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1. Produccio i purificacio dels ectodominis de 4F2hc i rBAT

L'estratégia de produir els dominis solubles de les subunitats pesades dels
transportadors heteromerics d’aminoacids ha estat un exit per a 4F2hc, pero no per
a rBAT. Experiments de vida mitjana fets al nostre laboratori per Paola Bartochioni
demostren que la proteina rBAT és una proteina altament inestable, amb una vida
mitjana de tan sols 140 minuts en cél-lules MDCK, quan no s’expressa juntament
amb la subunitat lleugera b®*AT i per tant no forma part de I'heterodimer.
Segurament, el fet de tenir moltes possibilitats de formar ponts disulfur
intramoleculars en el domini extracel-lular també és un impediment per a la
produccié d’aquesta proteina en bacteris, tot i que els intents de solucionar aquest
problema, com la produccié d’EDrBAT sense la cua C-terminal, on hi ha 3 cisteines,
o la produccio de I'ectodomini en cél-lules E. coli especifiques per formar ponts
disulfur, tampoc han donat mai resultats.

En 4F2hc, pero, el fet de poder produir aquest domini de manera soluble en bacteris
i en el medi de cél-lules HEK293T ja ens demostrava que l'estructura d’aquest
domini era compacta, que realment aquest domini no amagava més helixs
transmembrana i que segurament I'estructura seria semblant a les glucosidases. Tot
aixo també va ser corroborat amb els estudis de dicroisme circular, que ens van
donar unes Tm forca elevades (56 °C), mostrant un caracter d’estructura molt
estable, i també uns percentatges d’estructura secundaria molt semblants als que
ens podiem esperar en un barril (a/B)si un domini tot $, com el de les glucosidases.
Finalment, la produccié d’ED4F2hc en cel-lules HEK 293T ens demostra que la
proteina glicosilada en cel-lules de mamifer també és soluble. Aquesta proteina ens
obre moltes portes per poder estudiar les glicosilacions de 4F2hc i com afecten
aquestes en l'estructura ja resolta de I'ectodomini. En els estudis de cristal-litzacio
preliminars que s’han dut a terme amb la proteina glicosilada es veu una tendéncia a
cristal-litzar, formant microcristalls i esferolits. En aquestes condicions de
cristal-litzacié hi coincideix la sal, acetat de zenc, la qual cosa ens fa pensar que
potser el zenc és un element important en l'estructura cristal-lina que es troba en
aquests microcristalls. Per altra banda aquesta proteina glicosilada ens servira per
fer estudis funcionals i d’'interaccié amb altres proteines, ja que és més similar a

I'ectodomini de la proteina 4F2hc en condicions fisiologiques.
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2. L’estructura d’'ED4F2hc. Relacio amb les glucosidases |
rBAT

Amb la resolucié de l'estructura de I'ectodomini de 4F2hc hem demostrat el que per
alineaments de seqiéncia ja s’havia apuntat: realment té una estructura semblant a
la de les o-amilases. Aquesta afirmacié també creiem que es pot aplicar a

I'ectodomini d’rBAT, i amb més rad perque I'homologia és més alta.

Fent un Blast contra la base de dades de les proteines conegudes (nr) amb la
sequencia d’aminoacids de la proteina rBAT humana (gen SLC3A1) trobem que les
proteines que més s’hi assemblen son les de la seva mateixa familia de HSHAT. Les
segients proteines que s'alineen, amb un 35-40% de similitud, sén el precursor de
maltasa o precursor d’'a-glucosidasa de 2 espécies d’insectes, Drosophila i Aedes

aegypti (mosquit de la febre groga).

Com ja s’ha explicat en la introduccié d’aquesta memoria, la relacié entre 4F2hc,
rBAT i les glucosidases ja havia estat objecte d’estudi en algunes publicacions. Amb
I'objecte d’entendre la relacié estructural i funcional entre aquestes proteines
s’havien publicat diversos alineaments de seqgiiencia amb I'oligo-1,6-glucosidasa de
B. cereus, que tenia l'estructura tridimensional resolta a una resolucié de 2 A
(Watanabe et al., 1997). En gran mesura aquests alineaments ens van servir per

plantejar la resolucié de I'estructura per reemplacament molecular.

Si superposem diverses estructures de la familia de les a-amilases i la d’ED4F2hc
podem veure quines son les parts més conservades (figura 42). Encara que per
homologia de sequéncia no trobem homologia en la meitat del barril (a/B)s que va
des de Aa4 fins a Ap6 (figura 42 A) podem veure com els fulls beta que s'hi
comprenen (AB5 i AB6) estan estructuralment molt conservats (figura 42 B). En canvi
les hélixs i els fragments entre les beta i les hélixs, estan forca desplacats i fins i tot
hi ha bucles que no existeixen en ED4F2hc. Els bucles, en general, sén les zones on
les diferents estructures de la familia de les a-amilases difereixen més. Un dels
elements importants és el domini B, que és un d’aquests bucles que en 4F2hc no
existeixen o esta molt reduit. L’helix Aa5 és I'estructura secundaria del barril (a/B)s
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que mostra més diferencies entre les diferents glucosidases i ED4F2hc, tant de
sequiiéncia com d’estructura. En arribar a I'hélix Aa6 tant 'homologia de sequéncia
com la superposicié d’estructures mostren que les proteines tornen a assemblar-se, i
aixo es conserva fins més o menys la meitat del domini C-terminal. Aquest fragment
constitueix una part estructural important, ja que sén els residus del barril i del domini

C que estan interaccionant i permeten I'arquitectura entre aquests dos dominis.

Aixi, en l'alineament estructural d’ED4F2hc i I'oligo-1,6-glucosidasa de B. cereus
(figura 32) comprovem que els alineaments de seqiencia publicats fins ara eren
bastant encertats, i contenien els elements d’estructura secundaria que també es
mantenen en l'estructura. Tot i aix0 podem veure una major conservacié de

I'estructura respecte la conservacio de la sequencia.

Llavors, tenint I'estructura semblant a glucosidases d’ED4F2hc, ens preguntavem
com estava el centre actiu. El centre actiu de la familia de les a-amilases esta molt
conservat com es pot comprovar en la superposicié entre I'oligo-1,6-glucosidasa de
B. cereus i la a-amilasa 2 d’'Hordeum vulgare (figura 43 A i B). Els tres aminoacids
catalitics (un glutamic i dos aspartics) estan conservats en totes les a-amilases de la
familia tinguin I'especificitat de substrat que tinguin. Si superposem diferents
membres de la familia de les a-amilases i mirem el lloc catalitic comprovem que les
diferéncies en el lloc catalitic s6n molt poques. En superposar I'estructura de 4F2hc
no trobem aquests aminoacids catalitics. Només I'Asp 248 esta proper al lloc
catalitic, pero no es troba en la conformacié semblant a la resta. De fet, estudiant bé
I'ambient del lloc catalitic hi trobem més aminoacids neutres de tipus amina com la
glutamina o basics (asparagina). Els aminoacids acids que trobem (D206, D248,
E250 i E384) en un entorn de 4A del corresponent lloc actiu de les glucosidases, és

troben disposats de manera diferent i no podrien fer la mateixa funcié.
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Figura 42. Superposicié de l'estructura d’ED4F2hc amb quatre membres de la familia 13 de les
glicosilhidrolases. Visio lateral (A) i superior (B) de la superposicié. En la llegenda s’hi indiquen els
PDBID. 2DH2: ED4F2hc; 1UOK: oligo-1,6-glucosidase, EC 3.2.1.10, de Bacillus cereus; 1SMA:
maltogenic a-amylase, EC 3.2.1.133, Thermus sp.; 1JI2: neopullulanase, EC 3.2.1.135 de
Thermoactinomyces vulgaris R-47; 1JOJ: neopullulanase, EC 3.2.1.135, de Geobacillus

\‘ = L) B -
PO 2. AN )

& Lo N
- 2DH2

\‘\\Qg\\ '@ -",'Qo,g — 1UOK

" ® A= (5 1SMA
3 (! @\ N —_—
Aad ‘ \ '( £ ) ;‘l : I
=) —_1JoJ

stearothermophilus.

134
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Figura 43. Comparativa del lloc catalitic de A) l'oligo-1,6-glucosidasa de Bacillus cereus (PDBID
1UOK), B) l'a-amilasa d'Hordeum vulgare (PDBID 1BG9) i C) ED4F2hc (PDBID 2DH2). En A i B s’hi

representen els tres aminoacids catalitics conservats en tota la familia 13 de les glicosilhidrolases. En

B també s’hi representa l'acarbosa, un analeg de substrat cocristal-litzat amb I'enzim. En C s’hi
representen tots els aminoacids acids (vermell), amb grup amino (verd palid) i basics (blau) que es

troben a prop (<4 A) dels corresponents aminoacids catalitics en les altres dues figures A i B.

Comparant l'interior del barril (B/a)s de I'oligo-1,6-glucosidasa de B. cereus amb el de
4F2hc podem concloure que el d’aquest és més profund que el primer (figura 38). El
barril (a/B)s no és buit, tal com podria semblar en les representacions de la cadena
principal, siné que les cadenes laterals s’hi projecten enmig. A la part inferior tenim
diverses capes d’aminoacids hidrofobics i aromatics que en constitueixen una base.
En l'oligo-1,6-glucosidasa de B. cereus trobem una capa d’aminoacids aromatics just
sota dels aminoacids catalitics que en 4F2hc no existeix. Aquesta capa podria servir
per posicionar els anells de glucid en el lloc catalitic perque els aminoacids catalitics
poguessin actuar. En 4F2hc trobem, en canvi, una arginina (R247) que projecta la
cadena lateral cap enmig del lloc catalitic, que li confereix una carrega positiva, que

no existeix en els membres de la familia de les a-amilases.

S’han trobat casos on proteines semblants a glicosilhidrolases tenien altres funcions
diferents relacionades o heredades d’aquesta homologia. Per una banda tenim les
proteines semblant a glucosidases que han perdut els aminoacids catalitics pero
conserven la capacitat d’'unié a glicids i han esdevingut lectines. En mamifers
trobem tres families de proteines Ym1/2, YKL-39/40 i SPX-40 que tenen una
homologia de sequéncia amb les quitinases de plantes (familia 18 de les
glicosilhidrolases) pero que no tenen activitat catalitica i han conservat la capacitat

d’unir glacids (Chang et al., 2001; Hakala et al., 1993). Ym1/2 s6n citoquines i hi ha
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controvérsia per descobrir quin glacid uneixen (Tsai et al., 2004); YKL-39/40 son
proteines expressades en cartilag i s’ha demostrat que uneixen col-lagen | i modulen
la formacio de les fibril-les d’aquest tipus de col-lagen (Bigg et al., 2006); i SPX-40 es
troben en glandula mamaria i no s’ha trobat quin glucid uneixen. Una altra proteina
de mamifers és Edem, una proteina de membrana del reticle endoplasmatic amb
homologia de sequéncia amb les a-1,2-manosidases pero que ha perdut I'activitat
catalitica (Hosokawa et al., 2001) i participa en el procés de degradacio del reticle
endoplasmatic reconeguent les glicosilacions de proteines mal plegades (Hosokawa
et al., 2006).

Nosaltres hem testat I'ectodomini de 4F2hc en dos glicoxips (Glycominds i
Consortium For Functional Gycomics), obtenint en tots dos resultat negatiu. S’han
testat més de 200 glucids diferents i amb cap d’ells s’ha vist una unié especifica. Aixi
doncs, no hem pogut demostrar cap possible unié a glacids que ens donés indicis

per una funcio lectina de I'ectodomini de 4F2hc.

Per altra banda tenim el cas de Klotho, que ha perdut els aminoacids catalitics de la
familia amb la qual presenta homologia i ha guanyat una nova activitat glucosidasa.
Klotho és una glicoproteina de tipus | (N-terminal extracel-lular), d’'uns 130KDa amb
dues repeticions internes en el domini extracel-lular semblants a B-glucosidases de
la familia 1 de les glicosilhidrolases (de 20 a 40 % d’homologia de sequéncia) de
bacteris, plantes i eucariotes (Henrissat and Bairoch, 1996; Kuro-o M et al., 1997).
La inactivacio del gen klotho en ratolins provoca un sindrome semblant a
I'envelliment huma (Kuro-o M et al., 1997). Tot i la seva semblanca amb la familia 1
de les glicosilhidrolases, Klotho no té els dos glutamics catalitics caracteristics en els
seus dominis extracel-lulars. De fet, en els dos dominis extracel-lulars semblants a
glicosidases conserva un dels glutamics en un dels dominis i I'altre en I'altre domini,
no tenint cap dels dos dominis el lloc catalitic complet. Més tard es va demostrar que
la proteina recombinant de I'ectodomini de Klotho té activitat 3-glucoronidasa (familia
2 de les glicosilhidrolases) (Tohyama et al.,, 2004). Aquesta activitat li serveix a
Klotho per hidrolitzar una N-glicosilaciéo d’'un canal de calci, TRPV5, i augmenten la

seva retencio a la membrana i, per tant, també la seva activitat (Chang et al., 2005).

Aquest exemple d’'una proteina semblant a glucosidases que ha perdut part dels

aminoacids catalitics perd que encara conserva una activitat, tot i que d’'una altra
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familia de les glicosilhidrolases, ens va dirigir als experiments d'activitat a-
glucosidasa de 'ectodomini de 4F2hc (apartat 5.1 dels resultats). Hem ampliat el
rang a altres activitats enzimatiques de la familia 13 de les glicosilhidrolases, tenint
com a substrats universals methylumbelliferyl a-D-glucoside, methylumbelliferyl a-D-
maltoside i el methylumbelliferyl a-D-mannoside. Aquests son els substrats alpha
dels enzims més abundants i els que es troben conjugats a la metil umbeliferona
comercialment. De fet, segur que lI'aspectre es podria ampliar més, perd no hem
trobat cap activitat residual per a aquests tres substrats, la qual cosa ens fa pensar
gue I'ectodomini de 4F2hc no té activitat glicosidasa. EI mén de les glicosilhidrolases
€s molt gran, i conté amplis rangs d’activitats i substrats. Una altra consideracié és
que estem treballant amb el domini extracel-lular purificat. Mai hem provat de
treballar amb cel-lules que tinguin 4F2hc en la superficie o amb homogenat
d’aquestes cel-lules. Sobre aquest experiment només hi ha un treball que comenta
no haver trobat activitat a-amilasa o maltasa en fraccions cel-lulars d’odcits injectats
amb I'RNA d’'rBAT (Wells and Hediger, 1992).

3. El model d'rBAT. Relaci6 amb les mutacions de la

cistinuria de tipus A.

L’estructura tridimensional d'rBAT aportaria molta informacié per a I'estudi de les
mutacions de la cistindria tipus A. No hem estat capacos de produir I'ectodomini
d'rBAT en bacteris tal com ho hem fet amb el de 4F2hc. Amb la resolucié de
I'estructura d’ED-4F2hc i 'alineament estructural entre aquesta proteina i LTUOK hem
pogut fer un multialineament de sequéncia amb I'ectodomini d’rBAT (figura 33).
Mitjancant la tecnica de modelat per homologia (amb el programa MODELLER) hem
construit un model de I'ectodomini d’'rBAT huma sense la cua C-terminal usant com a
motlles les sequéncies d’algunes glucosidases amb estructura coneguda i
I'ectodomini de 4F2hc. A més a més del calcul d’energies del model (figura 33)
podem pensar que sera més valid en aquelles zones estructuralment molt
conservades entre les a-amilases i ED4F2hc i també en el domini B, on la identitat
de sequencia entre rBAT i 1UOK és significativa (49%); en canvi, aquelles regions

gue meés difereixen entre els membres de la familia coincideixen amb les regions
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amb menys energia en el model (funci6 DOPE més positiva) i de més baixa identitat
de seqguéncia amb els membres amb estructures conegudes, fent que aquesta part
del model sigui poc informativa. Finalment, els ultims 34 aminoacids de la proteina
rBAT, que contenen tres cisteines que podrien formar ponts disulfur, no s’alineen
amb cap proteina coneguda, de manera que no tenim cap tipus d’informacio

estructural d’aquesta cua C-terminal.

La majoria de les mutacions trobades en el gen drBAT (SLC3A1) en pacients de
cistindria que han estat estudiades provoquen un defecte de transit a la membrana
de [I'heterodimer, segurament pel mal plegament d’aquesta proteina. Moltes
d’aquestes mutacions es troben en el domini extracel-lular, la qual cosa indica un
paper important d'aquest domini en l'assemblatge de I'heterodimer /o en el
plegament i maduracié final del complex. Les mutacions de canvi d’aminoacid
representades en la figura 44 i en la taula 9 mostren una distribucio irregular al llarg
de la proteina. Hi ha una acumulacié de mutacions en la part del barril que esta
formada pels elements AB1-Aal, i des de AB7 fins al principi de la Aa8 (zona
superior en la figura 44 B). En aquesta regié s’hi troben 26 mutacions de les 42 que
estan situades en el domini A (un 62%) i es troben estructuralment en la mateixa
zona. Aguesta regio coincideix en una regié conservada entre rBAT i les glicosidases
I 4F2hc (taula 9). La majoria d’aquestes mutacions, pels criteris abans esmentats,
pel tipus de mutaci6 i per I'espai que ocupen les seves cadenes laterals en el model,
probablement afectaran a l'estructura del barril (taula 9), que és la base de
I'estructura de I'ectodomini. Les mutacions que es troben en el domini C també es
troben majoritariament localitzades en la zona conservada d’aquest domini (taula 9),
sobretot les dues que es troben en el full B CB2, la Y582H i la R584T, residus
totalment conservats en les altres dues proteines de l'alineament de la figura 32.
També en aquest cas aquests residus semblen tenir una importancia estructural
basica per al plegament final de I'estructura de I'ectodomini, afectant el plegament
del domini C i la interaccio entre el domini A i el domini C.
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Figura 44. Representacio del model de I'ectodomini d'rBAT amb les cadenes laterals de tots els
residus implicats en mutacions de canvi d’aminoacid en pacients de cistinuria tipus A. A. Visi6
lateral del model de I'ectodomini d'rBAT, B. Visié superior del model. Codi de colors: en vermell,
mutacions que es localitzen en el domini A; en blau, mutacions que es localitzen en el subdomini B; i

en verd, mutacions que es troben en el domini C.

Algunes d’aquestes mutacions s’han estudiat en el laboratori. La mutaci6 més comu
entre els pacients de cistindria, la M467T, i la M467K, que hi esta relacionada,
provoca un defecte de transit del transportador a la membrana en oocits (Chillaron et
al., 1997) i en cel-lules HelLa (tesi doctoral (Bartoccioni, 2006)). Si mirem el model
(figura 45), la metionina 467 es troba en la interfase entre els dominis A i C, al final
de la hélix Aa7. Aguesta zona esta bastant conservada i aquesta metionina, en el

model, sembla estar participant en un stacking hidrofobic entre els dos dominis.

La mutacid6 R365W és una mutacié en que l'estabilitat de la proteina mutant és
sensible a la temperatura, presenta defecte de transit i afecta la sortida d’arginina,
perd no I'entrada ni el transport de leucina i lisina (Pineda et al., 2004b). Aquests
estudis indiquen que aquest rBAT mutat esta modulant I'activitat del transportador
b®*AT/IBAT (revisat en (Palacin et al., 2005). Si ens mirem el model, aquesta
arginina esta posada en la part inferior del barril, amb la cadena lateral
completament exposada al solvent, en la part on es troba I'N-terminal i que per tant
esta propera a la membrana (figura 45). El fet que moduli el transport podria indicar
que aquest residu estd proper a la subunitat lleugera b®*AT (la catalitica o
transportadora) i per tant ens dibuixaria un model per I'’heterodimer. Serien
necessaris mes experiments per demostrar que aquesta arginina esta propera a la
subunitat lleugera o al lloc de pas de I'arginina substrat que ha de ser transportada

de l'interior cel-lular a I'exterior.
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Energia Rellevancia

Conservacio6

Localitzaci6 Mutacio DOPE estructural

Domini A Abans d'AB1 P122S X NO +
AB1 M123R X NO
AB1 Y124C X 3/3 ++
AB1-Aal P128Q X 2/3 +
AB1-Aal S130P X 2/3
AB1-Aal D137G X 2/3
Aal L1490 X 3/3 +++
Aal Y151N/C ~ 3/3 +++
AB2-Aa2 R181Q X NO SUP
AB2-Aa2 T189M ~ 2/3 SUP
AB3-Bal T216M X 2/3 +
Domini B AB3-Bal S217R = 2/2 +
BBR1-BB2 N253K ~ 2/2 +
BBR2-BB3 E268K ~ 2/2 SUP
BB2-BBR3 R270L ~ NO SUP
Domini A AB4-Ac4 T341A X NO SUP
AB4-Aa4 L346P X NO +
AB4-Aa4 H348P X 2/3 SUP
Aa4 R362H X NO SUP
Aa4d-AB5 R365W/L/IQ XX NO SUP
AB6 G398R ~ NO +
AB6-Aab N410K ~ NO SUP
AB6-Aab S420C ~ 2/3 +
Aab6-AB7 P441R ~ NO +
AB7-Aa7 1445T ~ NO ++
AB7-Aa7 R452W/Q ~ 3/3 ++
AB7-Aa7 S455L X 2/3 +
AB7-Aa7 R456C/H X 2/3 +
AB7-Aa7 G458E X 2/3 +
AB7-Aa7 Y461H X NO +
Aa7- MA467T/K X NO +
AB8-Aa8 G481V ~ 3/3 +
AB8-Aa8 E482K ~ 2/3 +
AB8-Aa8 S507L ~ NO +
AB8-Aa8 P508A ~ 2/3
AB8-Aa8 Q510R ~ 2/3 +
AB8-Aa8 V536G ~ NO +
AB8-Aa8 S547W ~ 3/3 ++
entredom AiC L564F OK NO ++
DominiC entredomAiC G568S OK 2/3 ++
Cp2 Y582H X 3/3 +
Cp2 R584T X 3/3 +
CB3-Cp4 F599S OK 2/3 +4++
CB3-Cp4 G600E OK 2/3 SUP
CB4-CB5 P615T XX 2/3 ++
Cp8 G645 XX 2/3 +
Cp8 F648S XXX 2/3 +
cua C-terminal  T652R XXX NO

Taula 9. Valoracio del llistat de les mutacions de canvi d’aminoacid trobades en pacients de cistindria
tipus A (fins al novembre de 2004) que afecten la regi6 modelada. En vermell, mutacions que
pertanyen al domini A; en blau, mutacions que pertanyen al domini B; en verd, mutacions en el domini
C. Energia DOPE: OK, I'energia del model és millor o igual que la dels dos motlles; ~, I'energia del

model és millor o igual que la d'un dels motlles; X, I'energia del model s’allunya dels dos motlles (X,
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XX i XXX de menys a més distancia). Conservacio segons l'alineament de la figura 32. Rellevancia
estructural: SUP, residu en la superficie; +, probabilitat (+, ++, +++, de menys a més probabilitat) de
que les mutacions tinguin rellevancia estructural segons els parametres abans exposats, el tipus de

mutacié i el lloc fisic que ocupen aquests residus en el model.

Estudis recents de biogénesi de I'heterodimer d'rBAT/b”*AT i del mutants d'rBAT
M467T, M467K, T216M, R365W i una duplicacio des del glutamic E298 fins I'aspartic
D539 (Bartoccioni, 2006) demostren que tant rBAT wild type com els mutants, quan
sén expressats sense la cadena lleugera, tenen la mateixa vida mitjana (140 minuts
en cellules MDCK i 240 minuts en cél-lules HelLa). Quan els rBATs mutats
s’expressen amb la subunitat lleugera aconsegueixen formar I'heterodimer, perd no
aconsegueixen sortir del reticle i son degradats, la majoria d’ells pel proteosoma. La
proteina rBAT que té alguna d'aguestes mutacions €s en tot moment
endoglicosidasa H sensible, o sigui, les seves glicosilacions no maduren. Com que
els mutants no aconsegueixen portar I'heterodimer a la membrana no transporten ni
arginina ni cistina quan son expressats en HelLa. Aixi doncs, probablement aquestes
mutacions provoquen un mal plegament de la proteina pero el procés falla després
de l'assemblatge de I'heterodimer. Llavors aquest mal plegament de la subunitat

pesada és detectat per la maquinaria del reticle i rBAT és degradat pel proteosoma.

La mutacié que consisteix en una duplicacio prové d’'una duplicacié genica, després
de I'exd 9, dels exons 5 al 9 seguida per I'exé 10. A nivell de proteina provoca la
repeticio del fragment de la proteina compres entre 'E298 i I'aspartic D539 posat
després del primer aspartic D539 i seguida de la resta de la proteina (figura 45
superior esquerra). No sabem quina estructura té aquesta proteina, pero sabem que
es transcriu i que forma I'hneterodimer com la resta de les mutacions i que la seva
vida mitjana quan és expressada sola, és la mateixa que la d'rBAT wild type
(Bartoccioni, 2006). Es sorprenent que una mutacio d’aquestes caracteristiques, que
afegeix la meitat del barril (a/B)s, no tingui un efecte anterior a la formacio de
I'heterodimer. Malgrat aixo els pacients que duen aquesta mutacio tenen fenotip de

cistinaria no |, més sever que la resta de mutants d'rBAT.

Tot aix0 indica que la formacié del pont disulfur entre la subunitat lleugera i la
pesada és anterior a un bon plegament de la subunitat pesada i només seria
després quan la maquinaria de la cel-lula detectaria I'error i no deixaria que aquesta

proteina sortis del reticle endoplasmatic i, per tant, que arribés a la membrana, on la
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subunitat lleugera té la seva activitat de transport.

El cas d'aquestes mutacions estudiades podria ser el mateix en la majoria de les
mutacions trobades en rBAT (taula 9), sobretot en les que estan predites com a
mutacions que afectarien estructuralment I'ectodomini d'rBAT. De totes maneres hi
ha algunes mutacions que queden a la superficie en el model (taula 9) i que no estan
conservades en les proteines estructuralment relacionades. Algunes d’aguestes
Ultimes mutacions podrien estar relacionades amb altres tipus de malfuncionament,
com modulacio del transport o de I'oligomeritzacié de I'heterodimer. Caldria un estudi
més a fons per determinar-ne la naturalesa, malgrat totes les mutacions estudiades
fins ara provoquen un defecte de transit a la membrana que els impedeix cap mena

de funci6 transportadora.

Duplicacié E298-D539

Figura 45. Representacié dels residus mutats en els mutants T216M, R365W, M467T, M467K de

cistindria sobre el model d'rBAT i representacio del fragment duplicat en la duplicacié E298-D539.
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4. L’homodimer de 4F2hc

4.1. L’homodimer de I’ectodomini en el cristall

Quan vam resoldre I'estructura de I'ectodomini de 4F2hc en el cristall ortorombic vam
trobar un homodimer en la unitat asimetrica. La interaccio d’aquest homodimer conté
en el centre un atom de zenc coordinat de manera asimeétrica: el mateix grup de
residus de les dues molécules hi estan implicats, perdo una molécula hi posa dues
histidines i un aspartic i I'altra només hi posa una histidina. El fet que la coordinacio
impliqui al mateix grup de residus en les dues molecules d’ED4F2hc provoca un eix
de “quasi simetria” que gairebé coincideix amb I'eix cristal-lografic ¢, on aquesta
“quasi simetria” esta trencada per la coordinacié asimetrica (veure figura 31 A). A
més a meés les dues molécules del dimer sén estructuralment una mica diferents,
trobant la major diferéncia en I'helix Aa5 i alguns bucles del barril i altres bucles del
domini C adjacents a la coordinacié. Com que en les condicions de cristal-litzacié no
s’hi havia afegit zenc I'afinitat d’aquest grup pel metall havia de ser molt elevada. Tot
i aix0, en el cristall monoclinic no hi ha rastre de cap metall en aquests residus com
es pot veure en la figura 27. A més, experiments de cromatografia de gel filtracié de
la proteina ED4F2hc pura (la mateixa que s’havia usat per cristal-litzar) no han
determinat que existeixi el dimer en solucid, resultant sempre un sol pic d’elucié d’'un
tamany aproximat de 50 KDa, corresponent al monomer de I'ectodomini (resultats no

mostrats).

En un primer moment aquesta coordinacié ens va fer pensar en un lloc d’interaccio
amb altres proteines, un cas semblant al de la molecula SEA (Enterotoxina
d’Staphylococcus aureus A) amb MHCIl. SEA pertany a un subgrup de
superantigens d’ Staphylococcus que utilitzen Zn** en la interaccié d’alta afinitat amb
les molécules MHC de classe Il. En aquest cas (PDBID 1SXT) es va trobar un dimer
en el cristall de SEA amb una coordinacié tetragdrica de Zn** amb dues histidines i
un aspartic d’'una molecula i una histidina de la molecula veina (molt semblant
estructuralment a la del cristall d’'ED4F2hc) (figura 46) . En aquell cas, pero, la
coordinacié entre dues molecules de SEA no es donava pel mateix grup de residus

com en el nostre cas. Aguesta interacci6 amb zenc té un paper important en el
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reconeixement intermolecular amb MHCII. El motiu d’aminoacids que trobem en el
cristall de SEA és molt semblant al d’ED4F2hc: una histidina seguida d’un aminoacid
qualsevol seguit d’'un aspartic (HXD) que es troben en un full B (en el cas d’ED4F2hc
el motiu és al revés DXH) i al full B adjacent s’hi troba l'altra histidina mentre de I'altra

molécula s’hi coordina una histidina.

Per estudiar la importancia d’aquesta coordinacié en 4F2hc vam mutar aquests llocs
(experiments de Laura R. de la Ballina), pero ni tan sols el triple mutant que havia
perdut els tres aminoacids (D439A, H441A i H455A) demostrava tenir variacions en
I'arribada a superficie de 4F2hc ni en el transport d’aminoacids. El transport tampoc
era dependent de la concentracio de zenc. Aix0 ens suggereix que aquesta
coordinacié no és necessaria per a la interaccidé entre la subunitat lleugera i la

pesada ni per a I'activitat de transport.

Com hem comentat llargament en la introduccidé, 4F2hc esta relacionat amb altres
activitats i amb interaccions amb altres proteines. No descartem que aquesta
coordinacié sigui important per a alguna altra interaccié especifica, que encara no
hem pogut demostrar. Sera interessant, també, veure com afecten els mutants dels
residus que coordinen el zenc en les altres activitats relacionades amb 4F2hc, com

I'activacio d’integrines, I'adhesio i la fusio cel-lular.

El fet que el dimer del cristall ortorombic fos “quasi simeétric” (les interaccions entre
les dues molécules eren “quasi simeétriques”) també podia ser indicatiu d’'una
homodimeritzacio, malgrat que aquest tipus d'oligomeritzaci0 rarament conté
asimetries. Tot i aix0 existeixen alguns casos d’homodimers asimetrics, on aquesta
asimetria és important per a la seva funcié i a continuacio es descriuen alguns. Un
exemple el trobem en la proteina IscA (proteina que participa en la formacié i
alliberament de grups Fe-S) homodimeritza en un cristall de manera asimeétrica a
través d’'un grup de tres cisteines (Cys 37, Cys 101 i Cys 103) que interaccionen
amb el grup 2Fe-2S (2 atoms de ferro i dos de sofre). Una de les molécules utilitza
les tres cisteines d’aquest grup, mentre que l'altra molécula només n'utilitza una
(Cys 103). Els autors hipotetitzen que aquesta interaccio asimetrica és important per
a la funcio, ja que el protomer que només proveeix d'un lligand es troba menys
estable, i permet la interaccio de I'apoproteina acceptora amb aquest grup de metalls
i la seva posterior transferencia (Morimoto et al., 2006). Un altre exemple
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d’homodimeritzacid asimetrica el trobem en proteines que s’uneixen a sequiéncies de
DNA asimétriques com ha estat demostrat per HAP1, GAL4, PPR1 i PUT3 (King et
al., 1999).

A B

\

HA41(A)
H441(B) A
L ?”‘. 4
45 {H455(A)
D439(A) y

A

Figura 46. Representacié de la coordinacio trobada en el cristall de SEA . A. Detall de la
coordinacio tetraédrica del zenc entre dues molécules de SEA en una estructura de raigs X a 2,7A
(PDBID 1SXT). B. Detall de la coordinaci6 de zenc trobada en el cristall ortorombic d’ED4F2hc. Entre
paréentesi s’hi mostra la cadena la qual pertanyen els residus implicats.

4.2. Existeix un homodimer quan sobreexpressem 4F2hc en cel-lules

En els primers experiments de coexpressio de 4F2hc amb y'LAT-1 en oodcits es va
detectar un banda d’immunoprecipitacio amb anticos anti-4F2hc d’'uns 170 kDa que
era dependent de DTT i de la cisteina 109, de manera semblant a la banda de 135
kDa de I'heterodimer 4F2hc/y’LAT-1 (Torrents et al., 1998a). En el treball ja
apuntaven a un possible homodimer de 4F2hc unit per pont disulfur per la cisteina
109. Hi ha un altre article on també apareix una banda, en un gel no reductor, de

menys de 200 kDa en sobreexpressar 4F2hc (Nakamura et al., 1999).

En el mateix sentit, experiments de Laura R. de la Ballina demostren I'existéncia d’'un
homodimer de 4F2hc quan aquest se sobreexpressa en cél-lules HelLa i en oo0cits
(figura 47 A'i C). Per demostrar que aquesta banda, que correspon al doble del pes
habitual de la proteina 4F2hc (90 kDa + 90 kDa = 180 kDa) en gels no reductors, €s

un homodimer s’ha dut a terme un experiment d'immunoprecipitacié a partir de
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cél-lules Hela transfectades amb dos 4F2hc que porten epitops diferents, un amb
una cua de 6 histidines a N-terminal i I'altre amb un epitop HA a C-terminal (figura 47
C). Si immunoprecipita amb boles de niquel I'His-4F2hc i revela el resultat en un
western anti-HA el resultat és que 4F2hc-HA immunoprecipita amb His-4F2hc. Per

tant, la banda que veiem a 180 KDa correspon a un homodimer (figura 47).

A AF2hc-HA 4F2hc-HA B aHA
72h 24h 48h 72h 72h 24h 48h 72h < £« B
O w4 T
& S ¥ &
- I ¥« ¥ &
203 —
121
Banda KDa Proteina 19—
100 1 196 2X4FZhc” 100 —
2 178  2X4F2hc®
3 140 heterodimer
4 99  4F2hc®
5 86 4F2hc®
-DTT +DTT 51
c aHis aHA aHis aHA
® HA his 2" o HA nis HAY ® HA his ot HA his TA*
his his his his
211
121
100
54
Abans d’immunoprecipitar Després d’'immunoprecipitar

Figura 47. En sobreexpressar 4F2hc en cél-lules HelLa apareix una banda a ~ 200KDa que correspon
a un homodimer de 4F2hc. A) Western Blots en condicions no reductores (esquerra) o reductores
(dreta) de cel-lules Hela transfectades amb 4F2hc-HA (epitop HA a C-terminal) a diferents hores
després de la transfeccié o amb plasmid control (primer carril dels dos gels) a 72 hores de transfeccio.
(4F2hc® 4F2hc® formes glicosilada madura i immadura respectivament). B) Western Blon no reductor
de cél-lules Hela transfectades amb mutants de 4F2hc-HA (C109S-HA és 4F2hc-HA mutant Cys 109
Ser, LXXXL-HA és 4F2hc-HA mutant del motiu d’Engelman GXXXG a LXXXL i Zn*"HA és 4F2hc-HA
amb mutacions del lloc del zenc. C) Immunoprecipitacié amb boles de Ni ** de cél-lules transfectades
amb plasmid control, 4F2hc-HA i His-4F2hc (Tag de 6 histidines a N-terminal) i cel-lules transfectades
amb tots dos constructes. Els dos gels de I'esquerra sén les mostres abans de la immunoprecipitacio i
els de la dreta després de la immunoprecipitacié. Aquests western blots s6n en condicions no

reductores. (experiments de Laura R. de la Ballina).
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Aquest fet ens fa pensar que potser I'homodimer de I'ectodomini de 4F2hc del cristall
es podia donar en 4F2hc sencer en sobreexpressio en cél-lules. L’homodimer que
trobem en les cél-lules conté un pont disulfur on intervé la cisteina 109 (la mateixa
cisteina que forma I'heterodimer) (figura 47B). En el cristall, els N-terminals de les
dues molécules queden properes fent plausible un pont disulfur entre els dos residus
gue correspondrien a la cisteina 109 (glicina 109 en la proteina del cristall). A més la
superficie que queda propera a I'N-terminal esta carregada positivament, cosa que
fa pensar en una interaccié amb els fosfats de la membrana de fosfolipids (figura 51
B).

En contra d’aquests arguments, els mutants dels residus del zenc no impedeixen la

formacié de 'homodimer (figura 47 B).

El fet que la cisteina 109 estigués participant en un pont disulfur en 'homodimer
restringeix molt les possibilitats de formacié d’aquest homodimer, una de les quals

és la que tenim en el cristall (figura 48).

Crosslinker

CYS CYS

e

Solucio del cristall ortorombic Altres possibles solucions

Figura 48. Esquema de les possibles arquitectures que podria tenir 'homodimer de 4F2hc en la
membrana cel-lular segons la restricci6 del pont disulfur entre les cisteines 109. També s'hi
assenyalen els dos residus que mutats a cisteina permetrien distingir entre les dues possibiltats
mitjancant un entrecreuador quimic (o crosslinker) d’una longitud semblant a la qual es troben els dos
residus en el cristall.
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Per determinar si I’'homodimer del cristall ortorombic era semblant al que es troba en
cel-lules s’han dissenyat uns mutants individuals a cisteina per tal de poder
entrecreuar-los especificament a la distancia que ens indica I'estructura (esquema
de la figura 48 i figura 49). Tenint en compte l'estructura dimeérica del cristall
ortorombic, hem buscat un residu que es trobés a menys de 15 A, entre el de la
cadena A i el corresponent de la cadena B. Hem seleccionat dos residus, S444 i
S480, que compleixen aquesta caracteristica: estan exposats pero a prop de la zona
de dimeritzacio i tots dos son facilment mutables a cisteina (figura 49). Actualment
s’estan realitzant experiments d’entrecreuament quimic (experiments de Laura R. de
la Ballina) amb entrecreuadors especifics per cisteines, per determinar si aquests
dos residus es troben com a maxim a la distancia d’entrecreuament (especifica per
cada entrecreuador) en 'homodimer de 4F2hc sobreexpressat en cel-lules, o sigui si

aguest homodimer esta interaccionant pel domini C.

Figura 49. Model de I'homodimer amb les mutacions S444C i S480C. Visi6 superior del model
(imatge superior) i zoom de la regi6é a entrecreuar (imatge inferior) on es poden apreciar els residus
gue han estat mutats individualment i la distancia que hi ha entre ells en el model. Les mutacions
s’han fet de manera individual, per tant I'entrecreuament només és possible amb el mateix residu de

I'altra molécula, que son les distancies representades.
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El dimer que es troba en sobreexpressar 4F2hc no ha estat descrit fins ara en
cel-lules o teixits. De moment, el trobem en sobreexpressié de cel-lules i odcits en
cultiu. Aquest fet seria menys rellevant si no fos perque hi ha molts estudis sobre la
sobreexpressio de 4F2hc. Com ja hem comentat en I'apartat 3.1 de la introduccid, la
sobreexpressio de 4F2hc en ceél-lules augmenta la proliferacio i I'adhesié cel-lular i
provoca morfologia transformant. Per estudis de la literatura (apartat 3.1 de la
introduccio) i estudis recents del Dr. Hans Burghardt en el nostre laboratori, sabem
que 4F2hc es troba sobreexpressat en diferents tumors. A més a més els estudis

d’activacio d’integrines B1 també estan fets amb sobreexpressio de 4F2hc.

En quant a I'expressio en superficie, fins ara s’havia demostrat que 4F2hc arribava
sola a la membrana, quan es transfectava sense subunitat lleugera, com a monomer
(Nakamura et al., 1999), tot i que en l'article apareix una banda més gran de 160
kDa, que els autors no expliquen, que segurament correspon a ’lhomodimer. Estudis
de biotinilacié de Laura R. de la Ballina (no mostrats) també demostren que quan

sobreexpressem tenim homodimers de 4F2hc en la membrana.

També tenim tots els treballs que parlen de la clusteritzaci6 de 4F2hc amb
anticossos especifics contra la proteina i que el paper de la possible interaccié amb
galectina-3 podria ser precisament aquest (apartat 3.3 de la introduccié). La
clusteritzacié de molécules de 4F2hc pot ser semblant a I'homodimeritzacié i també
faria possible fer complexs més grans mitjancant la unié de diferents homodimers

per part de molecules amb més d’un lloc d’'uni6 (és el cas dels anticossos bivalents).

Si aguests homodimers son els causants de la transformacio de la cél-lula o de la
interaccié amb les integrines encara esta per demostrar, perd no es pot descartar.
Més enlla, podriem pensar que I'homodimer es podria donar en moments de
sobreexpressio natural de 4F2hc, com I'activacié de limfocits T (Haynes et al., 1981).
Un estudi exaustiu de I'expressio de la proteina en teixits i cél-lules ens podria
revelar si ’'hnomodimer existeix en condicions fisiologiques. En aquest sentit, estudis
preliminars duts a terme pel Dr. Hans Burghardt indiquen que I'homodimer podria
existir en limfocits humans. De fet, en un article de Hemler et al. de I'any 82 ja
apareixia una banda més gran que I'heterodimer en un gel no reductor d’'una linia
cel-lular de cél-lules T, malgrat que els autors no la identificaren (Hemler and
Strominger, 1982).
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Aixi, I'estudi de I'homodimer es fa rellevant per entendre en quina forma de 4F2hc

tenen lloc les diferents activitats amb les que 4F2hc ha estat relacionada.

4.3. Model de treball proposat per a ’homodimer de 4F2hc

Amb la informacio dels experiments exposats a I'apartat anterior hem construit un
model per a I'homodimer que compleix la formacié d’'un pont disulfur entre les
cisteines 109 i la interacci6 entre les dues molécules es produeix pel domini C
terminal (de manera semblant a la interaccié trobada en el cristall ortorombic). Més
enlla també proposem un possible model per la dimeritzacio de les helix

transmembrana (figura 51).

Per modelar el dimer de les hélixs transmembrana hem utilitzat el dimer de les hélixs
de la glicoforina A. El segment transmembrana de la glicoforina A és I'homodimer
d’helixs transmembrana més ben caracteritzat: s’associa amb alta afinitat,
principalment usant un motiu GXXXG. Aquest motiu on dues glicines estan
separades per tres aminoacids, ha estat proposat com a motiu universal per
'assemblatge de dues hélixs transmembrana (Lemmon et al., 1994; MacKenzie et
al., 1997). En 4F2hc trobem aquest motiu en una zona similar al de la glicoforina A,
en la part superior del segment transmembrana (G94 i G98, figura 50). A partir de
I'estructura de les hélixs de la glicoforina A vam substituir la sequiéncia d’aquesta per
la de 4F2hc (figura 51 C) mantenint el motiu GXXXG. L'angle que defineixen les
dues hélix hidrofobiques d’ED4F2hc dimeritzant pel motiu GXXXG doéna una
inclinaci6 compatible amb la llargada necessaria (uns 32 A) per travessar la
membrana de fosfolipids. A més en la sequténcia hi trobem una estabilitzacié per
sobre i per sota del motiu GXXXG (figura 51 C), per part de la Leu 87 i la lle 102, que
queden enfrontades donant lloc a una interaccio hidrofobica (posicions A i G figura
50). Aquesta estabilitzacid és semblant a les que trobem en proteines com la
glicoforina A o la proteina Major Coat Protein of the M13 bacteriophage (MCP-TM)
(figura 50) (Melnyk et al., 2004). En algunes proteines com la glicoforina A aquest
motiu és més complex que el simple motiu GXXXG (figura 50) (Dawson et al., 2002),
i és necessaria una treonina o una serina en posicié G (figura 50) per formar un pont
d’hidrogen que estabilitza i potser dirigeix la formacio de 'homodimer. En altres, com
MCP-TM, la inexisténcia d’aquesta estabilitzacié en possibilita la funcié ja que han
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d’existir les formes monomerica i dimerica durant la vida del bacteriofag (Melnyk et
al., 2004). 4F2hc no té aquest residu serina o treonina en posicié G, pero hi té una
isoleucina que produeix una interaccio hidrofobica, de manera més semblant a I'hélix
de MCP-TP.

4F2hc (90-102) LGwIGCMIaGAvvi
MCP (30-42) VWivGCAti1IGIKLF
GpA (75-87) LIiFGVmatVigT

AB D F G

Figura 50. Aliniament de sequeéencia de la zona d'interaccié del segments transmembrana entre
4F2hc, MCP (MCP-TM) i glicoforina A (GpA). A, B, C, D, E, F i G so6n els residus de la interfase del
dimer. (figura basada en (Melnyk et al., 2004)

L’helix TM3 de xCT (una de les subunitats lleugeres que forma heterodimer amb
4F2hc) té un motiu SXXXG, que podria ser intercanviat per una de les dues hélixs de
I'hnomodimer per formar I'heterodimer (les glicines, en alguns casos, poden ser
substituides per una alanina o una serina). En aquesta helix la cisteina del pont
disulfur queda en la mateixa posicio, respecte el motiu d’Engelman, que en I'helix de

4F2hc. Aixi doncs, podria ser un lloc d’heterodimeritzacio.

Per demostrar que les hélix interaccionen pel domini GXXXG vam construir els
mutants LXXXL, on les dues glicines de 4F2hc eren substituides per leucines (doble
mutant G94L i G98L). El resultat és el mostrat en la figura 51 B. EI mutant no
impedeix la formacié de 'lhomodimer unit pel pont disulfur. Com en la resta de casos
s’hauran de fer més experiments per saber si realment aquesta dimeritzacié pel
motiu GXXXG no es dbna o aquestes mutacions no son suficients per trencar

I’lhomodimeritzacio.

Finalment, en el model que hem construit (figura 51), el fragment del coll de la
proteina es va optimitzar a partir del primer aminoacid polar després de I'hélix
hidrofobica fins la Cys109, tenint en compte el pont disulfur i procurant relaxar
I'estructura. Posteriorment el dimer de I'ectodomini es va posicionar a sobre utilitzant

I'eix binari de simetria.
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Segons aquest model un fragment proper a I'N-terminal (W456, D457 i Q458) (figura
27), que esta conservat en tots els 4F2hc de vertebrats i no en rBAT en les
glucosidases, interaccionaria amb el coll de la propia molecula i també de la

molécula veina, i podria estabilitzar la interaccié entre els 2 colls.

En resum, el model de la figura 51 es basa en tres punts: la restriccio del motiu
GXXXG, el pont disulfur entre les cisteines 109 i la dimeritzacié mitjancant el domini

C de I'ectodomini.

Figura 51. A. Dibuix del model de 'homodimer de 4F2hc (sense extrem N-terminal) . B. representacié
de la superficie electrostatica de I'ectodomini per la banda on estaria en contacte amb la membrana.
C. Detall de la dimeritzacié de les dues hélixs transmembrana mitjangant el domini GXXXG, i en la
part superior les dues cisteines formant el pont disulfur sense dificultat.
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5. Models d’interaccié amb la membrana

L’estudi de I'estructura de I'ectodomini de 4F2hc ens ha donat certa informacié per

elaborar hipotesis de la seva funcio i intentar demostrar-les experimentalment.

L’estudi de la superficie de carregues electrostatiques ens indica una diferencia de
carregues (figura 24 i figura 52 B) entre la zona inferior del barril (B/a)8 i la resta de
I'estructura. La zona inferior és on es troba I'N-terminal i conté diverses lisines i
arginines que projecten les seves cadenes laterals cap a I'exterior, conferint una
carrega positiva al voltant de la cua N-terminal. Creiem que aquestes cadenes
laterals interaccionaran amb els fosfolipids de la membrana, de manera semblant
com ho fan algunes proteines associades a membrana. Esta demostrat que algunes
proteines periferiques de membrana (com Src, K-Ras, Fosfolipasa secretada A2s,
MARCKS i la poliproteina Gag de HIV-1) requereixen per a la seva activitat i
regulacio, una interaccio electrostatica entre grups de residus basics en la proteina i
els fosfolipids acidics de la membrana (McLaughlin and Aderem, 1995; Resh, 1999;
Bhatnagar and Gordon, 1997; Murray et al., 1997; Garnier et al., 1998; Conte and
Matthews, 1998; Gelb et al., 1999). També hi ha moltes evidencies que moltes altres
proteines i dominis proteics implicats en direccionament a la membrana també
utilitzen interaccions electrostatiques no especifiques per a la seva funcié i per a
I'associacié amb la membrana (Johnson and Cornell, 1999; Hurley and Misra, 2000;
Murray et al., 2002)

Per altra banda, el fragment de I'N-terminal que es pot veure en els cristalls esta
disposat més o menys paral-lel a la superficie del barril, de manera que si ens
creiem aquesta disposicid en la proteina natural no hi ha gaire marge perquée
aguesta cua N-terminal arribi fins al segment transmembrana (4 residus abans de la
Cys 109) i, tenint en compte la informacio de les carregues de la superficie, nosaltres
proposem que I'N-terminal fa un gir d’aproximadament 90° i el barril interacciona
amb la membrana per la zona carregada positivament. El pla de la membrana, pero,
no seria completament antiparal-lel a I'eix del barril, sind que els finals de les helixs

Aal i Aa2 estarien contactant amb els fosfolipids (figura 52).

153



Discussi6

Figura 52. A. Model 1 proposat per a la interaccié de I'ectodomini amb la membrana. El pla de la
membrana s’ha posat paral-lel al pla que defineix el triangle dels Ca dels residus lisina 154, arginina
433 i arginina 524. B. Vista inferior de la zona d'interaccié6 amb la membrana de I'estructura de
'ED4F2hc (superior) on s’hi mostra la superficie electrostatica calculada amb GRASP (inferior).

Per altra banda el model de 'homodimer de 4F2hc (apartat 4.2 dels resultats) ens
proposa un posicionament en la membrana una mica diferent. En aquest cas el pla
de la membrana es situaria perpendicular a I'eix de simetria de 'homodimer (figura
53 A). La superficie electrostatica que contacta amb la membrana continua sent
positiva (figura 53 B), perd no és plana, ja que l'estructura s'alca per la zona de
contacte entre els dos protomers. Per resoldre aquest dilema hi ha dues possibilitats:
0 bé l'estructura adopta una conformacié meés plana com a efecte de les interaccions
amb la membrana o bé la membrana es corba acoblant-se a la superficie de la part
inferior de 'homodimer també a causa de les interaccions electrostatiques. Aquest
altim cas ha estat demostrat amb simulacions de dinamica molecular pels dominis
BAR (Bin/amphysin/Rvs), els quals indueixen la curvatura de la membrana per uni6

completa de la membrana a la superficie concava del (Blood and Voth, 2006).

Aquests dos models volen ser una aproximacié a la posicido de 4F2hc respecte la
membrana cel-lular. Com el seu nom indica sén models, o sigui, dibuixos que

intenten complir amb les restriccions experimentals, pero dels quals desconeixem la
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seva estructura final. La disposicio de 4F2hc en la membrana ens donaria una idea
de la posici6 respecte I'ectodomini de 4F2hc en qué podrien trobar-se les subunitats
lleugeres quan estan unides pel pont disulfur. Es podrien plantejar estrategies de
mutagenesi dirigida i entrecreuament de cisteines per esbrinar quines parts de les

dues subunitats de I'heterodimer estan a prop i/o interaccionen.

\

Figura 53. A. Model 2 proposat per a la interacciéo de 'hnomodimer amb la membrana. El pla de la
membrana s’ha posat perpendicular a I'eix de simetria del dimer. B. Vista inferior de la zona
d’interacci6 amb la membrana de I'estructura de I'ED4F2hc (superior) on es mostra la superficie
electrostatica calculada amb GRASP (inferior).

6. Interaccio de I'ectodomini de 4F2hc amb altres proteines

Amb col-laboraci6 amb el Dr. FernAndez-Recio s’han fet estudis de les zones de
possible interaccié amb proteines de la superficie de I'estructura de I'ectodomini de
4F2hc amb el métode ODA (Optimal docking area) (Fernandez-Recio et al., 2005).
No ha sortit cap regi6 amb alta probabilitat d’interacci6, només una lleugera
probabilitat al voltant de la fenilalanina 235, que queda una mica exposada cap al
final de I'hélix Aa3 del barril.

Per altra banda, estudis de dinamica molecular de l'estructura elaborats pel Dr.
Ferrer-Costa a 10 ns ens mostren poc moviment de l'estructura. La distancia

maxima, en RMSD, a qué arriben els models de la dinamica és d'1,8 A d’. Aquestes
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dades ens indiquen que I'estructura és molt estable, sense tendéencia a tenir canvis
conformacionals. Les zones que més es desplacen en la dinamica son I'N-terminal i
alguns bucles en el barril. Estudis de dicroisme circular fets pel Dr. Turnay ja ens
indicaven que l'estructura era molt estable amb una Tm de 56°C (apartat 1.5 de

resultats).

Aixi, tots els estudis de l'estructura ens indiquen un caracter estable i inert de
I'ectodomini de 4F2hc, que no sembla tenir cap canvi conformacional ni cap zona

d’interaccio evident per proteines.

Malgrat aix0, estudis d’assemblatge (docking) computacional, han demostrat que
'ectodomini de 4F2hc podria interaccionar amb ell mateix per diverses zones.
Aquestes zones contenen majoritariament interaccions electrostatiques entre les
cadenes laterals de les dues proteines. Son estudis preliminars, perd ens permeten
dir que si que hi ha zones que podrien interaccionar amb proteines, tot i que la
naturalesa d’aquestes interaccions seria basicament electrostatica i no tant

hidrofobica.

Com em comentat en la introduccid, en la literatura hi han indicis de la interaccio de
4F2hc amb algunes proteines. Estudis dimmunoprecipitaci6 han demostrat
interacci6 amb galectina 3 (Dong and Hughes, 1997), ICAM-1 (Liu et al., 2003)i
CD147 (Xu and Hemler, 2005) (apartat 3.3, 3.4 i 3.5 de la introduccio) a més de totes
les subunitats lleugeres amb les quals es troba unit per un pont disulfur.

Nosaltres hem comencat a fer estudis amb I'ectodomini purificat i proteines
candidates purificades. S’han fet estudis d’'ELISA amb algunes d’aquestes proteines
candidates de les quals disposavem: diferents dominis de ICAM-1, ICAM-3 i ICAM-5
(proteines recombinants glucosilades facilitades pel laboratori del Dr. Casasnovas).
Els resultats semblen mostrar certa interaccio amb ICAM-1 3 dominis (tres dominis
N-terminals semblants a immunoglobulines d'ICAM-1) pero els resultats no han estat

concloents i segurament necessitem més sensibilitat.

Per aquest motiu vam comencar estudis de Ressonancia del Plasmé de Superficie.
Tot i que les dades s6n molt preliminars, els primers experiments indiquen una
interaccié especifica de I'ectodomini glicosilat de 4F2hc (produit en cel-lules 293T)

amb galectina-3 (apartat 5.5 dels resultats). Sobre els ICAMs no s’han fet els estudis
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per afirmar o descartar la interacci6. Tampoc disposem de la informacié de la
interacci6 amb I'ectodomini de CD147 ni EpCAM, tot i que ja disposem de les
proteines pures per fer els experiments. Tenim previst ampliar I'estudi d’interaccions
amb aquestes proteines candidates amb la Ressonancia del Plasmo6 de Superficie

proximament.

La produccié de I'ectodomini de 4F2hc com a proteina soluble ens ha permes fer
molts estudis funcionals i d’interacci6 amb altres substrats i proteines i la seva
cristal-litzacié. La resolucié de I'estructura de I'ectodomini de 4F2hc ha donat molta
informacié per estudiar la possible funcié de 4F2hc. Evidentment I'estructura de
4F2hc complert i unida a una subunitat lleugera encara aportarien meés informacio,
pero encara esta lluny de resoldre’s. Gracies a aquesta estructura ara coneixem una
mica més com son les subunitats pesades dels transportadors heteromérics
d’aminoacids, informacié que esperem que sigui util per dissenyar experiments tant
funcionals com d’estructura en un futur. Aquest treball només ha estat una aportacié
a un projecte l'objectiu final del qual és entendre I'estructura dels transportadors
heteromeérics d’aminoacids i descobrir quina és la funcié d’aquest gran domini

semblant a glicosidases en una proteina implicada en mdultiples funcions.
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. L’ectodomini de 4F2hc es produeix de forma soluble en E. coli i en el
sobrenedant de cél-lules 293T.

La proteina purificada cristal-litza en diverses condicions. Els cristalls en
forma d’agulla sén de tipus monoclinic i contenen 1 molécula per unitat
asimetrica. Els cristalls en forma de placa sén ortorombics i contenen dues
molecules per unitat asimeétrica.

. S’ha resolt I'estructura de I’ectodomini de 4F2hc a 2,1 A en el cristall
monoclinic i a 2,8 A en I’ortorombic.

L’estructura de I'’ectodomini de 4F2hc esta formada per un barril (B/a)8 i un
tot B amb 8 fulls beta semblants als dominis A i C de les glicosilhidrolases.

El lloc catalitic reminiscent de les a-glucosidases no conté els aminoacids
catalitics clau. D’acord amb aix0 no hem trobat activitat a-glucosidasa, a-
manosidasa ni a-galactosidasa en I'ectodomini de 4F2hc. Tampoc hem
trobat cap unié especifica a glucids.

El dicroisme circular i la dinamica molecular demostra que ED-4F2hc té una
estructura molt rigida.

ED-4F2hc homodimeriza en els cristalls ortorombics amb una coordinacio
de zenc en la interfase. El dimer és compatible amb el que es troba en
sobreexpressar 4F2hc en cel-lules. La funcié de la coordinacié de zenc és
encara desconeguda.
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