susceptibles de fosforilacioé per la
CK ll'ila PKC, és necessaria la deleccié de la seqliencia de 14 aminoacids sencera
perqué es perdi completament la localitzacié apical i es produeixi una inserci6 a les
dues membranes de les cél-lules MDCK a l'atzar. Addicionalment, els autors,
mitjangant analisis estructurals d’espectometria de masses, han posat de manifest
que els 14 aminoacids adopten una conformacié determinada en forma de gir BB,
que és essencial per dirigir el transportador a la membrana apical de les cél-lules
(Sun et al.,, 2003). Posteriorment, s’ha demostrat que el transportador Asbt,
interacciona amb la subunitat ¢ de la bomba de protons de vacuoles (VPP-c) i que
aquesta interaccié, malgrat no ser suficient, si que és resonsable en certa mesura la

localitzacié apical del transportador (Sun et al., 2004).

En aquest estudi s’han definit les primeres bases per tal d’identificar els
determinants moleculars implicats en la localitzaci6 del transportador CNT2,
tanmateix queda un llarg cami a recorrer. Les dades obtingudes demostren que a
'extrem amino-terminal se situa un senyal de sorting a la membrana apical de les
cél-lules epitelials renals MDCK i possiblement la part de seqiiéncia que conté els
llocs consens de fosforilaci6 de la CK Il i PKC és determinant en aquesta
localitzacié. Actualment, en el nostre grup de recerca s’esta duent a terme una
doble aproximaci6 per tal de poder finalitzar aquest estudi. D’'una banda, com s’ha
comentat, s’esta acabant de definir la seqiiéncia minima responsable de la
expressié polaritzada del transportador i d’altre banda s’esta intentant identificar
possibles proteines d’interaccié implicades tant en la localitzacié com en la funcié o
regulacié del transportador CNT2. Cal tenir en compte que CNT2 presenta una
localitzacié determinada segons el tipus cel-lular, de manera que a diferéncia del
que s’ha vist en epitelis absortius intestinals i renals, en cél-lules epitelials
hepatiques la seva expressié es restringeix a la membrana basolateral. Aquest fet
suggereix la preséncia i participacié de proteines d’interaccié especifiques de teixit.
Aquesta busqueda I'esta realitzant la doctoranda Isabel Huber-Ruano mitjangant la
técnica del doble hibrid en llevat, experiments de GST pull-down i electroforesi

bidimensional.
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