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2D: bidimensional.

3D: tridimensional.

A. aeolicus: Aquifex aeolicus.

A. fulgidus: Archaeoglobus fulgidus.

A. nidans: Aspergillus nidans.

A. pernix: Aeropyrum pernix.

ABC: ATP-Binding Cassette.

AcrB: transportador multidrug acoplado a H+ de E. coli.

AIB: ácido aminoisobutírico.

APA: intercambiadores de Aminoácidos básicos y PoliAminas.

APC: transportadores de Aminoácidos, Poliaminas y organoCationes.

AroP: permeasa de aminoácidos aromáticos de E. coli de la superfamilia APC.

b0,+AT: subunidad ligera de la familia LAT del transportador del sistema b0,+.

B. cereus: Bacillus cereus.

B. subtilis: Bacillus subtilis.

B. pseudomallei: Burkholderia pseudomallei.

BCH: ácido 2-(-)-endoamino-bicicloheptano-2-carboxílico.

BM(PEO)4: 1,11-bis-maleimidotetraetilenglicol.

BN-PAGE: electroforesis en gel nativo (Blue-Native PolyAcrilamide Gel Electrophoresis).

CadB: intercambiador de cadaverina-lisina de E. coli de la superfamilia APC.

CAR: Región Anfipática Consensus.

Células OK: células renales polarizadas (Opossum Kidney cells).

Cl-: anión cloruro.

ClC: intercambiador de Cl-/H+ de E. coli.

CuPh: cobre (1,10-fenantrolina)2.

DDM: n-dodecil-β-D-glucopiranósido de Anatrace.

Dimedona: 5,5-dimetil-1,3-ciclohexanediona.

DM: n-decil-β-D-glucopiranósido de Anatrace.

DMF: dimetilformamida.

DMSO: dimetilsulfóxido.

DMS: dimetilsuberimidato.

DSP: ditio-bis(succinimilpropionato).

DST: disuccinimiltartarato.

DTT: ditiotreitol.

E. coli: Escherichia coli.

EC50: concentración necesaria para obtener la mitad del efecto.

EDTA: etilendiaminotetracético.

EEM: error estándar de la media.

EmrD: intercambiador multidrug H+-dependiente de E.coli de la MFS.

ESI-MS: espectrometría de masas con ionización por electroespray.
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GabP: transportador de ácido γ-aminobutírico de E. coli.

GalP: cotransportador de galactosa y H+ de E. coli.

GlpF: aquagliceroporina de E. coli.

GlpT: intercambiador de glicerol-3-fosfato y fosfato inorgánico (Pi) de E. coli de la MFS.

GltPh (aspartato): transportador de aspartato de P. horikoshii.

GltPh (glutamato): transportador de glutamato de P. horikoshii.

GLUT-1: transportador de glucosa de la MFS.

GSH: glutatión.

H+: protón.

H. influenziae: Haemophilus influenziae.

HAT: Transportador Heteromérico de Aminoácidos.

HPLC: cromatografía líquida de alta resolución (High Perfomance Liquid Chromatography).

HSHATs: Subunidades Pesadas de los Transportadores Heteroméricos de Aminoácidos.

IAEDANS: ácido 5-(yodoacetamidoetil)aminonaftalen-1-sulfónico.

IPTG: isopropil-β-D-tiogalactopiranósido.

K+: catión potasio.

kDa: kilodaltons.

KM: constante de Michaelis-Menten.

LacY: cotransportador de lactosa y H+ de E. coli de la MFS.

LAT: Transportadores de L-Aminoácidos.

LB: Luria Broth.

LDAO: óxido de n-dodecil-N,N-dimetilamina.

LeuT: transportador de Leu Na+/Cl--dependiente de A. aeolicus.

LPI: lisunuria con intolerancia a proteínas.

LSHATs: Subunidades Ligeras de los Transportadores Heteroméricos de Aminoácidos.

LysP: permeasa específica de lisina de E. coli.

M. jannaschii: Metanococcus jannaschii.

M. magnetotacticum: Magnetospirillum magnetotacticum.

M. marburgensis: Mortierella marbungensis.

M. thermoautotrophicum: Methanobacterium thermoautotrophicum.

M. tuberculosis: Micobacterium tuberculosis.

MCAT: transportadores de aminoácidos catiónicos de ratón de la superfamilia APC.

MCT1: transportador humano de la familia de monocarboxilatos de la MFS.

MFS: Major Facilitatory Superfamily.

MIANS: ácido 2-(4'-maleimidilanilino)naftalen-6-sulfónico.

MJ1267: transportador ABC de M. jannaschii.

MMTS: metilmetanotiosulfonato.

MTSEA: (2-aminoetil)metanotiosulfonato.

MTSES: (2-sulfonatoetil)metanotiosulfonato de Na+.

MTSET: [2-(trimetilamonio)etil]metanotiosulfonato.
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Na+: catión sodio.

NBD: 7-cloro-4-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazola.

NEM: N-etilmaleimida.

NhaA: intercambiador de Na+ y H+ de E. coli.

O/N: overnight, 16 horas aproximadamente.

O. formigenes: Oxalobacter formigenes.

OD600: absorbancia a 600 nm.

OG: β-D-octilglucósido de Roche.

OxlT: transportador de oxalato de O. formigenes de la MFS.

P. horikoshii: Pyrococcus horikoshii.

PCB: Parc Científic de Barcelona.

PCR: Polymerase Chain Reaction.

pCMB: paracloromercuribenzoato.

pCMBS: ácido paracloromercuribencenosulfónico.

PDB: Protein Data Bank.

P-gp: P-glicoproteína, un transportador ABC humano.

PheP: transportador de alta afinidad de Phe de E. coli de la superfamilia APC.

PLs: proteoliposomas.

PM: pirenomaleimida.

PotE: transportador de poliaminas de E. coli de la superfamilia APC.

PrnB: transportador de Pro de A. nidans de la superfamilia APC.

RT-PCR: Reverse Transcription-PCR.

S. aureus: Staphilococcus aureus.

S. lividans: Streptomices lividans.

S. oleracea: Spinacia oleracea.

S. tiphimurium: Salmonella tiphimurium.

SDS: dodecilsulfato de Na+.

SDS-PAGE: electroforesis en gel desnaturalizante.

SPS: Superficie Polar Sensible.

SteT: Serine-threonine exchanger Transporter.

t1/2: tiempo de vida media.

TCA: ácido tricloroacético.

TEM: Microscopio Electrónico de Transmisión.

TM: transmembrana.

U.: Universidad.

Vmáx: velocidad máxima.

X. laevis: Xenopus laevis.

xCT: subunidad ligera de la familia LAT del transportador del sistema xc
-.

wt: wild type (el natural, sin mutaciones).



- 14 -



- 15 -

INTRODUCCIÓN



Introducción

- 16 -



Introducción

- 17 -

La memoria de esta Tesis doctoral recoge los resultados obtenidos de la

caracterización funcional y estructural del transportador de aminoácidos procariota SteT. SteT

es el primer homólogo procariota caracterizado de la familia de transportadores de L-

aminoácidos (LAT).

En esta introducción se describen los sistemas de transporte de aminoácidos, la

superfamilia de transportadores de aminoácidos, poliaminas y organocationes (APC), la familia

de transportadores heteroméricos de aminoácidos (HATs), sus enfermedades asociadas y las

características estructurales y funcionales de transportadores de membrana, con especial

énfasis en las estructuras tridimensionales (3D) y en la identificación de residuos clave.

1. Sistemas de transporte de aminoácidos.

Los aminoácidos son esenciales para la supervivencia celular: intervienen en la síntesis

de proteínas, la regulación del metabolismo, el crecimiento celular, la regulación del volumen

celular y la producción de energía metabólica, entre otros. Los aminoácidos pueden ser

zwitteriónicos, aniónicos o catiónicos, y sus cadenas laterales pueden ser hidrofóbicas,

semipolares o fuertemente hidrofílicas. Las cadenas laterales pueden ser alifáticas o

aromáticas, y en ciertos casos pueden servir como donadores o aceptores de protones (H+).

Los aminoácidos de las proteínas pueden ser derivatizados por metilación, acetilación,

formilación y fosforilación entre otras. Estos aminoácidos derivatizados pueden intervenir en

una amplia variedad de funciones biológicas, tales como sensores, señalización intracelular y

regulación génica. El paso de los aminoácidos a través del dominio hidrofóbico de la membrana

plasmática está mediado por unas proteínas transportadoras. Estas proteínas transportadoras

reconocen, unen y transportan estos aminoácidos desde el medio extracelular al interior de la

célula, o viceversa.

Las proteínas transportadoras que se encuentran en membranas biológicas se dividen

en canales y transportadores (Saier, 2000; Busch et al., 2002). Los canales funcionan como

poros selectivos que se abren en respuesta a estímulos químicos o electrofisiológicos,

permitiendo el movimiento de un sustrato a favor de un gradiente electroquímico. Los

transportadores primarios translocan un sustrato a través de una membrana biológica en contra

de un gradiente de concentración. Para poder realizar esta translocación, el transportador

primario ha de acoplar el proceso de transporte a otro proceso que produzca energía, la

hidrólisis de ATP, y ser capaz de prevenir que los dos procesos puedan darse de manera

desacoplada en sus direcciones energéticamente favorables. Los transportadores secundarios

utilizan el movimiento de un soluto a favor de gradiente de concentración para dirigir la

translocación de otro sustrato a través de la membrana, mediante mecanismos de cotransporte

o intercambio. Los cotransportadores (simportes) catalizan el movimiento de dos o más

moléculas en la misma dirección. Los intercambiadores (que pueden ser transportadores
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terciarios) catalizan el intercambio de una o más moléculas por otra en direcciones opuestas

(Busch et al., 2002). Los uniportes (transportadores de difusión facilitada) transportan una única

molécula a favor de su gradiente de concentración.

En 1992, un artículo de revisión describía el elevado crecimiento de la información

sobre transportadores como la “explosión de transportadores” (Uhl et al., 1992). Desde

entonces, la secuenciación del genoma ha producido la expansión de la información en una

magnitud mucho más rápida, de manera que parece crecer exponencialmente. En 1999, se

propuso un sistema de clasificación de las proteínas transportadoras (TC) basado en el análisis

filogenético y las propiedades funcionales de cerca de 250 familias de transportadores

secuenciados (Saier, 1999b). En 2002, cerca de 400 familias fueron incluidas en el sistema de

clasificación TC (Busch et al., 2002). Este sistema ha sido adoptado por la Unión Internacional

de Bioquímica y Biología Molecular (IUBMB). El análisis filogenético de las proteínas

transportadoras integrales de membrana muestra que las familias de proteínas transportadoras

de topología similar han evolucionado independientemente las unas de las otras, en diferentes

momentos de la evolución y usando rutas diferentes (Saier, 1999b; Saier, 2000; Busch et al.,

2002).

Por todo esto, no es sorprendente que muchas familias de proteínas transportadoras

hayan evolucionado para controlar y facilitar el intercambio de aminoácidos entre las células y

el entorno, los orgánulos u otras entidades vivas. Existen más de dos docenas de familias y

superfamilias de proteínas transportadoras, que incluyen miembros capaces de transportar

aminoácidos y sus derivados (Web1). La identificación de la mayoría de las proteínas

transportadoras de aminoácidos, previamente caracterizadas fisiológicamente, ha facilitado su

análisis funcional. El examen cuidadoso de las propiedades de estos miembros caracterizados

funcionalmente muestra una serie de características comunes (Saier, 2000):

- El rango de sustratos transportados por un miembro individual de una familia puede ser

estrecho o amplio, dependiendo del transportador. Una familia puede transportar una amplia

variedad de compuestos estructuralmente relacionados.

- Únicamente dos tipos de energía se usan para la entrada o salida activa de aminoácidos y

sus derivados: la energía electroquímica almacenada en gradientes de H+, Na+ y similares o de

otros aminoácidos, o la energía química en forma de ATP.

- Todos los miembros de una familia funcionan con una dirección preferencial de entrada o

salida. Existen muy pocas excepciones, entre ellas la Major Facilitatory Superfamily (MFS).

- Algunas familias se encuentran en todos los reinos, mientras que otras están restringidas a un

único reino. Las primeras corresponden a las familias ancestrales y las segundas a las familias

de aparición reciente.

- Históricamente, los modos primarios de transporte involucran canales y transportadores. Los

detalles de los mecanismos se van conociendo gracias al estudio de las estructuras 3D de alta

resolución obtenidas.
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- Algunas familias o subfamilias de transportadores de aminoácidos han evolucionado para

realizar una función altamente específica. Un ejemplo es la germinación de esporas latentes en

las especies de Bacillus, realizada por miembros de la familia SGP, perteneciente a la

superfamilia APC.

- La síntesis, actividad y degradación de las proteínas de transporte está rigurosamente

regulada mediante mecanismos universales como interacciones proteína-proteína, modificación

covalente o unión de ligando.

- La clasificación y caracterización de las familias de transportadores ha revelado que el modo

de transporte y el mecanismo de energía asociado están fuertemente conservados. Por el

contrario, la topología, la polaridad del transporte y la especificidad de sustrato de las proteínas

están sólo medianamente conservadas. Finalmente, los mecanismos reguladores están

pobremente conservados, al ser de evolución reciente.

Las proteínas transportadoras de aminoácidos se clasifican en familias en función de

su homología de secuencia y de sus propiedades funcionales, como la especificidad de

sustrato, el mecanismo de transporte y el acoplamiento a iones. Constantemente se encuentra

disponible un mayor número de secuencias, cuyo análisis revela la existencia de nuevas

familias que se extienden a lo largo de líneas filogenéticas. Así pues, a pesar del organismo en

el que la proteína transportadora se ha encontrado, puede haber proteínas homólogas en otros

organismos con funciones similares. Actualmente se conocen alrededor de 120 familias de

proteínas que forman un canal o un poro. De ellas, ~30 son sistemas de transporte primario y

~80 son transportadores secundarios (Web1). De los sistemas de transporte primarios, la

superfamilia ABC (ATP-Binding Cassette) es la única capaz de transportar aminoácidos. El

resto son transportadores secundarios, entre los que destacan la MFS con más de 1000

miembros secuenciados y la superfamilia APC con más de 250. En este último caso todos

transportan aminoácidos además de otros sustratos.

A pesar del gran número de transportadores de membrana, la información sobre su

estructura y función es muy escasa, debido a su naturaleza hidrofóbica y a la dificultad para

expresarlos en gran cantidad en sistema heterólogos. No obstante, en los últimos años, se han

desarrollado nuevas técnicas que permiten obtener más información sobre la estructura y el

mecanismo de estos transportadores (Kaback et al., 2001).

1.1. Sistemas de transporte en mamíferos.

A partir de los trabajos pioneros del grupo de H. N. Christensen a principios de los años

sesenta, se identificaron diferentes sistemas de transporte de aminoácidos para mamíferos con

especificidades de sustrato amplias (diferentes aminoácidos comparten el mismo sistema de

transporte) y solapadas (un mismo aminoácido puede ser transportado por varios sistemas).

Esta disposición permite, por un lado, una fina regulación del flujo de aminoácidos tanto a nivel
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celular como entre órganos y, por otro, una economía de estructuras mediando dichos flujos

(Christensen, 1990).

La clasificación de los diferentes sistemas de transporte se hizo siguiendo criterios de

funcionalidad, es decir, del tipo de aminoácido transportado y de la dependencia del ión sodio

(Na+) (Palacin et al., 1998; Broer, 2002). La nomenclatura adoptada utiliza acrónimos

indicativos de la especificidad de sustrato y designa con mayúsculas los sistemas Na+-

dependientes y con minúsculas los Na+-independientes. La excepción es el sistema L, que es

Na+-independiente y por razones históricas se designa con mayúsculas (Oxender et al., 1963;

Bannai, 1984b).

A partir de la década de los noventa, el desarrollo de la estrategia de la expresión

funcional (Palacin et al., 1998; Romero et al., 1998) y, posteriormente, la secuenciación de

ESTs (Expressed Sequence Tag) y de múltiples genomas (como el humano) permitieron hacer

búsquedas por homología de secuencia. Esto permitió la identificación de un gran número de

transportadores de aminoácidos. Su caracterización funcional en sistemas de expresión

heterólogos permitió asociarlos a los sistemas de transporte descritos previamente, intentando

mantener la nomenclatura adoptada para el sistema correspondiente (Christensen et al., 1994;

Palacin et al., 1998).

Estos nuevos avances modificaron alguno de los conceptos anteriormente

desarrollados por Crane (Crane, 1965) y Christensen (Christensen, 1966):

- El mecanismo de intercambio predomina en el transporte de aminoácidos y es esencial para

el transporte vectorial a través del epitelio.

- Otros gradientes electroquímicos, a parte del Na+, dirigen el transporte o contribuyen en él.

- Algunos transportadores cruzan las fronteras de separación de clases de sustratos, p. e.

transportando aminoácidos neutros y catiónicos a la vez (Broer, 2002).

En la Tabla 1 aparecen los distintos sistemas de transporte descritos y las isoformas

clonadas asociadas a cada uno de ellos. También se especifican los sustratos y el mecanismo

de transporte. Las isoformas de un mismo sistema presentan pequeñas variaciones en la

afinidad y especificidad de sustrato para ajustarse a la función del tejido en el que se expresa el

transportador.

Actualmente, siguiendo criterios de función fisiológica (Broer, 2002), podemos agrupar

los transportadores de aminoácidos en:

- Transportadores de alta capacidad de acumulación (EAAT, transportadores acoplados a Na+ y

Cl-): es el caso de los transportadores de neurotransmisores (sistemas XAG
-, Gly y β), que

capturan el exceso de neurotransmisor liberado (Glu, Gly y GABA), no inactivable

metabólicamente, para evitar su excitotoxicidad; los transportadores de osmolitos (sistema β),
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que mantienen altas concentraciones de gradiente de sustratos (betaina, taurina) en el riñón; o

los transportadores apicales que median la reabsorción de aminoácidos en el epitelio (sistema

B0,+).

Tabla 1. Clasificación de los sistemas de transporte de aminoácidos en mamíferos adaptada y actualizada

de Palacin et al., 1998 y Broer, 2002. Los aminoácidos estándar se presentan en código de tres letras

(Cys-: cistina, Orn: ornitina, GABA: ácido γ-aminobutírico, AIB: ácido aminoisobutírico, MeAIB: ácido metil-

aminoisobutírico).

Sistema Isoformas Mecanismo Sustratos
ATA1 Gly, Ala, Ser, Cys, GLn, Asn, His, Met
ATA2 Gly, Pro, Ala, Ser, Cys, GLn, Asn, His, MetA
ATA3

Cotransporte
1Na+/AA

Gly, Pro, Ala, Ser, Cys, Asn, Met
4F2hc-asc-1 Gly, Ala, Ser, Cys, Thr (D y L)asc
asc-2/(?)

Intercambio
Gly, Ala, Ser, Thr

ASCT1 Ala, Ser, CysASC
ASCT2

Intercambio
Na+-dependiente Ala, Ser, Cys, Thr, Gln

b0,+ rBAT-b0,+AT Intercambio
Lys, Arg, Ala, Ser, Cys, Thr, Asn, Gln, His, Met, Ile,

Val, Phe, Tyr, Trp, Cysˉ

B0 B0AT-1
Cotransporte
2Na+/AA

Leu, Ile, Gln, Phe, Ala, Pro, Cys, Val, Met, Ser, Asn,
(His, Gly, Thr, Trp, Tyr)

B0,+ ATB0,+
Cotransporte
2Na+/1Clˉ/AA

Ala, Ser, Cys, His, Met, Ile, Leu, Val,
Phe, Tyr, Trp, (Lys, Arg, Thr, Asn, Gln)

GAT1 GABA
GAT2 GABA, betaína, Pro, β-Ala
GAT 3 GABA, betaína, taurina

β (BETA)

GAT 4

Cotransporte
2-3Na+/1Clˉ/AA

GABA, betaína
GlyT1 GlyGly
GlyT2

Cotransporte
2-3Na+/1Clˉ/AA Gly

PAT1 Pro, Gly, Ala, β-Ala, AIB, GABA
IMINO PAT2 Pro, Gly, Ala, MeAIB

PAT3 (?)

Cotransporte
1H+/AA

?
4F2hc-LAT-1 His, Met, Leu, Ile, Val, Phe, Tyr, Trp, (Gln)
4F2hc-LAT-2 Ala, Ser, Cys, Thr, Asn, Gln, His, Met, Leu, Ile, ValL
LAT-3
LAT-4

Intercambio
Leu, Ile, Val, Phe, Met
Leu, Ile, Val, Phe, Met

SN1 Gln, Asn, His
N

SN2

Cotransporte
Na+/AA
acoplado a

intercambio de H+
Gln, Asn, His, Ser, Gly

T TAT1 Uniporte Phe, Tyr, Trp,
EAAT1 Glu, Asp

EAAT2 (GLT1) Glu, Asp
EAAT3 Glu, Asp, Cys
EAAT4 Glu, Asp

XAG

EAAT5

Cotransporte
3Na+/1H+/AA
acoplado a

intercambio de K+
Glu, Asp

xc
- 4F2hc-xCT Intercambio Glu, Cys-, (Asp)

CAT-1 Arg, Lys, His, Orn
CAT-2A/B Arg, Lys, His, Orn
CAT-3 Arg, Lys

y+

CAT-4 (?)

Uniporte

?
4F2hc-y+LAT-1 Lys, Arg, Gln, His, Met, Leuy+L
4F2hc-y+LAT-2

Intercambio
1Na+/AA Lys, Arg, Gln, His, Met, Leu, Ala, Cys
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- Transportadores de débil capacidad de acumulación (familia ATA/SN, CAT, TAT): incluye

aquellos que permiten una entrada o salida neta de sustrato en contra de gradiente, asociada

al cotransporte de Na+ o H+, o bien uniporters. Parecen implicados en mantener altas las

concentraciones citosólicas de aminoácidos no esenciales (sistema A, sistema N) para permitir

posteriormente la entrada de aminoácidos esenciales por otros transportadores

(intercambiadores). La abundancia de uniporters (sistema y+, sistema T) es muy baja debido,

quizás, a ser un mecanismo que no protege a la célula de la pérdida de metabolitos

importantes ya que cambios en el contenido de aminoácidos en el plasma se trasladan al

contenido intracelular.

- Intercambiadores (sistemas asc, ASC, b0,+, L, y+, x-): constituyen la gran mayoría de los

transportadores de aminoácidos en mamíferos. Preferentemente, intercambian aminoácidos no

esenciales por aminoácidos esenciales. Permiten generar asimetrías, clave para el flujo

vectorial de aminoácidos. Un ejemplo es la reabsorción de aminoácidos en el riñón (sistema

b0,+, sistema L, sistema y+L). Dentro de este grupo se encuentran los HATs, objeto de estudio

del grupo de investigación en el que se ha realizado esta Tesis doctoral (ver apartado 2.1).

En conclusión, cada tipo celular de un organismo contiene una combinación

determinada de transportadores en sus membranas. Esta combinación depende de su función

biológica y es el resultado de la presencia de los sistemas de transporte ubicuos en alguna de

sus variantes (p. e. sistemas A, ASC, L, y+, X-
AG) y de los sistemas de transporte tejido-

específicos (p. e. sistemas Bo,+, Nm, bo,+ ) (Palacín et al., 1998).

2. La superfamilia de transportadores de Aminoácidos, Poliaminas y
organoCationes (APC).

Las primeras bacterias probablemente poseían unos pocos transportadores. Gracias a

la duplicación génica, la divergencia y la especiación, estos sistemas de transporte ancestrales

se desarrollaron hasta formar las actuales superfamilias. La superfamilia APC es una de las

mayores familias de transportadores. Sólo las superfamilias ABC y MFS tienen mayor número

de miembros identificados. Hasta la fecha, la superfamilia de transportadores APC consta de

13 familias (Web1):

1- Familia de transportadores de aminoácidos (AAT).

2- Familia de intercambiadores de aminoácidos básicos y poliaminas (APA).

3- Familia de transportadores de aminoácidos catiónicos (CAT).

4- Familia de transportadores de aminoácidos y colina (ACT).

5- Familia de transportadores de etanolamina (EAT).

6- Familia de transportadores de arqueas y bacterias (ABT).

7- Familia intercambiadores de GABA (GGA).

8- Familia de transportadores de L-aminoácidos (LAT).
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9- Familia de proteínas de germinación de esporas (SGP).

10- Familia de transportadores de aminoácidos de levadura (YAT).

11- Familia de transportadores de aspartato y glutamato (AGT).

12- Familia de cotransportadores de poliaminas y H+ (PHS).

13- Familia de transportadores de salida de aminoácidos (AAE).

La superfamilia APC incluye más de 250 miembros cuya función es de cotransporte

soluto:catión o de intercambio soluto:soluto (Saier, 2000) y se encuentra presente en todos los

reinos, desde procariotas hasta eucariotas superiores. Las proteínas tienen una longitud que

oscila entre 350 y 850 aminoácidos. Las proteínas más pequeñas generalmente tienen un

origen procariota, mientras que las mayores son de origen eucariota y poseen extensiones

hidrofílicas en los extremos N y C-terminal.

Los algoritmos de hidrofobicidad, basados en alineamientos múltiples generados a

partir de las secuencias completas de los integrantes de cada subfamilia, revelan que:

- La gran mayoría de los transportadores APC presentan una predicción de topología de 12

segmentos transmembrana (TM) (en concreto, en 10 de las 13 familias), habiéndose mantenido

similares posiciones y longitudes relativas de los diferentes segmentos y bucles a lo largo de la

evolución (Jack et al., 2000). Además, se ha descrito la existencia de un bucle reentrante entre

los segmentos TM II y III (Gasol et al., 2004) en xCT, miembro de la familia LAT.

- Los miembros eucariotas de la familia CAT (Deves et al., 1998) y los procariotas de la familia

AGT (Lorca et al., 2003) presentan 14 segmentos TM. Los dos segmentos adicionales se

localizan en el extremo C-terminal de la proteína.

- Los miembros de la familia procariota SGP presentan sólo 10 segmentos TM, debido a un

truncamiento C-terminal que elimina los TM XI y XII (Jack et al., 2000). Se ha descrito que los

miembros de esta familia se comportan como receptores de aminoácidos más que como

transportadores (Cabrera-Martínez et al., 2003).

Algunas de estas predicciones han sido comprobadas experimentalmente para miembros

procariotas representativos de la superfamilia APC (Ellis et al., 1995; Pi et al., 1996; Cosgriff et

al., 1997; Hu et al., 1998c) y para un miembro eucariota (Gasol et al., 2004) (ver apartado 3.2).

A pesar de ser una de las superfamilias con más miembros identificados, la

superfamilia APC no presenta aparentemente una gran diversificación de sustratos. De hecho,

aunque incluye a miembros con mecanismos de transporte diferentes, estequiometrías

variadas y acoplamiento a diferentes iones, existe una importante relación filogenética entre

ellos (Jack et al., 2000). Todos sus miembros caracterizados transportan aminoácidos o sus

derivados. Además, aunque cada una de las familias presenta una “marca” única en su

secuencia, todas presentan características topológicas uniformes (o casi uniformes) que le dan

la entidad de superfamilia (Jack et al., 2000). En vista de las amplias especificidades de

transportadores pertenecientes a otras superfamilias como la MFS (Saier, 1999b), es
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sorprendente que la superfamilia APC no haya divergido más extensamente con respecto al

reconocimiento de sustrato. No existe una explicación para este hecho, pero podría deberse a

las restricciones en la arquitectura de la proteína.

2.1. Familia de Transportadores Heteroméricos de Aminoácidos (HATs).

Dentro de la superfamilia APC encontramos la familia LAT, definida con el nombre del

primer miembro identificado (LAT-1), y cuyos miembros constituyen la subunidad ligera de los

HATs. Los miembros de la familia HAT poseen la característica única de tener estructura

heteromérica, cuya unidad funcional está compuesta, al menos, por una subunidad pesada

(Heavy Subunit Heteromeric Amino acid Transporter, HSHAT) y una subunidad ligera (Light

Subunit Heteromeric Amino acid Transporter, LSHAT) unidas mediante un puente disulfuro

conservado entre los miembros de la familia (Wagner et al., 2001; Chillarón et al., 2001; Verrey

et al., 2004) (Figura 1). Algunos de estos miembros están directamente relacionados con

aminoacidurias hereditarias (ver apartado 2.2).

Figura 1. Representación esquemática de los transportadores heteroméricos de aminoácidos (familia

HAT) adaptada de Palacin et al., 2005. La subunidad pesada HSHAT (rosa), está unida por el puente

disulfuro S-S (amarillo), a la subunidad ligera LSHAT (violeta) con cisteínas conservadas (cisteína 158

para xCT humano y cisteína 109 para 4F2hc humano). Las cisteínas implicadas en el puente se localizan

extracelularmente, después del segmento TM de la subunidad pesada. El dominio extracelular de la

HSHAT es homólogo a glucosidasas (ver apartado 2.1.1). La topología de membrana de la subunidad

ligera xCT, como modelo de las otras LSHAT, muestra 12 dominios TM con los extremos N y C-terminales
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intracelulares y con un bucle reentrante (entre los segmentos TM II y III) (H110 corresponde al ápice del

bucle). Se muestran los residuos con accesibilidad exterior (negro) e interior (rojo). Existen evidencias de

que existe otro bucle reentrante entre los segmentos TM VIII y IX (datos no publicados).

La estructura heteromérica de esta familia y su mecanismo de transporte se ha

conservado a lo largo de la evolución de los metazoos. Búsquedas por homología de secuencia

en el genoma del nemátodo C. elegans han evidenciado la presencia de genes codificantes

para proteínas con altos niveles de identidad de secuencia (28-45%) respecto a los integrantes

mamíferos (Veljkovic et al., 2004). Las tres proteínas (AAT-1, 2 y 3) más homólogas a las

subunidades ligeras de mamífero (39-45% identidad de secuencia) y las dos proteínas (ATG-1

y 2) homólogas a las subunidades pesadas contienen la cisteína conservada implicada en la

formación del puente disulfuro. La caracterización funcional en oocitos de X. laevis muestra una

actividad de transporte parecida al sistema L inducida por los complejos heteroméricos AAT-

1/ATG-2 y AAT-3/ATG-2 (Veljkovic et al., 2004). Estos hechos evidencian que las principales

características de la familia HAT se han conservado evolutivamente.

En la Tabla 2 se presentan los miembros de mamíferos de la familia HAT identificados

hasta el momento y el sistema de transporte asociado. Se indica su localización cromosómica

en humano y su relación con enfermedades hereditarias. Siguiendo la nomenclatura HUGO

(HUman Genome Organization), los genes codificantes para cada proteína se denominan

utilizando la raíz SLC (de SoLute Carrier), seguido de un numeral correspondiente a la familia

“genética” a la que pertenece, la letra A, que actúa de separador, y finalmente el número del

transportador (Hediger et al., 2004). Las subunidades pesadas pertenecen a la familia SLC3

mientras que las subunidades ligeras pertenecen a la familia SLC7.

Tabla 2. Transportadores Heteroméricos de Aminoácidos (HATs). (?) no-Identificado; (-) no descrito;

Adaptada de Chillaron et al., 2001.

Subunidad
pesada
(HSHAT)

Subunidad
ligera (LSHAT)

Nomenclatura
HUGO

Sistema de
transporte

Cromosoma
humano

Enfermedad
asociada

4F2hc
(CD98hc) SLC3A2 11q13

LAT-1 SLC7A5 L 16q24.3
LAT-2 SLC7A8 L 14q11.2
y+LAT-1 SLC7A7 y+L 14q11.2 LPI
y+LAT-2 SLC7A6 y+L 16q22.1
Asc-1 SLC7A10 asc 19q12-13
xCT SLC7A11 xc- 4q28-q32

rBAT SLC3A1 2p16.3-21 Cistinuria tipo I
b0,+AT SLC7A9 b0,+ 19q12-13 Cistinuria tipo no-I

?
AGT-1 SlC7A13 - 8q21.3
Asc-2 Slc7a12 asc -
arpAT Slc7a14 - -
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2.1.1. Generalidades de las subunidades pesadas (HSHATs).

Esta familia, también denominada SLC3, está constituida por dos proteínas que

comparten propiedades funcionales y estructurales: rBAT (SLC3A1) (related to b0,+ Amino acid

Transporter; también denominado NBAT, D2) y 4F2hc (SLC3A2) (cadena pesada del antígeno

de superficie 4F2, CD98 o FRP-1 (Fusion Regulatory Protein-1)). Las secuencias completas de

rBAT en humano, rata, ratón, conejo y perro comparten una identidad que oscila entre el 69 y el

89%. La identidad de la secuencia de 4F2hc en humano, rata, ratón, hámster, pez cebra y

lamprea varía entre el 31% y el 77%. Las secuencias humanas de rBAT y 4F2hc codifican

glicoproteínas de 685 y 529 aminoácidos respectivamente, con un ~30% de identidad. En gel

desnaturalizante (SDS-PAGE) en condiciones reductoras, las formas glicosiladas de rBAT y

4F2hc tienen una movilidad de ~96 y ~85 kDa, mientras que las formas sin glicosilar tienen una

movilidad de ~75 y ~60 kDa respectivamente (Palacín et al., 1998). En condiciones no

reductoras ambas proteínas forman parte de un complejo con otra proteína. El tamaño de este

complejo depende de la proteína asociada pero generalmente oscila entre 120 y 130 kDa

(Chillaron et al., 2001).

rBAT y 4F2hc no poseen una secuencia líder que las dirija a la membrana. Los

algoritmos de hidrofobicidad para ambas proteínas predicen una glicoproteína de tipo II, con un

extremo N-terminal intracelular, un único dominio TM de 23 residuos y un extremo C-terminal

extracelular (ectodominio), que presenta homología con las α-amilasas de insectos y α-

glucosidasas bacterianas (Bertran et al., 1992b; Wells et al., 1992). El residuo de cisteína que

participa en el puente disulfuro con la subunidad ligera se localiza extracelularmente, a una

distancia de 4-5 aminoácidos del segmento TM.

El grupo de Ginsberg demostró que el extremo N-terminal de 4F2hc es intracelular y el

C-terminal es extracelular (Fenczik et al., 2001). Otro argumento a favor de la estructura de un

único dominio TM y un dominio C-terminal extracelular es la homología de este dominio con α-

amilasas de insectos y las α-glucosidasas bacterianas (30-40% de identidad) (Quackenbush et

al., 1987; Teixeira et al., 1987; Bertran et al., 1992b; Tate et al., 1992; Wells et al., 1992). La

homología con las α-amilasas comienza con dos residuos de triptófano contiguos, situados

unos pocos residuos más allá de la cisteína implicada en el puente disulfuro con la subunidad

ligera. Esta homología se extiende hasta el extremo C-terminal del dominio extracelular y de las

glucosidasas bacterianas (Chillaron et al., 2001). Estos enzimas pertenecen a la gran familia de

las glicosilhidrolasas (Janecek, 1997), y muchos de ellos presentan una estructura similar:

- Un dominio A catalítico con una estructura de TIM barrel (β/α)8.

- Un dominio B de unión a calcio que interrumpe el TIM-barrel sobresaliendo entre la tercera

cadena β y la tercera hélice α.

- Un dominio C en el extremo C-terminal con una estructura de láminas β antiparalelas. 
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Recientemente, la purificación y cristalización del ectodominio de 4F2hc, realizada en

nuestro grupo por la Dra. Joana Fort (J. Fort, Tesis doctoral; Fort et al., en preparación), y la

difracción de rayos X realizada en colaboración con el Dr. Ignasi Fita, confirman una estructura

3D parecida a la de las glucosidasas bacterianas (Figura 2):

Figura 2. Estructura 3D del ectodominio de 4F2hc a 2.1 Å de resolución extraída de la Tesis doctoral de la

Dra. J. Fort. En estas vistas laterales de la proteína se puede distinguir una estructura en barril (β/α)8 y un

dominio C-terminal de 8 láminas β en antiparalelo. La cabeza de flecha negra señala la posición de la

hendidura “pseudocatalítica” de 4F2hc. Estas estructuras se encuentran depositadas en el Protein Data

Bank (PDB) con los identificativos 2DH2 y 2DH3.

Se trata de un dominio triosa fosfato isomerasa TIM-barrel (β/α)8 (aminoácidos 177-

438) y 8 láminas β antiparalelas (residuos 439-529, dominio C). Por otro lado, estudios de

dinámica molecular de la estructura realizados por el Dr. C. Ferrer-Costa a 10 ns muestran

poco movimiento de la estructura. La distancia máxima, en RMSD, que alcanzan los modelos

de dinámica es de 1.8 Å. Estos datos indican que la estructura del ectodominio de 4F2hc es

muy estable, sin tendencia a tener grandes cambios conformacionales.

En la figura 3 se muestra el alineamiento estructural de la oligo-1,6-glucosidasa 1UOK

con las proteínas humanas rBAT y 4F2hc.
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Figura 3. Alineamiento estructural entre la oligo-1,6-glucosidasa 1UOK de Bacillus cereus (B. cereus)

(PDB ID: 1UOK) y el ectomonio de 4F2hc humano (PDB ID: 2DH2) extraído de Fort et al., en preparación.

También se incluye el alineamiento de secuencia del ectodominio de rBAT humano. Los elementos de
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estructura secundaria (hélices, láminas y giros) de las estructuras de 2DH2 y 1UOK están indicados en

rojo en la parte superior de la secuencia. La identidad de secuencia permitió el modelado molecular de

parte del dominio A (desde el N-terminal hasta Aβ4 y desde Aα6 hasta el C-terminal) y una pequeña parte

del dominio C. En contraste con el ectodominio de 4F2hc, el de rBAT tiene un dominio B (αβ3) muy similar

al de 1UOK, El modelaje del ectodomio de rBAT por Modeller (Sali et al., 1993) mostró que los residuos

C242 y C273 están suficientemente próximos para formar un puente disulfuro (unidos en azul). Los

residuos idénticos se resaltan en blanco dentro de cajas rojas, mientras que las sustituciones

conservadas entre las tres posiciones están en rojo. Resaltados en blanco dentro de cajas verdes se

encuentran las sustituciones conservadas entre la secuencia del dominio B de rBAT y 1UOK.

Remarcados en cajas azules se encuentran los tres aminoácidos catalíticos conservados en las α-

glucosidasas y su putativa conservación en los ectodominios de 4F2hc y rBAT.

Se observa que:

- El dominio extracelular de los miembros SLC3 tiene una estructura de TIM barrel y un dominio

C-terminal todo β (con la excepción de los últimos treinta residuos de rBAT), aunque en la zona

entre las hélices α4 y α7 el alineamiento es de menor calidad.

- Existen tres residuos catalíticos y dos residuos de unión al sustrato en la zona del TIM-barrel

que junto al dominio B constituyen el centro activo de la familia 13 de las glucosil-hidrolasas.

Los dos residuos catalíticos (D199 y D329) y el residuo de unión al sustrato (H103) en 1UOK

no se localizan en 4F2hc humano. De acuerdo con esto, Wells no observó actividad α-

glucosidasa para 4F2hc expresada en oocitos de X. laevis (Wells et al., 1992). En nuestro

grupo tampoco se observó tal actividad (J. Fort, Tesis doctoral). A pesar de ello, 4F2hc

conserva una hendidura “pseudocatalítica” de función desconocida (figura 2).

- El dominio C (extremo C-terminal), con su estructura con 8 láminas β antiparalelas, se

conserva en ambas HSHATs.

Con todos estos datos, la Dra. J. Fort, en nuestro grupo, ha modelado el domino

extracelular de rBAT humano por homología con los de 4F2hc y de la oligo-1,6-glucosidasa

1UOK de B. cereus (figura 4):
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Figura 4. Modelos del ectodominio de rBAT extraídos de la Tesis doctoral de la Dra. J. Fort. Vista lateral

estérea del ectodominio de rBAT.

En estos modelos se presentan conservados los residuos catalíticos y el dominio β 

(Figura 3), lo que sugiere que rBAT podría tener actividad glicolítica. El dominio B, incluyendo

el motivo QPDLN (residuos 167-171 en 1UOK), se conserva en rBAT pero no en 4F2hc,

sugiriendo que para rBAT las características estructurales de este dominio, en forma de α3β,

se mantienen.

Cuando se identificaron rBAT y 4F2hc como proteínas de transporte, todavía no se

conocía su participación en un heterodímero funcional. A partir de la caracterización de rBAT y

4F2hc se acumularon evidencias que apuntaban a que cada una de ellas formaba parte de un

complejo heteromérico con otra proteína de un tamaño entre 30 y 40 kDa (Teixeira et al., 1987;

Wang et al., 1995; Estevez et al., 1998). Estas evidencias son:

- rBAT y 4F2hc son proteínas poco hidrofóbicas para constituir un poro de paso de sustratos a

través de la membrana. Además, la predicción de estructura revela un único dominio TM.

- El antígeno 4F2 forma parte de un heterodímero constituido por una proteína glicosilada de 85

kDa (4F2hc) unida por un puente disulfuro a una proteína de unos 40 kDa, altamente

hidrofóbica y no glicosilada (Haynes et al., 1981; Quackenbush et al., 1987; Teixeira et al.,

1987). Estudios del grupo de Tate evidenciaban la presencia de complejos de este tamaño de

rBAT en preparaciones de membranas de riñón e intestino. Estudios por Western blot de rBAT

en condiciones no reductoras revelaban un complejo de alto peso molecular (∼250 kDa y

∼125kDa) que pasaba a ser de ∼90 kDa (el tamaño de rBAT) en condiciones reductoras (Wang

et al., 1995).

- La transfección de rBAT en células COS indujo la expresión de la proteína pero ésta no

llegaba a la membrana, y no se observaba el complejo de ~ 125 kDa, sugiriendo que en estas

células probablemente no se expresaba la otra subunidad (Palacín et al., 1996).

- Estudios funcionales de mutaciones en rBAT (M467T y M467K) encontradas en pacientes de

cistinuria de tipo I, mostraron que no existía correlación entre la cantidad de proteína rBAT

presente en la membrana plasmática del oocito y la actividad de transporte inducida (Chillaron

et al., 1997). Esto sugería que existía un factor endógeno (la subunidad ligera presente en el

oocito), que limitaba la expresión de actividad de transporte.

- En oocitos de X. laevis observaciones similares (Estevez et al., 1998) mostraban que 4F2hc

se asociaba con una subunidad endógena para dar actividad de transporte y+L. La incubación

con reactivos mercuriales impermeables a la membrana plasmática de oocitos inyectados con

4F2hc inactivaban la actividad de transporte y+L inducido por 4F2hc. La mutación a serina de

las 2 únicas cisteínas de 4F2hc no eliminaban el efecto de estos agentes, sugiriendo que

afectaba las cisteínas de una proteína endógena del oocito (Estevez et al., 1998).

- Se evidenciaron diferentes actividades de transporte asociadas con la expresión de rBAT y

4F2hc en oocitos, aparte de b0,+ y y+L, respectivamente (Broer et al., 1995; Peter et al., 1996;
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Broer et al., 1998; Peter et al., 1999) sugiriendo que rBAT y 4F2hc podían formar parte de

distintos sistemas de transporte en función de la subunidad con la que se asociaban en el

oocito.

En 1998, el grupo de F. Verrey publicó que la proteína ASUR4 inducía actividad de

transporte L cuando se expresaba con 4F2hc en oocitos de X. laevis (Mastroberardino et al.,

1998). ASUR4, posteriormente llamado LAT-1, fue el primer miembro identificado de la familia

de LSHATs.

Desde el punto de vista funcional, el papel de la subunidad pesada parece relacionado

con el transporte de la subunidad ligera a la membrana plasmática (Nakamura et al., 1999). La

sustitución de una de las cisteínas que intervienen en el puente disulfuro por serina disminuye,

pero no elimina la expresión del heterodímero en la membrana plasmática. Esto sugiere la

importancia de interacciones no covalentes entre ambas subunidades (Estevez et al., 1998;

Pfeiffer et al., 1998). Se ha observado que 4F2hc se localiza como monómero en la superficie

de células COS, mientras que la subunidad ligera LAT-1, en ausencia de la subunidad pesada

parece permanecer en un compartimiento perinuclear, sugiriendo la necesidad de la subunidad

pesada para alcanzar la superficie celular (Nakamura et al., 1999). Por otro lado, diferentes

observaciones han implicado a las subunidades pesadas en la modulación de las propiedades

funcionales de los holotransportadores (Peter et al., 2000; Rajan et al., 2000a). La Dra. N. Reig

demostró, en nuestro laboratorio, que la reconstitución en liposomas de membranas de células

transfectadas únicamente con b0,+AT, genera la misma actividad de transporte que la

reconstitución de células transfectadas con rBAT y b0,+AT (Reig et al., 2002). Todo esto apunta

que la subunidad ligera es la catalítica, mientras que la pesada es importante para el tránsito

del holotransportador a la membrana (Nakamura et al., 1999).

2.1.2. Generalidades de las subunidades ligeras (LSHATs).

Como se ha comentado anteriormente, las LSHATs pertenecen a una gran superfamilia

conocida con el nombre de transportadores APC.

Hasta el momento se han identificado 10 subunidades ligeras, la mayoría por

homología de secuencia: seis de ellas se unen a 4F2hc para dar lugar al transportador

funcional (LAT-1, LAT-2, y+LAT-1, y+LAT-2, asc-1, xCT), una de ellas se une a rBAT (b0,+ AT),

existen dos miembros “huérfanos” (asc-2, AGT-1), que no interaccionan con las subunidades

pesadas descritas y que quizás se unen a una posible subunidad pesada todavía por identificar

y arpAT que puede heterodimerizar con rBAT, con 4F2hc o con otra subunidad pesada aún

desconocida en el epitelio de riñón de ratón (Tabla 2). La asociación de estas proteínas con

glicoproteínas de membrana de tipo II (HSHATs) hace que también se las conozca con el

nombre gpaATs (glycoprotein-associated Amino acid Transporters).
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Las diferentes LSHAT (excepto asc-2 y AGT-1, con identidades del 23-29%) mantienen

identidades de secuencia aminoacídica que oscilan entre el 39 y 70% entre parálogos y entre el

85 y 98% entre ortólogos de mamífero (Chillarón et al., 2001; Wagner et al., 2001; Verrey et al.,

2004). Presentan características estructurales y funcionales comunes:

- Son proteínas altamente hidrofóbicas que no se glicosilan (demostrado para LAT-1 y b0,+AT),

lo que provoca un aumento de su movilidad electroforética alrededor de los 40 kDa cuando su

peso molecular corresponde a ∼50 kDa.

- Sobre la base de su homología y de los algoritmos de hidrofobicidad, las subunidades ligeras

presentan una predicción de estructura de 12 segmentos TM, con extremos N y C-terminal

intracelulares, acorde con su función de transportador. Esta topología ha sido demostrada

experimentalmente por estudios de SCAM (Sustituted Cysteines Acessibility Method) a partir de

un xCT sin cisteínas (xCT cysless), junto a la existencia de un bucle reentrante entre los

segmentos TM II y III (Gasol et al., 2004; figura 1).

- Las LSHAT se unen con la correspondiente HSHAT mediante un puente disulfuro en el que

interviene el residuo de cisteína conservado que se encuentra localizado en el bucle

extracelular 3-4 (y el residuo ya descrito en las HSHATs).

- Los miembros LSHAT necesitan la coexpresión de su correspondiente HSHAT para alcanzar

la membrana plasmática en un sistema de expresión heterólogo (Chillarón et al., 2001), aunque

no es necesario que ambas se mantengan unidas por el puente disulfuro ya que otras

interacciones no covalentes son suficientes para localizar el heterodímero en la membrana

(Pfeiffer et al., 1998; Nakamura et al., 1999).

- Las LSHAT confieren la especificidad de transporte al complejo heteromérico, representando

una gran diversidad de sustratos y acoplamiento a iones: aminoácidos neutros de tamaño

grande (LAT-1, LAT-2) (Pineda et al., 1999; Rossier et al., 1999; Segawa et al., 1999; Rajan et

al., 2000b), pequeño (asc-1, LAT-2) (Fukasawa et al., 2000), cargados negativamente (xCT)

(Sato et al., 2000) y aminoácidos básicos y neutros (y+LAT-1, y+LAT-2 y b0,+AT) (Torrents et al.,

1998; Chairoungdua et al., 1999; Feliubadaló et al., 1999; Pfeiffer et al., 1999a; Pfeiffer et al.,

1999b; Kanai et al., 2000).

- Los transportadores heteroméricos se comportan como intercambiadores obligatorios con una

estequiometría 1:1 y con una afinidad intracelular aparente por el sustrato mucho menor que la

extracelular (Meier et al., 2002; Reig et al., 2002), excepto para el caso 4F2hc-asc-1, que se

comporta como un intercambiador no obligatorio (Nakauchi et al., 2000; Pineda et al., 2004a).

- La subunidad ligera es capaz de mediar el transporte en ausencia de la subunidad pesada si

conseguimos expresarla en superficie, como ocurre en un sistema reconstituido (Reig et al.,

2002).

2.1.3. rBAT-b0,+AT.

La proteína rBAT (related to b0+ Amino acid Transporter) (SLC3A1), fue la primera

subunidad identificada de la familia HAT. Se clonó en 1992 por expresión funcional en oocitos
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de X. laevis (Bertran et al., 1992b; Tate et al., 1992; Wells et al., 1992). La distribución tisular

del mRNA de rBAT en humano, conejo y rata muestra una elevada expresión en riñón e

intestino y una expresión menor en hígado y páncreas (Bertran et al., 1992b; Tate et al., 1992;

Wells et al., 1992). La expresión del mRNA de rBAT en el riñón de rata se inicia en la última

etapa de la vida fetal, se mantiene con unos niveles de expresión muy bajos en el comienzo de

la vida postnatal, y se incrementa después de la lactancia hasta alcanzar el doble de expresión

en el adulto (Furriols et al., 1993). Estudios de inmunocitoquímica han demostrado que rBAT se

localiza en membranas apicales de células epiteliales de intestino y de túbulo proximal de

riñón. A lo largo del túbulo, la expresión de rBAT se incrementa desde el segmento S1 hasta el

segmento S3 (Kanai et al., 1992; Furriols et al., 1993; Pickel et al., 1993).

Inicialmente, la actividad de transporte de aminoácidos asociada a rBAT fue estudiada

en oocitos de X. laevis. rBAT inducía un transporte independiente de Na+ de cistina,

aminoácidos básicos y neutros (Bertran et al., 1992b; Wells et al., 1992). Hoy en día, se sabe

que esta actividad, similar a la actividad b0+ descrita en blastocistos de ratón (Van Winkle et al.,

1988), tiene que ser debida a la interacción de rBAT con b0,+AT endógeno del oocito.

Una caracterización más exhaustiva de la actividad de rBAT demostró que la salida de

aminoácidos mediada por rBAT a través de la membrana plasmática es dependiente de la

presencia de aminoácidos en el medio extracelular (Coady et al., 1994; Ahmed et al., 1995;

Chillaron et al., 1996). Además, el transporte es independiente de la presencia externa de los

iones cloruro (Cl-) y potasio (K+) (Coady et al., 1994; Busch et al., 1994), de la sustitución de

Na+ por litio o colina, y de cambios en el pH y en la concentración de ATP (Coady et al., 1994).

Por ello, el heterointercambio de sustratos mediado por rBAT en oocitos es electrogénico

(Busch et al., 1994). Además, rBAT se comporta como un intercambiador obligatorio con una

estequiometría 1:1 (Chillaron et al., 1996). El hecho de que un knock down de rBAT en células

OK tenga una actividad de transporte b0,+-like disminuida (Mora et al., 1996) y que mutaciones

en rBAT causan cistinuria de tipo I (Palacín et al., 2001) confirman el papel de esta proteína en

el sistema de reabsorción de cistina de alta afinidad.

En 1999, tres laboratorios identificaron el transportador b0,+AT (SLC7A9), por

homología de secuencia con el resto de miembros de la familia LSHAT clonados anteriormente

(Chairoungdua et al., 1999; Feliubadaló et al., 1999; Pfeiffer et al., 1999a). El mRNA de b0,+AT

se expresa en riñón e intestino delgado y en menor medida, en corazón, hígado, placenta y

pulmón (Wagner et al., 2001). Por estudios de inmunolocalización en riñón se sabe que b0,+AT

se encuentra en las membranas apicales de las células del túbulo proximal pero que sus

niveles de expresión decrecen desde el segmento S1 al segmento S3 (Chairoungdua et al.,

1999; Pfeiffer et al., 1999a; Rajan et al., 2000a), del mismo modo que y+LAT-1 y LAT-2

(Mizoguchi et al., 2001; Bauch et al., 2003).
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Estudios posteriores han demostrado que b0,+AT interacciona con rBAT para constituir

en membranas apicales de riñón de ratón y humano el transportador funcional rBAT-b0,+AT

(Fernandez et al., 2002). Este complejo está asociado a un sistema de transporte descrito

anteriormente como b0,+-like: transporte Na+-independiente de alta afinidad (KM aparente <50

μM) para aminoácidos básicos y cistina, y transporte de menor afinidad (KM aparente >300 μM) 

para aminoácidos neutros, mediado por un mecanismo de intercambio obligatorio 1:1

(Feliubadaló et al., 1999).

Los patrones de expresión opuestos a lo largo del túbulo proximal de b0,+AT y rBAT han

sugerido la posibilidad de que ambas proteínas, in vivo, pudieran interaccionar con otras

subunidades (Chairoungdua et al., 1999; Pfeiffer et al., 1999a). Sin embargo, un trabajo

realizado en nuestro grupo demuestra, por experimentos de coprecipitación, que b0,+AT

heterodimeriza exclusivamente con rBAT en membranas apicales (donde se localizan in vivo)

(Fernández et al., 2002). Por otro lado, por inmunoprecipitaciones cuantitativas, se demuestra

que la expresión de rBAT supera ampliamente la de b0,+AT, apoyando la hipótesis de la

existencia de otra subunidad ligera que pudiera heterodimerizar con rBAT y que tuviera un

patrón de expresión similar (Fernández et al., 2002).

El transportador rBAT- b0,+AT parece estar preparado para funcionar preferentemente

en una dirección ya que:

- Existe una asimetría por la afinidad del sustrato a ambos lados de la membrana.

- El potencial de membrana favorece la entrada de aminoácidos con carga positiva.

- La rápida reducción de cistina a cisteína al entrar en la célula produce que la concentración

intracelular de cistina sea siempre muy baja, favoreciendo su entrada.

En la Figura 5 se describe el papel de rBAT-b0,+AT en la reabsorción renal de aminoácidos.

Mutaciones en el gen SLC7A9 causan cistinuria de tipo no-I (Feliubadaló et al., 1999)

que, a diferencia de la cistinuria de tipo I causada por rBAT (ver apartado 2.1.1), tiene cierto

grado de dominancia ya que los heterocigotos pueden tener un fenotipo similar al de los

homocigotos (Dello Strologo et al., 2002).

2.1.4. Transportadores asociados a 4F2hc (SLC3A2).

A diferencia de rBAT, la proteína 4F2hc se expresa de forma ubicua, con un mayor

nivel de expresión en testículo, pulmón, riñón, cerebro y bazo. Además parece estar presente

en todas las células y líneas celulares tumorales (Parmacek et al., 1989; Nakamura et al.,

1999). La localización de 4F2hc en riñón humano y de ratón se limita a la membrana

basolateral del túbulo proximal contorneado (Quackenbush et al., 1986; Pfeiffer et al., 1999a).

4F2hc fue clonado usando un anticuerpo monoclonal (4F2) obtenido contra un antígeno de

superficie de células de linfoblastoma (Hemler et al., 1982). Su elevada identidad de secuencia
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con rBAT sugirió que podrían ser miembros de la misma familia, lo que llevó a verificar si 4F2hc

inducía alguna actividad de transporte en oocitos.

Figura 5. Modelo de reabsorción renal de cistina y aminoácidos neutros y básicos. AA+, aminoácidos

básicos; AA0, aminoácidos neutros; CssC, cistina; T, transportador unidireccional de aminoácidos neutros;

ATPase, bomba Na+/K+ATPasa . Adaptado de Chillaron et al., 1996.

Inicialmente, la actividad de transporte de aminoácidos asociada a 4F2hc humano fue

estudiada en oocitos de X. laevis. 4F2hc inducía una actividad de transporte de aminoácidos

básicos independiente de Na+ y de aminoácidos neutros dependiente de Na+ con alta afinidad

(rango micromolar). En ausencia de Na+, 4F2hc también transporta aminoácidos neutros con

menor afinidad (Bertran et al., 1992b; Wells et al., 1992). Hoy en día, se sabe que esta

actividad de transporte, similar a la actividad y+L descrita inicialmente en eritrocitos humanos

por R. Devés (Deves et al., 1992) y más tarde en vesículas de membranas apicales de

placenta humana (Eleno et al., 1994), es debida a la interacción de 4F2hc con diversas

subunidades ligeras endógenas del oocito.

Aunque la expresión de 4F2hc en oocitos induce el sistema de transporte y+L, esta

proteína se une a diferentes miembros de la familia de LSHATs (Tabla 2) y media el transporte

de aminoácidos con características de otros sistemas (Pineda et al., 1999; Rossier et al., 1999;

Bassi et al., 2001; Chairoungdua et al., 2001). Así, los heterodímeros formados por 4F2hc con

las subunidades ligeras y+LAT-1, y+LAT-2, LAT-1, LAT-2, asc-1 y xCT inducen actividad de

transporte de tipo y+L, L, asc y xc
- respectivamente (Chillaron et al., 2001).
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4F2hc (inicialmente denominado CD98hc), es una proteína multifuncional, que además

del transporte de aminoácidos, regula la fusión celular (Tsurudome et al., 2000) y la adhesión

β1-integrina-dependiente (Fenczik et al., 1997). Recientemente, ha sido identificado en la

superficie celular un complejo de CD98 con CD147 relacionado con la activación metabólica

(Xu et al., 2005). Este complejo puede jugar un papel crítico en el metabolismo energético,

probablemente por la coordinación del transporte de lactato (vía MCT1 y MCT4) y de

aminoácidos (vía LAT-1). Además, 4F2hc está relacionado con la transformación celular:

- Está altamente expresado en la superficie de células tumorigénicas (Bellone et al., 1989;

Dixon et al., 1990).

- Su expresión correlaciona con el desarrollo, la progresión y el potencial metastático del tumor

(Holte et al., 1987; Esteban et al., 1990; Garber et al., 2001; Yoon et al., 2003).

- La sobreexpresión de 4F2hc confiere actividad tumorigénica a los fibroblastos NIH-3T3 (Hara

et al., 2000).

- Su knock out en células madre embrionarias aumenta la apoptosis inducida por la falta de un

correcto acoplamiento de la célula con la matriz extracelular, y bloquea la formación de

teratocarcinomas en ratón (Feral et al., 2005).

La interacción con integrinas y el complejo CD147-CD98 puede explicar el papel de 4F2hc en

la transformación celular.

2.1.4.1 4F2hc-LAT-1:

LAT-1 (SLC7A5) es el primer miembro identificado de la familia de subunidades ligeras,

inicialmente denominada ASUR4 (AldoSterone Up Regulated gene 4). LAT-1 fue clonado por

expresión funcional en oocitos de X. laevis a partir de una librería de cDNA obtenida de células

A6 de riñón después de un tratamiento con aldosterona (Mastroberardino et al., 1998).

Paralelamente, el grupo de Kanai aisló un cDNA de una librería de células de glioma C6 de rata

por coexpresión funcional con 4F2hc, al que denominó LAT-1 (L-type Amino acid Transporter-

1) (Kanai et al., 1998). En ambos casos, la nueva proteína identificada presentaba la capacidad

de transportar aminoácidos neutros grandes en oocitos de X. laevis cuando se expresaba con

4F2hc (Mastroberardino et al., 1998; Kanai et al., 1998).

Como corresponde a una proteína asociada al sistema de transporte de tipo L

(Oxender et al., 1963; Christensen, 1990), su actividad es Cl- y Na+-independiente e inhibible

por el ácido 2-(-)-endoamino-bicicloheptano-2-carboxílico (BCH). No es inhibible, sin embargo,

por N-etilmaleimida (NEM). Esto sitúa al transportador LAT-1 dentro del subsistema L1

(Weissbach et al., 1982; Novak et al., 1994). Su espectro de selectividad de sustratos es

relativamente amplio: aminoácidos neutros de cadena ramificada y aromática, con constantes

de afinidad aparentes, en el rango micromolar alto (Mastroberardino et al., 1998; Kanai et al.,

1998; Meier et al., 2002).
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El heterodímero 4F2hc-LAT-1 es un intercambiador obligatorio, no permite ninguna

salida de aminoácido apreciable en ausencia de aminoácido extracelular (no hay difusión

facilitada). Su función de captación está altamente transestimulada por aminoácidos

intracelulares y la estequiometría del intercambio es de 1:1 (Meier et al., 2002). La afinidad

aparente para los aminoácidos extracelulares es 100 veces mayor que para los intracelulares,

lo que sugiere que éstos últimos controlan la velocidad del transporte. La selectividad de la

función de salida de aminoácidos es parecida a la captación pero presenta algunas diferencias:

en particular, L-leucina, L-isoleucina y L-metionina son mejores sustratos de salida que de

entrada (Meier et al., 2002). En conjunto, los datos experimentales indican que 4F2hc-LAT-1 no

media una captación neta de aminoácidos sino que más bien está destinado a equilibrar las

concentraciones relativas de los distintos aminoácidos a través de la membrana (Meier et al.,

2002; Verrey, 2003).

LAT-1, en tejidos adultos, se expresa en cerebro (en la barrera hematoencefálica),

placenta y ovario y, con menor medida, en pulmón, timo, testículos, piel, hígado, músculo

esquelético y estómago (Kanai et al., 1998; Nakamura et al., 1999; Prasad et al., 1999). LAT-1

también se expresa en muchas líneas celulares tumorales, en células en proliferación y en

tumores primarios humanos (Wolf et al., 1996; Yanagida et al., 2001). Este hecho ha señalado

a LAT-1 como un posible marcador tumoral (Campbell et al., 2001), aunque su implicación en

el proceso tumorigénico aportando algún tipo de ventaja nutricional a la célula todavía está por

demostrar. Por su amplio espectro de sustratos transportados, LAT-1 también se ha propuesto

como un posible transportador a través de la barrera hematoencefálica de drogas relacionadas

con los aminoácidos, como puede ser la L-Dopa, hormonas tiroideas, gabapentina, melfalan o

conjugados de cisteína (Kanai et al., 2001).

2.1.4.2 4F2hc-LAT-2:

LAT-2 (SLC7A8) fue identificado en nuestro grupo por homología de secuencia con

LAT-1. LAT-2 se caracterizó funcionalmente en oocitos de X. laevis (Pineda et al., 1999). LAT-

2, en asociación con 4F2hc, también media un transporte de tipo L pero incluso con un rango

de selectividad de sustratos todavía mayor que LAT-1 ya que incluye los aminoácidos neutros

pequeños (Pineda et al., 1999; Rossier et al., 1999). Se expresa fundamentalmente en la

membrana basolateral del túbulo proximal renal (decreciendo de S1 a S3) e intestino delgado

(Rossier et al., 1999; Bauch et al., 2003).

Funcionalmente, el heterodímero 4F2hc-LAT-2 intercambia aminoácidos neutros a

través de la membrana basolateral equilibrando sus concentraciones relativas. De manera

similar al heterodímero 4F2hc-LAT-1, 4F2hc-LAT-2 también presenta una afinidad aparente

mucho menor por los aminoácidos intracelulares que por los extracelulares (a excepción de la

glicina). En conjunto, podemos decir que 4F2hc-LAT-2 participa en una ruta de eflujo

basolateral unidireccional de determinados aminoácidos neutros. Es un eficiente exportador de
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L-cisteína (Meier et al., 2002; Fernández et al., 2003), un aminoácido que se importa a las

células del túbulo proximal renal como L-cistina, mayoritariamente vía el transportador rBAT-

b0,+AT (ver apartado 2.1.3) (defectivo en cistinuria). El papel de 4F2hc-LAT-2 en el eflujo

basolateral de L-cisteína ha sido demostrado por un trabajo en nuestro grupo en un modelo de

células OK (Fernández et al., 2003) (Figura 5). Esto implica que 4F2hc-LAT-2, al transportar L-

cisteína provinente de la reducción de L-cistina intracelular, tiene una función clave en el flujo

transepitelial de cistina y sugiere que SLC7A8 podría ser un gen modulador de la reabsorción

renal de cistina (Fernández et al., 2003). Se está estudiando la posible asociación entre el

grado de hiperexcreción de aminoácidos en orina y polimorfismos de LAT-2 en población

normal y en pacientes de cistinuria y sus familiares.

2.1.4.3 4F2hc-y+LAT-1:

y+LAT-1 (SLC7A7) fue identificado por homología de secuencia a LAT-1 (52%). Cuando

se coexpresa y+LAT-1 con 4F2hc, en oocitos de X. laevis, induce una actividad de transporte

como la descrita para el sistema y+L (Torrents et al., 1998; Pfeiffer et al., 1999b). Los

experimentos de caracterización funcional mostraron que el heterómero 4F2hc-y+LAT-1 es un

intercambiador obligatorio de estequiometría 1:1 (Kanai et al., 2000) y que media la captación

de aminoácidos neutros juntamente al Na+ con una afinidad aparente alta, preferentemente

intercambiando estos aminoácidos neutros por aminoácidos catiónicos intracelulares, esta vez

sin acompañamiento de Na+ (Torrents et al., 1998; Pfeiffer et al., 1999b; Kanai et al., 2000).

Esta función de eflujo de aminoácidos catiónicos junto con la alta expresión de y+LAT-1

en riñón e intestino delgado, sugirió que éste podía ser el transportador defectivo en la

enfermedad hereditaria LPI. De hecho, se han encontrado mutaciones en el gen SLC7A7 de

pacientes con esta enfermedad (Borsani et al., 1999; Torrents et al., 1999), como se describe

en el apartado 2.2.2.

Experimentos posteriores confirmaron la localización basolateral del transportador en

células del túbulo proximal renal y del intestino delgado siguiendo un gradiente axial

decreciente a lo largo del túbulo proximal (Bauch et al., 2003), de forma parecida a LAT-2 y

b0,+AT (Rossier et al., 1999; Pfeiffer et al., 1999b) (Figura 5).

2.1.4.4 4F2hc-y+LAT-2:

y+LAT-2 (SLC7A6) también se encontró en las bases de datos públicas por homología

de secuencia a LAT-1 (50%). Se clonó a partir de mieloblastos humanos KG-1 (Nagase et al.,

1996), inicialmente con el nombre KIAA0245 (GenBank ac. No. D87432). y+LAT-2 se expresa

fundamentalmente en cerebro (tanto en neuronas como en astrocitos), testículos y glándula

parótida y de forma más débil en intestino delgado, corazón y riñón de ratón.
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En asociación con 4F2hc, y+LAT-2 induce la actividad de transporte y+L en oocitos de

X. laevis: transporta aminoácidos básicos de forma Na+-independiente y neutros de forma Na+-

dependiente, con afinidades en el rango micromolar (Torrents et al., 1998). A diferencia de

y+LAT-1, que también media un transporte de tipo y+L, tiene una especificidad de sustrato más

amplia en la que se incluyen la arginina, lisina, leucina, glutamina, histidina, metionina y

sorprendentemente glutamato (Broer et al., 2000). El transporte tiene una estequiometría de

intercambio de 1:1, igual que los otros miembros de la familia (Chillarón et al., 2001; Verrey et

al., 2004). Es interesante notar que y+LAT-2 media una entrada eficiente de varios aminoácidos

neutros y catiónicos (arginina, leucina, glutamina) mientras el eflujo o salida de aminoácidos

catiónicos (arginina) es mucho más eficiente que el de los neutros (leucina, glutamina).

Aunque el papel fisiológico de este transportador todavía no está claro, podría estar

implicado en la transferencia de arginina y glutamina en el cerebro y otros tejidos (Broer, 2002).

2.1.4.5 4F2hc-xCT:

xCT (SLC7A11) se identificó por expresión funcional a partir de RNA de macrófagos

activados en oocitos de X. laevis (Sato et al., 1999). Los cDNA humano y de ratón codifican una

proteína de 502 y 501 aminoácidos respectivamente, y son un 89% idénticas en su secuencia.

El mensajero de xCT de ratón se expresa en macrófagos activados y cerebro. Concretamente,

en cerebro se expresa con intensidad en el área postrema, en uno de los órganos

circumventriculares, y más débilmente en el núcleo del tracto solitario (Sato et al., 2002). En los

macrófagos se detectan tres tránscritos de 12, 3.5 y 2.5 kb. En cerebro sólo se detecta el

tránscrito de 12 kb (Sato et al., 1999). El tránscrito humano sólo se expresa en cerebro, aunque

un análisis por RT-PCR detecta una expresión mínima en hígado, intestino, ovario, riñón,

pulmón, islotes pancreáticos y las líneas celulares tumorales Caco-2 y HepG2 (Bassi et al.,

2001).

La expresión de xCT y 4F2hc en oocitos de X. laevis induce la actividad de transporte

xc
- (Sato et al., 1999; Bassi et al., 2001). Esta actividad se caracteriza por el intercambio de

cistina y glutamato independiente de Na+ con una estequiometría 1:1 (Bannai et al., 1980). Esta

actividad es responsable de la entrada de cistina y la salida de glutamato, debido a la baja

concentración intracelular de cistina y a la elevada concentración de glutamato. La cistina, una

vez que entra en la célula se reduce a cisteína y se incorpora a la síntesis de proteínas y de

glutatión (GSH). La actividad xc
- tiene un papel fisiológico directo en la regulación de la

concentración intracelular de GSH (Bannai et al., 1986). La activación de macrófagos por

lipopolisacáridos u otros agentes provoca un aumento en los niveles de expresión de xCT. Este

incremento está modulado por la concentración de oxígeno: la hipoxia disminuye la expresión

de xCT y también disminuye el contenido de GSH (Bridges et al., 2001; Sato et al., 2001). Los

autores sugieren que el transporte de cistina vía xCT es el paso limitante en la generación de

GSH, de manera que podría servir como una defensa antioxidante para los macrófagos,
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especialmente en las regiones de inflamación (Sato et al., 2001). Por otro lado, en la región

promotora del gen se ha encontrado una región de unión de un elemento de respuesta a

electrófilos (EpRE)-like que media el incremento de la transcripción de xCT en respuesta a

electrófilos como el dietilmaleato o el cadmio (Sasaki et al., 2002). La expresión de xCT en

cerebro puede contribuir al mantenimiento de los niveles de GSH, protegiendo a las células del

estrés oxidativo (Sato et al., 2002). Experimentos realizados con ratones defectivos de xCT,

demuestran que el sistema xc
- contribuye al mantenimiento del balance rédox en el plasma in

vivo. Por el contrario, este sistema es prescindible en el desarrollo de los mamíferos, aunque

es de vital importancia para las células in vitro (Sato et al., 2005)

Recientemente, se ha visto que xCT es el receptor del herpesvirus asociado al sarcoma

de Kaposi (KSHV, human herpesvirus 8) (Kaleeba et al., 2006). Este herpesvirus es el agente

causante del sarcoma de Kaposi y de otros síndromes linfoproliferativos asociados a menudo

con el SIDA.

2.1.4.6 4F2hc-asc-1:

asc-1 (asc-type aminoacid transporter-1) (SLC7A10) fue identificado por homología de

secuencia con LAT-2 (66%) a partir de una librería de expresión de ratón (Fukasawa et al.,

2000). El mRNA de asc-1 se expresa fundamentalmente en cerebro y riñón, y en menor

medida en pulmón, intestino delgado, corazón, hígado y placenta. En asociación con 4F2hc

media un transporte Na+-independiente de aminoácidos neutros pequeños, como glicina, L-

alanina, L-serina, L-treonina, L-cistina, ácido α-aminoisobutírico y β-alanina. El heterómero

4F2hc-asc-1 también transporta D-isómeros, incluyendo D-serina con una alta afinidad. Este

transportador es el único de la familia que, aún actuando preferentemente como un

intercambiador, no es un intercambiador obligatorio y puede transportar aminoácidos en una

sola dirección (Fukasawa et al., 2000; Pineda et al., 2004a). Estas características de transporte

corresponden con las descritas anteriormente para un subtipo de transporte asc en linfocitos de

sangre periférica (Albi et al., 1994).

Fisiológicamente, la relevancia de asc-1 está todavía por determinar. El hecho que

transporte D-serina, un putativo modulador endógeno de los receptores NMDA de glutamato, le

atribuye cierta implicación en la regulación de la transmisión sináptica (Nakauchi et al., 2000).

En riñón, se había sugerido su posible implicación en la reabsorción renal de cistina/cisteína,

proponiéndose como gen adicional de cistinuria (Leclerc et al., 2001). Un trabajo reciente

realizado en nuestro grupo (Pineda et al., 2004a) descarta esta posibilidad y propone que asc-1

podría ser el responsable de los flujos basolaterales de los aminoácidos neutros pequeños

entre las células del epitelio tubular y el vasa recta durante el reciclaje de aminoácidos,

implicando a asc-1 en la regulación y adaptación osmótica (Pineda et al., 2004a). En esta

dirección, el análisis del gen de asc-1 revela la presencia de motivos TonE (Tonicity response
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Enhancers), relacionados con el aumento de la transcripción en respuesta a situaciones de

hipertonicidad (Handler et al., 2001).

2.1.5. Transportadores huérfanos.

Como hemos visto en la tabla 2, las LSHATs asc-2 y AGT-1 no interaccionan con las

dos subunidades pesadas descritas, pero probablemente se unen a otra subunidad pesada aún

por identificar. Por el contrario, arpAT puede heterodimerizar con ambas o con otra subunidad

pesada aún por identificar en el epitelio de riñón de ratón.

2.1.5.1 asc-2 (SLC7A12):

asc-2 ha sido identificado en las bases de datos por su homología (32-35%) con el resto

de LSHATs (Chairoungdua et al., 2001). asc-2, a diferencia de asc-1, no existe en el genoma

humano. El cDNA de ratón codifica una proteína de 465 aminoácidos con un peso molecular de

55 kDa. Tiene conservado el residuo de cisteína responsable en otros miembros de la familia

LSHAT de la interacción con la subunidad pesada. asc-2 se expresa en riñón, placenta, pulmón,

bazo, y músculo esquelético. La proteína se localiza en las células epiteliales del túbulo colector

de riñón tanto en la membrana basal como apical y de manera menos abundante en el

citoplasma. En condiciones reductoras el análisis por Western blot muestra que la proteína tiene

el tamaño esperado en eritrocitos y en riñón. Por el contrario, en condiciones no reductoras, el

tamaño de las bandas es superior y distinto en eritrocitos y riñón, lo que sugiere que asc-2

podría estar unido a proteínas diferentes, formar distintos puentes disulfuro intramoleculares u

oligomerizar con otras proteínas a través de otros residuos de cisteína (Chairoungdua et al.,

2001).

asc-2 no induce transporte cuando se expresa con 4F2hc o con rBAT. Esto es

consistente con el hecho de que no colocaliza con ninguna de las dos proteínas in vivo, y

sugiere que asc-2 heterodimeriza con una subunidad pesada no identificada. La caracterización

funcional de esta proteína se ha llevado a cabo con dos proteínas de fusión que conectan el

extremo C-terminal de asc-2 con el N-terminal de rBAT y 4F2hc. Estas proteínas de fusión

alcanzan la membrana plasmática del oocito y expresan una actividad de transporte

característica del sistema asc. Ambas proteínas de fusión exhiben propiedades idénticas de

transporte respecto a la dependencia iónica y la afinidad y selectividad de sustrato, lo que

sugiere que la subunidad pesada no afecta a las propiedades del transporte de asc-2. A

diferencia del transporte inducido por 4F2hc-asc-1, el transporte es estereoselectivo y no acepta

algunos de los sustratos de alta afinidad para asc-1 como AIB y β-alanina (Chairoungdua et al.,

2001). Aunque el papel funcional de esta proteína no está definido, se especula que la alanina

transportada por asc-2 en las células del túbulo colector podría servir como precursor para la

síntesis de osmolitos orgánicos (Jans et al., 1988; Chairoungdua et al., 2001).



Introducción

- 42 -

2.1.5.2 AGT-1 (SLC7A13):

AGT-1 se ha clonado a partir de una librería de cDNA de riñón de ratón por su

homología con b0,+AT de rata. El cDNA codifica una proteína de 478 aminoácidos con un peso

molecular aparente de 51 kDa, cuya secuencia es un 35-37% idéntica al resto de LSHAT y un

48% idéntica a asc-2. Presenta una estructura similar a las subunidades de LSHATs y conserva

el residuo de cisteína (residuo 129) responsable de la interacción con la subunidad pesada en

otros miembros de la familia. AGT-1 se expresa en riñón y se localiza en la membrana

basolateral del túbulo proximal recto, (segmento S3) y del túbulo distal. En un análisis por

Western blot en condiciones reductoras de membranas totales de riñón de ratón, AGT-1 tiene

una movilidad de 40 kDa, y en condiciones no reductoras forma parte de un complejo de 250

kDa. Esto indica que AGT-1 se une a otra/s proteína/s a través del residuo de cisteína

conservado o a través de otros residuos de cisteína (Matsuo et al., 2002).

AGT-1 no expresa ninguna actividad de transporte cuando se expresa con rBAT o

4F2hc en oocitos de X. laevis o células COS-7, lo que sugiere que ninguna de las dos

subunidades pesadas se une a AGT-1. La caracterización funcional se ha llevado a cabo

construyendo dos proteínas de fusión con rBAT y 4F2hc de igual manera que para asc-2

(Matsuo et al., 2002). Ambas proteínas de fusión alcanzan la membrana plasmática y muestran

idénticas propiedades de transporte. AGT-1 transporta L-glutamato y L-aspartato con alta

afinidad (rango micromolar). El transporte es estereoselectivo e independiente de Na+ y Cl-.

AGT-1 se diferencia de xCT en que no acepta aminoácidos ácidos de cadena larga como L-

cistina aniónica, L-homocisteato y L-aminoadipato, y sí transporta aminoácidos ácidos de

cadena corta como L-aspartato, o L-cisteín sulfinato. Considerando que la distribución de AGT-1

en los segmentos de la nefrona (localizado en la membrana basolateral) coincide con la

distribución del transportador de glutamato dependiente de Na+ de alta afinidad EAAC1

(localizado en la membrana apical) (Shayakul et al., 1997), se especula que AGT-1 podría

favorecer la salida de aminoácidos ácidos a través de la membrana basolateral y contribuir a la

reabsorción renal de esos aminoácidos (Matsuo et al., 2002).

2.1.5.3 arpAT (SLC7A14):

Estudios recientes realizados por los Drs. L. Chillarón y E. Fernández en nuestro

laboratorio han identificado in silico en el genoma de ratón un nuevo miembro de las LSHATs

(Fernandez et al., 2005). Este nuevo miembro, y último de la familia LAT en mamíferos, ha sido

denominado arpAT (aromatic preferring Amino acid Transporter) y presenta una identidad de

secuencia con el resto de miembros de la familia del 32-43%. La caracterización funcional de

arpAT muestra que es capaz de inducir un transporte de aminoácidos neutros, preferentemente

aromáticos. Este transporte es independiente de Na+, transestimulable, estereoselectivo y de

baja afinidad. Por todo esto, podría representar una variante del sistema de transporte de

aminoácidos T, ya que se clonó por RT-PCR a partir de riñón de ratón (Fernandez et al., 2005).
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La actividad de transporte de arpAT se induce cuando se coexpresa tanto con rBAT

como con 4F2hc en células HeLa. El ortólogo humano de arpAT parece estar silenciado en los

genomas de primates (presenta diversas mutaciones de parada y de cambio de pauta).

Experimentos de Northern blot presentan señal de arpAT en riñón, intestino delgado, cerebro,

hígado y corazón. Si se aumenta la astringencia de lavado, únicamente se mantiene la

expresión en cerebro e intestino delgado, y se pierde la señal en riñón. Experimentos de

hibridación in situ parecen confirmar que arpAT no se expresa en riñón (Fernandez et al.,

2005). Se desconoce su papel fisiológico.

2.2. Aminoacidurias hereditarias.

La pérdida de función en alguno de los miembros de la familia HAT resulta en fallos en

la reabsorción de aminoácidos en riñón e intestino. La enfermedad genéticamente asociada a

b0,+AT y rBAT se denomina cistinuria, mientras que la genéticamente asociada a y+LAT-1 se

denomina LPI.

2.2.1. Cistinuria.

La cistinuria es una enfermedad autosómica recesiva, con una incidencia media de 1

de cada 7000 nacimientos (Chillarón et al., 2001), aunque varía considerablemente entre

poblaciones. La enfermedad está causada por un defecto en el transporte de cistina y

aminoácidos dibásicos a través de la membrana apical de las células epiteliales del túbulo

proximal renal y del intestino delgado. Aproximadamente el 99% de los aminoácidos filtrados

en el glomérulo se reabsorben mediante mecanismos de transporte localizados en la

membrana apical de las células epiteliales del túbulo proximal (Silbernagl, 1988). Los pacientes

cistinúricos excretan cantidades de cistina que oscilan entre el 50 y 200% del filtrado

glomerular. Cuando la cistina llega al túbulo colector, donde la orina tiene un pH ácido, ésta

precipita debido a su baja solubilidad, formando cálculos en el riñón que producen obstrucción,

infección y, en último lugar, insuficiencia renal. La manifestación clínica de la enfermedad es la

urolitiasis de cistina (Palacín et al., 2001). La cistinuria representa el 1-2% de todas las litiasis

renales y un 6-8% en casos pediátricos.

El tratamiento de la enfermedad está dirigido a favorecer la dilución de la cistina y de

los cálculos: se recomienda control dietético, minimizando la ingesta de metionina (precursor

de cisteína), y entradas abundantes de líquidos y de alcalinizantes de la orina como el

bicarbonato sódico y el citrato de potasio (Dent et al., 1955). En cuanto al tratamiento

farmacológico, se han utilizado compuestos sulfhidrilo, como D-penicilamina (Crawhall et al.,

1963) o α-mercaptopropionilglicina (King, 1968), que reaccionan con la cistina, forman

compuestos más solubles y previenen su cristalización, aunque presentan efectos secundarios
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como fiebre, erupciones cutáneas y proteinuria. Normalmente se combinan varios métodos

para una prevención efectiva (Joly et al., 1999).

Se han establecido dos tipos de cistinuria: la de tipo I (MIM 220100) y la de tipo no-I

(MIM 600918) (Palacín et al., 2000; Chillarón et al., 2001). Los heterocigotos de cistinuria de

tipo I no presentan manifestaciones clínicas de la enfermedad, mientras en los heterocigotos de

cistinuria de tipo no-I presentan un fenotipo variable con distintos niveles de hiperexcreción en

orina de cistina y aminoácidos dibásicos.

La cistinuria de tipo I está generalmente asociada a mutaciones en el gen que codifica

para rBAT (SLC3A1). Se han identificado más de 100 mutaciones distintas para rBAT:

mutaciones nonsense, missense, de lugar de splicing, de cambio de pauta, grandes deleciones

y reordenamientos cromosómicos (Palacin et al., 2005; Font-Llitjos et al., 2005). La mutación

más frecuente es M467T, asociada a un defecto de tráfico (Chillarón et al., 1997).

La cistinuria de tipo no-I está generalmente asociada a mutaciones en el gen que

codifica para b0,+AT (SLC7A9). El Consorcio Internacional de Cistinuria (ICC) ha identificado

más de 60 mutaciones diferentes en este gen, (Palacin et al., 2005). La mutación más

frecuente (25%) es G105R, asociada a un problema en la estabilidad de la proteína (Font et al.,

2001).

Un análisis reciente del fenotipo de pacientes heterocigotos portadores de mutaciones

en el gen SLC7A9, demuestra que la excreción de aminoácidos es normal en un 14% de los

casos (Dello Strologo et al., 2002). Estos resultados han obligado al ICC a establecer una

nueva clasificación para la enfermedad:

- Cistinuria de tipo A, en la que los pacientes presentan mutaciones en los dos alelos del gen

SLC3A1 y los heterocigotos presentan excreción de aminoácidos normal.

- Cistinuria de tipo B, en la que los pacientes presentan mutaciones en los dos alelos del gen

SLC7A9 y los heterocigotos muestran generalmente hiperexcreción de cistina y aminoácidos

básicos (sólo en el 14% de los casos la excreción es normal).

- Se propone la posible existencia de cistinuria de tipo AB, en la que los pacientes presentarían

una mutación en el gen SLC3A1 y otra en el gen SLC7A9, aunque no se ha encontrado ningún

caso todavía (Dello Strologo et al., 2002).

2.2.2. Lisinuria con intolerancia a proteínas (LPI).

La LPI es una enfermedad autosómica recesiva poco frecuente (se conocen ~200

casos) causada por un defecto en el transporte de aminoácidos dibásicos a través de la

membrana basolateral de las células epiteliales del túbulo renal y del intestino delgado (Simell,

2001). Su incidencia mayor es en la población finlandesa (1/60000), con un ~40% de los casos

descritos (Palacín et al., 2000; Chillarón et al., 2001; Palacín et al., 2004).
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La enfermedad se caracteriza por una absorción intestinal reducida, excreción renal

aumentada, concentraciones bajas de aminoácidos dibásicos en plasma, aciduria orótica y

disfunción del ciclo de la urea por falta de sustratos, resultando en hiperamonemia (Simell,

2001). Otras manifestaciones clínicas incluyen vómitos, diarrea, retardo en el desarrollo

(provocado por deficiencia del aminoácido esencial lisina), hepatomegalia, episodios de coma

hiperamonémico y osteoporosis. También se han descrito casos de proteinosis alveolar

(Santamaria et al., 1996; Simell, 2001), aunque se desconoce el mecanismo patogénico que la

provoca (Palacín et al., 2004).

El tratamiento de la LPI se dirige a la corrección del defecto funcional del ciclo de la

urea para evitar los episodios de hiperamonémia. Esto puede conseguirse mediante la

administración de citrulina, un aminoácido neutro que puede metabolizarse a arginina y

ornitina, aportando intermediarios al ciclo de la urea (Carpenter et al., 1985). Por otro lado, la

desnutrición provocada por la deficiencia del aminoácido esencial lisina se puede corregir con

la administración de acetil-lisina, un análogo de la lisina que permite aumentar la concentración

plasmática de este aminoácido a pesar de su poca disponibilidad y consiguiente alto precio

(Rajantie et al., 1983).

La enfermedad está causada por mutaciones en el gen que codifica para y+LAT-1

(SLC7A7), aunque otros factores además de éste deben tener alguna implicación (p. e.,

modulación del fenotipo) debido a la gran variedad de manifestaciones clínicas que se han

descrito. Se han encontrado 31 mutaciones diferentes en dicho gen (Palacín et al., 2001;

Kamada et al., 2001; Shoji et al., 2002), aunque la población finlandesa afectada presenta una

mutación fundadora (IVS6−2AT) que altera un lugar de splicing creando una proteína truncada.

3. Características estructurales de los transportadores.

A finales de la década de los 90, el boom de la era de la clonación empezaba a decaer.

Las bases de datos públicas contenían prácticamente la totalidad de las secuencias de los

genomas conocidos y la identificación de nuevas proteínas era cada vez menos evidente. La

proteómica estaba emergiendo con fuerza como un nuevo campo de conocimiento dirigido a la

caracterización estructural y funcional del conjunto de proteínas de un organismo. En este

contexto, aunque la identificación de nuevos miembros de la familia HAT no ha concluido, el

interés de nuestro grupo de investigación empezó a orientarse hacia:

- El conocimiento de las relaciones estructura-función y de la estructura 3D de los

transportadores HAT.

- Genómica funcional.

- Conocimiento de los mecanismos fisiopatológicos responsables de las enfermedades

cistinuria y LPI. Parte de los resultados presentados en esta tesis se engloban dentro del



Introducción

- 46 -

primer apartado, por lo que a continuación se dedica un apartado de la Introducción a tratar

este tema.

Las proteínas de membrana representan el 20-30% de los genes de un genoma (Wallin

et al., 1998; Fleming, 2000; Stevens et al., 2000). Los transportadores son la principal clase de

proteínas integrales de membrana, y al igual que los canales, están altamente relacionados con

la fisiología y con enfermedades humanas como cistinuria, LPI, fibrosis quística, diabetes,

resistencia a antibióticos, etc., por lo que su importancia en la industria farmacéutica es

enorme, constituyendo ~70% de las dianas terapéuticas (Wu et al., 2003). A modo de ejemplo,

la fluoxetina y el omeprazol, dos de los medicamentos más prescritos en todo el mundo, tienen

como diana un transportador. Sin embargo, en 2003 menos del 1% de las proteínas de

estructura conocida eran proteínas integrales de membrana (Wu et al., 2003).

La difracción por rayos X de cristales 3D es la técnica más poderosa para la

determinación estructural de una proteína porque da información a nivel atómico. Pero la

obtención de cristales de una proteína de membrana es extremadamente difícil, principalmente

por dos motivos:

- Su carácter anfipático (compuestas por zonas altamente hidrofóbicas en contacto con los

fosfolípidos y zonas hidrofílicas en contacto con la fase acuosa a ambos lados de la

membrana) (Ostermeier et al., 1997).

- Las bajas concentraciones a las que se encuentran en los tejidos obliga a sobreexpresarlas

en grandes cantidades, proceso costoso en muchas ocasiones (Tate, 2001). A pesar de los

avances en las técnicas de producción y purificación proteicas, las estructuras de alta

resolución conocidas de transportadores y canales corresponden mayoritariamente a

organismos bacterianos, principalmente Escherichia coli (E. coli) (Dahl et al., 2004; Doyle,

2004; Web3).

Además de las dificultades para conseguir la cristalización de proteínas de membrana,

estos cristales han de ser válidos para difractar por rayos X y después se ha de aplicar una

metodología de cálculo muy complicada. Esta metodología puede llevar a estructuras erróneas,

como los casos de EmrE (Ma et al., 2004; Pornillos et al., 2005) y MsbA (Chang et al., 2001;

Chang et al., 2003), cuyas estructuras han sido recientemente retiradas del PDB. Los autores

de los artículos en donde se publicaban estas estructuras se han retractado y han publicado

una nota solicitando la disculpa por el error cometido al determinar la estructura de dichas

proteínas.

En la Tabla 3 se muestran los principales transportadores y canales con estructura 3D

publicada, el organismo de origen, la resolución alcanzada y la referencia del trabajo. En caso

de haber más de una estructura publicada de la misma proteína en las mismas condiciones
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únicamente se muestra la de mayor resolución (todas las estructuras de proteínas de

membrana cristalizadas a alta resolución hasta la fecha están accesibles en Web3).

Proteína Organismo Resolución Referencia

Transportadores de resistencia multidrug

EmrE E. coli 7 Å
(Ubarretxena-Belandia et

al. 2003)

MDR1 P-gp
Células

ováricas de hámster
10 Å (Rosenberg et al. 2001)

AcrB E.coli 2.8, 3.1 y 3.3Å (Murakami et al. 2006)

Transportadores de la MFS

LacY E.coli 3.5 Å (Abramson et al. 2003)
EmrD E.coli 3.5 Å (Yin et al. 2006)
OxlT O. formigenes 12 Å (Hirai et al. 2002)

GlpT (G-3-P) E.coli 3.3 Å (Huang et al. 2003)

Transportadores secundarios de aminoácidos

LeuT A. aeolicus 1.65 Å (Yamashita et al. 2005)

Gltph (Glutamate) P. horikoshii 3.5 Å (Yernool et al. 2004)

Gltph (Aspartate) P. horikoshii 3.0, 3.2 y 3.3Å (Boudker et al. 2007)

Transportadores ABC

BtuCD E.coli 3.2 Å (Locher et al. 2002)

Sav1866 S. aureus 3.0 Å (Dawson et al. 2006)

ModB2C2 A. fulgidus 3.1, 1.6 y 1.6Å (Hollenstein et al. 2007)

HI1470 H. influenzae 2.4 Å (Pinkett et al. 2007)

Intercambiadores

NhaA E. coli 3.4 Å (Hunte et al. 2005)

Canales de Potasio

KirBac 1.1 B. pseudomallei 3.6 Å (Kuo et al. 2003)

KirBac 3.1 M. magnetotacticum 2.6 Å
(Gulbis et al. en
preparación)

KcsA S. lividans 2.0 Å (Zhou et al., 2001)
KvAP A. pernix 3.2 Å (Jiang et al. 2003a)
Kv1.2 R. norvergicus 2.9 Å (Long et al. 2005a y b)
NaK B. cereus 2.4 y 2.8 Å (Shi et al. 2006)

MthK (Ca+-dep)
M. thermoauto-
trophicum

3.3 Å (Jiang et al. 2002)

Canales de Cloro (intercambiadores H+/Cl-)

ClC E. coli 3.0 Å (Dutzler et al. 2002)
ClC S. typhimurium 3.5 Å (Dutzler et al. 2002)
ClC E. coli 2.5 Å (Dutzler et al. 2003)

Canales iónicos mecánico-sensibles

MscS E. coli 3.7 Å (Bass et al. 2003)
MscL M. tuberculosis 3.5 Å (Chang et al. 1998)
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Tabla 3. Estructuras 3D de alta resolución de algunos de los transportadores y canales más

representativos extraídas de Web3.

Estas estructuras explican los resultados de muchos estudios bioquímicos previos y

arrojan nueva luz sobre sus mecanismos funcionales. Todos estos transportadores tienen

estructuras de hélice α en sus dominios TM, como habían sugerido los estudios previos (Dahl

et al., 2004). Aquí no se recogen las porinas de mitocondria que presentan una estructura todo

β (Web3). Algunas de las hélices presentan formas irregulares con giros e inclinaciones. En

conjunto, estos cristales demuestran la gran flexibilidad de las proteínas transportadoras,

llevando a cabo movimientos sustanciales durante el proceso de translocación (Jiang et al.,

2003a; Jiang et al., 2003b). Estos movimientos permiten distinguir, en cierta medida, entre

transportadores y canales. Estas estructuras y otras de menor resolución han servido como

base para la construcción de modelos 3D de proteínas. Estos modelos están permitiendo

comprender los mecanismos funcionales y las estructuras moleculares. También han permitido

la formulación de nuevas hipótesis con respecto a la estructura y la función, las cuales deben

ser validadas experimentalmente.

La dificultad de obtener cristales de proteínas integrales de membrana ha obligado a

desarrollar estrategias alternativas, menos precisas, para los estudios de estructura-función

(Coutre et al., 2000; Kaback et al., 2001). La suma de estas estrategias permitió en el caso de

LacY generar un modelo de alta resolución (Sorgen et al., 2002), que se confirmó tras la

obtención de información a partir del cristal (Abramson et al., 2003). En este contexto, también

se han desarrollado un elevado número de programas computacionales de predicción de

topología a partir de la secuencia de la proteína de interés o del alineamiento por homología de

los miembros de una familia (Persson et al., 1997; Tusnady et al., 1998; Hirokawa et al., 1998;

Krogh et al., 2001) (ver apartado 1.3 de Material y Métodos). Las predicciones, aunque muy

útiles y de acceso inmediato, no siempre alcanzan los niveles de precisión deseados o incluso

han resultado ser incorrectas en algunos casos (p.e. canal de Cl- ClC, Dutzler et al., 2002). Un

Proteína Organismo Resolución Referencia

Aquaporinas y similares

SecYEβ M. jannaschii 3.5 Å (van der Berg et al. 2004)
AQP0 cristalino ovino 1.9 y 2.4 Å (Gonen et al. 2005)
AQP1 glóbulo rojo humano 3.7 Å (Ren et al. 2001)
AQP1 glóbulo rojo bovino 2.2 Å (Sui et al. 2001)
AQPM M. marburgensis 1.7 y 2.3 Å (Lee et al. 2005)
AQPZ E. coli 2.5 Å (Savage et al. 2003)

SoPIP2 S. oleracea 2.1 y 3.9 Å
(Törnroth-Horsefield et al.

2006)
GlpF E. coli 2.2 Å (Fu et al. 2000)
AmtB E. coli 1.8 Å (Zheng et al. 2004)
Amt-1 A. fulgidus 1.5 Å (Andrade et al. 2005)
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informe que ha evaluado el nivel de fiabilidad de estos programas basándose en estructuras de

proteínas determinadas experimentalmente, afirma que incluso los mejores programas sólo

llegan a predecir correctamente alrededor del 60% de las estructuras (Moller et al., 2001; Ikeda

et al., 2002; Chen et al., 2002; Ikeda et al., 2003).

La evidencia experimental, aún con sus limitaciones tratándose de proteínas de

membrana, es la forma más fiable de obtener información de las relaciones estructura-función.

Existen diferentes aproximaciones bioquímicas de resolución grosera pero que aportan

información valiosa a la espera de la obtención de cristales: estudios de topología, de

interacción entre hélices, del estado de oligomerización, búsqueda de residuos clave, etc. La

combinación de aproximaciones permite obtener una visión global de la organización

estructural de la proteína y de sus mecanismos funcionales.

3.1. Hacia la estructura-función de los transportadores de la familia LAT.

Los trabajos realizados hasta el momento para enfocar esta cuestión se pueden dividir

en tres líneas:

- Los dirigidos a la subunidad pesada (HSHAT), que por su interacción obligatoria con la

subunidad ligera los incluimos en este apartado a pesar de no formar parte estrictamente de la

superfamilia APC (Chillarón et al., 2001).

- Los dirigidos a la subunidad ligera (LSHAT) (Chillarón et al., 2001).

- Los dirigidos a establecer la estructura cuaternaria del complejo formado por la unión de

ambas subunidades, fundamentalmente a través del estudio de la oligomerización.

3.1.1 Subunidades pesadas (rBAT y 4F2hc).

Se han publicado dos estudios basados en deleciones (Miyamoto et al., 1996; Deora et

al., 1998) y otro en mutaciones (Peter et al., 2000) en el extremo C-terminal de rBAT que

sugieren que este extremo es relevante para la interacción con la subunidad ligera. Los dos

primeros se realizaron antes de la identificación de las subunidades ligeras y se basan en la

expresión de rBAT en oocitos de X. laevis que, junto con la subunidad ligera endógena, induce

actividad de transporte. El trabajo de Miyamoto (Miyamoto et al., 1996) con rBAT humano

muestra que la deleción 511-685, que elimina la última hélice α del TIM-barrel, el dominio C y la

cola C-terminal (Figura 6), induce una actividad de transporte muy disminuida que se parece a

la actividad y+L de 4F2hc. La expresión de rBAT con deleciones más largas en el extremo C-

terminal anula cualquier actividad de transporte de rBAT en oocitos (Palacín et al., 1998). Los

resultados sugieren que el dominio C-terminal de rBAT es relevante para la interacción con la

subunidad endógena.
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El trabajo de Deora (Deora et al., 1998), realizado con rBAT de rata, muestra que la

deleción mínima 658-683, que elimina las cuatro últimas láminas β del dominio B y la cola C-

terminal (Figura 6), elimina la actividad de transporte de rBAT. Los mutantes de la siguiente

serie de deleciones (588-683, a partir de las seis últimas láminas β del dominio B) inducen una 

actividad de transporte casi como la de rBAT completo y con las características del sistema

b0,+. Deleciones más largas (566-683, eliminación de todo el dominio C; 508-683, eliminación a

partir de la última hélice α del TIM barrel) anulan cualquier inducción de la actividad de

transporte.

Figura 6. Representación del dominio extracelular con homología α-glucosidasas de rBAT. El dominio A

está compuesto por 8 cadenas α y ß alternadas, formando un TIM-barrel. El dominio B es más pequeño y

sobresale entre la tercera cadena α y ß del dominio A. El dominio C constituye el extremo C-terminal y

presenta una estructura en láminas ß antiparalelas. El esquema está basado en los resultados de

modelaje molecular obtenidos a partir de los alineamientos de la estructura del ectodominio de 4F2hc (J.

Fort, Tesis doctoral). Está representado el puente disulfuro (S-S) con la subunidad ligera.

No hay una razón evidente que explique la discrepancia de resultados entre la deleción

508-683 de rBAT de rata (Deora et al., 1998) y la 511-685 de rBAT humano (Miyamoto et al.,

1996). Hay que tener en cuenta que estos experimentos se realizaron antes de la clonación de

las subunidades ligeras y podrían interpretarse como diferentes interacciones con las

subunidades ligeras endógenas del oocito, dependiendo de la deleción. En trabajos posteriores

se confirma el papel relevante del extremo C-terminal de rBAT en la interacción con la

subunidad ligera (Peter et al., 2000). El análisis de las mutaciones de los tres residuos de

cisteína conservados (C664, C671 y C683 en rBAT de rata), localizados en la cola C-terminal

de rBAT, muestra que la sustitución C664A elimina la interacción de rBAT con su subunidad

b0,+AT y provoca la interacción funcional con una putativa subunidad de tipo y+LAT.
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Estudios paralelos realizados en 4F2hc (Broer et al., 2001) parecen indicar,

sorprendentemente, que en este caso la asociación con la subunidad ligera requiere dominios

diferentes dependiendo del tipo de subunidad. Así, el tráfico a la membrana del heterodímero

4F2hc-LAT-1 requiere la cola N-terminal, el segmento TM y 30 aminoácidos extracelulares,

incluyendo el puente disulfuro y la primera lámina β del dominio B (Figura 6). En cambio, el

reconocimiento de LAT-2 y y+LAT-2 requiere el dominio extracelular de 4F2hc completo. El

grupo de Ginsberg realizó un estudio en el que se examina qué dominios de 4F2hc están

implicados en el transporte y cuáles en la regulación de integrinas (Fenczik et al., 2001).

Mediante la construcción de quimeras con la glicoproteína de tipo II CD69, los autores

demuestran que el extremo N-terminal y el segmento TM de 4F2hc son necesarios para sus

efectos en la función de las integrinas y el tráfico de LAT-1 a la membrana, mientras el dominio

extracelular glucosidasa-like es necesario para la estimulación de la actividad de transporte

inducida por LAT-1 (Fenczik et al., 2001). Recientemente el grupo de Verrey ha realizado

estudios preliminares acerca de los dominios de rBAT y 4F2hc involucrados en la interacción

funcional con las LSHATs (Franca et al., 2005). Proteínas quiméricas y truncadas de rBAT y

4F2hc, se coexpresaron en oocitos de X. laevis con b0,+AT o LAT-1. La asociación entre

subunidad pesada y ligera se analizó por coinmunoprecipitación. Los resultados indican que en

rBAT el segmento TM y la región citosólica, juegan un papel dominante en la interacción

funcional y selectiva con b0,+AT. En cambio, tanto el dominio N-terminal como el dominio

extracelular son necesarios para la interacción entre 4F2hc y LAT-1 (Franca et al., 2005).

La función más evidente para la subunidad pesada parece ser ayudar a la subunidad

ligera a llegar a la membrana (Chillarón et al., 2001). De acuerdo con esta idea, varias de las

mutaciones de cistinuria en rBAT muestran un defecto de tráfico (Chillarón et al., 1997; Saadi et

al., 1998). Sin embargo, se ha demostrado que una mutación de cistinuria en rBAT (R365W)

puede modificar las características de transporte del sistema b0,+ (Pineda et al., 2004b). La

mutación R365W, localizada en el dominio extracelular de rBAT, tiene un defecto específico en

el eflujo de arginina, pero no en su influjo, y no afecta a las KM aparentes extra e intracelulares

de arginina. Este defecto en el mecanismo de intercambio podría explicarse por la existencia

de dos vías alternativas de translocación del sustrato: una vía para influjo y otra para eflujo, la

cual es defectiva en el mutante R365W (Pineda et al., 2004b).

La Dra. J. Fort en su Tesis doctoral ha conseguido cristalizar de dos formas el

ectodominio de 4F2hc. Los cristales en forma de aguja son de tipo monoclínico y contienen 1

molécula por unidad asimétrica (figura 2). Estos cristales difractan a una resolución de 2.1 Å.

Los cristales en forma de placa son ortorómbicos y contienen 2 moléculas por unidad

asimétrica. Estos cristales difractan a una resolución de 2.8 Å. El ectodominio de 4F2hc

homodimeriza en estos cristales con una coordinación de zinc en la interfase, cuya función es

desconocida. Este homodímero es compatible con lo que se encuentra al sobreexpresar 4F2hc

en células HeLa. Además experimentos realizados por L. Rodríguez en nuestro laboratorio,



Introducción

- 52 -

muestran que las mutaciones a cisteína de los residuos S444 y S480 están a la distancia de

entrecruzamiento químico que predice el cristal para el homodímero, confirmando la interacción

a través del dominio C (figuras 2 y 7).

Figura 7. Modelo de interacción de 4F2hc con la membrana plasmática apoyado por las superfícies

electrostáticas del ectodominio de 4F2hc. a) Superfície electrostática de la región N-terminal del

homodímero 4F2hc basada en estudios computacionales de docking. b) Modelo de la interacción del

homodímero de 4F2hc con los fosfolípidos de membrana. Los residuos de carga positiva se muestran en

azul y los de carga negativa en rojo.

Se ha realizado un modelo de la orientación del homodímero de 4F2hc en la membrana

basándose en:

- La distribución de carga en la superfície de 4F2hc genera un dipolo eléctrico, que se dispone

de manera adecuada para interaccionar con los fosfolípidos de membrana tanto en el

monómero como en el homodímero de 4F2hc.

- El extremo N-terminal del ectodominio de 4F2hc se encuentra en esta cara de carga positiva,

en dirección al dominio C.

- La orientación de los extremos N-terminales del ectodominio de 4F2hc es compatible con la

formación del puente disulfuro entre las C109 de cada 4F2hc, tal y como se produce en células

HeLa in vivo. La proximidad en la secuencia de esta cisteína con el dominio TM de 4F2hc

presupone que este no se encuentra muy alejado.
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Estos resultados sugieren un tipo de interacción de 4F2hc con las cabezas polares de

los fosfolípidos de membrana e hipotéticamente con la subunidad ligera (Joana et al., en

preparación). La cara positiva del homodímero posee una forma cóncava y el ectodominio de

4F2hc es una estructura rígida. Por lo tanto, existen dos posibilidades: o bien el ectodominio se

aplana para adaptarse a la membrana, o bien la deforma (figura 7b), como se ha demostrado

para los homodímeros del dominio BAR (Blood et al., 2006).

3.1.2 Subunidades ligeras.

A pesar de los importantes papeles atribuidos a los HATs, sólo existen unos pocos

estudios sobre las relaciones estructura-función de estos transportadores:

- La mayoría de los HATs son intercambiadores obligatorios con una estequiometría 1:1

(Chillarón et al., 2001). Se ha propuesto para b0,+AT un modelo secuencial de intercambio

(Torras-Llort et al., 2001). Esto implica la existencia de un complejo ternario.

- Las subunidades ligeras parecen ser suficiente para la actividad de transporte, como se ha

demostrado para b0,+AT (Reig et al., 2002).

- Usando xCT como modelo de las LSHATs, se ha confirmado la topología de membrana con

12 segmentos TM y se ha encontrado un bucle reentrante entre los segmentos TM II y III

(Gasol et al., 2004).

Otros estudios están basados fundamentalmente en el análisis de mutaciones

causantes de LPI, en y+LAT-1, y causantes de cistinuria, en b0,+AT. De las 7 mutaciones

missense de LPI descritas (Torrents et al., 1999; Palacín et al., 2000), dos de ellas han sido

analizadas funcionalmente en oocitos de X. laevis: G54V (TM I) y L334R (bucle intracelular 8-

9). Ambas llegan a la membrana de los oocitos inyectados con su cRNA, pero no inducen

actividad de transporte (Mykkanen et al., 2000). El mismo efecto se ha observado en dos líneas

celulares humanas diferentes (Tavoularis et al., 2003). Estas dos mutaciones, por tanto,

inactivan la función del transportador y+LAT-1.

En cuanto a las 22 mutaciones de un sólo aminoácido descritas de cistinuria, 17 de

ellas implican residuos localizados en segmentos TM y el resto, en bucles intracelulares de

b0,+AT (Chillarón et al., 2001). Ninguna de las mutaciones se encuentra en un bucle

extracelular. Lo mismo ocurre con las mutaciones missense de LPI mencionadas

anteriormente. Esta asimetría ha sido interpretada en PotE, como la base estructural para

proporcionar una respuesta rápida del transportador a cualquier cambio en las concentraciones

celulares de los sustratos (Kashiwagi et al., 2000).

De las mutaciones missense descritas en b0,+AT, 6 han sido analizadas funcionalmente

en células HeLa en coexpresión con rBAT (Font et al., 2001). Los efectos sobre la inducción de

transporte varían según la mutación, de una caída total de la actividad: G105R (bucle 2-3),
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V170M (bucle 4-5), R333W (bucle 8-9) y A354T (TM IX), a caídas parciales >50%: A70V (TM

II), A182T (TM V). La Dra. P. Bartoccioni en su Tesis doctoral demostró que las mutaciones

V170M, R333W y A354T, que causan cistinuria de tipo no I, presentan defecto de biogénesis,

al menos hasta su tránsito al complejo de Golgi unidos a rBAT. La mutación G105R (fenotipo

no I) es un mutante de tráfico: se degrada con una vida media de ~ 90 minutos impidiendo su

unión significativa a rBAT. La mutación A182T, que causa cistinuria de tipo I (60% de los

alelos) y tiene un leve defecto de transporte (~ 65% respecto a b0,+AT salvaje), presenta un

defecto leve en el ensamblaje con rBAT. Esto puede explicar el transporte defectivo en células

HeLa y el fenotipo I de algunos heterocigotos. In vivo, este defecto podría ser amplificado en

algunos individuos (heterocigotos de tipo no I), debido a variaciones significativas de su entorno

genético y metabólico, sugiriendo la existencia de loci modificadores de cistinuria. El análisis de

las excreciones urinarias de cistina y los aminoácidos dibásicos arginina, lisina y ornitina en

heterocigotos portadores de estas mutaciones revela que su severidad es mutación-específica

(Font et al., 2001). Es decir, los heterocigotos portadores de mutaciones que anulan la

actividad del sistema b0,+ presentan niveles de hiperexcreción altos (8-18 veces por encima de

los individuos control), mientras los heterocigotos portadores de mutaciones que provocan

caídas parciales de la actividad del sistema b0,+ están asociadas a fenotipos leves (5 veces por

encima de los controles).

Si esta correlación se extiende a mutaciones menos comunes, se pueden extraer

algunas conclusiones (Font et al., 2001):

- Las mutaciones de b0,+AT y y+LAT-1 que afectan a residuos conservados dentro de la familia

de las LSHATs, resultan en defectos severos en el transporte de aminoácidos o en fenotipos de

excreción urinaria severos en los heterocigotos. Por el contrario, mutaciones en residuos no

conservados están asociados con fenotipos leves.

- Cuatro mutaciones asociadas a fenotipos severos descritas en b0,+AT o y+LAT-1 se

encuentran en segmentos TM y corresponden a aminoácidos con cadenas laterales pequeñas

(glicina, alanina o serina) en todos los miembros LSHAT; mientras otras mutaciones también

situadas en segmentos TM pero con aminoácidos de cadenas laterales de tamaño variable,

están asociadas a fenotipos leves.

También se ha señalado la relevancia del tamaño pequeño en las cadenas laterales

(glicina, alanina o serina) en las regiones de contacto entre hélices α. Residuos altamente

conservados con cadenas laterales pequeñas (glicina o alanina) están presentes en las zonas

de contacto de las hélices α de los segmentos TM de la aquaporina AQP-1 (Murata et al.,

2000). Además, se ha descrito el motivo GlyXXXGly (donde X corresponde a cualquier residuo

y Gly puede sustituirse por Ser) como dominio de asociación entre hélices α TM (Russ et al.,

2000). En este sentido, las hélices III y VI de la proteína AQP-1 contienen este motivo (donde

Gly puede sustituirse por Ala). De forma similar, se han encontrado motivos SmXXXSm (donde

Sm corresponde a residuos de cadena lateral pequeña, ya sea Gly, Ala o Ser) en los
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segmentos TM I, VI, VII y VIII de los miembros de la familia LAT (Chillarón et al., 2001). Las

mutaciones G259R en b0,+AT y G54V en y+LAT-1 implican estos motivos SmXXXSm de

asociación hélice-hélice en los segmentos TM VII y I, respectivamente. La mutación G259R

está asociada a un fenotipo urinario severo en heterocigotos. La mutación G54V está asociada

a un fenotipo de dramática pérdida de actividad (Mykkanen et al., 2000; Fenczik et al., 2001).

Esto sugiere que los residuos con cadenas laterales pequeñas, que están conservados en los

segmentos TM de los transportadores LSHATs, pueden estar implicados en las asociaciones

hélice-hélice.

Se han identificado dos residuos críticos en xCT, H110 y C327, que se encuentran

cerca del lugar de paso o de unión al sustrato (Gasol et al., 2004; Jiménez-Vidal et al., 2004).

El residuo H110 se encuentra en el ápice externo del bucle reentrante, mientras C327 se

encuentra en el segmento TM VIII. Ambos residuos muestran accesibilidad exterior y mutados

a cisteína son dianas de reactivos sulfhidrilos que inactivan el transporte. La inactivación se

protege por los sustratos de xCT con una EC50 similar a la KM y de forma temperatura-

independiente, sugiriendo que no depende de grandes cambios conformacionales provocados

por el sustrato (Gasol et al., 2004; Jiménez-Vidal et al., 2004).

3.1.3. Estructura cuaternaria del complejo heteromérico.

Con la información estructural que se tiene hasta ahora de cristales bidimensionales

(2D) de proteínas de membrana, se pueden considerar dos estados de oligomerización:

- El estado oligomérico primario se define como el número de monómeros que se requieren

para formar un lugar de unión de sustrato y vía de translocación de sustrato a través de la

membrana, pero no tiene porque ser la unidad funcional in vivo.

- El estado oligomérico secundario se define como el orden oligomérico que se encuentra in

vivo, que podría implicar una mayor oligomerización tanto por razones de estabilidad o porque

es un requerimiento obligatorio para la función.

La importancia de estas distinciones del estado oligomérico se ve apoyada por evidencias que

sugieren que muchos transportadores, de los cuales el primer estado oligomérico es un

monómero, funcionan como transportadores activos únicamente cuando han formado dímeros

o tetrámeros en la membrana (Zottola et al., 1995; Schroers et al., 1998; Veenhoff et al., 2001;

Gerchman et al., 2001).

El hecho que b0,+AT presente un mecanismo secuencial (Torras-Llort et al., 2001; Reig

et al., 2002) sugirió que la unidad funcional de rBAT-b0,+AT podría ser un dímero de

heterodímeros (rBAT-b0,+AT)2. Recientemente, se ha confirmado que el estado de

oligomerización del complejo rBAT-b0,+AT in vivo es, como mínimo, un heterotetrámero, es

decir, un dímero de heterodímeros (rBAT-b0,+AT)2 (Fernandez et al., 2006):
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- Mediante la técnica de electroforesis en gel nativo (BN-PAGE) se detecta un complejo estable

de ~550 kDa del que b0,+AT forma parte.

- El tratamiento con dodecilsulfato de Na+ (SDS) y ditiotreitol (DTT) es capaz de disgregar el

supercomplejo de ~550 kDa en un complejo de ~250 kDa. Este complejo de ~250 kDa es

resistente a urea, lo que indica un carácter de alta estabilidad para este complejo. Además, la

estabilidad de este complejo no depende de la presencia del puente disulfuro, ya que en

ausencia de SDS no es posible disociar las subunidades con DTT.

- El heterotetrámero es la estructura mayoritaria in vivo según los estudios de entrecruzamiento

químico.

- Si tenemos en cuenta que las proteínas politópicas de membrana tienen una movilidad en

BN-PAGE que les proporciona un tamaño que es 1.8 veces mayor (Heuberger et al., 2002),

este complejo de ~250 kDa correspondería a un complejo de ~140 kDa, que es un tamaño

molecular similar al observado para rBAT-b0,+AT cuando se resuelve en SDS-PAGE.

En contraste con los resultados obtenidos para el complejo rBAT-b0,+AT, los resultados

del trabajo sugieren que los heterodímeros 4F2hc-LAT-2 y 4F2hc-xCT no forman oligómeros, o

que si los forman no son tan estables como los heterotetrámeros de rBAT-b0,+AT (Fernandez et

al., 2006). Además, la sustitución de la subunidad pesada 4F2hc por rBAT es suficiente para

formar la estructura heterotetramérica (rBAT-xCT)2, sugiriendo que la subunidad pesada es la

responsable de que el transportador adquiera esta estructura (Fernandez et al., 2006). La

expresión de concatenámeros de 2 subunidades ligeras (que difieren sólo por su sensibilidad a

la inactivación por un agente sulfhidrilo) indica que un sólo heterodímero es la unidad funcional

de los sistemas b0,+ y xc
- (Fernandez et al., 2006). Luego si se confirmara la existencia de dos

vías de paso del sustrato, éstas deberían ocurrir en una única subunidad ligera.

3.2. Relaciones de estructura-función en otros miembros de la superfamilia APC.

La mayor parte de los trabajos publicados sobre relaciones estructurales de los

miembros de la superfamilia APC han sido realizados en transportadores bacterianos,

fundamentalmente de E. coli. A la espera de una mayor información 3D aportada por técnicas

de cristalización, estos estudios ofrecen resultados en la determinación de la topología y la

búsqueda de residuos clave implicados en la función de los transportadores de la familia.

Los modelos de predicción de estructura en 12 segmentos TM, con extremos N y C-

terminal intracelulares, han sido comprobados experimentalmente mediante SCAM en xCT

humano (Gasol et al., 2004), y siguiendo la estrategia de fusión con actividades enzimáticas,

para los transportadores bacterianos LysP (Ellis et al., 1995), PheP (Pi et al., 1996), AroP

(Cosgriff et al., 1997), PotE (Kashiwagi et al., 1997) y GabP (Hu et al., 1998c). En ellos también

se mantiene la longitud relativa de los diferentes bucles, siendo especialmente cortos los

bucles extracelulares 1-2, 9-10 y 11-12, y el intracelular 10-11. El resto de bucles parecen tener
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tamaños más variables y seguramente son característicos de cada familia. En cualquier caso,

los bucles extracelulares parecen tener una medida media más corta que los intracelulares.

Dado que los transportadores pertenecientes a una misma familia presentan perfiles de

hidrofobicidad similares, sus estructuras secundarias y topologías también se esperan

similares. Con ayuda de los resultados experimentales obtenidos hasta el momento y el

alineamiento de los miembros de la superfamilia APC descritos, se puede llegar a un “modelo

consenso” de topología para toda la superfamilia (Hu et al., 1998c). En este modelo, además

de los datos experimentales y de homología, se aplican dos limitaciones:

- Se minimiza el número de residuos cargados embebidos en los dominios TM.

- Los espacios (gaps) en los alineamientos múltiples se relegan a zonas correspondientes a

bucles, basándose en la teoría de que “inserciones” a lo largo de la evolución en las estructuras

secundarias (p.e. hélices TM) son menos toleradas que inserciones en los bucles conectivos

(Buhr et al., 1993). Apoyan esta idea estudios realizados con LacY (Manoil et al., 1997) y la

observación que los transportadores eucariotas de la superfamilia APC son sustancialmente

más largos que sus homólogos bacterianos, presentando esta longitud extra en las zonas

“inserción-tolerantes” de los bucles hidrofílicos (Hu et al., 1998c).

En resumen, tanto los perfiles de hidrofobicidad como los tamaños de los bucles parecen servir

de “marca” característica de los miembros de la superfamilia APC (Jack et al., 2000).

Las organizaciones topológicas presentadas para PheP (Pi et al., 1996) y AroP

(Cosgriff et al., 1997) presentan una región de controversia entre los dominios TM IV y V.

Mientras la topología de PheP maximiza las cargas consignadas al bucle citoplasmático 4-5,

como mantiene el modelo “consenso”, la topología de AroP, más reciente, minimiza la longitud

del bucle 4-5 y embebe en el segmento TM V a tres residuos cargados (E151, E153, K160),

altamente conservados entre los miembros bacterianos y de levadura de la familia (Pi et al.,

1993; Reizer et al., 1993). La inserción de residuos cargados en un entorno hidrofóbico es

energéticamente desfavorable, sugiriendo una implicación en la función del transportador o en

su estructura (Kaback, 1996). Se ha demostrado experimentalmente la relevancia funcional de

estos residuos en AroP (Cosgriff et al., 1997): la sustitución individual de cada residuo por un

aminoácido neutro como la alanina, anula la actividad del transportador.

Se reconoce de forma creciente, en cambio, que las regiones correspondientes a los

bucles pueden contener importantes determinantes de las características cinéticas de los

transportadores y de las propiedades de los lugares de reconocimiento y unión al sustrato,

particularmente en los transportadores de GABA (Tamura et al., 1995; Hu et al., 1998a) y en

otros miembros de la superfamilia APC (Closs et al., 1993; Closs et al., 1997). En este

contexto, se han identificado tres residuos de glutamato funcionalmente claves en el

transportador bacteriano PotE (Kashiwagi et al., 1997). Estos residuos, localizados en el lado

citosólico de la membrana, son E77 (bucle 2-3), E207 (bucle 6-7) y E433 (extremo C-terminal),
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al ser mutados individualmente a otros aminoácidos (Ala, Asp, Asn, Gln), disminuyen

significativamente tanto la captación como el eflujo de putrescina (Kashiwagi et al., 1997). En

un trabajo posterior, los autores identifican otros residuos implicados en la función de PotE. Los

residuos C62 (bucle 2-3), W201 (TM VI), W292 (TM VIII) y Y425 (TM XII) están fuertemente

implicados tanto en la entrada como en la salida de sustrato. Los residuos Y92 (TM III), C210

(bucle 6-7) y C285 y C286 (TM VIII) están implicados en menor medida. Las mutaciones de los

residuos Y78 (bucle 2-3), Y90 (TM III) y W422 (TM XII) afectan principalmente a la actividad de

entrada. Además estas mutaciones aumentan fuertemente los valores de la KM, indicando que

estos aminoácidos están involucrados en la entrada de sustrato. Las mutaciones en los

residuos K301 y Y308 (bucle 8-9) afectan principalmente a la actividad de intercambio. La

salida de sustrato a través de esos mutantes no es transestimulable por sustrato, indicando que

esos aminoácidos están involucrados en el reconocimiento de sustrato. Con estos datos

proponen un modelo de lugar de reconocimiento de la putrescina que implica la interacción de

estos residuos con el sustrato (Kashiwagi et al., 2000; Figura 8).

Figura 8. Modelo del lugar de unión de sustrato en PotE extraído de Kashiwagi et al., 2000. Los residuos

mostrados en rectángulos están involucrados en la entrada y en la salida de putrescina. Los residuos

mostrados en elipses están involucrados en la entrada de alta afinidad de putrescina.

Un primer análisis de mutaciones de residuos acídicos expuestos al espacio

extracelular mostró que ninguno de ellos era esencial para la actividad de transporte

(Kashiwagi et al., 1997; Kashiwagi et al., 2000). De hecho, los bucles extracelulares de PotE,

característica común a la mayoría de los miembros de la superfamilia APC (Jack et al., 2000),

son relativamente cortos a excepción del bucle 7-8. Este bucle comprende aproximadamente

32 aminoácidos y está altamente conservado entre las especies bacterianas, aunque su

función es desconocida. Por su tamaño, se hipotetizó que podría estar implicado en la

interacción con componentes periplásmicos o incluso con sustratos potenciales. Dos residuos

de glutamato, E253 y E272, localizados en este bucle, no resultaron esenciales para la

actividad del transportador (Kashiwagi et al., 1997). Estudios posteriores de deleciones y

mutagénesis han demostrado que esta zona es necesaria para la captación de putrescina por

parte de PotE (Minchin et al., 2004). Además, en este bucle, se han identificado dos residuos,

Periplasma

Citoplasma

Membrana

plasmática
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V249 y L254, esenciales para la función de transporte y altamente conservados en homólogos

bacterianos. El residuo V249 se localiza en una región hidrofóbica en la perimembrana del

segmento TM VII, cerca o en la superficie de la bicapa lipídica, y existe una buena correlación

entre la hidrofobicidad del aminoácido introducido en esta posición y la constante de primer

orden (Vmáx/KM) para la captación de putrescina (Minchin et al., 2004). Las KM, a excepción de

V249D, son similares al transportador salvaje, atribuyéndole más un papel en la configuración

estructural de la proteína que en la unión al sustrato. El residuo L254 se encuentra en una

región hidrofílica del bucle 7-8, y su sustitución provoca una caída del 60% en la captación de

putrescina. El hecho que en el centro de este bucle exista una segunda zona hidrofóbica que

se predice como hélice α, hace sugerir que parte del bucle no esté expuesto al ambiente

acuoso y constituya un bucle reentrante implicado en el movimiento del sustrato a través del

transportador (Minchin et al., 2004).

Recientemente se han encontrado residuos relevantes en CadB, un intercambiador de

cadaverina-lisina. Los residuos Y73, Y89 y Y90 (bucle 2-3), E204 (bucle 6-7), Y235 (TM VII),

D303 (bucle 8-9) y Y423 (TM XII) están fuertemente involucrados tanto en la entrada como en

la salida de sustrato, mientras que los residuos Y55 (TM II), E76 (bucle 2-3), Y246 (bucle 7-8),

Y310 (bucle 8-9), C370 (TM X) y E377 (bucle X-XI) lo están en menor medida

(Soksawatmaekhin et al., 2006). Las mutaciones de los residuos W41 (TM II), Y174 (bucle 5-6),

D185 (TM VI) y E408 (bucle XI-XII) tienen efectos débiles en la entrada. La disminución en la

actividad de los mutantes se refleja en un aumento del valor de la KM. La mutación del residuo

R299 (bucle 8-9) afecta principalmente a la salida, sugiriendo que está relacionado con el

reconocimiento del grupo carboxilo de la lisina. Estos resultados indican que los residuos

involucrados tanto en la entrada como en la salida, o únicamente en la salida, están localizados

principalmente en los bucles citoplasmáticos y en la parte citoplasmática de los segmentos TM.

Por el contrario, los residuos involucrados en la entrada están localizados en bucles

periplasmáticos y en los segmentos TM. El grupo tiol de la C370 parece importante tanto para

la entrada como para la salida, pudiendo ser importante para el reconocimiento del grupo

amino de la cadaverina, junto con la C397 (TM XI). Los resultados sugieren que una cavidad

hidrofílica se forma por los segmentos TM II, III, VI, VII, X, XI y XII (Soksawatmaekhin et al.,

2006).

Los datos de CadB contrastan con los de PotE, donde los residuos involucrados

únicamente en la entrada están también localizados en los bucles citoplasmáticos y en el lado

citoplasmático de los segmentos TM (Kashiwagi et al., 2000). El cambio conformacional de

CadB durante la entrada y la salida de cadaverina debe ser mayor que el de PotE durante la

entrada y salida de putrescina. Además, comparado con el reconocimiento de putrescina por

PotE (Kashiwagi et al., 2000), muchos aminoácidos están involucrados en el reconocimiento de

cadaverina por CadB (Soksawatmaekhin et al., 2006). El hecho de que la parte hidrofóbica que

separa los dos grupos amino, sea mayor en la cadaverina que en la putrescina, haría
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necesarios más aminoácidos aromáticos (especialmente tirosinas) para reconocer la

cadaverina (Soksawatmaekhin et al., 2006).

En concordancia con los estudios realizados en PotE (Kashiwagi et al., 2000) y en

CadB (Soksawatmaekhin et al., 2006), un trabajo realizado en PrnB de A. nidans (Tavoularis et

al., 2003) identifica residuos relevantes en las mismas zonas: I119 y G120 (bucle 2-3), K245 y

F248 (TM VI) y F278 (bucle 6-7). Los residuos K245 y F248 parecen estar directamente

relacionados con la función del transportador y/o la unión al sustrato (Tavoularis et al., 2003,) y

son críticos para el transporte de prolina (Kafasla et al., 2007). Por el contrario, ninguna de las

cisteínas endógenas de PrnB, C54 (TM I), C353 (bucle 8-9) y C530 (extremo C-terminal), es

necesaria para el mecanismo de transporte.

Una zona relevante en los transportadores de la superfamilia APC es la hélice VIII y el

bucle citoplasmático contiguo (bucle 8-9) (figura 9). Esta zona contiene el CAR (Región

Antipática Consenso), un dominio potencial de formación de un canal evolutivamente

conservado en una multitud de transportadores, que incluye a los numerosos homólogos de

GabP de la superfamilia APC (Hu et al., 1998a; figura 9a) y los transportadores de aminoácidos

catiónicos de ratón (MCAT) (Closs et al., 1993; figura 9b). Se ha sugerido que el CAR podría

estar implicado en la translocación del sustrato, debido a que contiene elementos (la cisteína

firma de GabP) que afectan a la velocidad de los cambios conformacionales asociados a dicha

translocación (Hu et al., 1998b). Dentro del CAR, se define la zona SPS (superficie polar

sensible) (Hu et al., 1998c), que consiste en una serie de residuos polares distribuidos cada 3-4

residuos formando una cara en la hélice α durante 20 aminoácidos (exactamente el número

necesario para atravesar la membrana), que se cree es un dominio potencial de formación de

un canal evolutivamente conservado en varias familias de la superfamilia APC (Reizer et al.,

1993; Sophianopoulou et al., 1995). Se ha demostrado que la mutación de residuos en la zona

SPS es altamente deletérea para la función del transportador de GABA GabP. Dado que los

segmentos anfipáticos parecen capaces de hacer movimientos transitorios dentro y fuera de la

membrana (Slatin et al., 1994; Qiu et al., 1994), la zona del CAR podría aportar la base para un

mecanismo de catálisis de “barrera móvil” (Henderson, 1991). Los estudios en GabP sitúan

topológicamente la cisteína firma en el dominio TM VIII (Hu et al., 1998b) y la zona SPS en el

espacio citosólico. Un trabajo más reciente identifica la C300 (TM VIII), la cisteína firma de

GabP de E. coli, como la diana de inactivación del transportador por modificación con reactivos

de cisteínas (Hu et al., 1999). La reactividad del residuo ante estos agentes depende de su

estructura: reactivos cargados o voluminosos, que no se parecen a los sustratos transportados,

no producen modificaciones en el transportador (Hu et al., 1999). Esta observación es

consistente con la idea que el acceso a este residuo funcionalmente relevante requiere solutos

que pasen a través de un espacio que imparte selectividad estructural parecida a un poro.



Introducción

- 61 -

Figura 9. Esquema de los CAR de GabP y las proteínas MCAT. a) Esquema de la situación del CAR y el

SPS en GabP. En GabP y otros miembros procariotas de la familia APC se ha propuesto que el CAR

comprende el segmento TM VIII y el inicio del bucle 8-9. La SPS se extiende desde la mitad del TM VIII

hasta el final del CAR. b) Esquema del CAR en las proteínas MCAT. En estos casos se ha propuesto que

el CAR comprende el bucle 8-9.

De hecho, la primera evidencia de que el CAR podía ser importante proviene de los

“intercambios de dominios” entre proteínas MCAT con características cinéticas diferenciables,

que son miembros de la superfamilia APC. Estos experimentos mostraban que las propiedades

de transporte de las MCAT venían conferidas por un casete en el bucle 8-9 y no por diferencias

sustanciales en el resto de la proteína (Closs et al., 1993). Curiosamente, secuencias similares

a este casete presente en el bucle 8-9 de las MCAT de mamífero se encontraron superpuestas

en el final del segmento TM VIII y la siguiente región hidrofílica en todas las permeasas de

bacteria y hongo de la superfamilia APC (Sophianopoulou et al., 1995). Esta región coincide

físicamente con la funcionalmente importante SPS descrita para GabP (Hu et al., 1998a). Que

la homología de secuencia se superponga exactamente a la funcionalidad sugiere una

potencial relación mecanística entre el casete totalmente citoplasmático de MCAT (bucle 8-9) y

la parcialmente citoplasmática SPS.

Aparte de los estudios en transportadores bacterianos, también han aparecido algunas

publicaciones sobre miembros de levaduras de la superfamilia APC (Gilstring et al., 2000;

Regenberg et al., 2001; Kim et al., 2003). El modelo de topología presentado anteriormente por

los miembros bacterianos de la familia ha sido confirmado por el método de N-glicosilación

para la permeasa Gap1p de S. cerevisiae (Gilstring et al., 2000). Se han seleccionado

mutantes en Gap1p y en su homólogo Can1p que alteran la selectividad de sustrato

(Regenberg et al., 2001). Los autores localizan mutaciones distribuidas en seis regiones

correspondientes a dominios TM, regiones citoplasmáticas y bucles externos. Es interesante

resaltar tres residuos altamente conservados entre diferentes miembros de la superfamilia APC
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y que se han relacionado con el reconocimiento de la arginina como sustrato (Regenberg et al.,

2001):

- Ser152, localizada en el bucle intracelular 2-3, y conservada entre los transportadores.

- P313, también localizado en un bucle intracelular 6-7 (Reizer et al., 1993), aunque su

sustitución en el transportador PheP provocó efectos modestos (Pi et al., 1998).

- E367, localizado en el bucle extracelular 7-8. Este bucle parece ser un buen candidato para el

reconocimiento de varias cadenas laterales de sustratos de diferentes miembros de la

superfamilia APC por su variabilidad de secuencias y tamaños (Regenberg et al., 2001).

El dominio TM III se ha propuesto por el grupo de Pittard (Cosgriff et al., 1997) como

implicado en el reconocimiento de sustrato de forma general en la superfamilia APC a raíz de

sus estudios de quimeras entre AroP y PheP. Estos estudios han permitido identificar una

pequeña región del segmento TM III de AroP que puede conferir a una proteína

predominantemente PheP la habilidad de transportar Trp (Cosgriff et al., 2000). En este

segmento se ha encontrado un residuo clave para el transporte de triptófano, Y103 de AroP (en

PheP este residuo corresponde a una Phe). Los residuos A107 y V114, también en el

segmento TM III, son importantes para AroP, ya que su mutación causa la pérdida de función

en las quimeras. Estos residuos corresponden a una Gly y una Ala en PheP y flanquean un

residuo de Glu altamente conservado en la posición 110. En apoyo a esta idea, los residuos

T173 de Can1p y W239 de Gnp1p alteran la especificidad del transportador al ser sustituidos

(Regenberg et al., 2001). Mutaciones que afectan a segmentos TM e influyen en la preferencia

de sustratos ya han sido descritas anteriormente en otros transportadores: LacY de E. coli

(Varela et al., 1997; Venkatesan et al., 1998), los transportadores de purinas UapA y UapC de

A. nidulans (Diallinas et al., 1998) y los transportadores de hexosas de Ga12 y Hxt2 de S.

cerevisiae (Kasahara et al., 1996).

En resumen, se encuentran residuos importantes en localizaciones citosólicas,

extracelulares e incluso en dominios TM. Seguramente, algunas de estas mutaciones afectan

al reconocimiento de sustrato de forma indirecta, aunque es probable que residuos a ambos

lados de la membrana entren en contacto con el sustrato en los diferentes pasos del proceso

de transporte. Las zonas más relevantes parecen estar situadas en los bucles 2-3, 6-7, 7-8 y 8-

9 y los segmentos TM III, VI y VIII.
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Para conseguir cristalizar una proteína hacen falta grandes cantidades de esa proteína

con un elevado grado de pureza. Debido a las dificultades y el elevado coste de purificar las

LSHAT humanas a partir de cultivos de HeLa y a la falta de actividad de b0,+AT producido en

Pichia pastoris (ver Anexo 2), en septiembre de 2003 la Dra. N. Reig realizó una búsqueda

usando el algoritmo BLAST con todas las LSHAT humanas conocidas contra las bases de

datos no redundantes de secuencias de proteínas (non-redundant GenBank CDS translations +

RefSeq Proteins + PDB + SwissProt + PIR + PRF) con el fin de identificar posibles candidatos

procariotas de la familia LAT. Aparecieron únicamente cinco secuencias, dos de Bacillus

subtilis (B. subtilis) (ykbA e yfnA) y tres de E. coli (yhfM, yjdE y PotE). No se conocía la función

de las proteínas codificadas por estas secuencias, excepto en el caso de PotE. PotE estaba

descrito como intercambiador de putrescina y ornitina (Kashiwagi et al., 1992; Kashiwagi et al.,

1997) y estaba asignado a la familia APA, familia perteneciente a la superfamilia APC como las

LSHATs (Jack et al., 2000; Lorca et al., 2003). El resto eran simplemente proteínas hipotéticas

que estaban también clasificadas en la familia APA, a excepción de yfnA que estaba agrupada

en la familia CAT, también perteneciente a la superfamilia APC. Hoy se sabe que yjdE

corresponde a AdiC (arginine/agmatine exchanger).

Figura 10. Relaciones filogenéticas de las LSHAT humanas con los procariotas con más identidad de

secuencia encontrados por la Dra. N. Reig mediante una búsqueda por BLAST (realizada el 29-9-2003).

Entre paréntesis se muestra el organismo del que proceden así como el rango de identidad de secuencia

entre dicha proteína y las LSHAT humanas.

Para el estudio de la relación filogenética de estos candidatos con la familia LAT, se

realizó un alineamiento múltiple de las secuencias de dichas proteínas para ver cuales poseían

una mayor identidad de secuencia y un clustalW para obtener un árbol filogenético que reflejara
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cuáles poseían una mayor proximidad con las LSHAT humanas (figura 10). ykbA, que será

renombrada a partir de aquí SteT debido a su función de transporte que veremos más

adelante, se mostró claramente como la más cercana a la familia LAT, siendo además con

diferencia la que más identidad de secuencia presentaba, entre un 26 y un 30% con la mayoría

de las LSHAT humanas y en torno al 20% con AGT-1 y asc-2 (tabla 4). Además esta identidad

de secuencia está repartida por toda la proteína, con lo que sería un buen modelo para permitir

resolver la estructura de las LSHAT humanas a partir de la de SteT.

Tabla 4. Porcentaje de identidad de la secuencia de aminoácidos entre SteT y las principales LSHATs. En

negrita se resaltan las identidades de SteT superiores a un 25%.

Actualmente hay muchos genomas completamente secuenciados que nos permiten

realizar estudios mucho más completos para poder determinar con una mayor seguridad si

SteT forma parte de la familia LAT. En enero de 2007 el Dr. D. Torrents (Barcelona

Supercomputing Center) realizó una comparación por BLAST de SteT con todos los demás

miembros de la superfamilia APC. SteT claramente estaba presente en la familia LAT antes

que con cualquier otro transportador (incluido PotE). El Dr. D. Torrents realizó un nuevo análisis

filogenético usando una colección restringida de subfamilias cercanas a la APC que permitió el

uso de algoritmos de alineamiento más precisos como ProbCons (Do et al., 2005) y una

posterior examinación y verificación manual de los resultados que proporcionó una clasificación

filogenética más consistente (Reig et al., 2007). Las comparaciones de secuencia y el árbol

filogenético construido indicaron que SteT muy probablemente pertenecía a la familia LAT. El

Dr. M. Saier ha incluido recientemente a SteT como el primer miembro procariota de la familia

LAT (Web 1).

La Dra. N. Reig clonó las cinco secuencias procariotas iniciales en el vector de

expresión pTTQ18 (cedido por el Dr. S. Baldwin, U. de Leeds), inducible por IPTG y añadió una

cola de 6 His en el N-terminal o en el C-terminal para su posterior purificación.

La expresión en E. coli BL21 la realizó inicialmente en medio LB a 37 ºC. Se indujo con

0.5 mM IPTG cuando la densidad celular del cultivo alcanzó una OD600 ~ 0.5 y después de 4
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horas de inducción se analizó el nivel de expresión mediante Coomassie Brilliant Blue o con la

sonda HisProbe-HRP (Pierce) (figura 11):

Figura 11. a) Coomassie Brilliant Blue de membranas totales de E. coli sobreexpresando los constructos

indicados (SteT, yhfM, PotE, yjdE) con una cola de 6 histidinas en el N-terminal (his antes del nombre) o

en el C-terminal (his después del nombre) inducidos a 37 ºC con 0.5 mM IPTG durante 4h (+) o no

inducidos (-). La flecha indica la posición de las bandas de las proteínas expresadas. b) Análisis realizado

con la sonda HisProbe-HRP a las mismas membranas totales de a). La flecha indica la posición de las

bandas de las proteínas expresadas. Se muestra una gran expresión de yjdE y una menor expresión del

resto. c) Coomassie Brilliant Blue de membranas totales de E. coli sobreexpresando el constructo de yfnA

con una cola de 6 histidinas en el C-terminal) inducidos a 30 ºC o a 37 ºC con 0.5 mM IPTG durante 4h (+)

o no inducidos (-). La flecha indica la posición de las bandas de las proteínas expresadas. La expresión

de yfnA parece bastante buena tanto a 30 ºC como a 37 ºC.

A continuación se muestra un resumen de la expresión de estas proteínas (tabla 5):

Tabla 5. Cuadro resumen de la expresión de los homólogos procariotas encontrados por la Dra. N. Reig.

La posición de “his” refleja la posición de la cola de histidinas en la proteína.

hisSteT yhfMhis hisPotE yjdEhis

IPTG + -+-+-+-

86
69

53

40

28

yfnAhis
30ºC 37ºC
+ +- -

75

50

37

25

kDa

kDa

kDa

a)

b)

c)

86
69

53

40

28

Resultados iniciales de expresión:

PotEhis: muy buena expresión (20% proteína membrana)

hisPotE: baja expresión

SteThis: baja expresión a 37ºC pero alta a 30ºC

hisSteT: baja expresión

yhfMhis: baja expresión

yjdEhis: muy buena expresión

yfnAhis: buena expresión tanto a 37ºC como a 30ºC
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La expresión de las proteínas con la cola de histidinas en el C-terminal fue muy

superior a las que la tenían en el N-terminal. Consecuentemente se continuó optimizando la

expresión de SteT y PotE con la cola de histidinas en el C-terminal, induciendo a diferentes

temperaturas (30 ó 37 ºC) para intentar mejorar su expresión (figura 12):

Figura 12. a) Coomassie Brilliant Blue de membranas totales de E. coli sobreexpresando los constructos

indicados (SteT, PotE) con una cola de 6 histidinas en el C-terminal o el vector vacío (pTTQ18) inducidos

con 0.5 mM IPTG a la temperatura indicada (en caso de no indicarse es a 37 ºC) durante las horas

indicadas o no inducido (no). La flecha indica la posición de las bandas de las proteínas expresadas. b)

Análisis realizado con la sonda HisProbe-HRP a las mismas membranas totales de a). La flecha indica la

posición de las bandas de las proteínas expresadas. Se aprecia una mayor expresión y una menor

degradación de SteT a 30 ºC respecto 37 ºC, especialmente a 4h de inducción, aunque es menor que la

expresión de PotE a 3h.

Nos focalizamos en PotE como control positivo de actividad y en SteT como candidato

para estudios de función y de estructura por ser la más homóloga a las LSHAT humanas. Las

diferentes bandas observadas con la sonda HisProbe-HRP en la expresión de SteT se

atribuyen a degradación de la región N-terminal, ya que la sonda reconoce las 6 His que están

en el C-terminal, produciendo una disminución de la expresión de SteT en membrana. Por este

motivo se escogió 30 ºC y 3 horas de inducción como las condiciones idóneas de expresión

para SteT. PotE no presentaba esta degradación y se optó por producirlo a 37 ºC y 3 horas de

inducción.

El siguiente paso fue pasar a las pruebas de solubilidad y purificación de ambas

proteínas. Para determinar la concentración mínima suficiente para solubilizar PotE se

utilizaron los detergentes DDM, LDAO y OG en un rango de concentraciones entre un 0.5 y un

2% (v/v) (figura 13). La opción escogida fue 0.5% DDM ya que a esta concentración ya se

SteThis
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conseguía solubilizar totalmente PotE, mientras que LDAO sólo solubiliza parcialmente PotE y

OG no consigue solubilizar PotE en absoluto.

Figura 13. Coomassie Brilliant Blue del sobrenadante (S) y el precipitado (P) después de 1 hora de

centrifugación a 100000 g y 4 ºC de la solubilización con el detergente indicado de las membranas totales

de E. coli sobreexpresando PotE. La concentración de detergente se muestra en porcentaje. Se observa

que sin detergente casi todo PotE está en el precipitado mientras que un 0.5% de DDM ya es suficiente

para que casi todo PotE esté en el sobrenadante. El carril vs representa las membranas antes de la

solubilización. La flecha señala la altura de la banda correspondiente a PotE.

Para determinar la concentración mínima suficiente para solubilizar SteT se realizaron

pruebas con DDM y LDAO en un rango de concentraciones entre un 0.5 y un 2% (v/v) (figura

14). En este caso tanto un 0.5% de DDM como de LDAO conseguían solubilizar totalmente

SteT. Finalmente se eligió 0.5% DDM ya que permitía trabajar tanto con PotE como con SteT.

Figura 14. Coomassie Brilliant Blue del sobrenadante (S) y el precipitado (P) después de 1 hora de

centrifugación a 100000 g y 4 ºC de la solubilización con el detergente indicado de las membranas totales

de E. coli sobreexpresando SteT. La concentración de detergente se muestra en porcentaje. Se observa

que sin detergente casi todo SteT está en el precipitado mientras que un 0.5% de DDM o de LDAO ya es

suficiente para que casi todo SteT esté en el sobrenadante. El carril vs representa las membranas antes

de la solubilización. La flecha señala la altura de la banda correspondiente a SteT.
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La Dra. N. Reig optimizó las condiciones de purificación con una columna de afinidad

de níquel de SteT con la cola de 6 histidinas en el C-terminal, consiguiendo un rendimiento de

1 mg de SteT con una pureza superior al 86% por cada litro de cultivo de E. coli. La proteína

purificada se reconstituyó en PLs con una relación proteína:lípido de 1:100 (figura 15) para

poder realizar ensayos de transporte. SteT migra como una banda prominente a ~40 kDa (ver

carriles 5-7), similar a la del monómero de las LSHAT humanas que poseen un peso molecular

de ~50 kDa. Esta diferencia se atribuye a la hidrofobicidad de estas proteínas integrales de

membrana.

Figura 15. Purificación y reconstitución de SteT en PLs. La purificación de SteT expresado con una cola

de 6 histidinas se realizó mediante una cromatografía de afinidad de Níquel. a) SDS-PAGE teñido con

Coomassie Brilliant Blue correspondiente a la figura 2 del artículo adjunto al final de esta Tesis doctoral y

b) análisis realizado con la sonda HisProbe-HRP de los diferentes pasos de purificación: carril 1,

Membranas totales de E. coli sobreexpresando SteT; carril 2, sobrenadante después de solubilizar con

0.5% DDM y ultracentrifugar; carril 3, precipitado posterior a la ultracentrifugación; carril 4, fracción no

unida a la columna de Ni2+-NTA; carril 5, elución de la columna. SDS-PAGE de SteT purificado y

reconstituido en PLs (relación 1:100 proteína:lípido) con (carril 6) o sin 4 mM L-serina (carril 7). Los geles

mostrados fueron teñidos con Coomassie Brilliant Blue. Se cargaron por carril: 8 μg (carriles 1-4), 4 μg 

(carril 5), 2 μg (carriles 6-7). SteT migra como una banda prominente a ~40 kDa (ver carriles 5-7). Estos

geles han sido realizados por el autor de esta memoria.

PotE fue purificado y reconstituido con un rendimiento de 3 mg de PotE con una pureza

de un 95% por cada litro de cultivo de E. coli gracias a su alto nivel de expresión en E. coli.

Al inicio de este trabajo SteT era una proteína hipotética de B. subtilis de función

desconocida. Basándose en la relación filogenética de SteT con las LSHAT humanas la Dra. N.

Reig asumió que podía ser un intercambiador de aminoácidos y puso a punto una sencilla

metodología de dos pasos para determinar la actividad de transporte de aminoácidos de SteT

usando PotE como control positivo de actividad por estudios anteriores en células enteras y

vesículas derivadas de las mismas (Kashiwagi et al., 1992; Kashiwagi et al., 1997).

En el primer paso se generaron unos PLs de PotE (PotE-PLs) y de SteT (SteT-PLs)

que contenían en su interior una mezcla de 10 L-aminoácidos (Arg, Orn, Gly, Pro, Ala, Leu,
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Met, Phe, Tyr, Glu) y se ensayó el transporte con combinaciones de varios aminoácidos

radioactivos agrupados por similitudes. Como era de esperar PotE mostró actividad al añadir

ornitina y putrescina como sustrato, mientras que SteT poseía actividad al añadir una

combinación que contenía L-serina, L-glicina y L-prolina (figura 16a).

Para precisar cuáles de los tres aminoácidos eran sustrato de SteT se repitió el

experimento la misma muestra de SteT-PLs pero poniendo únicamente un aminoácido

radioactivo cada vez y se comprobó que L-serina era el único de los tres capaz de ser

transportado en los SteT-PLs. Finalmente se generaron SteT-PLs que contenían únicamente L-

serina en su interior y se vio que SteT poseía una actividad de intercambio de L-serina (figura

16b).

Figura 16. Screening de aminoácidos sustrato para la actividad de transporte de SteT correspondiente a

la figura 3 del artículo adjunto al final de esta Tesis doctoral. a) El transporte de la mezcla indicada de 10

μM de aminoácidos marcados radiactivamente (agrupados por similitud estructural) fue testada en PLs

que contenían SteT o PotE. Los PLs fueron cargados (PotE +aa y SteT +aa) o no (PotE -aa y SteT -aa)

con una mezcla de diez L-aminoácidos representativos (Arg, Orn, Gly, Pro, Ala, Leu, Met, Phe, Tyr, Glu)

cada uno a 2 mM. b) El transporte de los aminoácidos indicados marcados radiactivamente (a 10 o 100

μM) en PLs que no contienen aminoácidos (PotE -aa y SteT -aa) o que contienen una mezcla de diez

aminoácidos representativos como en a) (PotE +aa y SteT +aa) o 2 mM Ser (SteT +Ser). El transporte fue

medido durante 15 minutos y está expresado en cpm / μl PLs · 15 minutos en a) y como pmol / μl PLs · 15

minutos en b). Se muestra un experimento representativo (a, b) con tres réplicas por condición. Cuando

no se aprecian las barras de error estándar de la media (EEM) es porque son menores que los símbolos.

El siguiente paso fue establecer si SteT poseía un mecanismo secuencial de transporte

similar al determinado por la Dra. M. Torras-Llort para b0,+AT en vesículas de membranas

apicales de intestino de pollo (Torras-llort et al., 2001). Para ello se realizó un análisis cinético

del transporte de SteT a diferentes concentraciones internas y externas de sustrato tal como se

indica en la figura 17a. La linealización de Lineweaver-Burk mostró una serie de líneas que
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convergían, como corresponde a un mecanismo secuencial, presentando un rango de KM

interna entre 1 y 5 mM y un rango de KM externa entre 1 y 3 mM.

Para precisar el valor de KM el autor de esta memoria realizó una cinética con SteT-PLs

que contenían 15 mM de L-serina en su interior con más puntos y que dio como resultado una

KM externa de 1.2 ± 0.2 mM y una Vmáx estimada de 67 ± 4 pmol / μg proteína · min (media ± 

EEM) (figura 17b). El turnover calculado para SteT fue de 0.06s-1.

Figura 17. a) Análisis cinético del transporte de SteT correspondiente a la figura 5 del artículo adjunto al

final de esta Tesis doctoral. El transporte de L-serina marcada radiactivamente a diferentes

concentraciones en el medio externo (como se indica) y en el interno (0.4, 1, 4 y 12 mM) fue medido en

PLs de SteT (SteT-PLs) durante 1 minuto en condiciones lineales. El transporte transestimulado fue

calculado sustrayendo el transporte en SteT-PLs que no contenían L-serina en su medio interno ensayado

a las tres concentraciones externas indicadas de L-serina. Se muestra la linealización de Lineweaver-Burk

del transporte transestimulado con las diferentes concentraciones externas e internas de L-serina. Las

líneas convergen en valores negativos del eje X apoyando un modelo secuencial de intercambio. La

representación inversa (concentraciones externas de L-serina en el eje X para cada concentración interna

de L-serina) genera una representación similar. Los valores de KM aparente estimados (calculados a partir

de la intersección en el eje X para cada línea) oscilan de 1.2 a 5.3 y de 1.5 a 3.1 mM para la L-serina

interna y externa respectivamente. La Vmáx estimada con 12 mM de L-serina interna fue de 67 ± 3 pmol /

μg proteína · min (media ± EEM). Se muestra un experimento representativo con 3 réplicas por condición.

b) El transporte de L-serina marcada radiactivamente a diferentes concentraciones externas (0.01, 0.1,

0.5, 1, 2 y 7 mM) fue medido en SteT-PLs que contenían 15 mM L-serina o L-arginina en condiciones

lineales. El transporte transestimulado fue calculado sustrayendo el transporte en SteT-PLs que contenían

L-arginina de los obtenidos por los que contenían L-serina. L-Arg se usó como sustrato control negativo

como se observa en la figura 16 SteT no es capaz de transportarla. El análisis Non-parametric

(GraphPad; Sigma) estimó una KM aparente externa de 1.2 ± 0.2 mM. La Vmáx estimada fue de 67 ± 4

pmol / μg proteína · min (media ± EEM). Se muestra un experimento representativo con 3 réplicas por

condición. Cuando no se aprecian las barras de EEM es porque son menores que los símbolos.
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Conclusiones de los antecedentes:

- Se encontraron cinco candidatos procariotas a las LSHATs: ykbA (SteT) e yfnA de B.

subtilis e yhfM, yjdE y PotE de E. coli.

- Se escogió PotE como control positivo de actividad y SteT como el procariota con más

homología a las LSHAT humanas.

- Se determinó la función de SteT como intercambiador de L-serina.

- Se determinó que SteT poseía un mecanismo similar de transporte que las LSHAT

humanas.
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Con la identificación de los nuevos homólogos procariotas, su posterior clonación y

expresión, así como la purificación de SteT y la averiguación de su función y mecanismo de

transporte, decidimos:

1. Caracterizar funcionalmente SteT como modelo procariota de las LSHATs:

Una vez determinada la estabilidad de SteT en PLs para ver el rango de tiempo de

trabajo, queríamos ver el efecto de los iones sobre su transporte. Con estos datos

queríamos realizar estudios cinéticos y determinar que aminoácidos además de L-serina

eran sus sustratos.

2. Caracterizar estructuralmente SteT como modelo procariota de las LSHATs:

Pretendíamos establecer su estado cuaternario mediante técnicas como electroforesis

en gel nativo (BN-PAGE), entrecruzamiento químico, criofractura en el microscopio

electrónico de transmisión (TEM) y tinción negativa en el TEM e incluso medir el tamaño de

SteT por estas dos últimas técnicas.

3. Identificar residuos relevantes del transportador e identificar mutantes relevantes
para estudios estructurales:

Partiendo de la inhibición del transporte de L-serina por MTSET queríamos encontrar

cuál era su diana y si ésta también lo era de otros reactivos de cisteína. Descubrimos que

el DTT ejercía un efecto positivo sobre el transporte y buscamos su diana. Como todos los

estudios iniciales nos condujeron al segmento TM VIII, decidimos realizar varios mutantes

que nos permitieran descubrir posibles lugares de interacción con el sustrato.
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1. Caracterización funcional de SteT.

1.1. Cinética y modo de transporte.

Inicialmente determinamos la estabilidad funcional de SteT en los SteT-PLs para ver el

rango de tiempo que teníamos para trabajar con una determinada preparación. Para ello

medimos la velocidad inicial de transporte de L-serina en SteT-PLs recién generados y en esos

mismos SteT-PLs a diferentes tiempos posteriores (mantenidos en todo momento en hielo)

(figura 18). Se aprecia una caída de la actividad de SteT que obedece a una exponencial de

primer orden con el tiempo (y = 3.92 · e-0.0015 · x) con un t1/2 de 464 minutos. La pérdida en dos

horas es de un 16%, con lo que todos los estudios de esta Tesis doctoral se han realizado con

PLs generados no más de dos horas antes.

y = 3.92 · e-0,0015x
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Figura 18. Estabilidad funcional de SteT en PLs a lo largo del tiempo. El transporte de 10 μM L-serina

marcada radiactivamente fue medido durante 10 minutos en PLs recién generados (tiempo 0) y a

diferentes tiempos posteriores (mantenidos en todo momento en hielo). Se aprecia una caída que sigue

una exponencial de primer orden de la actividad de SteT con el tiempo (y = 3.92 · e-0.0015 · x) con un t1/2 de

464 minutos. Los datos corresponden a un experimento representativo, realizado con 3 réplicas. Cuando

no se aprecian las barras de EEM es porque son menores que los símbolos.

Para comprobar si algún ión era cotransportado por SteT, medimos el efecto de

diversos iones en el transporte de L-serina a través de los SteT-PLs. Para ello sustituimos el Cl-

de colina (colinaCl) que utilizamos normalmente para compensar la fuerza iónica por diferentes

sales: acetato de litio (LiAc), cloruro potásico (KCl), acetato potásico (KAc) y cloruro sódico

(Na). En la figura 19a vemos que el Cl- no ejerce ningún papel (no hay diferencia significativa

entre KCl y KAc), el eliminar el gradiente de K+ disminuye ligeramente el transporte (la

diferencia entre ColinaCl y KCl y entre LiAc y KAc es significativa al 99%) y el añadir Na+

produce un ligero descenso (la diferencia entre ColinaCl y Na es significativa al 95%). La
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acidificación del medio disminuye ligeramente el transporte (la diferencia entre pH =7.4 y pH =

6.5 y pH = 5.5 es significativa al 95%) (figura 19b). Pese al ligero efecto negativo observado al

eliminar el gradiente de K+, la valinomicina no es capaz de activar el transporte de SteT,

mientras que sí lo hace claramente para PotE (es significativo al 99.9%), cuyo transporte es

electrogénico (figura 19c). La conclusión que sacamos es que, a pesar de algunos efectos de

escasa magnitud, el intercambio de L-serina a través de SteT-PLs es mayormente

independiente de los iones que haya en el medio.

Figura 19. Análisis del efecto de los principales iones sobre el transporte de L-serina en SteT-PLs. a) Se

representa el porcentaje de transporte resultante con diferentes iones en el medio externo (como se
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indica) respecto al transporte neto de 10 μM L-serina marcada radiactivamente durante 10 minutos con

cloruro de colina (método estándar). Los datos corresponden a un experimento representativo, realizado

con 3 réplicas. b) Se representa el porcentaje de transporte resultante con diferentes pHs en el medio

externo (como se indica) respecto al transporte neto de 10 μM L-serina marcada radiactivamente durante

10 minutos a pH 7.4 (método estándar). Los datos corresponden a un experimento representativo,

realizado con 3 réplicas. Este apartado fue realizado por la Dra. N. Reig. c) Se representa el porcentaje de

transporte resultante sin (-) o con valinomicina (+) en el medio externo respecto al transporte neto de 10

μM L-serina marcada radiactivamente durante 10 minutos sin valinomicina. Las barras blancas

corresponden a PLs sin aminoácidos en el interior mientras que las barras negras corresponden a PLs

que contienen 4 mM L-serina. Se usó PotE como control positivo que se estimula notoriamente a

diferencia de SteT. Este apartado fue realizado en nuestro laboratorio por M. Ratera. Cuando no se

aprecian las barras de EEM es porque son menores que los símbolos.

Para confirmar que SteT media un intercambio obligatorio hicimos una cinética de

entrada de serina radioactiva en presencia o ausencia, respectivamente, de L-serina en el

interior (figura 20a). Esta cinética demuestra que SteT es un intercambiador obligatorio, ya que

cuando tiene sustrato en ambos lados se observa un overshoot que después tiende hacia el

equilibrio, mientras que si no hay sustrato en uno de los lados se produce una entrada por

difusión simple a través de los PLs que responde a la Ley de Fick. El Dr. J. L. Gelpí con estos

datos simuló el transporte. Para ello asumió un intercambio obligatorio de estequiometría 1:1 y

un flujo de difusión pasiva que explica la entrada en los SteT-PLs que no contienen aminoácido

alguno. Con los datos experimentales determinó un coeficiente de difusión de 2.5 · 10-6 min-1,

un volumen interno de los SteT-PLs de 62 nl/μg de proteína purificada y unas constantes de 

afinidad interna y externa de 2.0 y 1.2 mM respectivamente. El mejor ajuste con los datos

experimentales se obtiene cuando añadimos una inactivación de la actividad de transporte con

el tiempo cuya naturaleza es desconocida. El resultado de la simulación son las líneas que se

muestran en la figura y que se adaptan a los puntos determinados experimentalmente. La

simulación apoya un intercambio obligatorio y electroneutro de L-serina a través de SteT e

indica que este intercambio es balanceado, probablemente con una estequiometría 1:1.

Igualmente hicimos la cinética de salida en SteT-PLs precargados con L-serina

marcada radiactivamente y diluidos en un medio de transporte sin o con L-serina

respectivamente (figura 20b). Los resultados demostraron la bidireccionalidad del

transportador.

1.2. Especificidad de sustrato.

Para caracterizar la especificidad de sustrato de SteT se realizó un patrón de cis-

inhibiciones del transporte de L-serina (figura 21a) en el que se ve que un exceso de 500 veces

de L-serina o de L-treonina en el medio externo anulan casi por completo el intercambio L-

serina/L-serina, sugiriendo que L-treonina también es un excelente sustrato. Los aminoácidos
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relacionados estructuralmente con la L-serina (D-serina, homoserina y fosfoserina) también

inhiben el transporte aunque en un menor grado. Por otro lado, aminoácidos como como L-

glicina, L-prolina, L-arginina, L-cisteína, L-lisina y L-glutamato no inhiben de manera

significativa el transporte del sustrato radioactivo. Sorprendentemente, los aminoácidos

aromáticos L-fenilalanina, L-tirosina y en menor medida L-triptófano inhiben el transporte de

manera significativa indicando que pueden ser sustratos de SteT.

Tiempo (h)

Tiempo (min)

Figura 20. Cinética del transporte de L-serina en SteT-PLs correspondiente a la figura 4 del artículo

adjunto al final de esta Tesis doctoral. a) Entrada (pmol/μg proteína) de 10 μM L-serina marcada

radiactivamente en SteT-PLs que contienen 4 mM L-serina (cuadrados negros) o L-arginina (cuadrados

blancos). L-arginina no es sustrato de SteT (ver el patrón de inhibiciones y la transestimulación) y se usó

de control negativo. Los datos corresponden a un experimento representativo, realizado con 3 réplicas.

Cuando no se aprecian las barras de EEM es porque son menores que los símbolos. Tres experimentos

adicionales dieron resultados similares. Las líneas continuas corresponden a líneas de progreso

simuladas asumiendo una estequiometría de intercambio de sustrato 1:1 además de difusión simple para

el transporte en SteT-PLs que contienen 4 mM L-serina y difusión simple para el transporte en SteT-PLs

que contienen 4 mM L-arginina. b) Salida de L-serina a través del transportador SteT: SteT-PLs que

contienen 4 mM L-serina fueron cargados con 10 μM L-serina marcada radiactivamente durante 2h.
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Después, los SteT-PLs fueron diluidos 13 veces con medio conteniendo (círculos cerrados) o no (círculos

abiertos) 7 mM L-serina fría. La salida de L-serina fue dramáticamente estimulada por L-serina en el

medio externo. Se muestra un experimento representativo. Un segundo experimento dio resultados

similares. Cuando no se aprecian las barras de EEM es porque son menores que los símbolos.

Para comprobar si L-treonina y estos aminoácidos aromáticos son sustrato de SteT se

realizó un experimento de transestimulación cargando SteT-PLs con estos aminoácidos y

usando L-serina como control positivo y L-arginina como control negativo (95 ± 6% de actividad

residual en el patrón de inhibiciones), debido a las dificultades para realizar un transporte de L-

fenilalanina, L-tirosina y L-triptófano en SteT-PLs, ya que el basal es muy elevado, sugiriendo

que se adsorben inespecíficamente a los filtros o a los PLs. El transporte fue claramente

transestimulado por L-serina y por L-treonina, y en menor medida por L-fenilalanina, L-tirosina y

L-triptófano, a diferencia de L-arginina que no es capaz de transestimular el transporte por

encima del basal (figura 21b).
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Figura 21. a) Patrón de cis-inhibición de aminoácidos de la actividad de transporte de SteT

correspondiente a la figura 6a del artículo adjunto al final de esta Tesis doctoral. El transporte de 10 μM L-

serina marcada radiactivamente fue medido en SteT-PLs que no contenían aminoácidos o que contenían

4 mM L-serina durante 5 minutos (condiciones lineales). El transporte fue medido en ausencia o presencia

de los aminoácidos indicados a 5 mM en el medio externo (2 mM en el caso de L-tirosina). El transporte

transestimulado fue calculado sustrayendo el transporte en SteT-PLs que no contenían L-serina de aquél

en SteT-PLs que contenían L-serina. El transporte se expresa como el porcentaje del transporte en SteT-

PLs que contenían 4 mM L-serina y sin cis-inhibidores (5.2 ± 1.2 pmol / μg proteína · 5 min). Los datos

son de 2-3 experimentos con 3 réplicas por condición. b) Transestimulación de la actividad de transporte

de SteT correspondiente a la figura 6b del artículo adjunto al final de esta Tesis doctoral. El transporte de

10 μM L-serina marcada radiactivamente fue medido en SteT-PLs que contenían 4 mM del aminoácido

indicado (2 mM en el caso de la L-tirosina) durante 5 minutos. L-arginina se usó como control negativo

porque este aminoácido no inhibe el transporte de L-serina vía SteT (ver apartado a). El transporte se

expresa en pmol / μg proteína · 5 min. Se muestra un experimento representativo con 3 réplicas por

condición. Dos experimentos adicionales dieron similares resultados.

Estos resultados demuestran que SteT exhibe una actividad de intercambio obligatorio

para L-serina, L-treonina y en menor medida para aminoácidos aromáticos, por lo que

renombramos ykbA como SteT cuyas siglas se refieren a Serine/threonine exchanger

Transporter.

2. Caracterización estructural de SteT.

Se utilizaron tres técnicas diferentes para determinar el estado oligomérico (estructura

cuaternaria) de SteT: BN-PAGE, entrecruzamiento químico y microscopía electrónica.

2.1. Electroforesis en gel nativo (BN-PAGE).

Enviamos membranas de E. coli sobreexpresando SteT y PotE a F. Casagrande en el

laboratorio del Dr. D. Fotiadis (Biozentrum, U. de Basilea, Suiza). Se realizó un BN-PAGE de

SteT que mostró que en estas condiciones es un monómero (figura 22). SteT fue solubilizado

con DM y purificado en una columna de níquel. Esta proteína se corrió en un gel con un

gradiente lineal del 5 al 12% de acrilamida usando tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa),

catalasa (232 kDa), lactato deshidrogenada (140 kDa) y albúmina de suero bovino (66 kDa)

como marcadores de peso molecular. SteT presenta una banda principal de peso molecular

aparente ~80 kDa que corresponde al monómero y dos débiles bandas a ~155 y 205 kDa que

corresponderían al dímero y al trímero (reaccionan con la sonda HisProbe-HRP). La banda

brillante que aparece a ~40 kDa corresponde a micelas mixtas de detergente y Coomassie

Brilliant Blue G-250. No se pudo realizar un BN-PAGE con PotE debido a su elevada tendencia

a precipitar en este tipo de geles.
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Figura 22. BN-PAGE de la proteína SteT purificada. Estándar de proteína (carril 1) y proteína SteT con

una cola de His purificada (carril 2). Se aprecian cuatro bandas con Mobs de ~40 kDa, ~80 kDa, ~155 kDa

y ~205 kDa. La banda principal corresponde al monómero de SteT (banda a ~80 kDa). La banda azul

brillante a ~40 kDa corresponde a la micela de detergente/Coomassie Brilliant Blue G-250, mientras que

las tenues bandas de proteína a ~155 kDa y ~205 kDa corresponden a SteT y podrían representar

dímeros y trímeros de la proteína.

2.2. Entrecruzamiento químico.

El entrecruzamiento químico realizado con reactivos de aminos (DSP, DST, DMS) o de

sulfhidrilos (BM(PEO)4) de brazos espaciadores de diferentes longitudes (12.0, 6.3, 11.0 y 17.8

Å respectivamente), a diferentes concentraciones (de 0, 25, 83, 100, 250, 500, 1000, 2000,

5000 y 10000 μM), tiempos (de 0, 10, 30, 90 min y O/N), temperaturas (0 o 25 ºC) y pHs (de

6.5, 7.4, 8.0 y 9.0) no consiguió nunca más de un 10% de dímero, lo cual es un valor asumible

por el movimiento aleatorio de SteT en unas membranas en las que está sobreexpresado y

confirma lo observado en el BN-PAGE. En la figura 23 se muestra un ensayo de

entrecruzamiento de SteT con DSP resuelto en un gel sin DTT (figura 23a) o con DTT (figura

23b) para romper el entrecruzador y comprobar si el dímero observado en el gel sin DTT era

específico.
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Figura 23. Entrecruzamiento químico de SteT en membranas. Membranas totales de E. coli transformadas

con SteT fueron lavadas 3 veces con un tampón HEPES-NaOH (pH 8.0) en un homogeneizador de vidrio,

y diluidas con el mismo tampón a 1 mg de proteína/ml. Se muestra el entrecruzamiento con DSP a 25 ºC

y diferentes concentraciones y tiempos. La reacción fue parada con 50 mM Tris (pH 7.4). Se resolvió un

gel de SDS-PAGE en ausencia (a) o en presencia (b) de 100 μM DTT para romper el entrecruzador. Las

flechas indican la aparición del dímero que en ningún caso fue superior al 10%.

2.3. Criofracura en el TEM.

Otra aproximación fue realizar criofractura en el TEM para estimar el tamaño funcional

de SteT y PotE reconstituidos en los PLs. Estos experimentos se hicieron en colaboración con

la Dra. C. López (Serveis Científico-Tècnics de la U. Barcelona-Parc Científic de Barcelona

(PCB)) utilizando las mismas muestras de PLs usadas para los estudios funcionales de SteT y

PotE. Usamos el mutante C154G de LacY de E. coli (cedido por el Dr. R. Kaback) como control

positivo, ya que su tamaño es conocido en muestras de criofractura e incluso en el cristal 3D.

En las imágenes, los PLs aparecen como superficies cóncavas y convexas de un diámetro

medio de 150 a 200 nm (figura 24), dato que coincide con los valores que obtuvimos mediante

dinamic light scattering en el laboratorio de la Dra. Mª Luisa García (Facultad de Farmacia, U.

de Barcelona) (datos no mostrados).

La mayoría de las caras fracturadas de los SteT-PLs contenían entre 0 y 2 partículas

intramembranosas para una relación proteína:lípido de 1:100, y entre 0 y 6 para una relación

proteína:lípido de 1:40 (figura 24b y c). Un número similar de partículas (0-2 y 0-7) fue

observado en las caras fracturadas de los PotE-PLs (figura 24d). En los LacY-PLs también

observamos 0-2 en las caras fracturadas correspondientes a una relación proteína:lípido 1:100.

Estas partículas estaban ausentes en los liposomas control (figura 24a), demostrando que las

partículas observadas corresponden a las proteínas reconstituidas.
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Figura 24. Criofractura en el TEM de SteT, PotE y LacY purificados y reconstituidos en PLs. a) Los

liposomas control no contienen partículas intramembrana. b-d) PLs de SteT preparados para los ensayos

de transporte a una relación proteína:lípido de 1:100 (b) y 1:40 (c). Las partículas intramembrana (flechas)

aparecen tanto en las caras cóncavas (b) como en las convexas (c) de las vesículas unilamelares,

indicando una inserción aleatoria de la proteína en la bicapa. d) PLs de PotE preparados por M. Ratera

para los ensayos de transporte a una relación proteína:lípido de 1:100. e) PLs de LacY preparados como

los anteriores a una relación proteína:lípido 1:100. Barra de escala: 100 nm. Detalles: vista de mayor

magnificación de una partícula de SteT (c), de PotE (d) y de LacY (e). Barra de escala del detalle: 10 nm.

Las flechas señalan las partículas intramembrana.

Con una mayor magnificación podemos observar que todas ellas tienen una forma

redondeada (ver detalles en figura 24). Medimos las partículas observadas en los PLs, en

negativos a 50000x digitalizados, con la ayuda del programa AnalySIS (figura 25). La medición

de 119 partículas de SteT dio una media de 7.37 ± 0.07 nm (a), ligeramente inferior a la media

de 8.05 ± 0.12 nm resultante de la medición de 109 partículas de PotE y ligeramente superior a

la media de 5.99 ± 0.06 nm resultante de la medición de 72 partículas de LacY.

Estructuralmente y funcionalmente se sabe que LacY es un monómero con un peso molecular

semejante a SteT. La mínima diferencia entre el tamaño de LacY y el de SteT parece indicar

que SteT también debe ser un monómero, y aunque la diferencia con PotE es mayor no parece

suficiente para justificar que sea un dímero. Como control interno, M. Ratera realizó también las

medidas obteniendo resultados similares.

ee
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Figura 25. Histogramas de las mediciones de las partículas de SteT, PotE y LacY observadas en los PLs

por criofractura en el TEM. Mediante el programa AnalySIS se midió el tamaño de lado a lado

perpendicular al sombreado de las partículas en los negativos a 50000x digitalizados de las réplicas de

los PLs observados en el microscopio electrónico. Se muestran los histogramas centrados en la media

obtenida y con un rango de los grupos proporcional al EEM. a) Histograma de SteT resultante de la

medición de 119 partículas con una media 7.37 ± 0.07 nm. b) Histograma de PotE resultante de la

medición de 109 partículas con una media 8.05 ± 0.12 nm. c) Histograma de LacY resultante de la

medición de 72 partículas con una media 5.99 ± 0.06 nm.

2.4. Tinción negativa en el TEM.

En el laboratorio del Dr. D. Fotiadis también se midieron las partículas de SteT

solubilizadas con DM por tinción negativa en el TEM (figura 26). En la imagen vemos que la

preparación de SteT es homogénea (figura 26a), a diferencia de la de PotE que no lo es ni

solubilizado con DDM, ni con DM, ni con otros detergentes, por lo que se observan partículas

con diferentes grados de agregación que se remarcan con círculos discontinuos de diferentes
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tamaños (figura 26c). En la ampliación de la imagen de SteT se ve la forma redondeada, con

una tendencia elíptica, de SteT con una depresión central (figura 26b) que le da una apariencia

de donut y un tamaño de ~6 x ~7 nm.

Figura 26. Imagen de TEM de SteT teñido negativamente. a) La homogeneidad de las proteínas de SteT

solubilizado en DM se refleja en la micrografía electrónica correspondiente a la figura 8 del artículo

adjunto al final de esta Tesis doctoral. b) Galería de vistas superiores seleccionadas con círculos

discontinuos en a). Las proteínas de SteT son elípticas (diámetros: ~6 x ~7 nm) y con una forma de donut

con una depresión central. El tamaño de la ventana de las partículas magnificadas en la galería es de

12nm. c) La falta de homogeneidad de las proteínas de PotE solubilizado en DDM se refleja en la

micrografía electrónica. Se remarcan con círculos discontinuos de diferentes tamaños los diferentes

estados de agregación de PotE observados.

Si realizamos una comparación del diámetro de SteT con el de LacY fusionada con el

citocromo b562 (11.6 kDa) y el de GalP medido en las mismas condiciones experimentales

(figura 27) vemos que el diámetro medido en cristales 2D por tinción negativa de LacY es de

6.4 nm (a), el observado para GalP es de 8.3 nm (comunicación personal del Dr. D. Fotiadis) y

c
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el observado para SteT de 7.6 nm. De nuevo sabemos que LacY y GalP son monómeros,

luego el tamaño de SteT corresponde también al de un monómero.

Figura 27. Comparativa de las imágenes de partículas con tinción negativa de LacY, GalP y SteT.

Comparativa entre el tamaño del diámetro de LacY fusionada con el citocromo b562 (~ 6.4 nm) publicado

por Zhuang et al., 1999 y el observado por el Dr. D. Fotiadis para GalP (~ 8.3 nm) y SteT (~ 7.6 nm). La

barra en la primera imagen de LacY es de 5 nm. El tamaño de las ventanas de GalP y SteT es de 12.8

nm.

A partir de las membranas de E. coli sobreexpresando SteT que le enviamos al Dr. D.

Fotiadis se obtuvieron varios cristales 2D, el mejor de los cuales difractó a una resolución

máxima de 26 Å (figura 28), lo cual sólo permite vislumbrar una imagen general del

transportador.

SteT

LacY

GalP
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Figura 28. Cristal 2D de SteT. a) Imagen del cristal 2D de SteT en el TEM. La barra corresponde a 100

nm. b) Powerspectrum obtenido con el cristal de (A) indicando una difracción de 26 Å (cabeza de flecha).

La barra corresponde a 3 nm-1. c) Ampliación del área recuadrada en el panel (A) enmarcada en la misma

ventana. El lado de la ventana corresponde a 80 nm.

3. Identificación de residuos relevantes.

3.1 Efecto de los reactivos de cisteína sobre la función de SteT.

En ausencia de un cristal de resolución atómica, los reactivos de cisteína son de gran

utilidad en los estudios de estructura-función de proteínas de membrana. Para ello analizamos

el efecto de varios reactivos de cisteína (MTSET, MTSEA, MTSES, pCMB, pCMBS y NEM) a

elevadas concentraciones para ver su máximo efecto sobre el transporte de L-serina en los

SteT-PLs (figura 29):

Figura 29. Efecto de los reactivos de cisteína en SteT. Los PLs de SteT purificado fueron tratados con 1

mM MTSET, 2.5 mM MTSEA, 1 mM MTSES, 1 mM pCMB, 1 mM pCMBS o 1 mM NEM durante 5 minutos

a temperatura ambiente y ultracentrifugados para eliminar los reactivos antes del transporte. El transporte

de 10 μM L-serina marcada radiactivamente se midió durante 10 minutos en SteT-PLs que contenían 4

mM de L-arginina o de L-serina. El transporte a través de SteT fue calculado sustrayendo el transporte en

SteT-PLs que contenían L-arginina del obtenido por los que contenían L-serina. El transporte a través de

los SteT-PLs que contenían L-arginina no se vio afectado por los reactivos de cisteína. Se muestra un

experimento representativo (media ± EEM).

La entrada a través de los SteT-PLs que contenían L-arginina no se vio afectada, es

decir, no se modificó el flujo pasivo a través de los PLs (resultados no mostrados). Por el

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

CONTROL MTSET MTSEA MTSES pCMB pCMBS NEM

pm
ol

 S
er

 / 
μg

 p
ro

t ·
 1

0m
in

   
   

   
   

   
.



Resultados

- 96 -

contrario, el transporte activo de L-serina por SteT fue inhibido fuertemente en presencia de

estos reactivos: MTSET un 78%, MTSEA un 91%, MTSES un 97%, pCMB un 100%, pCMBS

un 100% y NEM un 93%. La inhibición de MTSET se ha realizado en 8 experimentos

independientes con una media de un 76% de inhibición.

Para demostrar que los efectos observados eran específicos de una de las cisteínas

endógenas, se repitió el experimento anterior con SteT cysless (figura 30):

Figura 30. Efecto de los reactivos de cisteína en SteT cysless. Los PLs de SteT cysless purificado fueron

tratados con 1 mM MTSET, 2.5 mM MTSEA, 1 mM MTSES, 1 mM pCMB, 1 mM pCMBS o 1 mM NEM

durante 5 minutos a temperatura ambiente y ultracentrifugados para eliminar los reactivos antes del

transporte. El transporte de 10 μM L-serina marcada radiactivamente se midió durante 10 minutos en

SteTcysless-PLs que contenían 4 mM de L-arginina o de L-serina. El transporte a través de SteT fue

calculado sustrayendo el transporte en SteT-PLs que contenían L-arginina del obtenido por los que

contenían L-serina. El transporte a través de los SteT-PLs que contenían L-arginina no se vio afectado por

los reactivos de cisteína. Se muestra un experimento representativo (media ± EEM).

Claramente se aprecia que ninguno de ellos produce ningún efecto sobre SteT cysless.

Esto parece indicar que la modificación covalente de una o varias de las cisteínas endógenas

de SteT bloquea su actividad, ya sea tapando el lugar de unión del sustrato directamente o

impidiendo algún tipo de cambio conformacional durante el proceso de transporte. Para ver

cuál o cuáles de las cinco cisteínas endógenas de SteT era la responsable de la inhibición de

MTSET se mutaron individualmente cada una de ellas y se repitió el experimento anterior para

ver si desaparecía el efecto (figura 31).
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Figura 31. Efecto del MTSET en mutantes de SteT defectivos de una cisteína. Los PLs de SteT cysless,

SteT C94S, SteT C141S, SteT C168S, SteT C291S y SteT C415S purificados fueron tratados con 1 mM

MTSET o el volumen equivalente de DMSO durante 5 minutos a temperatura ambiente y

ultracentrifugados para eliminar el MTSET antes del transporte. El transporte de 10 μM L-serina marcada

radiactivamente se midió durante 10 minutos en los diferentes SteT-PLs que contenían 4 mM de L-

arginina o de L-serina. El transporte a través de SteT fue calculado sustrayendo el transporte en SteT-PLs

que contenían L-arginina del obtenido por los que contenían L-serina. El transporte a través de los SteT-

PLs que contenían L-arginina no se vio afectado por el MTSET. Se muestra un experimento

representativo (media ± EEM)

Observamos de nuevo claramente que el MTSET no inhibe a SteT cysless. Al eliminar

individualmente las cisteínas 94, 141, 168 ó 415 no se consigue suprimir el efecto inhibitorio de

MTSET, mientras que eliminando la cisteína 291, el transporte permanece intacto. Esto sugiere

que MTSET está inhibiendo el transporte de L-serina a través de SteT mediante la modificación

de la cisteína 291.

El siguiente paso fue determinar si la cisteína 291 es por sí suficiente para justificar la

inhibición de los reactivos de cisteína observada en SteT. Para ello se reintrodujo dicha cisteína

en SteT cysless y se realizó el ensayo en presencia de los diferentes reactivos de cisteína

(figura 32).

Como podemos observar en la figura 32 todos los reactivos inhiben totalmente la

actividad de SteT, demostrando que únicamente la modificación covalente de este residuo por

los diferentes reactivos produce esta pérdida de actividad. Estos experimentos sugieren que la

cisteína 291, localizada en el interior del segmento TM VIII de SteT, es bastante accesible al

medio externo, ya que reacciona con todos los reactivos utilizados.
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Figura 32. Efecto de los reactivos de cisteína en cysless C291. Los PLs de cysless C291 purificado fueron

tratados con 1 mM MTSET, 2.5 mM MTSEA, 1 mM MTSES, 1 mM pCMB, 1 mM pCMBS o 1 mM NEM

durante 5 minutos a temperatura ambiente y ultracentrifugados para eliminar los reactivos antes del

transporte. El transporte de 10 μM L-serina marcada radiactivamente se midió durante 10 minutos en

SteT-PLs que contenían 4 mM de L-arginina o de L-serina. El transporte a través de SteT fue calculado

sustrayendo el transporte en SteT-PLs que contenían L-arginina del obtenido por los que contenían L-

serina. El transporte a través de los SteT-PLs que contenían L-arginina no se vio afectado por los

reactivos de cisteína. Se muestra un experimento representativo. Cuando no se aprecian las barras de

EEM es porque son menores que los símbolos.

Aunque parece claro que la cisteína 291 es diana de los reactivos de cisteína, puede

que no sea la única diana de estos reactivos, de manera que repetimos este experimento con

SteT C291S para ver cual es el efecto de los reactivos de cisteína cuando no está presente la

cisteína 291 (figura 33).
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Figura 33. Efecto de los reactivos de cisteína en SteT C291S. Los PLs de SteT C291S purificado fueron

tratados con 1 mM MTSET, 2.5 mM MTSEA, 1 mM MTSES, 1 mM pCMB, 1 mM pCMBS o 1 mM NEM

durante 5 minutos a temperatura ambiente y ultracentrifugados para eliminar los reactivos antes del

transporte. El transporte de 10 μM L-serina marcada radiactivamente se midió durante 10 minutos en

SteT-PLs que contenían 4 mM de L-arginina o de L-serina. El transporte a través de SteT fue calculado

sustrayendo el transporte en SteT-PLs que contenían L-arginina del obtenido por los que contenían L-

serina. El transporte a través de los SteT-PLs que contenían L-arginina no se vio afectado por los

reactivos de cisteína. Se muestra un experimento representativo donde MTSET no afectó (104%), MTSEA

estimuló un 292%, pCMB inhibió un 87%, pCMBS inhibió un 81% y NEM inhibió un 52%. Cuando no se

aprecian las barras de EEM es porque son menores que los símbolos.

Podemos observar que cuando la cisteína 291 no está presente MTSET no tiene

ningún efecto significativo sobre el transporte. Sorprendentemente, la presencia de MTSEA se

torna en un fuerte efecto de activación, es decir, que MTSEA es capaz de unirse a otra u otras

cisteínas endógenas de SteT y, en ausencia de la cisteína 291, activar el transporte.

Finalmente, el efecto producido por NEM disminuye a aproximadamente la mitad, sugiriendo

que este reactivo interacciona con otra cisteína además de la cisteína 291. Por el contrario

pCMB y pCMBS siguen inhibiendo el transporte de manera importante indicando que la

cisteína 291 no es su principal diana de inactivación.

Para determinar cual es la otra diana a la que se une MTSEA, se realizó un ensayo con

MTSEA en SteT cysless al que reintrodujimos individualmente cada una de las cisteínas

endógenas (figura 34a). Observamos que la única que posee un efecto de activación

significativo es la cisteína 415, aunque el cambio observado aquí no justifica completamente el

efecto observado en el experimento anterior (figura 33). Debido a la elevada velocidad de

transporte observada en este mutante repetimos el experimento midiendo el transporte de

serina a tiempos más cortos para asegurarnos estar en velocidad inicial (figura 34b). Pese a

que el efecto del MTSEA fue ligeramente superior (146%) al calculado en el experimento

anterior, todavía el incremento de actividad es menor al encontrado en el mutante SteT C291S

(292%).

Es conocido que el DTT es capaz de eliminar el MTSET unido a cisteínas (Borre et al.,

2002; Pal et al., 2006), por lo tanto decidimos probar si también era capaz de realizarlo en

nuestros PLs como prueba adicional de la interacción del MTSET con una cisteína de SteT.

Para ello realizamos un ensayo donde se añadió MTSET a la muestra, a continuación

centrifugábamos para eliminar el MTSET, y finalmente hacíamos el tratamiento con DTT. Con

posterioridad centrifugábamos para eliminar el DTT antes de realizar el transporte de L-serina

en los SteT-PLs (figura 35). Se utilizó también una muestra control en la que no se añadió

MTSET.
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Figura 34. Efecto del MTSEA en mutantes de SteT defectivos de una cisteína. Los PLs de cysless C94,

cysless C141, cysless C168, cysless C291 y cysless C415 purificados fueron tratados con 2.5 mM

MTSEA o el volumen equivalente de DMSO durante 5 minutos a temperatura ambiente y

ultracentrifugados para eliminarlos antes del transporte. a) El transporte de 10 μM L-serina marcada

radiactivamente se midió durante 10 minutos en los diferentes SteT-PLs que contenían 4 mM de L-

arginina o de L-serina. El transporte a través de SteT fue calculado sustrayendo el transporte en SteT-PLs

que contenían L-arginina del obtenido por los que contenían L-serina. El transporte a través de los SteT-

PLs que contenían L-arginina no se vio afectado por el MTSEA. De los SteT-PLs que contienen L-serina

sólo el correspondiente a cysless C415 se estimuló significativamente con MTSEA, mientras que cysless

C291 se inhibió significativamente como era de esperar. b) El transporte de 10 μM L-serina marcada

radiactivamente se midió durante 30 segundos en los PLs de cysless C415 que contenían 4 mM de L-

arginina o de L-serina. El transporte a través de SteT fue calculado sustrayendo el transporte en SteT-PLs

que contenían L-arginina del obtenido por los que contenían L-serina. El transporte a través de los SteT-

PLs que contenían L-arginina no se vio afectado por el MTSEA. En estas condiciones la estimulación es

mayor y claramente significativa indicando que la C415 debe ser la diana que produce la estimulación en

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

C94 C141 C168 C291 C415

pm
ol

 S
er

 / 
μg

 p
ro

t. 
· 1

0m
in

 

CONTROL
MTSEA

a)

b)

SteT cysless +:

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

SteT cysless C415

pm
ol

 S
er

 / 
μg

 p
ro

t. 
· 3

0s
eg

  

CONTROL
MTSEA



Resultados

- 101 -

SteT C291S, aunque es posible que no sea la única. Se muestra un experimento representativo. Cuando

no se aprecian las barras de EEM es porque son menores que los símbolos.

Figura 35. Efecto del DTT antes y después del tratamiento con MTSET en los SteT-PLS. Los PLs de SteT

purificado fueron tratados con 1 mM MTSET o el volumen equivalente de DMSO durante 5 minutos a

temperatura ambiente y ultracentrifugados para eliminarlo antes del tratamiento con 10 mM DTT durante 5

minutos a temperatura ambiente y ultracentrifugados de nuevo para eliminarlo antes del transporte. El

transporte de 10 μM L-serina marcada radiactivamente se midió durante 10 minutos en los diferentes

SteT-PLs que contenían 4 mM de L-arginina o de L-serina. El transporte a través de SteT fue calculado

sustrayendo el transporte en SteT-PLs que contenían L-arginina del obtenido por los que contenían L-

serina. El transporte a través de los SteT-PLs que contenían L-arginina no se vio afectado por el MTSET

ni por el DTT. Vemos que la adición de MTSET produce una inhibición significativa, pero el posterior

tratamiento con DTT no sólo lo revierte sinó que al igual que el tratamiento sin MTSET y con DTT es

capaz de activar significativamente el transporte. Se muestra un experimento representativo.

Observamos en la figura 35 que la adición de MTSET produce una inhibición del 72%

(la media de 8 experimentos es de un 76 ± 4%), pero el posterior tratamiento con DTT no sólo

revierte este efecto, sinó que siguiendo la línea de los experimentos posteriores, el tratamiento

sin MTSET y con DTT es capaz de activar el transporte un 156 y un 140% respectivamente (la

media de 7 experimentos es de un 156 ± 6%).

Para ver si la modificación que libera el DTT es total o hay una población modificada y

otra no, realizamos un experimento que nos permite cuantificar el efecto que produce un

agente oxidante (cobre (1,10-fenantrolina)2, CuPh) sobre la actividad tanto de SteT cysless

como de SteT (figura 36), de manera que si existe una población no modificada, que
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teóricamente es la que genera el transporte cuando no hacemos el tratamiento con DTT, la

oxidación con CuPh la bloquearía inactivando completamente el transportador.
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Figura 36. Efecto del DTT y de la CuPh en SteT y SteT cysless. Los PLs de SteT cysless y SteT

purificados fueron tratados con 10 mM DTT o 100 μM CuPh durante 5 minutos a temperatura ambiente y 

ultracentrifugados para eliminarlos antes del transporte. El transporte de 10 μM L-serina marcada

radiactivamente se midió durante 10 minutos en los diferentes SteT-PLs que contenían 4 mM de L-

arginina o de L-serina. El transporte a través de SteT fue calculado sustrayendo el transporte en SteT-PLs

que contenían L-arginina del obtenido por los que contenían L-serina. El transporte a través de los SteT-

PLs que contenían L-arginina no se vio afectado ni por el DTT ni por la CuPh. De los SteT-PLs que

contienen L-serina sólo el correspondiente a SteT se estimuló significativamente con DTT. El tratamiento

con CuPh no produjo efectos significativos en ningún caso. Se muestra un experimento representativo.

Observamos que el tratamiento con CuPh no tiene ningún efecto significativo ni sobre

SteT ni sobre SteT cysless, mientras que el efecto del DTT es específico de SteT y no se da en

SteT cysless. Estos datos sugieren que el DTT reduciría una oxidación preexistente (p. e. un

puente disulfuro) activando el transportador. Sin embargo, la actividad residual de SteT no

parece deberse a la existencia de una población no modificada, sinó más bien a que el bloqueo

en el transporte no es total.

Decidimos explorar cuál de las cisteínas podría formar parte de este hipotético puente

disulfuro. Por lo tanto decidimos ver el efecto del DTT en el transporte de mutantes de SteT

donde las cisteínas fueron mutadas individualmente (figura 37).

Observamos que el DTT activa significativamente a SteT C94S, SteT C141S, SteT

C168S y SteT C415S mientras que en SteT cysless y en SteT C291S el efecto es nulo. Esto

indica que la cisteína 291 es la única diana que produce la estimulación y descarta que se trate
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de un puente disulfuro entre dos cisteínas de la misma proteína. Además el hecho de que

MTSET sea capaz de unirse a la cisteína 291 como hemos demostrado anteriormente (figuras

30, 31 y 32) es una prueba concluyente de que la cisteína 291 no está formando un puente

disulfuro, ya que el MTSET no desplaza puentes disulfuro. Para acabar de demostrar que el

efecto del DTT se producía únicamente a través de la cisteína 291 realizamos el ensayo del

DTT en cysless C291 produciendo una activación del 206% del transporte de L-serina (datos

no mostrados).
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Figura 37. Efecto del DTT en mutantes de SteT defectivos de una cisteína. Los PLs de SteT cysless, SteT

C94S, SteT C141S, SteT C168S, SteT C291S y SteT C415S purificados fueron tratados con 10 mM DTT

durante 5 minutos a temperatura ambiente y ultracentrifugados para eliminar el DTT antes del transporte.

El transporte de 10 μM L-serina marcada radiactivamente se midió durante 10 minutos en los diferentes

SteT-PLs que contenían 4 mM de L-arginina o de L-serina. El transporte a través de SteT fue calculado

sustrayendo el transporte en SteT-PLs que contenían L-arginina del obtenido por los que contenían L-

serina. El transporte a través de los SteT-PLs que contenían L-arginina no se vio afectado por el DTT. La

estimulación por DTT se ha realizado 3 veces en SteT cysless con una media del 87% y dos veces en

SteT C291S con una media del 86%. Se muestra un experimento representativo. Cuando no se aprecian

las barras de EEM es porque son menores que los símbolos.

3.2. Cisteína 291.

Hasta ahora sólo hemos encontrado un residuo interesante, la cisteína 291 en el

segmento TM VIII, así que decidimos estudiar más profundamente las cisteínas endógenas de

SteT y además con los conocimientos de la topología de xCT realizados en nuestro grupo por

la Dra. E. Gasol (Gasol et al., 2004) decidimos construir mutantes únicos de cisteína en la zona
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del primer bucle reentrante y en la zona de un posible segundo bucle reentrante (datos no

publicados) para estudiar su actividad y como les afecta el tratamiento con MTSET y DTT. En

estas zonas además se han localizado residuos relevantes en transportadores de la

superfamilia APC (ver apartado 3.2 de la Introducción).

El análisis de la actividad de los mutantes generados sobre SteT cysless reveló que la

mutación del ápice del primer bucle reentrante (L78C en SteT) causa la completa inactivación

del transportador, mientras que mutar dos residuos después (T80C) produce un mayor

transporte que SteT cysless, casi recuperando la actividad de SteT (figura 38). Por otro lado el

ápice del posible segundo bucle reentrante (K317C en SteT) tiene valores similares a SteT

cysless mientras que la mutación del siguiente residuo (L318C) produce una fuerte inactivación

del transportador.

Figura 38. Screening de nuevos mutantes en zonas potencialmente relevantes de SteT. El transporte de

10 μM L-serina marcada radiactivamente se midió durante 10 minutos en los PLs de SteT, SteT cysless,

cysless L78C, cysless T80C, cysless C94, cysless C141, cysless C168, cysless C291, cysless K317C,

cysless L318C y cysless C415 purificados que contenían 4 mM de L-arginina (barras blancas) o de L-

serina (barras negras). La línea discontinua superior indica el transporte total de SteT. Se muestra un

experimento representativo. Cuando no se aprecian las barras de EEM es porque son menores que los

símbolos.

El análisis del efecto del MTSET y del DTT sobre estos mutantes no reveló ningún

efecto relevante excepto en cysless C291 donde MTSET inhibe notoriamente el transporte y el

DTT es capaz de estimularlo, repitiendo el patrón observado en SteT (figura 39).
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Figura 39. Screening de nuevos mutantes en zonas potencialmente relevantes de SteT. Los PLs de SteT,

SteT cysless, cysless L78C, cysless T80C, cysless C94, cysless C141, cysless C168, cysless C291,

cysless K317C, cysless L318C y cysless C415 purificados fueron tratados con 1 mM MTSET o 10 mM

DTT durante 5 minutos a temperatura ambiente y ultracentrifugados para eliminarlos antes del transporte.

El transporte de 10 μM L-serina marcada radiactivamente se midió durante 10 minutos en los PLs que

contenían 4 mM de L-arginina o de L-serina. El transporte a través de los diferentes mutantes de SteT fue

calculado sustrayendo el transporte de los que contenían L-arginina del obtenido por los que contenían L-

serina. El transporte a través de los SteT-PLs que contenían L-arginina no se vio afectado por los

reactivos de cisteína. De los que contenían L-serina el más relevante es sin duda el cysless C291, situado

en medio del TM VIII pero aún así accesible a ambos reactivos, ya que reproduce el comportamiento de

SteT. La línea discontinua indica el transporte neto de SteT. Se muestra un experimento representativo.

La inhibición de cysless L78C con MTSET no se realizó. Cuando no se aprecian las barras de EEM es

porque son menores que los símbolos.

En vista de estos resultados decidimos analizar más en detalle los efectos observados

en la cisteína 291. Para ello estudiamos si éramos capaces de proteger por sustrato el efecto

del MTSET tanto en SteT como en cysless C291 y para ello comparamos el transporte de L-

serina resultante del tratamiento con MTSET en un medio sin aminoácidos o con L-arginina (no

es sustrato de SteT como se vio en la figura 21) con el resultante de proteger con L-serina

(figura 40).
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Figura 40. Protección del efecto del MTSET en SteT y en cysless C291. Los PLs de SteT (a) y cysless

C291 (b) purificados fueron tratados con la cantidad indicada en cada caso de MTSET durante 5 minutos

a temperatura ambiente en un tampón que contenía 30 mM L-serina (+Ser), 30 mM L-arginina (+Arg) o

ningún amino ácido (-aa) y ultracentrifugados para eliminar tanto el MTSET como la L-serina y la L-

arginina antes del transporte. El transporte de 10 μM L-serina marcada radiactivamente se midió durante

10 minutos en los PLs que contenían 4 mM de L-arginina o de L-serina. El transporte a través de los

diferentes mutantes de SteT fue calculado sustrayendo el transporte de los que contenían L-arginina del

obtenido por los que contenían L-serina. El transporte a través de los SteT-PLs que contenían L-arginina

no se vio afectado por los reactivos de cisteína. Se representa el porcentaje de transporte resultante

respecto al transporte neto de 10 μM L-serina marcada radiactivamente a 10 minutos en cada caso. Se

muestra un experimento representativo. Cuando no se aprecian las barras de EEM es porque son

menores que los símbolos.

Como se puede observar en la figura 40 hay una protección específica del efecto del

MTSET por sustrato tanto en SteT como en cysless C291. Así, L-serina es capaz de proteger,

mientras que L-arginina (no es sustrato de ninguno de ellos) es indistinguible de no añadir

ningún aminoácido.
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En la tabla 6 se muestra un resumen de las protecciones alcanzadas:

MTSET 4 mM Ser 30 mM Ser

5 μM 88% (n=2)

10 μM 59% (n=1) 88% (n=5)

20 μM 90% (n=3)

50 μM 60% (n=4)

100 μM 15% (n=2) 24% (n=1)

Tabla 6. Resumen de la protección por sustrato. El porcentaje de protección de la inhibición de MTSET

del transporte de L-serina mediado por SteT-PLs se calcula como 100 multiplicado por la resta entre el

transporte con L-serina menos el transporte sin L-serina protegiendo a esa concentración de MTSET y

todo ello dividido por el transporte de L-serina cuando no se añade MTSET menos el transporte de sin L-

serina protegiendo a esa concentración de MTSET. La protección es específica ya que no hay diferencias

entre no añadir aminoácidos o añadir 30 mM L-arginina.

Los resultados muestran que en SteT cuando la protección se realiza con 4 mM L-

serina se consigue un 59% de protección de la inactivación por 10 μM MTSET, mientras que si

la protección se realiza con 30 mM L-serina se alcanza una protección alrededor del 90% para

concentraciones de MTSET de 5 a 20 μM. Esto apunta a una EC50 menor de 4 mM, que estaría

en el rango de 1-2 mM, un valor similar al de la KM aparente de SteT. Este resultado es similar

al obtenido por la Dra. M. Jiménez-Vidal en nuestro laboratorio con el efecto de pCMB y

pCMBS sobre la cisteína 327 del segmento TM VIII de xCT (Jiménez-Vidal et al., 2004).

3.3. El segmento transmembrana VIII:

3.3.1 Actividad de mutantes únicos de cisteína.

En vista de que el residuo más interesante de SteT identificado en nuestros estudios, era la

cisteína 291 que teóricamente se encuentra en medio del segmento TM VIII, se realizaron

mutaciones de los residuos colindantes a la C291 sobre la base del cysless para poder estudiar

posteriormente los efectos de MTSET y DTT.

El análisis de la actividad de los mutantes del segmento TM VIII en PLs que contenían L-

arginina o L-serina deparó varias sorpresas (figura 41).
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Figura 41. Screening de nuevos mutantes en el segmento TM VIII de SteT. El transporte de 10 μM L-

serina marcada radiactivamente se midió durante 10 minutos en los PLs de SteT, SteT cysless, cysless

G283C, cysless I284C, cysless I285C, cysless S287C, cysless I288C, cysless G290C, cysless C291,

cysless L292C, cysless G294C, cysless K295C, cysless L297C, cysless S298C y cysless F299C

purificados que contenían 4 mM de L-arginina (barras blancas) o de L-serina (barras negras). La línea

discontinua superior indica el transporte total de SteT. Los mutantes señalados por una cabeza negra de

flecha muestran un transporte muy por encima de la Ley de Fick en los PLs que contienen L-arginina (el

resultado para cysless I284C es aún preliminar). Se muestra un experimento representativo. Cuando no

se aprecian las barras de EEM es porque son menores que los símbolos.

Como se observa en la figura los mutantes cysless I285C y cysless K295C y en menor

medida (es un resultado aún preliminar) cysless I284C (señalados por una cabeza de flecha

negra) presentan un elevado transporte en PLs que contienen L-arginina, muy por encima de la

estimación de la Ley de Fick. Esto puede deberse a que hemos desacoplado el transportador,

o bien que debido a las mutaciones L-arginina ha pasado a ser sustrato del transportador y por

tanto es capaz de transestimular el transporte de L-serina.

En el caso del mutante cysless K295C el transporte en los PLs que contienen L-serina

está también muy elevado siendo incluso varias veces superior al de SteT y un orden de

magnitud superior al de SteT cysless. También presentan una elevada actividad intrínseca los

mutantes cysless I285C, cysless I288C y cysless F299C, situándose incluso por encima de la
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de SteT. Debido a su elevada actividad estos mutantes no se encuentran en velocidad lineal en

estas condiciones por lo que repetimos el transporte usando un tiempo de 30 segundos

(resultados no mostrados). En condiciones lineales, la velocidad inicial de cysless K295C es 53

veces superior a la de SteT y 260 veces la de SteT cysless.

El análisis de los efectos del MTSET y del DTT deparó aún más sorpresas (figura 42):

Figura 42. Screening de nuevos mutantes en el segmento TM VIII de SteT. Los PLs de SteT, SteT

cysless, cysless G283C, cysless I284C, cysless I285C, cysless S287C, cysless I288C, cysless G290C,

cysless C291, cysless L292C, cysless G294C, cysless K295C, cysless L297C, cysless S298C y cysless

F299C purificados fueron tratados con 1 mM MTSET o 10 mM DTT durante 5 minutos a temperatura

ambiente y ultracentrifugados para eliminarlos antes del transporte. El transporte de 10 μM L-serina

marcada radiactivamente se midió durante 10 minutos en los PLs que contenían 4 mM de L-arginina o de

L-serina. El transporte a través de los diferentes mutantes de SteT fue calculado sustrayendo el transporte

de los que contenían L-arginina del obtenido por los que contenían L-serina. El MTSET inhibe

significativamente además de en SteT, en los mutantes cysless I284C, cysless C291, cysless L292C,

cysless K295C y cysless F299C, mientras que en el mutante cysless L297C activa significativamente. El

DTT produce activaciones significativas en mutantes como el cysless I284C, cysless S287C, cysless

G290C, cysless C291, cysless G294C y cysless S298C que están señalados por una cabeza de flecha

vacía, mientras que en los mutantes cysless G283C, cysless I288C, cysless K295C y cysless L297C

inhibe significativamente. La línea discontinua indica el transporte neto de SteT. Se muestra un
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experimento representativo. Cuando no se aprecian las barras de EEM es porque son menores que los

símbolos.

3.3.2 Efecto del MTSET.

No parece casualidad la periodicidad de los residuos que presentan inhibición por

MTSET al ser mutados a cisteína: I284, C291, L292, K295 y F299, ya que es justamente la

periodicidad de una hélice α, indicando claramente que sólo la unión del MTSET a los residuos

situados en esa cara de la hélice es capaz de bloquear el transporte, probablemente al producir

la obturación del poro por el que pasa el sustrato, aunque no se puede descartar alteraciones

en los movimientos conformacionales durante el ciclo de transporte. El residuo I288 no se ve

afectado por el tratamiento con MTSET, al igual que el residuo S287, pero debido a la nula

actividad de este último si no se realiza un tratamiento previo con DTT, cuyo efecto sobre el

posterior tratamiento con MTSET no es conocido, no podemos sacar conclusiones definitivas

sobre el efecto del MTSET en esta posición, aunque no parece ser importante.

3.3.3 Efecto del DTT.

Al igual que el efecto del MTSET, el hecho de que los residuos que presentan

activación por el tratamiento con DTT se encuentren cada 3-4 residuos no parece casualidad.

Sorprendentes son los casos de cysless S287C y cysless G294C que pasan de estar

prácticamente inactivos a tener una actividad similar a la de SteT y muy superior a la de SteT

cysless (el transporte total de estos mutantes se multiplica por 9 y 20 respectivamente). El

efecto de activación del DTT es también muy potente en los mutantes cysless I284C y cysless

S298C donde este tratamiento multiplica el transporte neto (descontado ya el transporte

inespecífico) por 6 y por 10 respectivamente. Por el contrario, la fuerte inhibición que provoca el

tratamiento con DTT en el mutante cysless L297C parece indicar que el transportador prefiere

tener un residuo voluminoso en esta posición, ya que además de inhibir el transporte neto un

80% por la acción del DTT, la unión de MTSET en esta posición lo estimula un 137%.

Una vez visto que el efecto del DTT no se circunscribe a la cisteína 291, sinó que su

efecto es incluso mucho más potente en otros residuos, nos dispusimos a estudiar más en

profundidad dicho efecto. Para tal fin lo primero que realizamos fue una dosis respuesta de

DTT para determinar su EC50 (figura 43).

Como se puede ver en la figura 43 el tratamiento que realizamos con 10 mM DTT ya

consigue el efecto máximo. De hecho aunque no se muestra en la figura, el tratamiento con 50

mM DTT en cysless G294C no produjo ningún aumento del efecto respecto el tratamiento con

10 mM. La media de dos experimentos fue analizada mediante el programa Graph Pad y se
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calculó una EC50 del DTT de 186 ± 42 μM (r = 0.997) para cysless S287C y de 160 ± 34 μM (r = 

0.992) para cysless G294C.
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Figura 43. Determinación del EC50 del DTT en cysless G294C y cysless S287C. Los PLs de cysless

G294C y de cysless S287C purificados fueron tratados con 0, 10 μM, 100 μM, 1 mM, 10 mM o 50 mM

DTT durante 5 minutos a temperatura ambiente y ultracentrifugados para eliminar el DTT antes del

transporte. El transporte de 10 μM L-serina marcada radiactivamente se midió durante 10 minutos en los

PLs que contenían 4 mM de L-arginina o de L-serina. El transporte neto a través de los PLs fue calculado

sustrayendo el transporte de los que contenían L-arginina del obtenido por los que contenían L-serina. Se

muestra un experimento representativo de cada mutante. Cuando no se aprecian las barras de EEM es

porque son menores que los símbolos.

Para estudiar si el efecto del DTT era protegible por sustrato, en vez de realizar el

tratamiento con 10 mM DTT, lo realizamos con 100 μM, una dosis suficientemente grande para 

apreciar un efecto significativo en cysless G294C pero no demasiado como para no poder ver

los efectos de protección por el sustrato en caso de haberlos (figura 44).

Como se puede apreciar en la figura 44 el efecto de 100 μM DTT sigue siendo muy 

grande en cysless G294C cuando no se añade el sustrato durante el tratamiento, pero este

decae cuanto más sustrato se añade consiguiendo una protección de hasta el 70% del efecto

cuando se añade 15 mM de L-serina. Además el análisis mediante el programa Graph Pad

calculó una EC50 = 1.1 ± 0.2 mM con una r = 0.95. La EC50 de protección coincide exactamente

con la KM aparente del sustrato, lo cual implica que cysless G294C une sustrato y que su

defecto es de Vmáx, probablemente indicando que el DTT está liberando algo que obstruye el

paso del sustrato o impide los movimientos conformacionales necesarios para el transporte,

pero no bloquea la unión del sustrato.
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Figura 44. Protección del efecto del DTT en cysless G294C. Los PLs de cysless G294C purificados fueron

tratados con 0 (-DTT) o con 100 μM DTT (+DTT) durante 5 minutos a temperatura ambiente y 

ultracentrifugados para eliminar el DTT antes del transporte. El transporte de 10 μM L-serina marcada

radiactivamente se midió durante 10 minutos en los PLs que contenían 4 mM de L-arginina o de L-serina.

El transporte neto a través de los PLs fue calculado sustrayendo el transporte de los que contenían L-

arginina del obtenido por los que contenían L-serina. Se muestra un experimento representativo. Cuando

no se aprecian las barras de EEM es porque son menores que los símbolos.

Si realizamos una cinética con los dos mutantes con mayor efecto del DTT obtenemos

con el programa Graph Pad una KM aparente de 654 ± 94 μM y una Vmáx estimada de 43 ± 2

pmol/μg proteína · min (r = 0.98) para cysless G294C (figura 45) y una KM aparente de 566 ± 59

μM y una Vmáx estimada de 44 ± 1 pmol/μg proteína ·min (r = 0.991) para cysless S298C (datos

no mostrados). Los valores determinados para SteT (ver figura 17b en Antecedentes) eran una

KM aparente de 1.2 ± 0.2 mM y una Vmáx estimada de 67 ± 4 pmol/μg proteína · min (r = 0.995). 

La disminución de la KM aparente a la mitad no justifica un efecto de 20 y 10 veces de

activación por DTT en cysless G294C y cysless S298C respectivamente.

3.3.4 Residuos K295 e I285.

Además del efecto del MTSET y del DTT, hemos encontrado dos residuos relevantes

para el transporte, ya que sus mutaciones a cisteína en entorno cysless producen un elevado

transporte de L-serina cuando hay L-arginina en el interior de los PLs y además la mutación

K295C produce un transporte muy superior ya no al cysless, sino al propio SteT.
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Figura 45. Cinética de cysless G294C. Los PLs de cysless G294C purificados fueron tratados con 10 mM

DTT durante 5 minutos a temperatura ambiente y ultracentrifugados para eliminar el DTT antes del

transporte. El transporte de L-serina marcada radiactivamente a diferentes concentraciones externas

(0.01, 0.1, 0.5, 1, 5 y 10 mM) fueron medidas en PLs de cysless G294C que contenían 15 mM L-serina o

L-arginina en condiciones lineales. En el recuadro interior se muestra el transporte transestimulado que

fue calculado sustrayendo el transporte en SteT-PLs que contenían L-arginina de los obtenidos por los

que contenían L-serina. Se muestra un experimento representativo con 3 réplicas por condición. Cuando

no se aprecian las barras de EEM es porque son menores que los símbolos.

Para estudiar la naturaleza de la activación de esta mutación realizamos más

mutaciones en la posición 295 sobre la base del cysless, generando mutantes que en esta

posición tuvieran una Gly (K295G), una Leu (K295L), una Arg (K295R) o un Glu (K295E). El

mutante cysless K295E no se sobreexpresaba (se probó con dos clones del mutante diferentes

en dos experimentos diferentes) con lo que no se pudieron hacer estudios de actividad. Los

mutantes cysless K295L y cysless K295R se sobreexpresaban poco, pero suficiente para poder

hacer estudios de actividad corrigiendo por proteína (figura 46).

En la figura 46 se observa que los mutantes cysless K295L y cysless K295R están

completamente inactivos y el único mutante que mantiene cierta actividad es cysless K295G,

aunque muy inferior a la de cysless K295C. Esto nos indica que la elevada actividad en esta

posición es debido a la presencia de una cisteína y no a tener un aminoácido más pequeño (el

mutante cysless K295G tiene actividad pero mucho menor que cysless K295C y el mutante

cysless K295L que posee una cadena lateral de tamaño superior a cysless K295C está

completamente inactivo). Además le resulta muy perjudicial para la actividad tener en esta

posición un aminoácido cargado, ya sea positivamente (el mutante cysless K295R está
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completamente inactivo) o negativamente (el mutante cysless K295E ni siquiera se

sobreexpresa probablemente por problemas de plegamiento). Cabe destacar que per se la

mutación K295C en el cysless aumenta 260 veces la actividad, pero la presencia de esta lisina

en la posición 295 de SteT no es un error de secuenciación, ya que otros miembros de la

superfamilia APC como el Threonine-transporter también presentan una lisina en esta posición

y tienen una gran actividad de transporte en las mismas condiciones que SteT (experimento

realizado por M. Ratera en nuestro laboratorio).

Figura 46. Efecto de las sustituciones en la posición 295 de SteT cysless. a) El transporte de 10 μM L-

serina marcada radiactivamente se midió durante 10 minutos en los PLs de cysless K295C, cysless

K295G, cysless K295L, cysless K295R y cysless K295E purificados que contenían nada (barras blancas)

o 4 mM de L-serina (barras negras). Se muestra un experimento representativo. b) Coomassie Brilliant

Blue donde se cargó 10 μL de cada uno de los mutantes purificados antes de reconstituirlos. Se aprecia 

que las purificaciones de cysless K295C y cysless K295G fueron aceptables mientras que las de cysless

K295L y cysless K295R fueron mediocres debido a la baja sobreexpresión en las membranas de E. coli.

Cuando no se aprecian las barras de EEM es porque son menores que los símbolos.

El siguiente paso fue hacer una cinética de entrada de L-serina en PLs de cysless

K295C que contenían L-serina y L-arginina (figura 47).

En la cinética de entrada de cysless K295C podemos observar un overshoot mucho

más grande que con SteT (figura 20a), ya que como hemos comentado anteriormente es 53

veces más rápido que SteT y 260 veces que SteT cysless en velocidad inicial. Para comprobar
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si el efecto que produce este aumento es sobre la KM aparente o sobre la Vmáx, intentamos

realizar una cinética de transporte para cysless K295C, pero debido a su elevadísima actividad

de transporte no fue posible, ya que perdimos la linealidad en los puntos de mayor

concentración y posiblemente también un poco en los de menor concentración. A pesar de ello

podemos asegurar que la Vmáx está clarísimamente aumentada respecto SteT, aunque no

podemos decir si también está afectada la KM aparente.
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Figura 47 Cinética de entrada de L-serina a través del tiempo en PLs de cysless K295C (K295C-PLs).

Entrada (pmol/mg proteína) de 10 μM L-serina marcada radiactivamente en K295C-PLs que contienen 4

mM L-serina (círculos negros) o L-arginina (cuadrados blancos). Los datos corresponden a un

experimento representativo, realizado con 3 réplicas. Cuando no se aprecian las barras de EEM es

porque son menores que los símbolos. Otro experimento adicional dio resultados similares. Las líneas

discontinuas corresponden a la Ley de Fick calculada con SteT-PLs. Se aprecia un ligero overshoot en los

K295C-PLs que contienen L-arginina. L-arginina no es sustrato de SteT (ver figura 21) luego, o bien

hemos desacoplado el transportador, o L-arginina es sustrato de cysless K295C, aunque con menor

eficiencia que L-serina.

Si se confirmara que el aumento de 53 veces de la velocidad inicial es debido a un

efecto únicamente sobre la Vmáx del transportador, esto aumentaría el turnover de nuestro

transportador hasta 3 s-1, lo cual lo situaría en el rango alto de los transportadores de

membrana purificados y reconstituidos como se puede observar en la tabla 7.
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Tabla 7. Tabla resumen de turnover de proteínas de membrana purificadas y reconstituidas. Vemos que el

valor del turnover de SteT, 0.06s-1, está en el rango bajo de turnover que varía desde 0.02 s-1 para la

Histidina periplasmic permease de Salmonella typhimurium a los 1000 s-1 del intercambiador de K+/H+ de

rata.

Otra cosa destacable en la cinética de entrada de cysless K295C es que hay un

pequeño overshoot cuando dentro de los PLs añadimos L-arginina en vez de L-serina, el cual

descartaría que el transporte esté desacoplado, e implicaría que L-arginina ha pasado de no

ser sustrato en absoluto, a ser sustrato aunque bastante peor que L-serina. Para comprobarlo

se realizó un experimento de cis-inhibición del transporte de L-serina con un exceso de 500

PROTEINA
TURNOVER
(segundo-1)

SUSTRATO FUENTE BIBLIOGRAFIA

SteT 0.06 SERINA E. coli
Reig et al.

2007

hSLGT 6 GLUCOSA Pichia Pastoris Web 2

vSLGT 0.4 GALACTOSA
Vibrio

Parahaemolyticus
Turk et al.

2000

PutP 1 PROLINA E. coli
Turk et al.

2000

Lactose:H+
symporter

3 - 4 LACTOSA E. coli
Wright et al.

1984

K+/H+ antiporter 1000 K+ Rata
Li et al.
1990

CFTR 0.2 ATP Células epiteliales
Kogan et al.

2002

CFTR 1 Cl- Células epiteliales
Bear et al.

1997

Mannose
phosphotransferase

1.2 MANOSA E. coli
Mao et al.

1995

PTS
(phosphotransferase

system)
4 MANITOL E. coli

Elferink et al.
1990

Na+/glucose
transporter

4 GLUCOSA Brush border
Peerce et al.

1990

Histidine periplasmic
permease

0.02 HISTIDINA
Salmonella
Typhimurium

Bishop et at.
1989

UhpT 20 AZUCAR-Pi E. coli
Tamai et al

1997
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veces de L-arginina fría debería inhibir dicho transporte. El resultado de dicho transporte fue

una fuerte inhibición del transporte de L-serina (datos no mostrados; otro experimento se

muestra en la figura 49), confirmando que L-arginina posiblemente es sustrato de cysless

K295C, a diferencia de SteT donde claramente no lo era.

También podría ser que L-arginina se uniera al transportador y lo bloqueara en una

conformación “abierta” en el sentido de flujo contrario. Para resolver estas preguntas se realizó

un transporte de L-serina y otro de L-arginina marcadas radiactivamente en PLs que contenían

4 mM L-serina, 4 mM L-arginina o ningún aminoácido (figura 48):

Figura 48. a) Transporte de L-serina en cyslessK295C-PLs. El transporte de 10 μM L-serina marcada

radiactivamente se midió durante 30 segundos en los diferentes cyslessK295C-PLs que contenían ningún

aminoácido (barra blanca), 4 mM de L-arginina (barra gris) o 4 mM de L-serina (barra negra. Se muestra

un experimento representativo. b) Transporte de L-arginina en cyslessK295C-PLs. El transporte de 10 μM 

L-arginina marcada radiactivamente se midió durante 5 minutos en los diferentes cyslessK295C-PLs que
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contenían ningún aminoácido (barra blanca), 4 mM de L-arginina (barra gris) o 4 mM de L-serina (barra

negra. Se muestra un experimento representativo.

Este experimento muestra que L-arginina es capaz de transestimular el transporte de L-

serina ligeramente por encima del basal, pero muy por debajo del intercambio serina-serina (es

8 veces inferior) (figura 48a). Por el contrario, cuando hacemos transporte de L-arginina (figura

48b), se observa que L-serina transestimula mucho mejor que L-arginina, y que el transporte

arginina-arginina está claramente por encima del basal. En conclusión, L-arginina es

claramente sustrato de cysless K295C, aunque peor que L-serina. Esta es una clara diferencia

con SteT, del cual L-arginina claramente no es sustrato, ya que ni se transporta (figura 16a), ni

es capaz de inhibir el transporte de L-serina (figura 21a), ni de transestimular su transporte

(figura 21b).

Para comprobar si había algún otro aminoácido que había cambiado su

comportamiento, decidimos realizar un patrón de cis-inhibiciones de cysless K295C (figura 49):

Figura 49. Especificidad de sustrato del transporte de cysless K295C. Patrón de cis-inhibición de

aminoácidos de la actividad de transporte de cysless K295C. El transporte de 10 μM L-serina marcada

radiactivamente fue medido en K295C-PLs que no contenían aminoácidos o que contenían 4 mM L-serina

durante 30 segundos (condiciones lineales). El transporte fue medido en ausencia o presencia de los

aminoácidos indicados a 5 mM en el medio externo (2 mM en el caso de L-tirosina). El transporte

transestimulado fue calculado sustrayendo el transporte en K295C-PLs que no contenían L-serina de

aquél en K295C-PLs que contenían L-serina. El transporte se expresa como el porcentaje del transporte

en K295C-PLs que contenían 4 mM L-serina y sin cis-inhibidores (3.3 ± 0.1 pmol / μg proteína · 30
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segundos). Los datos son de un experimento con 3 réplicas por condición. Cuando no se aprecian las

barras de EEM es porque son menores que los símbolos.

Como se aprecia en la figura el patrón de inhibiciones de cysless K295C es muy

diferente del de SteT (ver figura 21a). Para ver mejor las diferencias los aminoácidos que

producen la cis-inhibición están en orden de mayor a menor inhibición en SteT, de manera que

queda claro que los aminoácidos aromáticos y homoserina ahora son capaces de inhibir

totalmente el transporte, al igual que His, Ala, Gln, Leu, Arg y Cys que antes no conseguían

inhibir más de un 35% en el mejor de los casos y ahora son capaces de inhibir completamente,

o casi, el transporte.

Sin embargo, el transportador sigue sin verse inhibido en absoluto por Pro ni OH-Pro.

Gly sigue provocando una inhibición insignificante, indicando que el transportador necesita una

cadena lateral con la que interaccionar. Glu y P-L-serina, que son los únicos con carga

negativa, aunque inhiben, son de los que menos lo hacen, indicando que los sustratos con

carga negativa no interaccionan bien con el transportador. Los D-aminoácidos, D-Ser y D-Ala

son capaces de inhibir, pero mucho menos que los análogos L-aminoácidos, indicando que el

transportador sigue siendo estereoespecífico.

Se podría pensar que estos cambios en la especificidad de sustrato no se deben

únicamente a la mutación K295C, sinó a la suma de la eliminación de las 5 cisteínas

endógenas, de manera que creamos el mutante K295C en entorno wt para ver si SteT K295C

recreaba las características de cysless K295C.
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Figura 50. Especificidad de sustrato del transporte de SteT K295C. Patrón de cis-inhibición de

aminoácidos de la actividad de transporte de SteT K295C. El transporte de 10 μM L-serina marcada

radiactivamente fue medido en wt K295C-PLs que no contenían aminoácidos o que contenían 4 mM L-

serina durante 30 segundos (condiciones lineales). El transporte fue medido en ausencia o presencia de

los aminoácidos indicados a 5 mM en el medio externo (2 mM en el caso de L-tirosina). El transporte

transestimulado fue calculado sustrayendo el transporte en wt K295C-PLs que no contenían L-serina de

aquél en wt K295C-PLs que contenían L-serina. El transporte se expresa como el porcentaje del

transporte en wt K295C-PLs que contenían 4 mM L-serina y sin cis-inhibidores (5.0 ± 0.2 pmol / μg 

proteína · 30 segundos). Los datos son de un experimento con 3 réplicas por condición. Cuando no se

aprecian las barras de EEM es porque son menores que los símbolos.

SteT K295C posee una velocidad inicial similar a la de cysless K295C y como éste su

transporte de L-serina se inhibe por un exceso de 500 veces de L-arginina fría (datos no

mostrados). Para acabar de demostrar las similitudes realizamos el patrón de cis-inhibiciones

en SteT K295C (figura 50). Como se aprecia en esta figura el patrón de inhibiciones de SteT

K295C es casi idéntico al de cysless K295C indicando que es la posición 295 la que produce

estos cambios en el transportador. Únicamente Gly y los cargados negativamente (P-L-Ser y

Glu) inhiben un 50% más en entorno wt que en entorno cysless, quizás debido a que el tiol de

la C291 consiga estabilizar mejor esta carga negativa que el hidroxil de la serina que la

sustituye en el cysless. También se aprecia que Pro e OH-Pro son los únicos que no consiguen

inhibir fuertemente el transporte en wt K295C, lo que supone un cambio total del patrón de

inhibiciones respecto al del wt.

Figura 51. Especificidad de sustrato del transporte de cysless I285C. Patrón de cis-inhibición de

aminoácidos de la actividad de transporte de cysless I285C. El transporte de 10 μM L-serina marcada

radiactivamente fue medido en I285C-PLs que no contenían aminoácidos o que contenían 4 mM L-serina
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durante 10 minutos (condiciones lineales). El transporte fue medido en ausencia o presencia de los

aminoácidos indicados a 5 mM en el medio externo (2 mM en el caso de L-tirosina). El transporte

transestimulado fue calculado sustrayendo el transporte en I285C-PLs que no contenían L-serina de aquél

en I285C-PLs que contenían L-serina. El transporte se expresa como el porcentaje del transporte en

I285C-PLs que contenían 4 mM L-serina y sin cis-inhibidores (8.7 ± 0.1 pmol / μg proteína · 10 min). Los

datos son de un experimento con 3 réplicas por condición. Cuando no se aprecian las barras de EEM es

porque son menores que los símbolos.

A la vista de lo que hemos descubierto en la posición 295, nos preguntábamos si en la

posición 285 también habría un cambio en el patrón de inhibiciones, y si éste sería de nuevo

idéntico al de los mutantes K295C en entorno wt o cysless. Para verlo realizamos el patrón de

cis-inhibiciones con cysless I285C (figura 51). Observamos que el patrón de cis-inhibiciones de

cysless I285C es un punto intermedio entre el de los mutantes K295C (en entorno wt y cysless)

y el de SteT. Las inhibiciones son, en general, menores que en los mutantes K295C, pero

mayores que en SteT, especialmente las producidas por His, Ala, Leu, Arg y Cys.

Para demostrar la especificidad de residuo de estos cambios de patrón de inhibiciones

realizamos en cysless G294C el patrón de cis-inhibiciones con los aminoácidos que dan más

diferencia entre SteT y SteT K295C, cysless K295C y cysless I285C (figura 52), ya que podría

ser que al no tener casi actividad sin el tratamiento con DTT se nos hubiera pasado que la

mutación en esta posición también altere la especificidad de sustratos.

Figura 52. Especificidad de sustrato del transporte de cysless G294C. Patrón de cis-inhibición de

aminoácidos de la actividad de transporte de cysless G294C. Los PLs de cysless G294C purificado

G294C-PLs fueron tratados con 10 mM DTT durante 5 minutos a temperatura ambiente y
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ultracentrifugados para eliminar el DTT antes del transporte. El transporte de 10 μM L-serina marcada

radiactivamente fue medido en G294C-PLs que no contenían aminoácidos o que contenían 4 mM L-serina

durante 30 segundos (condiciones lineales). El transporte fue medido en ausencia o presencia de los

aminoácidos indicados a 5 mM en el medio externo (2 mM en el caso de L-tirosina). El transporte

transestimulado fue calculado sustrayendo el transporte en G294C-PLs que no contenían L-serina de

aquél en G294C-PLs que contenían L-serina. El transporte se expresa como el porcentaje del transporte

en G294C-PLs que contenían 4 mM L-serina y sin cis-inhibidores (1.25 ± 0.05 pmol / μg proteína · 30

segundos). Los datos son de un experimento con 3 réplicas por condición.

SteT
SteT

K295C
cysless
K295C

cysless
I285C

cysless
G294C

NO AA 100 100 100 100 100

L-SER 2 1 5 5 2

L-THR 2 0 2 6

L-PHE 21 0 1 23

L-TYR 25 0 0 26

L-TRP 42 0 0 14

D-SER 47 28 19 36

L-HOMOSER 48 1 2 41

L-ASN 63 12 16 66

L-HIS 65 0 0 14 31

P-L-SER 69 4 57 72

L-ALA 73 0 1 49 60

L-PRO 82 81 105 95 64

GLY 83 26 80 93

D-ALA 84 24 41 70

L-GLN 86 12 12 54

L-LEU 90 0 0 37 67

L-ARG 95 8 5 34 67

L-CYS 100 0 0 38 70

L-GLU 114 22 63 84

OH-PRO 119 86 105 94
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Tabla 8. Resumen de las actividades residuales en porcentaje obtenidos en los patrones de cis-inhibición

correspondientes a SteT y varios de sus mutantes.

Como era de esperar, el patrón de cis-inhibiciones de cysless G294C es similar al de

SteT, aunque con inhibiciones ligeramente superiores (entre un 10 y un 30% más fuertes), que

en parte se explican por el decaimiento de la actividad con el tiempo (ver figura 18) ya que en

este experimento, a diferencia de los anteriores, el punto sin cis-inhibidor se realizó únicamente

al principio para ahorrar grupos. De todos modos, las inhibiciones producidas en cysless

G294C en ningún caso llegan a ser del nivel de las obtenidas con las mutaciones K295C e

I285C, confirmando la importancia de estas últimas.

Si resumimos los resultados de los diferentes patrones de cis-inhibición comentados

anteriormente en una tabla podremos observar más claramente las diferencias (tabla 8).



- 124 -



- 125 -

DISCUSIÓN



Discusión

- 126 -



Discusión

- 127 -

1. SteT, modelo procariota de los transportadores de la familia LAT.

Poco se sabe sobre la estructura de las LSHATs. La elucidación de su estructura está

principalmente limitada por su baja expresión en células nativas y tejidos, y la dificultad de

sobreexpresar estas proteínas en sistemas heterólogos (ver Anexo 2). Por ello, elucidar la

estructura atómica de un miembro procariota con elevada identidad de secuencia con las

LSHATs eucariotas es una excelente alternativa para entender el mecanismo molecular de los

HATs.

Figura 53. Relación filogenética de SteT con otros miembros procariotas y eucariotas de la superfamilia

APC. El árbol ilustra las relaciones filogenéticas de SteT (ykbA_BSU) con todos los miembros alineables

de la superfamilia APC que están funcionalmente caracterizados o son transportadores de aminoácidos

putativos. La abreviatura de cada una de las subfamilias está en negrita. Los valores de bootstrap (como

porcentaje de 1000 réplicas) están indicados para los nodos que separan SteT de los miembros de la

familia LAT. Para simplificar el árbol, las ramas terminales que incluyen claros ortólogos fueron

colapsadas y se muestra sólo el nombre de un transportador representativo.

Se identificó, utilizando el algoritmo BLAST, una secuencia de B. subtilis, ykbA. Esta

secuencia, que hemos renombrado como SteT, presenta un 30% de identidad de secuencia
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aminoacídica con las LSHATs humanas (ver tabla 4 en Antecedentes). Utilizando el programa

ClustalW, SteT se alinea en la familia LAT, que a su vez se integra dentro de la superfamilia

APC. Actualmente se conocen muchas más secuencias de transportadores procariotas y

existen programas de cálculo más potentes que permiten realizar asignaciones mucho más

precisas. Con los datos actuales, SteT sigue alineándose dentro de la familia LAT, o bien

formando parte de una nueva familia muy próxima a la familia LAT y que estaría constituida

únicamente por proteínas procariotas (figura 53).

El hecho que SteT sea un intercambiador obligatorio de aminoácidos (ver figura 16 en

Antecedentes), y que presente un mecanismo de transporte similar al descrito para b0,+AT (ver

figura 17 en Antecedentes; Torras-Llort et al., 2001), refuerza la idea que SteT es el primer

miembro identificado y caracterizado de la familia LAT. Esto convierte a SteT en un excelente

modelo para el estudio funcional y estructural de las proteínas de la familia LAT.

Los estudios de SteT por criofractura en el TEM indican que la proteína está integrada

en la bicapa lipídica de vesículas unilamelares (ver figura 24 en Resultados). El hecho de

observar partículas tanto en las caras cóncavas como en las convexas de las imágenes de los

SteT-PLS de criofractura en el TEM indica que las partículas de SteT reconstituidas se

encuentran en ambas orientaciones en la bicapa. Este hecho hace que en este sistema no se

pueda comprobar si SteT presenta diferente afinidad por el sustrato en cada lado de la

membrana, como en el caso de b0,+AT (Reig et al., 2002) y para otras LSHATs expresadas en

oocitos (Meier et al., 2002). Además, el ajuste de los datos cinéticos a las ecuaciones de

Michaelis-Menten no revela una segunda KM para L-serina y da una única KM aparente externa

de 1.2 mM para L-serina (ver figura 17b en Antecedentes). Esto sugiere que SteT tiene

afinidades similares a ambos lados de la membrana.

El gel de BN-PAGE de SteT purificado muestra una banda principal con una masa

molecular aparente de ~80 kDa (ver figura 22 en Resultados). Esta discrepancia en el peso

molecular es debido a que la proteína migra asociada con micelas de detergente y Coomassie

Brilliant Blue G-250. Si se aplica el factor de conversión de Heuberger (Heuberger et al., 2002)

la masa molecular que se obtiene corresponde a ~45 kDa, muy cerca de su peso molecular

teórico (49 kDa). Esto indica que la mayoría de moléculas de SteT se encuentra en forma de

monómero. Los experimentos de entrecruzamiento químico realizados con un amplio rango de

reactivos específicos de grupos amino (DSP, DST y DMS) y de grupos tiol (BM(PEO)4) apoyan

este resultado (ver figura 23 en Resultados).

La medición de las partículas de SteT mediante criofractura en el TEM (ver figura 25 en

Resultados) dio un diámetro medio de ~7.4 nm, ligeramente inferior al determinado para PotE

(~8 nm) y superior al estimado para el monómero de LacY (~6 nm), que coincide con estudios

previos (Costello et al., 1987). LacY posee 12 segmentos TM, una masa similar a la de SteT y
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PotE y es funcional y estructuralmente un monómero (Abramson et al., 2003). Esto sugiere que

estructuralmente SteT y PotE también son monómeros. Es posible que la réplica de platino-

carbono depositada para producir nuestras réplicas nos haya producido una sobreestimación

del verdadero diámetro de la partícula por valor de ~2 nm, tal como se ha visto anteriormente

en otros transportadores estudiados con esta técnica (Turk et al., 2000). Así pues, el diámetro

de las partículas de SteT y PotE estaría en el rango de 5 a 6 nm.

La tinción negativa en el TEM de SteT reveló una estructura elíptica en forma de donut

con unos diámetros de ~7 por ~6 nm (ver figura 26b en Resultados). De manera similar a la

criofractura en el TEM, las dimensiones medidas están sobreestimadas. Las proteínas de

membrana solubilizadas en detergente tienen unido un cinturón de detergente y lípidos

endógenos que ha de ser considerado. El verdadero volumen de la proteína es un 20% menor

que el estimado con esta técnica según la bibliografía (Dekker et al., 1988). Así pues, las

dimensiones corregidas de SteT por tinción negativa estarían en consonancia con las

obtenidas por criofractura. La red permease consiste en fusionar el citocromo c en uno de los

bucles de LacY, con una masa molecular comparable a SteT, y forma monómeros y trímeros

(Zhuang et al., 1999). Las dimensiones del monómero de la red permease reconstituida en

membranas lipídicas mediante tinción negativa son de 5 por 4 nm, y por tanto son similares a

las dimensiones de SteT después de la corrección del detergente unido a la proteína. A parte

del tamaño, SteT y LacY poseen una estructura global similar y una hendidura central

pronunciada. Por su parte GalP, que posee 12 segmentos TM y es un monómero (Henderson

1993), determinado en las mismas condiciones que SteT en el laboratorio del Dr. D. Fotiadis

posee un tamaño sin corregir el detergente unido de 8.3 nm, similar a SteT. Finalmente, el

transportador de glutamato GlpT, tiene una estructura cuaternaria trimérica, cuyo monómero

tiene una masa molecular similar a SteT. Las dimensiones estimadas del monómero de GlpT

por tinción negativa en el TEM son similares a las de SteT. Todos estos datos constituyen un

soporte adicional a la naturaleza monomérica de SteT.

Al igual que en la superfamilia APC, la mayoría de las proteínas de la MFS poseen 12

segmentos TM en una única cadena polipeptídica, con ambos el N- y el C-terminal en el lado

citoplasmático de la membrana (Pao et al., 1998). Es el caso de OxlT (Hirai et al., 2002), GlpT

(Huang et al., 2003) y LacY (Abramson et al., 2003). Estos transportadores parecen funcionar

como monómeros (Veenhoff et al., 2002).

2. El segmento transmembrana VIII es una hélice α anfipática.

Como hemos visto en el apartado 3.2 de la Introducción, no existe mucha bibliografía

de estructura-función de proteínas que pertenezcan a la superfamilia APC y a pesar de su baja

identidad de secuencia (en torno al 25%, justo en el umbral para hacer estudios de homología

útiles), hemos alineado el segmento TM VIII de SteT con el de varias de ellas como son xCT,
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PotE, GabP y PheP (figura 54). También alineamos el segmento TM VIII de OxlT, LacY y MCT1

que pertenecen a la MFS. La MFS es una superfamilia estructuralmente similar a la

superfamilia APC, posiblemente sea la más parecida, pero, a diferencia de la APC, tiene varias

estructuras 3D resueltas (ver tabla 3 en Introducción).

Figura 54. Datos del segmento TM VIII de transportadores de las superfamilias APC y de la MFS. Hemos

recuadrado el segmento TM VIII con línea discontinua si es teórico y con línea continua si hay un cristal

que lo delimita exactamente. Representamos ligeramente más grandes los residuos relevantes.

Resaltamos en negrita los residuos que tienen interacción directa o indirecta con el sustrato. Están

subrayados aquellos residuos que se unen a un reactivo inactivando el transportador. En SteT, con fondo

gris hemos marcado los residuos que presentan activación significativa con DTT y con fondo negro si lo

que presentan es una inactivación con DTT. Finalmente, aquellos residuos que al mutarlos se inactiva

casi o totalmente el transporte se representan en gris y sombreados.

Anteriormente hemos comentado la inhibición que producen pCMB y pCMBS en la

C327 de xCT, descrita por la Dra. M. Jiménez-Vidal (Jimenez-Vidal et al., 2004). Esta inhibición

se protege por varios sustratos con una EC50 similar a su KM aparente y no por aminoácidos

que no son sustrato. Además esta protección es independiente de la temperatura, sugiriendo

que no depende de grandes cambios conformacionales provocados por el sustrato. Los

resultados indican que la C327 es un residuo funcionalmente importante y que a pesar de estar

en el interior del segmento TM VIII es accesible al medio acuoso externo. Todo esto sugiere

que la C327 está estructuralmente próxima al lugar de paso o de unión del sustrato.

Se han descrito en el segmento TM VIII de PotE varios aminoácidos probablemente

implicados en la unión del sustrato como son los residuos C285 y C286 que se alinean una

vuelta de hélice antes de la C291 de SteT y sobretodo el W292 que se alinea una vuelta de

hélice después de la C291 (Kashiwagi et al., 2000). El residuo W292 podría estar estabilizando

junto al W201 (TM VI) y la Y425 (TM XII) el esqueleto de butano de la putrescina (sustrato de

PotE) en el lugar de unión. La mutación del residuo W292 a Leu causa la total inactivación de

la actividad tanto de entrada, como de salida del sustrato. Por su parte las mutaciones de C285

SteT G277K L I S V G I I V S I F GG C LL N G K V L S F P R VS303
xCT G313N FSL A V P I F V A L S C F G S M N G G V F A V S R LF342
PotE G274K V I M A L M V M S CC CC G S L L G WW Q F T I A Q VF300
GabP K286L I M D C V I L L S V T SS CC L NN SS A L Y TT A SS RR ML312
PheP N286L DSNVVAS A L N F V I L V A S L S V Y NN S G V YY S N S RR ML319

LacY F260V G Y V T T M G E L L N A S I M F F A P L I I N RI286
OxlT A253A G V L T I G V S I Q N L F N G G C R P F W G F VSDKI GR284
MCT1 S291A F L L S I L A F V DD M V A R P S M G L A A NTRW317

SteT G277K L I S V G I I V S I F GG C LL N G K V L S F P R VS303
xCT G313N FSL A V P I F V A L S C F G S M N G G V F A V S R LF342
PotE G274K V I M A L M V M S CC CC G S L L G WW Q F T I A Q VF300
GabP K286L I M D C V I L L S V T SS CC L NN SS A L Y TT A SS RR ML312
PheP N286L DSNVVAS A L N F V I L V A S L S V Y NN S G V YY S N S RR ML319

LacY F260V G Y V T T M G E L L N A S I M F F A P L I I N RI286
OxlT A253A G V L T I G V S I Q N L F N G G C R P F W G F VSDKI GR284
MCT1 S291A F L L S I L A F V DD M V A R P S M G L A A NTRW317
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y C286 a Ala producen una fuerte inactivación de dichas actividades y se sugiere que forman

un puente disulfuro importante para mantener la estructura activa de PotE.

Como hemos visto en el apartado 3.2 de la Introducción, GabP tiene un CAR en el

segmento TM VIII y el bucle que lo conecta con el segmento TM IX. Mutaciones en los residuos

S299, C300, N302, S303, T307, S309, R310, S314, R317 y R318 del CAR producen

reducciones drásticas de la actividad de GabP. Además, en esta región está la cisteína firma

de la familia a la que pertenece GabP, C300, que se alinea con la C291 de SteT. La mutación

de C300 a Ala produce la pérdida casi total de la actividad (Hu et al., 1998b) y también es la

diana de los reactivos MTS (sobretodo MMTS y MTSEA) y pCMBS produciendo la inhibición de

su actividad (Hu et al., 1999).

En PheP también existe un CAR como el de GabP aunque con ciertas diferencias: no

presenta ningún residuo de cisteína (esencial en GabP), parece que el segmento TM VIII está

desplazado respecto al de GabP, únicamente mutaciones en los residuos N309, Y313, R317 y

F320 producen reducciones drásticas de la actividad de PheP y el papel importante de Y313 en

PheP no se corresponde con el papel poco importante de Y306 en GabP (Pi et al., 2002).

Además R317 (alineable con R301 de SteT y conservada en todas las LSHATs y más de 30

miembros procariotas de la superfamilia APC (Hu et al., 1998a) parece formar un puente salino

con E234, que se encuentra en el bucle 6-7 (alineable con la E217 de SteT y conservada en

todas las LSHATs y más de 30 miembros procariotas de la superfamilia APC), probablemente

con una función estructural.

LacY, que pertenece a la MFS, tiene en el segmento TM VIII el residuo E269 que es

irreemplazable. Sus mutaciones a Asp, Gln o Cys producen la pérdida total de actividad

(Frillingos et al., 1998). Este residuo juega un papel esencial en el mecanismo de transporte ya

que podría ser el residuo clave en el acoplamiento entre la unión del sustrato y la translocación

del H+ (Vázquez-Ibar et al., 2004). Además, E269 es esencial para la afinidad y la especificidad

del transporte. El puente de hidrógeno entre E269 y W151 (TM V) juega un papel crítico en la

arquitectura del lugar de unión como se demuestra con las mutaciones en E269, ya que éstas

alteran dramáticamente el entorno de W151 de una manera que correlaciona con la afinidad de

unión de los sustratos de LacY. También en el segmento TM VIII se encuentran los residuos

G262, V264, T265, G268, N272, A273, M276, F277 y A279 que son inhibibles por NEM y de

estos, V264, G268 y N272 además se protegen por sustrato (Frillingos et al., 1998).

El residuo R272 en el segmento TM VIII de OxlT, perteneciente a la MFS, es

importante para su actividad de transporte ya que su mutación a Ala o Gln elimina totalmente

su actividad, mientras que su mutación a Lys mantiene actividad, aunque 200 veces menor que

el wt debido a efectos sobre la KM y la Vmáx (Yang et al., 2005). La mutación de R272 a Cys

inhibe totalmente el transporte mientras que un tratamiento con MTSEA es capaz de recuperar
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parcialmente la actividad (Wang et al., 2006). Los datos sugieren que el residuo R272, crítico

para la unión del sustrato, junto a K355 (TM XI), realiza una aportación crucial para el potencial

positivo del lugar de unión al sustrato, que le permite interaccionar con el anión oxalato (a pH

fisiológico posee doble carga negativa) en un paso clave para generar los cambios

conformacionales entre los estados abierto y cerrado del transportador (Hirai et al., 2004).

Además la C271 es diana de pCMB causando la inactivación del transporte pero es insensible

a MTSEA (Yang et al., 2005).

Además en MCT1 de rata, un transportador de lactato de la MFS, en el segmento TM

VIII se encuentran la D302 y la R306 (el único residuo cargado y conservado en medio de un

segmento TM en toda la familia). Mutaciones en la R306 provocan una fuerte pérdida de

actividad ya que es crucial para la unión del sustrato y posterior acoplamiento con la

translocación del H+ (Rahman et al., 1999). Por su parte cualquier mutación de D302 comporta

la pérdida total de actividad y junto a su proximidad a R306 sugiere que es importante para el

mecanismo de transporte. Se sugirió entonces que D302 y E369 estarían involucrados en el

transporte del H+ (Galic et al., 2003), de manera que inicialmente el H+ estaría unido a D302 y

la unión del sustrato a R306 desplazaría el H+ a E369, rompiendo su puente salino con R143, y

por tanto provocando el reordenamiento de las hélices.

Como podemos observar en la figura 54 los efectos se suelen repartir en diferentes

puntos del segmento TM VIII en los diferentes transportadores, de manera que decidimos

realizar varios mutantes en esta zona para ver cuales son los residuos, además de la C291,

que son relevantes para SteT. De todos ellos cabe destacar la posición K295 y la I285 ya que

su mutación a cisteína altera la especificidad en el reconocimiento de la cadena lateral del

sustrato, así como las posiciones C291 y G294 ya que el sustrato es capaz de proteger los

efectos del MTSET y del DTT respectivamente.

Además, como se ve en la figura 54, los residuos relevantes de SteT presentan una

periodicidad de 3-4 residuos que confirma que el segmento TM VIII realmente se trata de una

hélice α con importantes implicaciones funcionales. En la figura 55 hemos generado un modelo

de dicha hélice, en el que se ve claramente la cara que se activa por DTT (resaltada en rojo),

mientras que la cara resaltada en verde corresponde a los que presentan inactivación por

MTSET, no se activan por DTT y en general presentan una alta actividad intrínseca (figura 55).

Asumiendo una conformación de hélice α en el segmento TM VIII, la distancia entre los 

carbonos α de los residuos I285 y K295 es de 15.5 Ǻ, mientras que la distancia entre las

cadenas laterales de estas posiciones oscila entre 14.6 y 19.4 Ǻ, en función de la conformación 

que adopten. Si se considera que adoptan las conformaciones más habituales para estos

residuos en proteínas de membrana, la distancia sería de 16.0 Ǻ. Esta distancia es demasiado 

grande para corresponder a un único lugar de unión del sustrato.
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Figura 55. Modelo del segmento TM VIII de SteT. Utilizando el programa PyMOL Viewer. Se ha diseñado

la hélice correspondiente al TM VIII de SteT desde la V282 hasta la V302 poniendo las conformaciones de

los residuos estadísticamente más probables y que no entren en conflictos estéricos. En verde se ha

resaltado la cara cuyo transporte de L-serina presenta inactivación por MTSET, se mantiene inalterado

con el tratamiento con DTT y en general presenta una elevada actividad al sustituir el residuo por una

cisteína. En rojo se ha resaltado la cara de la hélice que presenta un transporte de L-serina aumentado al

hacer el tratamiento con DTT. La distancia entre las conformaciones más probables de las cadenas

laterales de los residuos I285 y K295 es de 16 Å.

Figura 56. Esquema resumen de los principales efectos hallados en el segmento TM VIII de SteT. Se

muestran en amarillo los residuos que son diana de la inactivación por MTSET y de la activación por DTT.

En rojo, la cara formada por los residuos que son diana de la activación por DTT y no de la inactivación
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por MTSET. En verde, la cara formada por los residuos que son diana de la inactivación por MTSET y no

de la activación por DTT. En violeta, el residuo que es diana de la inactivación por DTT y de la activación

por MTSET. En gris, el residuo analizado que no entra en ninguno de los grupos anteriores. Los valores

expresados en porcentaje y en veces son relativos al transporte neto (transporte total menos transporte

inespecífico), mientras que los expresados en X son relativos al transporte total, debido a que el

transporte neto es nulo o casi nulo. SP indica protección por sustrato relativa al reactivo entre paréntesis.

ARG significa que se ha alterado el patrón de cis-inhibición. Con una caja azul hemos resaltado los

residuos que presentan interacción directa o indirecta con el sustrato. Los residuos que no presentan

color no han sido estudiados.

Para verlo más claramente podemos ponerlo en 2D de manera que cada fila representa

una vuelta de hélice y por tanto los residuos que están encima o debajo en el plano lo están

también en la hélice real (figura 56). Los extremos de la hélice no son conocidos. El residuo

K278 podría situarse en el exterior de la hélice y por el otro lado de la hélice, los algoritmos

teóricos indican que acabaría en la P300. Esto es debido a que los residuos de Pro no están

favorecidos en las hélices α, debido a que el nitrógeno del esqueleto no está disponible para

formar puentes de hidrógeno, y a las restricciones estéricas causadas por su estructura de

anillo. Además el siguiente residuo, R301, contiene una carga positiva, con lo que está más

favorecido fuera que dentro de la hélice. Pero, como hemos indicado anteriormente, este

residuo podría estar formando un puente salino con el residuo E217, neutralizando así su

carga. Finalmente, diferentes estudios en péptidos modelo (Piela et al., 1987; Deber et al.,

1990; von Heijne, 1991; Ballesteros et al., 1992; Nilsson et al., 1998; Jacob et al., 1999) y

estudios de cristales de proteínas de membrana (Bywater et al., 2001) indican que las Pro no

rompen las hélices, únicamente les provocan un giro de 30º, debido a la falta de un enlace de

hidrógeno entre el átomo de nitrógeno del imido de la Pro y el átomo de oxígeno del carbonilo

del residuo precedente.

Nuestros datos con SteT concuerdan con la SPS observada en el CAR de GabP y

PheP que consiste en una serie de residuos polares distribuidos cada 3-4 residuos formando

una cara en la hélice α, y que se cree es un dominio potencial de formación de un canal

evolutivamente conservado en varias familias de la superfamilia APC (Reizer et al., 1993;

Sophianopoulou et al., 1995), donde se podría incluir la familia LAT. Además, diferentes

estudios demuestran que los residuos de esta región son los que dan la especificidad de

transporte a los miembros de la superfamilia APC (Hu et al., 1998b; Pi et al., 2002).

Para ver si la SPS está realmente conservada en la familia LAT, hemos realizado un

alineamiento de la zona final del segmento TM VIII y el inicio del bucle 8-9 con GabP, PheP y

las LSHATs (figura 57) donde el grado de conservación de la secuencia de aminoácidos es

muy superior al global de estas mismas proteínas, sugiriendo la existencia de la SPS en la

familia LAT.
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Como se ha comentado en el apartado 3.2 de la Introducción, la SPS de GabP forma

parte de un dominio anfipático mayor, el CAR que podría funcionar como un canal lleno de

moléculas de agua por donde pasaría el sustrato y que se movería arriba y abajo en la

membrana, debido a un movimiento dinámico o a la existencia de un bucle reentrante. La

existencia de un bucle reentrante en esta zona ha sido sugerida por estudios de SCAM

realizados por la Dra. E. Gasol, L. Rodríguez y R. Brauner en nuestro grupo (no publicados).

Además, la observación de que la reactividad de la C300 de GabP depende de la estructura del

reactivo de cisteína es consistente con la idea de que el acceso a este residuo ocurre a través

de espacios ocluidos tipo canal a modo de filtro selectivo (Hu et al., 1999). También se sabe,

que las mutaciones R333W en b0,+AT y L334R en y+LAT-1, que estarían presentes en este

hipotético CAR, causan respectivamente cistinúria y LPI en los pacientes que las presentan.

Figura 57. Alineamiento del final del segmento TM VIII y el inicio del bucle 8-9 de GabP y PheP con las

LSHATs. Se resalta ligeramente más grandes y en negrita los residuos polares que formarían la SPS.

3. Posibles mecanismos para SteT y las LSHATs.

Los transportadores secundarios y terciarios (intercambiadores) son típicas proteínas

de membrana que se plegan como un haz de hélices α hidrofóbicas, las cuales están

orientadas más o menos perpendiculares a la membrana. A ambos lados de la membrana, los

segmentos TM están conectados con bucles hidrofílicos de longitudes varias. Hasta la fecha,

diez estructuras de cristales 3D de transportadores secundarios y terciarios se han descrito.

Estas estructuras han proporcionado un primer vistazo de la diversidad estructural y

mecanística que puede estar presente en la mayoría de familias diferentes de transportadores

secundarios y terciarios. Las estructuras del transportador multidrug acoplado a H+ AcrB

(Murakami et al., 2002), el intercambiador multidrug H+-dependiente EmrD (Yin et al., 2006) de

GabP S296 V T S C L N S A L Y T A S R M L Y S L S R317

PheP A303 S L S V Y N S G V Y S N S R M L F G L S V324
SteT S287 I F G C L N G K V L S F P R V S F A M A E308

xCT S326 C F G S M N G G V F A V S R L F Y V A S R347

b0,+AT S312 T I G A A N G T C F T A G R L I Y V A G R333

y+LAT-1 S319 C F G G L N A S I V A A S R L F F V G S R340

y+LAT-2 S327 C F G G L N A S I F A S S R L F F V G S R348

LAT-1 S334 C F G S V N G S L F T S S R L F F V G S R355

LAT-2 S325 T F G G V N G S L F T S S R L F F A G A R346

Asc-1 S325 T F G G I N G Y L F T Y S R L C F S G A R346

AGT-1 S307 L F S N L L I S I F K S S R P I Y L A S Q328

MMasc-2 F299 L L G S V S C G I V S A S R V F Y S A S Q320

TMVIII
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E. coli, el cotransportador de lactosa y H+ LacY (Abramson et al., 2003), el intercambiador de

glicerol-P/Pi GlpT (Huang et al., 2003), el intercambiador de Na+/H+ NhaA (Hunte et al., 2005) y

el intercambiador de Cl-/H+ ClC (Dutzler et al., 2002) de E. coli, el transportador homólogo de

glutamato GltPh (Yernool et al., 2004) de la arquea P. horikoshii, el transportador homólogo de

aspartato Na+-acoplado GltPh (Boudker et al., 2007) de la arquea P. horikoshii, el transportador

de Leu Na+/Cl--dependiente LeuT (Yamashita et al., 2005) de A. aeolicus y el intercambiador

mitocondrial de ATP/ADP (Pebay-Peyroula et al., 2003) de Bos taurus representan siete

estructuras diferentes y posiblemente catalizan la translocación por siete mecanismos

diferentes (Sobczak et al., 2005a; Sobczak et al., 2005b; Web 3). Se necesitan más estructuras

3D de transportadores secundarios para determinar el número de plegamientos diferentes, y se

necesitan más estudios funcionales para determinar el número de mecanismos diferentes de

translocación en las muchas familias de transportadores que han sido identificadas.

3.1. SteT podría presentar un modelo de ajuste inducido.

LAT-1 es un miembro de las LSHATs que transporta aminoácidos neutros grandes con

cadenas laterales ramificadas o aromáticas (Kanai et al., 1998). LAT-1 presenta una amplia

especificidad de sustrato, que le permite aceptar compuestos derivados de aminoácidos como

sustituyentes metilo en el carbono α, sugiriendo que la interacción del carbono α con el lugar de 

unión no es esencial (Uchino et al., 2002). Por el contrario, una carga positiva y una negativa

en el carbono α son imprescindibles para el transporte, indicando la existencia de sitios para su 

reconocimiento. Además parece ser que la interacción hidrofóbica entre la cadena lateral y el

lugar de unión es crucial para la estabilidad de la unión del sustrato. Por el contrario, otro

miembro de las LSHATs, y+LAT-1 cotransporta aminoácidos neutros con Na+ o aminoácidos

básicos de manera Na+-independiente (Kanai et al., 2000), por lo que se propone que el lugar

de unión de la cadena lateral ha de reconocer esta carga positiva. Por lo tanto, aunque el lugar

de unión del sustrato de y+LAT-1 posee un perfil espacial similar al de LAT-1, evolutivamente

ha adquirido un mecanismo adicional para reconocer cargas positivas. Con estos datos se ha

propuesto un modelo preliminar del lugar de unión de aminoácidos de las LSHATs (Kanai et al.,

2001) donde los autores sugieren la existencia de tres lugares de reconocimiento: uno para el

grupo α-carboxilo, otro para el grupo α-amino y otro para las cadenas laterales. Mientras que el

último sería divergente en cada miembro de la familia, los dos primeros deberían ser muy

similares o estarían conservados a lo largo de todos los miembros.

En este sentido, la posición K295 de SteT podría corresponder al lugar de unión de las

cadenas laterales, ya que la mutación K295C permite ampliar el rango de cadenas laterales

aceptadas por el transportador (ver figuras 48, 49 y 50 en Resultados). Además, esta posición

está conservada respecto al Threonine-transporter que posee una actividad de intercambio de

aminoácidos tales como L-serina y L-treonina (datos obtenidos por M. Ratera en nuestro
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laboratorio). Por el contrario, esta posición no está conservada en otros miembros de la familia

LAT como xCT, LAT-1 o y+LAT-1 que reconocen otros aminoácidos como sustrato.

El hecho que las mutaciones K295C e I285C produzcan un cambio en el patrón de cis-

inhibición (ver figuras 49 y 51 respectivamente en Resultados), pero que, sin embargo, estos

mutantes sigan sin verse inhibidos significativamente por glicina, puede indicar que el

transportador necesita una cadena lateral con la que interaccionar, es decir, que el mecanismo

de reconocimiento del sustrato por SteT siga la teoría del ajuste inducido, según la cual el

centro activo adopta la conformación idónea sólo en presencia del sustrato y es la unión del

sustrato al centro activo la que desencadena un cambio conformacional que da lugar al

transporte.

La interacción sustrato-proteína del ajuste inducido en el centro catalítico (figura 58)

proporciona la energía catalítica necesaria para superar la barrera de activación necesaria para

el transporte (Klingerberg 2005). Se invoca un estado de transición en el cual el lugar de unión

asume el mejor ajuste para el sustrato, mientras que en los dos estados basales (interno y

externo) el ajuste es peor. La máxima energía de unión liberada en el estado de transición,

proporciona la energía catalítica para permitir los cambios conformacionales asociados con el

transporte. Este mecanismo de ajuste inducido proporciona reglas específicas para las

características del transporte y para las complementariedades sustrato-proteína según que el

ligando sea transportado o actúe como inhibidor. A pesar de que el modelo de ajuste inducido

es más evidente en los transportadores secundarios y facilitados que usan la energía intrínseca

de unión, se ha propuesto que en los transportadores primarios (dependientes de la hidrólisis

de ATP) pueden también ser usados para maximizar el ajuste de la transición. Los cambios

moleculares implicados en el ajuste inducido serán una guía para analizar la dinámica del lugar

de unión con la ayuda de diferentes estructuras 3D del transportador que reflejen los diferentes

estados conformacionales durante el transporte.

La teoría del ajuste inducido ha sido demostrada en canales como GlpF (de Groot et

al., 2001) y transportadores ABC como la glicoproteína P (P-gp) (Loo et al., 2003) o como el

MJ1267 de M. jannaschii (Karpowich et al., 2001) e incluso miembros de la MFS como LacY

(Vázquez-Ibar et al., 2004; Weinglass et al., 2004; Mirza et al., 2006).

GlpF es una aquagliceroporina bacteriana que facilita la entrada pasiva altamente

eficiente y específica de agua y otros solutos neutros pequeños a través de las membranas

biológicas (Agre et al., 1998). Una cuestión especialmente intrigante era como GlpF facilita el

paso de moléculas de glicerol (grandes) mientras entorpece el paso de moléculas de agua

(pequeñas). Simulaciones de dinámica molecular de GlpF sugieren la existencia de

movimientos de la compuerta (gating motions) debidos a un ajuste inducido desencadenados
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por el paso del glicerol como el mecanismo principal de bloqueo del paso de agua en GlpF (de

Groot et al., 2001).

Figura 58. Esquema representativo del modelo de ajuste inducido extraído de Klingerberg 2005.

P-gp es un transportador ABC donde los segmentos TM que constituyen el lugar de

unión del sustrato son bastante móviles, de manera que se hipotetizó que la unión del sustrato

ocurre a través de un mecanismo de ajuste inducido y para corroborarlo usaron cysteine

scanning mutagenesis y entrecruzamiento oxidativo (Loo et al., 2003). La habilidad de los

sustratos para cambiar el patrón de entrecruzamiento proporciona evidencias directas de que el

empaquetamiento de los segmentos TM en el lugar de unión del sustrato cambia cuando P-gp

se une a un sustrato u otro. Estos datos corroboran este mecanismo de ajuste inducido por el

cual P-gp puede acomodar una amplía gama de compuestos.

MJ1267 de M. jannaschii es otro transportador ABC donde la comparación de las

estructuras cristalinas de la proteína unida o no al sustrato revelaron un cambio conformacional

en el lugar de unión debido a un ajuste inducido probablemente como consecuencia de la unión

del sustrato (Karpowich et al., 2001). El ajuste inducido y la rotación del subdominio de hélice

α, que contiene la secuencia firma del transportador (LSGGQ), pueden jugar un papel en 

controlar el cambio dependiente de sustrato en la afinidad de interacción que se cree

representa el motor (power-stroke) de los transportadores ABC.

En la LacY la disposición de los residuos implicados en la unión del sustrato en

diferentes confórmeros sugiere que la unión del sustrato en LacY implica un mecanismo de

ajuste inducido (Vázquez-Ibar et al., 2004; Weinglass et al., 2004; Mirza et al., 2006). Cuando

Estado de
transición
Estado de
transición
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el sustrato no está unido a LacY, los residuos esenciales para la unión del sustrato y la

especificidad (R144, E126 y E269) no se encuentran en la configuración correcta para unir

sustrato (Weinglass et al., 2004; Mirza et al., 2006). La siguiente secuencia de eventos se ha

sugerido basándose en cambios estructurales. El sustrato reconoce inicialmente el residuo

W151 a través de un empaquetamiento hidrofóbico inespecífico entre el anillo galactopiranosil

del sustrato y el anillo indol del W151 (Guan et al., 2003; Vázquez-Ibar et al., 2004). Esta

interacción orienta el entorno del galactopiranosil para interaccionar con los residuos R144,

E126 y E269 (figura 59). La presencia del sustrato, reorienta los anteriores residuos

configurando la estructura del lugar de unión, es decir, el sustrato induce la formación del lugar

de unión siguiendo una estrategia de ajuste inducido. Esta reorientación implica la rotura de un

puente salino entre R144 y E126, formando un puente de hidrógeno bidentado entre R144 y los

grupos O4 y O3 del anillo galactopiranosil. Posteriormente, el residuo E269 protonado se

mueve de un entorno relativamente hidrofóbico, se desprotona y forma un puente salino con el

residuo R144, un enlace de hidrógeno con el sustrato y un puente de hidrógeno con el residuo

W151 para completar la unión del mismo. Finalmente se desencadena el cambio

conformacional global que permite la accesibilidad del lugar de unión al otro lado de la

membrana.

Figura 59. Detalle de las interacciones más importantes en el lugar de unión del sustrato de la LacY

extraído de Vázquez-Ibar et al., 2004.

En este sentido cabe destacar que en el apartado 2 de la Discusión hemos mencionado

la existencia de un puente salino en PheP, probablemente conservado en SteT y todas las

LSHATs humanas y que correspondería a los residuos R301 y E217 de SteT. El residuo R301

está localizado en el hipotético CAR de SteT y podría estar implicado en el mecanismo de
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ajuste inducido análogamente a LacY. En un futuro próximo, la implicación de estos residuos

en la formación de un puente salino en SteT, así como su implicación en el posible mecanismo

de ajuste inducido de SteT y del resto de miembros de la familia LAT debería ser estudiado

detalladamente.

3.2. El Modelo de Alternating Access o la existencia de al menos dos lugares de unión.

Las características esenciales del modelo de Alternating access (figura 60) vienen

definidas por cuatro condiciones (Tanford 1983):

- El transportador ha de tener al menos dos estados conformacionales distintos (cada uno

accesible sólo desde un lado de la membrana).

- En general, la afinidad por el sustrato debe ser mayor en el estado accesible desde el lado de

unión o carga y mucho menor en el estado accesible desde el lado de descarga.

- El cambio de una conformación a la otra involucra el movimiento del lugar de unión (los

sustratos permanecen unidos) o la reorganización dentro del lugar es topológicamente

equivalente a tal movimiento.

- Finalmente el regreso a la conformación original ocurre con los lugares de unión desocupados

(específicamente este sería el caso del uniporte).

Figura 60. Esquemas representativos del modelo de Alternating Access extraídos de Hirai et al., 2004. En

A podemos observar los tres estados conformacionales propuestos durante un ciclo de transporte. En B

podemos observar la descripción específica de la secuencia de eventos en uniportes (arriba),

intercambios (en medio) y cotransportes (abajo).

Uniporte

Intercambio

Cotransporte

Uniporte

Intercambio

Cotransporte
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De acuerdo con el modelo de Alternating access, un transportador contiene un único

lugar de unión central para los sustratos que se expone alternativamente a cada lado de la

membrana a través de cambios conformacionales, lo que implica que la accesibilidad a los

residuos críticos dependería del estado conformacional de la proteína y su accesibilidad

debería estar influenciada por los sustratos y el potencial de membrana. Además todos los

sustratos transportados en la misma dirección (cotransporte) deben estar unidos antes de

producirse la translocación, como se ha demostrado para LacY (Kaback et al., 2007) o para el

transportador de serotonina SERT (Zhang et al., 2006). Otros estudios encuentran

discrepancias con que este último siga un mecanismo de Alternating access (Adams et al.,

2003). Cuando los sustratos son transportados en direcciones opuestas (intercambio), el

acoplamiento para ser eficiente requiere que el cambio conformacional ocurra únicamente

cuando el sustrato está unido y no cuando el lugar de unión está vacío, como en el caso del

transportador de GABA GAT1 en el que se propone la existencia de múltiples intermediarios en

un mecanismo de transporte basado en un modelo de Alternating access de unión secuencial

(Bicho et al., 2005).

Se han publicado los modelos atómicos de las estructuras de tres proteínas

bacterianas de la MFS, GlpT (Huang et al., 2003), LacY (Abramson et al., 2003) y

recientemente EmrD (Yin et al., 2006). Las dos primeras son estructuras de una conformación

“abierta al citoplasma”, en la cual el lugar de unión del sustrato está expuesto preferentemente

al medio acuoso en el lado citoplasmático y cerrado al medio acuoso en el lado periplásmico.

Por el contrario, la estructura de EmrD no posee una forma de V y probablemente corresponde

a un estadio intermedio. El conocimiento de la arquitectura de las proteínas de la MFS también

proviene de la determinación de la estructura del estado unido a oxalato de OxlT determinada a

6.5 Å usando crío-microscopía electrónica (Heymann et al., 2001; Hirai et al., 2002; Heymann

et al., 2003). La conformación “abierta” en la cual han sido cristalizadas LacY y GlpT es

diferente de la conformación reportada para el estado “cerrado” de OxlT en la cual la cavidad

central se estrecha hasta una obertura más estrecha en ambos extremos periplásmico y

citoplasmático. Aunque OxlT y GlpT son intercambiadores y LacY es un cotransportador, las

arquitecturas globales y los posicionamientos de las hélices de las tres proteínas son

extraordinariamente similares, incluyendo la simetría entre el C y el N-terminal (Hirai et al.,

2003). Combinando el conocimiento de las estructuras atómicas de los estados “abiertos” de

GlpT y LacY con el mapa del estado “cerrado” de OxlT se obtiene un modelo para los cambios

conformacionales que ocurren durante el transporte de oxalato (Hirai et al., 2004).

En el caso de la familia LAT, nuestro grupo y otros han encontrado evidencias de la

existencia de dos lugares de paso del sustrato en transportadores de la familia LAT. Diversos

estudios apoyan esta hipótesis:
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- En rBAT expresado en oocitos de X. laevis, AIB es capaz de inducir corrientes de salida

(debidas a la salida de aminoácidos básicos) similares a las causadas por Ala en términos de

afinidad, corrientes máximas y curvas I-V, pero el transporte de AIB es más de 30 veces más

lento que el de Ala. Estos datos indican que la entrada de aminoácidos no está

estequiométricamente relacionada con la salida, demostrando que la asunción de que rBAT

funciona como un intercambiador clásico es falsa y proponiendo un modelo de poro de doble

compuerta (Coady et al., 1996).

- En la cinética de b0,+AT realizada en vesículas de membranas apicales de intestino de pollo,

la KM aparente de un lado es independiente de la concentración de sustrato al otro lado, de

manera que las rectas en la representación de Lineweaver-Burk confluyen indicando que se

trata de un mecanismo secuencial y no ping-pong, es decir, se necesita la formación de una

terna (Torras-llort et al., 2001). Además la KM aparente externa es entre 14 y 21 veces mayor

que la KM aparente interna, sugiriendo un orden de unión para la formación del complejo

ternario. Resultados cinéticos semejantes se han obtenido para el intercambio serina-serina de

SteT (ver figura 17 en Antecedentes).

- El mutante de rBAT R365W muestra en oocitos de X. laevis un defecto en la salida de Arg,

pero no afecta al influjo de Arg, ni a las KM aparentes para Arg, ni al transporte de Leu ni Lys

(Pineda et al., 2004b). En células HeLa sólo hay expresión funcional a 33 ºC y en estas

condiciones se observa una reducción del 50% de la entrada de Arg, mientras que la salida de

Arg queda anulada completamente. Esto sugiere que existen dos vías de transporte de

sustrato, una de entrada y otra de salida.

Observamos en SteT que dos residuos situados en el segmento TM VIII, separados por

10 residuos (~16 Å), son cruciales en la selectividad del sustrato. La primera zona donde

interacciona el sustrato es la agrupación C291, G294 y K295. Aquí hemos demostrado que

MTSET al unirse a la C291 bloquea el transporte (ver figuras 29, 30, 31 y 32 en Resultados) y

que el sustrato es capaz de proteger con una afinidad en un rango similar a la KM aparente (ver

figura 40 y tabla 6 en Resultados). También hemos demostrado que el DTT activa fuertemente

la actividad del mutante cysless G294C (ver figura 42 en Resultados) y que de nuevo el

sustrato es capaz de proteger este efecto, con una afinidad idéntica a la KM aparente (ver figura

44 en Resultados). Por último, la mutación K295C provoca tanto en el entorno cysless como en

el wt un aumento enorme de la actividad y además provoca un cambio en el reconocimiento del

sustrato por parte del transportador, como en el caso de L-arginina (ver figura 48 en

Resultados) y probablemente en otros como indica el patrón de cis-inhibición (ver figuras 49 y

50 en Resultados), demostrando que hemos alterado la especificidad del sustrato.

Por otro lado, la mutación I285C también altera, aunque en menor medida, el patrón de

cis-inhibición (ver figura 51 en Resultados), indicando que el sustrato también interacciona con
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la posición I285 y los datos preliminares apuntan a que la posición I284 también parece sufrir

algún cambio en su comportamiento con L-arginina (ver figura 41 en Resultados). Así pues,

dos residuos separados aproximadamente 16 Ǻ en la hélice VIII (ver figura 55) parecen

reconocer la cadena lateral de los sustratos.

Además, como se aprecia en la figura 61, el segmento TM VIII parece tener una doble

simetría en este punto, formando dos aspas casi idénticas centradas en el residuo C291: S287,

C291, K295 e I288, C291, G294 por un lado y en el residuo S281: I284, S281, K278 e I285,

S281, G277 por el otro lado. Sería, pues, muy interesante crear y estudiar los siguientes

mutantes: cysless G277C, cysless K278C y cysless S281C, con el fin de confirmar la existencia

de este segundo lugar de unión, que contradeciría la hipótesis actual del modelo de Alternating

access (figura 60) y que al haberse cristalizado alguna de sus conformaciones está

considerado como el más plausible en transportadores como LacY (Abramson et al., 2003),

GlpT (Huang et al., 2003), NhaA (Hunte et al., 2005), GltPh (glutamato) (Yernool et al., 2004) y

GltPh (aspartato) (Boudker et al., 2007).

Figura 61. Esquema de la simetría de los dos posibles lugares de unión del sustrato en el segmento TM

VIII. Se representa con una línea discontinua el plano de simetría. Se resaltan con gris oscuro los

residuos exactamente conservados (K, G e I) y en gris claro los residuos no exactamente conservados (C

o S y S o I).

Una explicación podría ser que estemos delante de intercambiadores obligatorios que

seguirían un modelo de poro con doble compuerta en el que habría un lugar de unión accesible

desde cada lado de la membrana como el propuesto para b0,+AT (Coady et al 1996). Otro

modelo, posiblemente más probable sería un modelo de Double alternating access basado en

el modelo de Aternating access, pero con dos lugares de paso para el sustrato. Cada uno de
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ellos tendría un lugar de unión del sustrato en un lado distinto de la membrana y la unión de

ambos sustratos desencadenaría los cambios conformacionales del proceso de intercambio.

Este modelo ha sido propuesto para b0,+AT (Torras-llort et al., 2001), y para el intercambiador

de aspartato/glutamato de la membrana mitocondrial interna, el cual incluye dos “subunidades”

o vías de paso funcionales con lugares de unión alternando en cada dominio de la membrana

en el cual el paso de translocación está bajo el control del potencial de membrana (Dierks et

al., 1988). Estudios estructurales realizados por la Dra. E. Fernández en nuestro laboratorio

han demostrado que la subunidad pesada es la que determina el estado oligomérico en la

familia LAT, de manera que rBAT y b0,+AT forman un heterotetrámero (dímero de

heterodímeros) mientras que 4F2hc y xCT forman un heterodímero (Fernandez et al., 2006). La

existencia de un heterotetrámero podría implicar la existencia de un único poro en cada

heterodímero que deberían funcionar de manera coordinada, pero eso no es posible ya que en

ambos casos se ha determinado que la unidad funcional es el heterodímero. Por otro lado, no

parece ser tampoco el caso de SteT, ya que nuestros resultados sugieren que SteT es

funcional como monómero (ver apartado 2 de Resultados y Reig et al., 2007).

En el caso de OxlT se ha descrito la existencia de un sitio activo bifuncional (Yang et

al., 2005), cuyo modelo estructural coloca dos residuos cargados positivamente (R272 en el

segmento TM VIII y K355 en el segmento TM XI) en la cavidad central separados 10 Å a lo

largo del lugar de paso del sustrato, sugiriendo que las interacciones electrostáticas entre esos

residuos y el sustrato (el anión oxalato que posee dos cargas negativas) son un paso clave en

la generación del cambio conformacional entre los estados abierto y cerrado del transportador

(Hirai et al., 2004; figura 62):

Figura 62. Visualización de la forma de la cavidad interna de OxlT extraída de Hirai et al., 2004. Se

muestran las conformaciones abierta al citoplasma (a) y unida al sustrato, “cerrada” (b). En ambas el lado

citoplasmático es el superior.
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El caso de OxlT es muy similar al caso de GlpT y UhpT donde el lugar de unión del

anión incorpora dos residuos de Arg separados por una distancia similar formando una

pequeña región discoidal de ~10 Å a lo largo del lugar de paso y de ~3 Å de ancho en el centro

de la membrana que sirve de dominio de unión del sustrato (Fann et al., 1998; Huang et al.,

2003). Esto es diferente para SteT, ya que los dos posibles lugares de unión están a una

distancia mayor (ver figura 55) y ambos parecen reconocer la misma cadena lateral. En este

sentido, existe un modelo preliminar del lugar de unión de aminoácidos de las LSHATs (Kanai

et al 2001), en donde los autores sugieren la existencia de tres lugares de reconocimiento: uno

para el grupo α-carboxilo, otro para el grupo α-amino y otro para las cadenas laterales. Las

posiciones I285 y K295 de SteT podrían corresponder a dos lugares de unión de la cadena

lateral.

Asumiendo la existencia de dos lugares de unión, otra posibilidad podría ser que los

transportadores de la familia LAT se comporten como canales con ocupación múltiple de

sustrato sin grandes cambios conformacionales, una idea recientemente ofrecida que entra en

conflicto con los modelos tradicionales (DeFelice et al., 2007) y que se ha confirmado al menos

bajo ciertas condiciones en la Na+/K+ ATPasa, en los intercambiadores Na+/Ca2+ de la familia

NCXs, en los transportadores de glutamato de la familia EAAT, en el transportador de glucosa

GLUT-1, en los transportadores de monoaminas como los de serotonina, norepinefrina y

dopamina y en el transportador de GABA (Cammack et al., 1996). También se ha demostrado

que varios de los canales de Cl- ClC se comportan como transportadores intercambiadores de

Cl--H+. Este modelo justificaría el hecho de no haber encontrado cambios conformacionales

mediante fluorescencia (ver Anexo 3).

A continuación, a modo de ejemplo, se describen las evidencias de ocupación múltiple

de sustrato por GLUT1 y ClC-4 y ClC-5.

GLUT1 es un transportador facilitado de glucosa, miembro de la MFS, que no ha sido

cristalizado hasta la fecha pero cuya estructura 3D ha sido modelada por homología a partir de

los cristales de LacY y GlpT de E. coli. Las doce hélices TM están ordenadas alrededor de un

poro central lleno de agua formando un canal de 15 Å de largo y 8 Å de ancho cerca de su

punto medio (Hirai et al., 2002; Abramson et al., 2003). Las simulaciones de dinámica

molecular muestran que la glucosa se une cerca de esta posición dentro del poro, de modo

similar al sustrato de la LacY (Abramson et al., 2003). Basándose en un modelo 3D de GLUT1

(PDB ID: 1SUK), el programa de reconocimiento molecular AUTODOCK 3 revela la existencia

de nueve lugares de unión de hexosas a lo largo de todo el canal “hidrofílico” (Cunningham et

al., 2006). Cinco de estos lugares están a una distancia de entre 3 y 5 Å de 10 mutaciones

missense causantes de patologías debido a déficits en el transportador de glucosa y otros tres

sitios están a 8 Å de otras dos mutaciones missense. D-glucosa se uniría a cinco sitios en la

obertura externa del canal, con afinidad creciente hacia el poro central. Posteriormente, pasa
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por un canal estrecho a un vestíbulo interno que contiene cuatro sitios de menor afinidad. Las

β-D-hexosas presentan el doble de afinidad que sus α-anómeros a los 23 residuos aromáticos

en el mecanismo de transporte, sugiriendo que los hidrógenos de las hexosas endocíclicos

forman enlaces π con los anillos aromáticos y se desliza entre los sitios en vez de ser

translocado vía un único sitio alternante (single alternating site).

Los canales de Cl- humanos ClC-4 y ClC-5 y el bacteriano ClC-ec1 se comportan como

transportadores intercambiadores de Cl--H+, ya que el flujo de Cl- en una dirección está

estequiométricamente acoplado con el movimiento de H+ en la dirección opuesta, revelando un

comportamiento típico de intercambiadores y no de canales (Pusch et al., 2006). ClC-4 y ClC-5

se sitúan en membranas intracelulares y están implicados en la acidificación de

compartimentos intracelulares (endosomas, lisosomas), a diferencia de ClC-0, ClC-1, ClC-2 y

ClC-K que se sitúan en la membrana citoplasmática y se comportan como canales de Cl-. La

estructura cristalina de dos ClC procariotas (Dutzler et al., 2002) reveló la existencia de dos

poros idénticos, cada uno de los cuales formando parte de una subunidad dentro de una

proteína de membrana homodimérica. Las subunidades individuales están compuestas de dos

mitades aproximadamente repetidas que cruzan la membrana con direcciones opuestas, a

diferencia de los canales de K+ que presentan subunidades idénticas con la misma orientación

en la membrana. Esta disposición hace que los canales de Cl- tengan un poro con forma de

reloj de arena con una constricción estrecha (su filtro de selectividad) cerca del centro de la

membrana, mientras que el canal de K+ tiene una cavidad en el centro de la membrana. Esto

es debido a que los aniones son más estables que los cationes en la membrana, y quizás por

eso los canales de Cl- no requieren un amplio poro relleno de agua cerca del centro de la

membrana para minimizar la barrera dieléctrica (dentro de la membrana existe un potencial

positivo). En este sentido la presencia de varios residuos con carga positiva en el hipotético

CAR de las LSHATs se justificaría por la existencia de un amplio poro relleno de agua, aunque

varios de ellos podrían estar formando puentes salinos con carboxilatos.

Una manera de afianzar si SteT se comporta como un canal sería si el doble mutante

I285CK295C presentara un efecto aditivo. Otra manera más determinante para probar el

modelo de dos lugares de paso sería hacer el transporte con vesículas de E. coli, donde se

puede orientar el transportador y ver si análogamente a lo observado para el mutante de rBAT

R365W (Pineda et al., 2004b) una posición controla una dirección y la otra posición controla la

otra dirección, cosa que en nuestros estudios no podemos determinar al tener una

incorporación de SteT aleatoria en la membrana de los PLs.

Otra manera de confirmar la existencia de dos lugares de unión sería la cristalización,

ya sea 2D o 3D, de un miembro de esta familia con dos sustratos por molécula de

transportador. En este sentido la Dra. E. Valencia y M. Ratera están trabajando en nuestro

laboratorio con varios homólogos procariotas (entre ellos SteT), y en la cristalización 2D
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colaboramos con el Dr. D. Fotiadis y F. Casagrande (Biozentrum, U. de Basilea, Suiza). Por su

parte el Dr. A. Rosell, también en nuestro laboratorio, está intentando la cristalización 3D con

las LSHAT humanas producidas en Pichia pastoris, ya sea de manera aislada o en forma de

heterodímero con su subunidad pesada correspondiente y el Dr. J. L. Vázquez-Ibar lo está

intentando mediante el uso del vector pMIS 3.0E (regalo del Dr. S. Choe, Salk Institute, EEUU)

que expresa la proteína Mistic, una inusual proteína integral de membrana de B. subtilis capaz

de plegarse autónomamente dentro de la membrana, saltándose la maquinaria celular de

translocación (Roosild et al., 2005). Este es un trabajo largo y arduo que esperamos rinda sus

frutos en breve y confirme nuestra hipótesis.

4. El efecto del DTT.

Respecto el efecto del DTT sobre SteT (ver figuras 35 y 36 en Resultados) y varios de

sus mutantes únicos de cisteína (ver figuras 39 y 42 en Resultados), lo más probable es que la

cisteína esté modificada y al añadir DTT lo que estemos haciendo sea reducir la modificación

de su cadena lateral al tiol original, lo cual causa que mutantes de SteT como el cysless S287C

y el cysless G294C sean inactivos al tener el poro bloqueado hasta que el DTT lo desbloquea,

mostrando entonces una gran actividad (ver figura 42 en Resultados). El hecho de que el DTT

sea capaz de producir dicha reducción indica que la Cys pueda estar nitrosilada (Cys-SNO),

formando un enlace disulfuro (Cys-SS-R) o bien en forma de ácido sulfénico (Cys-SOH), pero

no formando óxidos superiores como ácidos sulfinínicos (Cys-SO2H) o sulfónicos (Cys-SO3H)

ya que el DTT no es capaz de romper estos enlaces (Kim et al., 2002). El β-mercaptoetanol, al

igual que el DTT, es capaz de activar el transporte en cysless S287C y cysless G294C (datos

no mostrados), pero al igual que el DTT también es capaz de reducir enlaces disulfuro,

cisteínas nitrosiladas (Rhee et al., 2005) y ácidos sulfénicos (Guo et al., 1991; Suh et al., 2000),

con lo que no nos permite descartar ninguna opción.

Hay varias maneras de saber si es un ácido sulfénico (Kim et al., 2002): si el arsenito

sódico es capaz de reducirlo (es un agente reductor específico de ácidos sulfénicos), si una vez

reaccionado con dimedona el DTT no pudiera liberarlo (se forma un aducto covalente resistente

al DTT) o mediante la medición a 347 nm posterior a la reacción con NBD (se forma un aducto

que absorbe a esa λ). 

Por el contrario, si la modificación fuera una nitrosilación o una glutationilación el DTT

sería capaz de revertirla, pero no así el arsenito sódico y además sería estable durante varios

días (Kim et al., 2002). Se puede determinar la estequiometría de la nitrosilación por el método

modificado de Saville seguido de quimioluminiscencia para verificar su presencia (Hausladen et

al., 1996). La glutationilación se puede cuantificar por cromatografía líquida de alta resolución

(HPLC) (Kim et al., 2002): se añade un exceso de DTT a la proteína purificada para liberar el

GSH, se ultracentrifuga con un Amicon, se añade monobromobimano en exceso y el complejo
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formado entre el GSH y el monobromobimano se puede separar por HPLC usando una

columna C18 detectando por fluorescencia y usando una curva estándar para cuantificarlo.

Otra manera de determinar la modificación es por isoelectroenfoque (Ji et al., 1999), ya

que tanto la glutationilación como la oxidación a ácido sulfénico de una cisteína aumentan la

carga negativa de la proteína, mientras que la nitrosilación no produce cambio en la carga.

Aunque la mejor manera de determinar la modificación presente en estas cisteínas es por

espectrometría de masas con ionización por electrospray (ESI-MS), ya que nos permite

discernir cuál de ellas es la que se está dando (Kim et al., 2002). En el caso de OxyR se

modificó in vitro la proteína y por ESI-MS se pudo distinguir el monómero en la forma reducida

(pico a 34272), de la glutationilada (pico a 34581) y de la que estaba en forma de ácido

cisténico (pico a 34292). Experimentos en esta línea están en curso a cargo del Dr. J. L.

Vázquez-Ibar en nuestro laboratorio.

Respecto al origen de la modificación existen tres posibilidades: que la oxidación la

produzca la propia E. coli durante el proceso de sobreexpresión de SteT, que la oxidación la

produzcan los lípidos totales de E. coli que utilizamos para reconstituir a SteT o bien que SteT

se oxide por su exposición al aire (se ha comprobado que la exposición al aire de proteínas

purificadas puede producir una modificación por ácido sulfénico (Kim et al., 2002)).

Una manera de saber si la modificación la produce E. coli es haciendo el transporte con

vesículas right-side-out. Si los mutantes cysless S287C o cysless G294C únicamente

presentan actividad en estas vesículas después del tratamiento con DTT se demostraría que la

oxidación la realiza E. coli, mientras que si la presentan sin necesidad del tratamiento con DTT

se demostraría que la oxidación es posterior, ya sea en la purificación o por los lípidos usados

en la reconstitución. El problema puede venir del basal de transporte que tengan estas

vesículas ya que no se trata de proteína purificada y E. coli tiene cuatro sistemas de transporte

de L-serina (Hama et al., 1988): el sistema de serina-treonina que está acoplado con Na+, el

sistema de L-Ala, L-Ser, L-Thr y L-Leu que es sensible a choques osmóticos, el sistema glicina-

alanina que media el cotransporte de L-Ser y H+ (aunque no está presente en todas las cepas

de E. coli) y finalmente un sistema de cotransporte específico de L-Ser y H+.

Se ha visto que la oxidación de cisteínas de proteínas y su posterior reducción es una

respuesta temprana al estrés oxidativo (Thomas et al., 1995) que sirve a las células para

mantener el equilibrio rédox y también para regular la actividad de ciertas proteínas. Lo único

en común en las cisteínas modificadas es que esos sitios están en contacto directo con la fase

acuosa para que los materiales solubles en agua puedan oxidarlos o reducirlos. Estas

modificaciones pueden incluir formación de puentes disulfuro (Hsp33, Rara y OxyR),

nitrosilación (Ras y OxyR), glutationilación (PTP1B, GapDH y OxyR) o formación de un ácido

sulfénico (PTP1B y OxyR) (figura 63) produciendo la activación (Hsp33, OxyR, PKC y Raf-
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kinase) o inactivación (p53, PTEN) de la proteína modificada (Leichert et al., 2004). Además,

como se ha visto en OxyR, diferentes modificaciones del grupo tiol pueden tener efectos

funcionales distintos en la misma proteína, convirtiéndose en una forma más de regulación de

su actividad (Kim et al., 2002). Existen datos que sugieren un código para el control rédox a

través del cual las proteínas alostéricas pueden favorecer respuestas escalables (graded)

(cooperativas) o máximas (no cooperativas), y a través de las cuales se pueden alcanzar

respuestas diferenciales a las señales relacionadas con el estado rédox.

Figura 63. Esquema de la oxidación de una cisteína en una proteína adaptado de Kiley et al., 2004. El

estrés oxidativo genera especies reactivas de oxígeno que oxidan el grupo tiol de la cisteína a ácido

sulfénico (R-SOH). Este ácido sulfénico es un intermediario inestable que puede estabilizarse, oxidarse a

ácido sulfínico (R-SOOH) o sulfónico (R-SOOOH) o bien formar un enlace de puente disulfuro

intramolecular o extramolecular (R-S-S-R’), normalmente con una molécula de GSH (R-S-S-G).

OxyR es una proteína de unión al DNA, donde la C199 situada en un bolsillo

relativamente hidrofóbico es crítica para la actividad (Kim et al., 2002). La modificación de esta

cisteína puede ser de diferentes maneras: formando un ácido sulfénico (Cys-SOH), formando

una nitrosocisteína (Cys-SNO) o uniéndose a una molécula de GSH mediante un enlace

disulfuro (Cys-SSG). Estas modificaciones son mecanismos de activación de OxyR wt, y

curiosamente, las diferentes formas oxidadas de OxyR son funcionalmente distintas ya que las

modificaciones le confieren características estructurales diferentes. La forma obtenida por

purificación estándar había sido oxidada por el aire formando un ácido sulfénico, lo que

demuestra que esto podría estar pasándonos a nosotros al purificar SteT.

El canal de Cl- ATP-dependiente CFTR humano es inhibido debido a la glutationilación

de la C1344 que está próxima a la secuencia firma en el segundo dominio de unión de

nucleótidos (Wang et al., 2005). Hay tres líneas de evidencias que lo apoyan: los canales

pueden protegerse de la inhibición con un pretratamiento con NEM o bajando el pH, los
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canales pueden rescatarse por agentes reductores como el DTT o glutaredoxinas purificadas,

incluyendo un mutante que específicamente reduce disulfuros mixtos entre GSH y cisteína

dentro de proteínas y finalmente la glutationilación reversible de CFTR en microsomas puede

detectarse bioquímicamente bajo las mismas condiciones.

Los transportadores de glutamato GLAST, GLT1, EAAC1 y EAAT4 reconstituidos en

liposomas son inhibidos por radicales de oxígeno, peróxido de hidrógeno (H2O2) y peroxinitrito

(ONOO-) que es una combinación del óxido nítrico (NO) y el radical superóxido (.O2
-) de

manera rápida y dosis-dependiente (Trotti et al., 1996). Se postula que estos transportadores

tienen regiones conservadas en su estructura que les confieren vulnerabilidad a estas

sustancias, probablemente residuos de cisteínas. Además otras especies reactivas de oxígeno

e incluso el NEM también son capaces de inhibir el transporte de glutamato en sinaptosomas

(Berman et al., 1997).

A pesar de que la glutationilación de proteínas es un modo común de regulación rédox

en eucariotas, muy pocas proteínas de E. coli se conocen que se modifiquen de esta manera.

Se ha visto que cuando E. coli está expuesta a condiciones no ideales de crecimiento y estrés

oxidativo desarrolla una auxotrofía para metionina debido a un efecto en MetE (Metionina

sintasa independiente de cobalamina) que es la enzima que cataliza el paso final de la

producción de metionina en E. coli. Posteriores experimentos han demostrado que esta enzima

purificada es inactivada por una reacción con GSH que produce la glutationilación de la C645,

que está situada estratégicamente en la entrada del sitio activo (Hondorp et al., 2004). La

glutationilación de la proteína le proporciona una estrategia para modular in vivo la actividad de

la enzima protegiendo en condiciones de estrés oxidativo el sitio activo de daños oxidativos

permanentes y permitiéndole recuperar la enzima reducida en condiciones normales. Esto nos

indica que la sobreexpresión en discontinuo de una proteína por parte de E. coli puede ser una

situación de estrés suficiente para producir una glutationilación de SteT.

Además de SteT, varias LSHATs poseen una cisteína en la región del segmento TM

VIII (ver figura 57) que proponemos forma el poro por el que pasa el sustrato y por tanto podría

estar siendo modulada por alguna de estas modificaciones in vivo. Además, recientemente se

ha comprobado en nuestro grupo, que MTSEA es capaz de inhibir el transporte de b0,+AT en

células HeLa, a través de la C321, situada en el segmento TM VIII (Fernandez et al. 2006).

Especialmente relevante es el caso de xCT, que además de poseer una cisteína en esta región

y haberse demostrado que el pCMB y el pCMBS son capaces de bloquear su actividad de

transporte uniéndose a ella (Jimenez-Vidal et al., 2004), se cree que su papel fisiológico está

implicado en la captación de cistina para la síntesis de GSH y su mantenimiento (Chillaron et

al., 2001). Esto da a xCT un papel relevante en situaciones de estrés oxidativo, por lo que no

parece descabellado pensar que podría sufrir estas modificaciones in vivo, ya que la actividad

de este transportador está regulada bidireccionalmente por el nivel de estrés oxidativo.
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En esta dirección se han publicado numerosos trabajos (Bannai, 1984; Bannai et al.,

1986; Bannai et al., 1989; Ishii et al., 1992; Sagara et al., 1993; Sato et al., 1995a; Sato et al.,

1995b; Sato et al., 1998) que demuestran en diferentes células (fibroblastos, células

neuronales y de la glía, macrófagos, células pancreáticas y hepatocitos) que la actividad xc
- (de

la cual es responsable xCT) es disminuida por la hipoxia crónica (3% O2) en fibroblastos y que

la subsiguiente exposición a oxígeno normal recupera la actividad de transporte (Bannai et al.,

1989). Los agentes electrofílicos (Bannai et al., 1984; Bannai et al., 1986), los lipopolisacáridos

(LPS) (Sato et al., 1995a; Sato et al., 1995b) y la depleción de cistina también alteran la

actividad de transporte del sistema xc
-. Aparte del sistema nervioso central, xCT se expresa o

se induce en otros tipos celulares (Chillaron et al., 2001; Wagner et al., 2001). Entre éstos se

encuentra la retina, un tejido particularmente expuesto al estrés oxidativo y donde xCT

ejercería funciones paralelas a las descritas en el sistema nervioso central (Bridges et al., 2001;

Tomi et al., 2002), con especial relevancia en las células de Müller (Tomi et al., 2003).

Además se ha visto que el GSH forma complejos con metalotioneinas de Cu2+, Cd2+ y

Zn2+ de vertebrados e invertebrados (Thomas et al., 1995). Los metales coordinados al dominio

N-terminal de las metalotioneinas son cinéticamente lábiles, por lo que el GSH puede jugar un

papel importante en la modulación del intercambio de metal (Jiang et al., 1998). En este

sentido, xCT forma un complejo con 4F2hc (CD98) en el cual la Dra. J. Fort en nuestro

laboratorio ha descubierto un lugar de unión de Zn2+ de muy alta afinidad (aparece en un cristal

de 4F2hc en el que únicamente había trazas de Zn2+) que podría servir para atraer la molécula

de GSH hacia xCT o modificar la actividad del complejo 4F2hc-xCT.

Por tanto, la idea de que xCT, b0,+AT u otros HATs tengan una regulación por

modificación de los residuos de cisteína en el segmento TM VIII es muy sugerente, pero

obviamente requiere de su demostración experimental in vivo.

5. La cristalización de mutantes de proteínas integrales de membrana.

La inherente flexibilidad conformacional puede dificultar la obtención de cristales

estables de transportadores. Por ello, se ha propuesto el uso de inhibidores para hacer más

rígida su estructura. Esta estrategia podría permitir la cristalización de transportadores flexibles

(Tate 2001). Pese a los pocos cristales de proteínas de membrana que han difractado

suficientemente bien para establecer estructuras 3D con resoluciones < 4 Å, encontramos

varios ejemplos de transportadores movidos por potencial electroquímico (uniportes,

cotransportadores e intercambiadores) donde se ha recurrido a mutantes para obtener un

cristal que no se podía obtener con la proteína wt, es el caso de LacY y GlpT.
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La LacY es un transportador de membrana muy dinámico en el que el sustrato produce

amplios cambios conformacionales (Kaback 2005; Guan et al., 2006; Mirza et al., 2006). Por

contra, el mutante LacY C154G es capaz de unir sustratos con relativa alta afinidad pero está

conformacionalmente bloqueado y por tanto es capaz de translocar muy poco sustrato a través

de la membrana (Menick et al., 1985; van Iwaarden et al., 1993; Smirnova et al., 2003;

Ermolova et al., 2005). Además este mutante exhibe una alta termoestabilidad y tiene una

menor tendencia a agregar que el wt (Smirnova et al., 2003), lo cual ha permitido su

cristalización y la determinación de su estructura por difracción de rayos X a 3.5 Å de

resolución (Abramson et al., 2003).

Otro caso es el de GlpT cuyo wt produjo cristales que difractaron únicamente a 25 Å de

resolución, pero la identificación de un núcleo rígido de la proteína por proteólisis limitada y

espectrometría de masas resultó en cristales mejor ordenados (Lemieux et al., 2003), de

manera que un mutante sin el primer residuo y truncado en el aminoácido 448 (el wt tiene 452),

capaz de retener la actividad en PLs, produjo los cristales 2D que difractaron a un resolución

de 3.7 Å. Sin embargo el empaquetamiento en la tercera dimensión era parcialmente

desordenado. Este problema fue solucionado usando una mezcla de detergentes y

manipulando las interacciones iónicas en la solución de cristalización. Los cristales resultantes

de GlpT difractaron isotrópicamente a 3.3 Å de resolución y permitieron la determinación de la

estructura por cristalografía de rayos X.

En este sentido, el mutante cysless G294C está bloqueado (ver figura 41 en

Resultados) de manera similar al mutante LacY C154G, lo cual puede ser de utilidad a la hora

de cristalizarlo. Como hemos visto anteriormente, este mutante no tiene actividad de transporte

hasta que no realizamos el tratamiento con DTT (ver figura 42 en Resultados), pero mantiene

la capacidad de unir sustrato (ver figura 44 en Resultados, donde el sustrato bloquea la

activación por DTT), con lo cual su inactividad no se debe a un mal plegamiento de la proteína.

Además en experimentos realizados por el Dr. J. L. Vázquez-Ibar en nuestro grupo, este

mutante presenta un sólo pico al ser purificado por una columna de exclusión molecular de

sefarosa Superdex 200 10/300GL (GE Healthcare) (figura 64) obteniendo una proteína tan pura

que no se aprecia ninguna otra banda en un gel de Comasie Brilliant Blue cuando se cargan 2

μg. Además si se realiza un tratamiento con DTT antes de pasar la proteína por la columna de

sefarosa se sigue obteniendo un único pico, de igual tamaño al obtenido cuando no se realiza

el tratamiento con DTT (datos no mostrados), lo cual descarta la homodimerización a través de

la C294 como causa de la inactivación de este mutante. Otra característica interesante del

cysless G294C es que presenta una elevada estabilidad en solución una vez purificado y

concentrado a más de 10 mg/ml, a diferencia del wt que no aguanta muchas horas sin

precipitar en estas condiciones. Con todos estos datos, cysless G294C parece un buen

candidato para la cristalización, como así parecen sugerir unos primeros ensayos de

cristalización 2D realizados por M. Ratera en el laboratorio del Dr. D. Fotiadis en Basilea.
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Figura 64. Cromatografía de exclusión molecular de sefarosa Superdex 200 10/300GL
realizada por el Dr. J. L. Vázquez-Ibar en nuestro laboratorio con el mutante cysless G294C previamente

purificado con una cromatografía de afinidad con una resina de cobalto (similar a la de níquel) que

muestra un único pico muy preponderante.
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La proteína ykbA de Bacillus subtilis, purificada y reconstituida en proteoliposomas

(PLs), presenta actividad de intercambio de L-serina, L-threonina y L-aminoácidos aromáticos.

Por ello la renombramos como SteT (Serine/threonine exchanger Transporter). Los estudios

cinéticos de la actividad de SteT son compatibles con un mecanismo secuencial de

intercambio. SteT se agrupa filogenéticamente dentro de la familia LAT. Por todo ello, SteT es

el primer homólogo procariota de la familia LAT que ha sido identificado y caracterizado.

Proponemos SteT como modelo procariota para el estudio funcional y estructural de la familia

LAT.

Los estudios estructurales de SteT mediante electroforesis no desnaturalizante y TEM

con tinción negativa y con criofractura en PLs indican que el intercambiador es funcional como

monómero. SteT tiene apariencia de donut elíptico con diámetros exteriores de ~6 y ~7 nm.

El residuo C291 en el segmento transmembrana (TM) VIII de SteT es la única diana de

inactivación por MTSET y de activación por DTT. El sustrato L-serina protege de la inactivación

por MTSET. Por tanto, el sustrato bloquea directamente o provoca un cambio conformacional

que bloquea la accesibilidad de MTSET al residuo.

El segmento TM VIII presenta dos caras funcionalmente diferenciables con periodicidad

de hélice α. Una cara está formada por los residuos I285, I288, L292, K295 y F299 que

mutados a cisteína muestran inhibición por MTSET y son insensibles a DTT. La otra cara,

adyacente a la anterior, está formada por los residuos S287, G290, G294 y S298 que mutados

a cisteína muestran activación por DTT y son insensibles a MTSET. Los residuos I284 y C291

poseen características de ambas ya que se inactivan por MTSET y se activan por DTT.

DTT activa ~20 veces SteT cysless G294C en PLs, muy probablemente incrementado

la Vmáx sin afectar la KM aparente. Esta activación es protegible por el sustrato L-serina con una

EC50 similar a su KM aparente. Por tanto, el sustrato bloquea directamente o provoca un cambio

conformacional que bloquea la accesibilidad de DTT al residuo.

La mutación K295C, tanto en su entorno cysless como wt, genera un transportador ~50

y ~260 veces más rápido que SteT y SteT cysless respectivamente. La mutación K295G

provoca un efecto muy inferior y la mutación K295L rinde un transportador inactivo. Estos datos

sugieren que no hay una relación directa entre el tamaño de la cadena lateral en la posición

295 y la actividad de SteT, si no que la presencia de cisteína es la causante del aumento de

actividad.

Los residuos I285 y K295 parecen presentar interacción con la cadena lateral del

sustrato ya que las mutaciones I285C y K295C producen un cambio dramático en el patrón de

cis-inhibición. En estos mutantes la mayoría de los aminoácidos estudiados inhiben
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ampliamente el transporte de L-serina, con la excepción de L-prolina, L-hidroxiprolina, L-

glutamato y glicina. En este sentido, SteT cysless K295C presenta un claro cambio de

especificidad de sustrato ya que, a diferencia de SteT, transporta L-arginina. El hecho de que

I285 y K295 disten ~16 Å indicaría la existencia de al menos dos lugares de unión

independientes de la cadena lateral del sustrato, contradiciendo el modelo de Alternating

access.
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1. Herramientas informáticas y estadísticas.

1.1. Bases de datos utilizadas.

1.1.1. MEDLINE Entrez:
Base de datos de publicaciones que pertenece a la Nacional Library of Medicine (NLM).

Dispone de información bibliográfica del campo de la biomedicina, con citas a más de 4500

revistas publicadas en EEUU, Europa y otros países, la gran mayoría de ellas de lengua

inglesa y que se actualiza semanalmente. La búsqueda puede realizarse por palabra clave,

autor, revista, año de publicación o cualquier combinación de estos. El resultado aparece en

forma de listado de referencias con libre acceso al resumen de cada artículo y en la mayoría de

los casos con un enlace al artículo completo, cuyo acceso puede requerir de una suscripción a

la revista o el pago del artículo. El acceso es a través de la dirección:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi.

1.1.2. GeneBank:
Es una base de datos de secuencias que pertenece al National Center for

Biotechnology Information (NCBI) y dispone de las secuencias de DNA de todas las fuentes

públicas disponibles (Benson et al., 1998). Estas secuencias son enviadas directamente por los

laboratorios que las han identificado o bien son adquiridas de las bases de datos públicas

internacionales como el European Molecular Biology Laboratory (EMBL) o la DNA Database of

Japan (DDBJ). Cada secuencia de DNA se acompaña de la secuencia de proteína que se

deriva de ella y de la información proporcionada por la fuente que la envía: publicación,

localización cromosómica, localización de diferentes motivos funcionales, etc. Todas las

secuencias disponibles se pueden encontrar en GenBank Database Query Form:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/query_form.html Las secuencias nuevas se envían

directamente mediante conexión on line con el GeneBank a través de la dirección:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BankIt/index.html.

1.1.3. Ensembl:
Es una base de datos fundada inicialmente por la fundación privada The Wellcome

Trust y que ahora forma parte de un proyecto común entre el Instituto Sanger y el EMBL-EBI.

Dispone de secuencias de DNA genómico de humano, ratón, rata, mosquito, D. melanogaster,

C. elegans entre otras. Estas secuencias son proporcionadas por laboratorios que forman parte

de los proyectos de secuenciación del genoma, de ESTs y por un intercambio regular de la

información de secuencias del NCBI. Además, proporciona información sobre la localización de

un gen conocido en el genoma y la predicción de su estructura. Las secuencias se hacen

públicas cada semana y son sometidas en la dirección

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/trace.cgi?cmd=show&f=rfc. El acceso puede realizarse vía

http://www.ensembl.org/.
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1.2. Análisis de secuencias.

1.2.1. Basic Local Alignment Tools (BLAST):

Los programas BLAST se utilizan para encontrar en las bases de datos secuencias

similares de DNA y proteína. Estos programas comparan una secuencia de proteína o de DNA

“problema” con todas las secuencias de las bases de datos en cualquier combinación posible

entre DNA y proteína. El resultado se muestra como una lista de alineamientos de más a

menos calidad entre las secuencias encontradas en la base de datos y la secuencia “problema”

enviada. El tiempo requerido para obtener el resultado es proporcional al tamaño de la

secuencia y al de la base de datos utilizada en la búsqueda. Los programas más recientes

como el Gapped BLAST son más sensibles que el BLAST original, ya que dejan pequeños

agujeros donde la homología de la secuencia se interrumpe. De esta manera se pueden

encontrar con más facilidad similitudes de secuencia en zonas donde hay pequeñas

inserciones, delecciones o errores de secuencia. Gapped BLAST se encuentra en

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

Existen diferentes subprogramas que pueden utilizarse en diferentes bases de datos

entre las que se destaca la non-redundant (nr), la cual recopila secuencias de DNA no

redundantes (a partir de ESTs) y secuencias de proteínas (SwissProt, EMBL, Spupdate y

secuencias de DNA traducidas que pertenecen al GenBank) y el genómico, que comprende

todas las secuencias conocidas, más o menos ordenadas y localizadas, pertenecientes al

genoma de una determinada especie.

Los diferentes subprogramas BLAST son:

- BLASTn: compara una secuencia “problema” de DNA con las secuencias presentes en la

base de datos de DNA.

- BLASTp: compara una secuencia “problema” de proteína con las secuencias presentes en la

base de datos de proteína.

- BLASTx: traduce a proteína una secuencia “problema” de DNA según las seis pautas de

lectura posibles y las compara con las secuencias presentes en la base de datos de proteína.

- tBLASTn: compara una secuencia peptídica “problema” con las secuencias peptídicas

obtenidas de la traducción del DNA de la base de datos.

- tBLASTx: traduce tanto la secuencia de DNA “problema” como las secuencias de DNA de las

bases de datos y compara todas las secuencias peptídicas resultantes.

1.2.2. CLUSTAL W:

Este programa compara múltiples secuencias de DNA o proteína y muestra el mejor

alineamiento posible. En esta Tesis doctoral se ha utilizado el acceso a través del European

Bioinformatic Institute (EBI; http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html) que permite alineamientos
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múltiples de hasta de treinta secuencias de DNA o de proteína y que, además de indicar los

residuos conservados, calcula la identidad en porcentaje entre las secuencias enviadas y

permite la construcción de árboles filogenéticos.

1.3. Análisis de proteínas.

1.3.1. ExPASy (Expert Protein Analysis System) Proteomics Server:

Es un servidor que pertenece al Instituto Suizo de Bioinformática (SIB) dedicado

especialmente al análisis de secuencias de proteína y estructuras. Fue creado en 1993 y ofrece

acceso libre a un amplio espectro de bases de datos, programas y enlaces que permiten desde

la identificación de proteínas hasta la predicción de su estructura y la creación de un modelo

3D. Se accede a través de la dirección: http://us.expasy.org/.

A continuación se destacan los más relevantes para la realización de este trabajo:

- HMMTOP (Hidden Markov Model for TOpology Prediction): es un programa desarrollado

en The Institute of Enzimology, dentro de la Hungarian Academy of Biological Sciences

Research Center en Budapest, para la predicción de hélices TM y la topología de proteínas. El

método se basa en el principio de la máxima divergencia en la composición de los segmentos

de aminoácidos (Tusnady et al., 1998). Al someter la secuencia de la proteína de interés, el

programa hace una predicción del número de segmentos TM, especificando el intervalo de

residuos de cada segmento, indica la localización de los extremos terminales y la entropía del

modelo. Testado para 148 proteínas conocidas, el programa fue capaz de predecir

correctamente las hélices TM en 131 de ellas y, la topología, en 105. Se puede encontrar

directamente en: http://www.enzim.hu/hmmtop.

- TMHMM: es un programa de predicción de hélices TM del Center for Biological Sequence

Análisis de Dinamarca (CBS). Aunque se basa en el mismo método que el HMMTOP (Moller et

al., 2001), tiene varias ventajas:

- Asocia un valor de probabilidad para la predicción de cada segmento, dando una idea de la

fiabilidad de dicha predicción.

- Presenta el resultado también de forma gráfica.

- Permite someter varias secuencias a la vez, como alineamientos de proteínas de una misma

familia, aumentando la fiabilidad del resultado. Se puede encontrar en:

http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0.

- TMpred: es un programa de predicción de segmentos TM y de su orientación de la

organización suiza independiente EMBnet. El resultado se presenta en forma de algoritmos,

basándose en el análisis de la base de datos de proteínas de membrana TMbase (Hofmann et

al., 1993). No es tan preciso como los anteriores pero da el perfil de hidrofobicidad de la

proteína y es útil para tener una aproximación inicial del número de TM que puede presentar y

su orientación. Es parecido al Hydrophobicity Search Server. Se encuentra en la dirección

http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html.
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- Swiss-Prot Database: es una base de datos de proteínas desarrollada en el propio Instituto

Suizo de Bioinformática (SIB) desde 1987. Ofrece información acerca de la función, dominios

estructurales, modificaciones post-traduccionales, etc. de las proteínas que contiene. Se

actualiza permanentemente y está integrada en una amplia red de bases de datos diferentes a

la propia. Está disponible en: http://us.expasy.org/sprot/.

- SWISS-MODEL: es un programa de modelaje molecular a partir de estructuras proteicas

homólogas a la proteína de interés. Se inició en 1993 y está en evolución constante pero hay

que tomar los resultados con mucha precaución ya que es un procedimiento no experimental.

Se accede por: http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.html.

1.4. Otras páginas web de interés.

1.4.1. Transport Classification Database (TCDB):

Base de datos del Dr. Milton Saier Jr. donde se detalla un sistema de clasificación para las

proteínas de membrana conocidas llamado TC (Transporter Classification system) aprobado

por la IUBMB (International Union of Biochemistry and Molecular Biology) y que es análogo al

EC (Enzyme Commission system) usado para clasificar enzimas, pero que además incorpora

información filogenética adicional así como referencias bibliográficas y bases de datos

estructurales. Además permite la búsqueda de homólogos de una secuencia “problema” con la

base de datos. http://tcdb.org (Web1 en Bibliografía).

1.4.2. The Stephen White Laboratory at UC Irving:

Página web localizada en el departamento de Fisiología y Biofísica del Colegio de

Medicina de la U. de California que incluye una completa y actualizada base de datos de

proteínas de membrana cristalizadas en 3D con las condiciones de cristalización, enlaces al

PDB para ver las imágenes y enlaces a los artículos donde se publicaron.

http://blanco.biomol.uci.edu/Membrane_Proteins_xtal.html (Web3 en Bibliografía)

1.4.3. Membrane Proteins of Known Structure:
Recopilación actualizada de las proteínas de membrana con estructura resuelta.

Aparecen clasificadas e incluye las condiciones de cristalización y las referencias bibliográficas.

Es una página de Hartmut Michel (U. de Frankfurt). http://www.mpibp-

frankfurt.mpg.de/michel/public/memprotstruct.html.

1.4.4. Pedro's BioMolecular Research Tools:

Uno de los enlaces más completos a páginas utilizadas en Biología Molecular.

http://www.biophys.uni-duesseldorf.de/BioNet/Pedro/research_tools.html.

1.4.5. Weizmann Institute Genome and Bioinformatics:

http://bip.weizmann.ac.il/index.html.
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1.4.6. Sequence interpretation Tools:
http://www.genome.ad.jp/SIT/SIT.html.

1.4.7. HUGO Gene Nomenclature Committee:

Contiene la base de datos de los genes humanos descritos agrupados por familias.

Muestra el nombre del gen, el símbolo aprobado, su localización y el número de acceso a la

secuencia con el enlace correspondiente. http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature.

1.4.8. Celera Genomics:

Página privada que, con suscripción, permite acceder a todas las secuencias

disponibles de los proyectos de secuenciación de genomas. http://www.celera.com/.

1.4.9. Toronto Research Chemicals:

Página de la empresa canadiense suministradora de todos los reactivos de cisteína

utilizados en esta Tesis doctoral. Aporta amplia información bibliográfica sobre estos productos.

http://www.trc-canada.com.

1.4.10. Anatrace:

Página de la empresa estadounidense suministradora de los detergentes DDM y DM

utilizados en esta Tesis doctoral. Aporta amplia información bibliográfica sobre estos productos

y sobre la purificación de proteínas de membrana. http://www.anatrace.com.

1.5. Diseño de oligonucleótidos (primers).

1.5.1. Primer Select:

Es un programa perteneciente al paquete DNAstar que busca oligonucleótidos sobre

una secuencia introducida por el usuario, permitiendo fijar determinados parámetros como la

temperatura de hibridación, la longitud de los oligonucleótidos y del producto de PCR. Se

puede adquirir en: http://dnastar.com.

1.6. Análisis estadístico:

1.6.1. GraphPAD Prism v4.0:

Este programa permite realizar el análisis de diferentes estadísticos como el test t o

introduciendo las medias, errores y número de repeticiones obtener los valores de KM y Vmáx

mediante regresión no lineal aplicando la ecuación de Michaelis Menten.

2. Técnicas de obtención, manipulación y análisis de DNA.

En la realización de esta Tesis doctoral las técnicas de manipulación de DNA han sido
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ampliamente utilizadas.

2.1. Técnicas básicas generales.

Estas técnicas son más o menos comunes en todos los laboratorios de Biología

Molecular, y se pueden encontrar ampliamente detalladas en los manuales Molecular Cloning.

A Laboratory Manual (Sambrook et al., 1989) y Current Protocols in Molecular Biology (Coligan

et al., 2001), así como en anteriores Tesis doctorales de nuestro grupo de investigación.

A continuación aparece una lista de las técnicas relacionadas con la manipulación de

DNA utilizadas habitualmente durante la realización de esta Tesis doctoral:

2.1.1. Generación y manipulación de bacterias competentes.
2.1.2. Transformación de bacterias competentes.
2.1.3. Obtención de plásmidos de cultivos bacterianos (MiniPrep y MaxiPrep, Qiagen).
2.1.4. Análisis del DNA con enzimas de restricción.
2.1.5. Electroforesis en geles de agarosa.
2.1.6. Purificación del DNA a partir de un gel de agarosa o en solución.
2.1.7. Tratamiento con fosfatasa alcalina.
2.1.8. Extracción del DNA con fenol-cloroformo y precipitación con etanol.
2.1.9. Ligación del DNA.
2.1.10. PCR (Polymerase Chain Reaction).

2.2. Mutagénesis dirigida.

Esta técnica ha sido ampliamente utilizada en esta Tesis doctoral. La eliminación de

cisteínas endógenas para la construcción de SteT cysless (sin cisteínas) y su posterior

introducción individualizada en las posiciones de interés se realizó mediante mutagénesis

dirigida. Existe un kit comercial (QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit; 200518

Stratagene) que permite la obtención rápida de los plásmidos mutantes a partir de DNA de

doble cadena con una eficiencia de alrededor del 80%.

El método se basa en una amplificación del DNA por PCR con dos oligonucleótidos

complementarios a cada una de las cadenas de DNA parental y que contienen la mutación

deseada. Se utiliza como polimerasa la Pfu Turbo, que replica ambas cadenas del plásmido

con alta fidelidad sin desplazar el oligonucleótido mutado. Después de la amplificación, un

tratamiento con Dpn I (endonucleasa específica de DNA metilado) nos sirve para digerir la

cadena parental y seleccionar las cadenas sintetizadas in vitro. A continuación se transforma el

DNA en células E. coli XL1-Blue supercompetentes y se analizan los clones seleccionados

primero por restricción y después por secuenciación.
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Los mutantes generados durante esta Tesis doctoral han seguido el programa de PCR

que se detalla a continuación, partiendo de 20 ng de DNA parental: 30 segundos de

desnaturalización a 95 ºC, 1 minuto de anillamiento a 55 ºC y 12 minutos de elongación a 68

ºC, repetido por 18 ciclos; y una bajada final de temperatura hasta 15 ºC ó 4 ºC.

En el apéndice B se encuentran detallados los oligonucleótidos de mutagénesis

utilizados en la realización de esta Tesis doctoral. En su diseño se tuvo en cuenta:

- Situar la mutación en el centro del oligonucleótido.

- Cercano a los 30 pares de bases de longitud.

- Asegurar un contenido de GC mínimo del 40%, procurando terminar en una o más G o C.

2.3. Secuenciación.

Es una reacción que se utiliza para conocer la secuencia de un fragmento de DNA

después de una amplificación por PCR, una mutagénesis, una construcción, etc. En este

trabajo se ha utilizado el kit comercial ABI PRISMTM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready

Reaction. Esta reacción consiste en una PCR cuya amplificación es aritmética y en la que se

incluyen dideoxinucleótidos fluorescentes. El programa de PCR utilizado se detalla a

continuación: 30 segundos de desnaturalización a 96 ºC, 15 segundos de anillamiento a 37 ºC

y 4 minutos de elongación a 60 ºC, repetido durante 25 ciclos; y bajada final de temperatura

hasta 15 ºC.

Finalizada la amplificación, se procede a la precipitación de la muestra con etanol y

EDTA: se añaden 10 μl de agua destilada, 63 μl de etanol 95% y 5 μl de EDTA 125 mM, se

agita con vortex y se deja incubando durante 15 minutos a temperatura ambiente. A

continuación, se centrifuga 20 minutos a 14000 rpm a 4 ºC, se aspira el sobrenadante, se lava

dos veces el precipitado con 200 μl de etanol 70% seguido de una centrifugación de 5 minutos 

a 14000 rpm y se deja secar al aire.

Las reacciones de secuencia de esta Tesis doctoral han sido analizadas por los

Serveis Científico-Tècnics de la U. de Barcelona. Con esta técnica se han confirmado todas las

mutaciones introducidas por mutagénesis dirigida y la fidelidad del cDNA restante.

3. Cultivos.

Cuando se manipulan células en cultivo se deben seguir unas normas muy estrictas de

limpieza y esterilidad con la finalidad de minimizar cualquier riesgo de contaminación. La sala

de cultivos celulares está separada del resto del laboratorio y se trabaja siempre dentro de una

campana de flujo laminar vertical que se limpia con etanol al 70% antes de empezar a trabajar,

a parte de haber sido irradiada con rayos UV cuando no estaba siendo utilizada. El uso de
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llama dentro de ésta es opcional. Con levaduras y bacterias se trabaja siempre al lado de la

llama de un mechero Bunsen. Para evitar contaminaciones no se debe pasar las manos o

cualquier objeto no estéril sobre el material estéril. Los medios de cultivo, las soluciones y

todos los materiales que entran en contacto con las células han de esterilizarse, bien por

filtración con filtros de 0,22 μm de diámetro de poro o por otros métodos (autoclave, irradiación,

etc.). Estas condiciones se mantienen cuando las botellas se abren y cierran sólo dentro de la

campana. Además, estas soluciones se atemperan a 37 ºC antes de ser utilizadas con células

HeLa o a 30 ºC si son para levadura. Los restos biológicos se tratan con lejía al 30% y los

materiales utilizados se autoclavan. Una vez finalizado el trabajo dentro de la campana se

limpia la superficie con etanol al 70% y se reduce el flujo a las condiciones de mantenimiento.

Generalmente, las células se mantienen en incubadores con las siguientes condiciones: 37 ºC,

90% de humedad relativa y 5% de CO2. Por el contrario, las levaduras se mantienen en tubos

Falcon en la cámara fría (aguantan meses) o en forma de gliceroles congelados en el -80 ºC.

Finalmente, las bacterias se mantienen en placas de LB-agar en la cámara fría (aguantan

semanas) o en forma de gliceroles congelados en el -80 ºC.

3.1. Cultivos de células HeLa.

3.1.1. Medios de cultivo:

Los medios de cultivo se guardan a 4 ºC hasta la fecha de caducidad que indica la

casa comercial y, una vez suplementados, se mantienen como máximo un mes a esta

temperatura. La suplementación consiste en la adición de sustancias como L-glutamina,

antibióticos o suero a partir de un stock que se mantiene a -20 ºC. Los antibióticos utilizados

rutinariamente son la penicilina y la estreptomicina: la primera es un agente bacteriostático que

sólo elimina bacterias en crecimiento (inhibe la síntesis de peptidoglicanos de la pared

bacteriana), y la segunda es un aminoglucósido que inhibe específicamente la síntesis proteica

del ribosoma bacteriano 70S. El suero que se ha utilizado es Fetal Bovine Serum (FBS). El

suero se somete a un tratamiento previo de inactivación (30 minutos a 56 ºC) del sistema del

complemento y de anticuerpos que pueden estar presentes.

3.1.2. Condiciones de cultivo de células HeLa:

Durante la realización de esta Tesis doctoral se ha trabajado con el tipo de línea celular

llamado HeLa. Las células HeLa (ATCC CCL-2) proceden de adenocarcinoma de cérvix

humano. Presentan un fenotipo epitelial y tienen incorporado secuencias del papilomavirus

humano 18 (HPV-18). Estas células son ampliamente utilizadas para el estudio de diferentes

proteínas expresadas de manera transitoria. Proliferan muy rápido por lo que deben

subcultivarse al menos dos veces por semana, normalmente lunes y viernes. El número de

pases afecta a la transfección transitoria. A partir del pase 35-40 el porcentaje de células

transfectadas decae considerablemente.

Las células HeLa se han mantenido en incubadores con 90% de humedad relativa, 5%
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de CO2 y temperatura de 37 ºC. Han crecido en el medio de cultivo DMEM (Dulbelcco’s

Modified Eagle’s Medium, 41966-029 GIBCO; con L-glutamina y D-glucosa) suplementado con

100 U/ml de penicilina y 100 μg/ml de estreptomicina (17-602A, BioWhitaker) y 10% (v/v) de

FBS previamente inactivado (ver apartado 3.1.1).

3.1.2.1 Subcultivo:
El subcultivo consiste en la separación de las células de la superficie donde están

adheridas por acción de una proteasa y su redistribución posterior en placas para realizar

experimentos o, simplemente, mantenerlas en crecimiento.

Materiales y reactivos:

- PBS (Sodium Phosphate Buffer) estéril

- Tripsina-EDTA (5% y 2%, respectivamente) (25300-062, GIBCO)

- Medio de cultivo suplementado

Procedimiento:

Normalmente se subcultivan células a partir de placas de 100 mm de diámetro que

alcanzan el 100% de confluencia o incluso el 150%. Se elimina el medio que cubre las células

y se hacen 2 lavados con 10 ml de PBS. Se añade 1 ml de tripsina y se incuba a temperatura

ambiente durante 3 minutos aproximadamente. El proceso puede tener lugar a 37 ºC pero

evitando siempre una sobreexposición a la tripsina ya que ésta puede causar daños

importantes en las células. Una vez tripsinizadas, se acaban de desenganchar de la placa con

ligeros golpes contra la palma de la mano e inmediatamente se añaden 9 ml de medio

suplementado. Las células se resuspenden con una pipeta de 10 ml hasta conseguir una

suspensión que se plaquea diluida en función de la cantidad y del tiempo en el que

necesitemos las células. Así, si una placa de 100 mm confluente al 100% se tripsiniza y se

siembra a un 10% de confluencia tardará 2-3 días en volver a un 100% de confluencia. En el

caso de que se utilicen para una transfección transitoria, a partir de una placa confluente al

100% se siembra a un 20% a primera hora de la mañana, de manera que si se transfecta por

la tarde estará a un 30-40% de confluencia. No conviene hacer diluciones mayores ya que la

homogeneidad de la población podría verse alterada.

3.1.2.2 Congelación y descongelación:

Las células tripsinizadas se sedimentan a 1200 rpm (200 g) durante 4 minutos y se

resuspenden en 10 ml de medio de cultivo DMEM (previamente en hielo) que contiene 20% de

FBS y 10% de DMSO (D2650, Sigma) como agente crioprotector. La suspensión se distribuye

en criotubos (tres por placa de 10 cm confluente), enfriados previamente en hielo, que se

colocan en un recipiente de isopropanol para congelar células y se congela a -80 ºC. Después

de 24 horas se pasan a un tanque de nitrógeno líquido. Es muy importante que el proceso de

congelación sea lento. Por esto, se recomienda el uso del tanque de isopropanol en el que la
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temperatura disminuye 1 ºC por minuto.

La descongelación, en cambio, es un proceso que debe llevarse a cabo de manera

muy rápida. El criotubo se saca del tanque de nitrógeno líquido y se descongela a 37 ºC. La

suspensión de células se diluye en 10 ml de medio de cultivo que está a 37 ºC y se precipita a

200 g durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se elimina el sobrenadante, las células se

resuspenden en 10 ml de medio de cultivo fresco y se siembran en una placa de 100 mm. Al

día siguiente se cambia el medio para eliminar las células muertas no adheridas a la placa.

3.1.2.3 Detección de micoplasma:

El micoplasma es un parásito intracelular que puede afectar a los cultivos celulares sin

indicios aparentes de contaminación. Por eso es aconsejable realizar un test de micoplasma

periódicamente. En este trabajo se ha utilizado el EZ PCR Mycoplasma Test Kit (Biological

Industries Co.) basado en la amplificación por PCR del genoma del parásito. Contiene

oligonucleótidos degenerados capaces de amplificar un trozo de secuencia de las ocho

especies más comunes del parásito. Para que el test sea fiable se utiliza 1 ml de medio de

cultivo que haya estado en contacto con las células un mínimo de 48 horas.

3.1.3. Transfección celular transitoria:

El estudio funcional de una proteína requiere, en muchos casos, su expresión

transitoria en una línea celular. En este trabajo se ha utilizado el método de transfección

basado en la introducción de un coprecipitado de DNA exógeno y fosfato cálcico dentro de la

célula (Wigler et al., 1979; Sambrook et al., 1989). El mecanismo por el cual el precipitado

entra en la célula no está muy claro, aunque se cree que inicialmente se adhiere a la superficie

de la célula y por endocitosis se incorpora al interior de ésta. Este precipitado se forma al

mezclar dos soluciones, una salina que contiene cloruro cálcico y otra de tamponación que

contiene el fosfato. El DNA presente queda incorporado en los cristales del precipitado

formado.

Uno de los parámetros más importantes en este método es el pH de la solución que

contiene el fosfato. Pequeñas variaciones en este factor determinan el tamaño del precipitado

y por consiguiente su endocitosis en la célula. Se recomienda probar la eficiencia de

transfección con soluciones de fosfato de diferente pH dentro de un rango óptimo teórico de

6.5-7. Este rango puede variar considerablemente entre las diferentes líneas celulares y la

calidad del DNA que se utiliza.

Para monitorizar la eficiencia de transfección, en este trabajo se ha utilizado un

plásmido que codifica la Green Fluorescent Protein (GFP). Las células se cotransfectan con el

plásmido de interés y un 10% de plásmido GFP. De esta manera, se puede conocer el

porcentaje de células transfectadas cuando se cuentan en un citómetro de flujo. Normalmente

las eficiencias de transfección oscilan entre el 70-90%. Muestras con eficiencias inferiores al

50% son descartadas.

Un parámetro que puede ser importante en la formación del precipitado es la cantidad
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de DNA. En este trabajo se ha utilizado siempre la misma cantidad en función del número de

células a transfectar: 20 μg de DNA en una placa de 100 mm; 40 μg de DNA en una placa de

150 mm.

Finalmente, se debe tener en cuenta la densidad del cultivo celular en el momento de

la transfección. Este parámetro depende del tipo celular y del método de transfección que se

utilizan. Las transfecciones con fosfato cálcico de células HeLa se realizan sobre cultivos que

se encuentran entre un 20% y un 40% de confluencia.

Materiales y reactivos:

- Solución de calcio: CaCl2 500 mM y BES 100 mM (Fluka). El pH se ajusta a 6.95, se filtra y

se conserva a temperatura ambiente. Si se prepara más de 50 ml se hacen alícuotas que se

mantienen a -20 ºC.

- Solución de fosfato: NaCl 50 mM, Na2HPO4 0.75 mM, NaH2PO4 0.75 mM y BES 50 mM. Se

hacen alícuotas que oscilan entre sí 0.02 puntos de pH con NaOH. Se filtran y se guardan a

temperatura ambiente.

- Agua inyectable de Braun (Aqua B. Braun, B. Braun Medical SA) o H2O MilliQ estéril.

- Preparaciones de DNA concentradas a 1mg/ml obtenidas a partir de un cultivo bacteriano de

500 ml por MaxiPrep (12163, Qiagen).

- PBS estéril.

Procedimiento:
Todo el proceso de transfección se lleva a cabo en una campana de flujo laminar ya

que implica la manipulación de células en cultivo. Las células se siembran el día antes o el

mismo día por la mañana teniendo en cuenta que deben alcanzar el 20-40% de confluencia en

el momento de la transfección. El medio de cultivo se reemplaza por medio fresco antes de la

transfección. La mezcla de DNAs para transfectar células crecidas en una placa de 10 cm de

diámetro se prepara en un tubo estéril de 15 ml: 18 μg del DNA de interés, 2 μg de plásmido 

GFP y hasta 250 μl de agua. Si se trata de una placa de 15 cm se utiliza el doble y si es una 

transfección doble o triple, se mezclan cantidades equimolares de DNA. Se añaden 250 μl de 

la solución de calcio y se agita vigorosamente para mezclar el calcio y el DNA. Se introduce

una pipeta de 2 ml y con el pipeteador automático se hacen burbujas mientras se añaden 500

μl de la solución de fosfato gota a gota. Se deja reposar 15 minutos a temperatura ambiente

para favorecer la formación de los precipitados. Es importante que la temperatura de la

campana no sea elevada. Transcurrido este tiempo, se vuelve a hacer burbujas con el

pipeteador automático durante 15-20 segundos y se añade a las células gota a gota mientras

se agita la placa para distribuir la solución de transfección.

Pasadas 12-20 horas se sacan las células del incubador, se lavan dos veces con PBS

y se añade medio de cultivo fresco. Es conveniente que se reserve una alícuota de cada grupo

(5-10%) para sembrar en un pocillo de una placa de 6 y se destine para saber el porcentaje de

transfección en el citómetro de flujo. El método se basa en la distribución de las células según
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su fluorescencia. Las células transfectadas contienen el plásmido de GFP y, por tanto, emiten

fluorescencia en comparación con el resto. Al cabo de 24-48 horas de la transfección se puede

realizar la monitorización de la transfección y el experimento.

Todos los porcentajes de transfección evaluados durante esta Tesis doctoral se han

realizado en la unidad de citometría de los Serveis Científico-Tècnics de la U. de Barcelona. La

eficiencia mínima necesaria para los experimentos de transporte está en el 50-60%.

Generalmente, las transfecciones obtenidas oscilaban alrededor del 85%.

3.2. Cultivos de Pichia pastoris.

3.2.1. Soluciones:

- YPD: 10 g extracto de levadura + 20 g tristona + 900 ml H2O MilliQ. Se autoclava. Una vez

enfriado se añaden 100 ml dextrosa 20% autoclavada.

- BMGY: 10 g extracto de levadura + 20 g triptona + 700 ml H2O MilliQ. Se autoclava. Una vez

enfriado se añaden 100 ml KPi 1M pH 6.0, 100 ml YNB 10X, 100 ml GY 10X y 2 ml B 500X.

- BMMY: 10 g extracto de levadura + 20 g triptona + 700 ml H2O MilliQ. Se autoclava. Una vez

enfriado se añaden 100 ml KPi 1M pH 6.0, 100 ml YNB 10X, 100 ml M 10X y 2 ml B 500X.

- GY 10X: glicerol 10% estéril.

- M 10X: metanol 5% estéril.

- YNB 10X: 6.8 g YNB w/o (NH4)2SO4 + 20 g (NH4)2SO4 + 200 ml H2O MilliQ, se calienta

suavemente hasta su disolución y se filtra estérilmente.

- B 500X: 0.02% biotina.

3.2.2. Transformación y selección de clones:
Se sigue el protocolo EasySelectTM Pichia Expression Kit version G de Invitrogen. La

cepa de Pichia pastoris usada en este trabajo es la GS115.

Para transformar de forma estable Pichia pastoris, se debe utilizar DNA lineal, de

manera que una vez obtenida la MaxiPrep del constructo a transformar, éste se digiere con el

enzima de restricción SacI que produce un único corte en el vector y no corta ninguno de

nuestros insertos. Una vez digerido se transforma por el método del acetato de litio y se

plaquea en placas de YPD suplementadas con 100 μg/ml de zeocina, un antibiótico específico

para cultivo de levaduras para seleccionar las que han introducido el plásmido, ya que contiene

una resistencia a este antibiótico. Estas placas se dejan en una estufa a 30 ºC durante 2-3

días, para que las colonias alcancen un tamaño adecuado.

Para comprobar si dichas colonias poseen el constructo, se hace un tratamiento con

liticasa y después una PCR con oligonucleótidos específicos del vector y otra PCR con

oligonucleótidos internos de la proteína a expresar.

3.2.3. Expresión:
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3.2.3.1 Pequeña escala:

Para optimizar los diferentes parámetros de la expresión de nuestras proteínas se

realizan expresiones piloto que consisten en el crecimiento en un agitador a 30 ºC, 225 rpm y

O/N de 200 μl de un inóculo procedente de un cultivo líquido crecido O/N y guardado a 4 ºC en 

25 ml de medio BMGY con 100 μg/ml de zeocina hasta alcanzar una OD600 entre 2 y 6.

Entonces se centrifuga 5 minutos a 1500 g y se resuspende el precipitado de levaduras para

que quede a una OD600 de 1 en tampón BMMY de manera estéril. Se introduce en un

erlenmeyer de 250 ml estéril y se deja creciendo en las mismas condiciones. Cada 24 horas se

adiciona metanol para mantener la concentración en un 0.5%. Cada 12 horas se coge una

alícuota de 1 ml, se mira en el microscopio óptico que no esté contaminada y se centrifuga a

1500 g durante 10 minutos. Se congela el precipitado a -20 ºC para analizarlo posteriormente.

Una vez se tienen todos los tiempos se lisan las levaduras. Para ello se resuspenden

los precipitados con 100 μl de tampón de lisis: 50 mM NaPi pH 7.4, 5% glicerol, 1 mM PMSF y 

1 mM EDTA y se añade el mismo volumen de glass beads (Sigma, G9143-250G). Se hacen 8

ciclos de 30 segundos de agitación con vortex más 30 segundos en hielo. Se centrifuga

durante 10 minutos a 13000 rpm y se guarda el sobrenadante en hielo. Se valora el

sobrenadante por el método de BCA (apartado 4.2.2) antes de cargarlo en una electroforesis

SDS-PAGE (apartado 4.5) que se teñirá con Coomassie Brilliant Blue o haremos un análisis

por Western blot.

3.2.3.2 Media escala:
A partir de los resultados de las expresiones piloto se escogen los mejores clones de

cada proteína así como los tiempos de inducción óptimos y se preparan los cultivos de Pichia

pastoris con más volumen para obtener proteína en mayor cantidad.

A 1 erlenmeyer de 2 litros con 400 ml de medio BMGY se añaden 400 μl de zeocina y 

200 μl de un cultivo O/N guardado en la nevera y se deja creciendo a 225 rpm y 30 ºC hasta el

día siguiente.

Al día siguiente se mira la OD600 de una dilución 1/10, hasta que esté en torno a 0.4 (el

cultivo tiene una OD600 de 4). Se centrifuga de manera estéril el cultivo durante 10 minutos a

1500 g y temperatura ambiente. Se analizan 2 μl del cultivo en el microscopio óptico a 100 

aumentos para ver que no haya contaminación. Se resuspende el precipitado en 100 ml de

BMMY estéril.

Se añaden 175 ml de medio BMMY a cada uno de los 4 erlenmeyers de 1 litro

autoclavados y 25 ml del precipitado resuspendido. Se pone en un agitador a 30 ºC y 225 rpm.

Cada 24 horas se añade 1 ml de metanol puro estéril en cada erlenmeyer para

mantener la inducción y se analizan 2 μl del cultivo en el microscopio óptico a 100 aumentos 

para ver que no haya contaminación.

A las 80 horas de estar en medio BMMY se mide la OD600 final, que suele ser 16-20 y

se centrifugan los cultivos durante 5 minutos a 1500 g y 4 ºC. Se descarta el sobrenadante y se

resuspende el precipitado en 30 ml de Tris 20 mM pH 8, 0.5 mM EDTA. Se congela en N2
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líquido y se guarda a -80 ºC hasta su uso.

3.3. Cultivos bacterianos.

3.3.1. Sobreexpresión de proteína en E. coli:

La Dra. N. Reig puso a punto las condiciones de expresión de SteT como se muestra

en el apartado de Antecedentes de esta Tesis doctoral.

Una vez clonado y totalmente secuenciado el constructo con la proteína a

sobreexpresar en la cepa BL21DE3, se pica una colonia individual de la placa en un tubo

Falcon de 15 ml con 3 ml de LB y 100 μg/ml de ampicilina y se deja durante unas 6-10 horas a

37 ºC y 250 rpm. Pasado este tiempo se añade 1 ml de este crecimiento en un erlenmeyer de

500 ml o 1 litro con 200 ml de LB salt (ver Apéndice A) y 100 μg/ml de ampicilina y se deja O/N 

a 37 ºC y 250 rpm.

Al día siguiente se añaden 16 ml del crecimiento O/N a cada uno de los 8 erlenmeyers

de 2 litros con 800 ml de LB salt y 50 μg/ml de ampicilina (al fermentador de 10 litros se añaden 

200 ml de crecimiento O/N y 50 μg/ml de ampicilina y al fermentador de 50 litros se añade 1 

litro de crecimiento O/N y 50 μg/ml de ampicilina) y se deja crecer a 30 ºC y 250 rpm hasta 

conseguir una OD600 ~ 5 (aproximadamente tarda 3-3.5 horas). En este momento se añade 0.5

mM de IPTG y se vuelve a dejar a 30 ºC y 250 rpm durante 3 horas. Pasado este tiempo se

centrifuga 10 minutos a 10000 g y 4 ºC, se descarta el sobrenadante y se resuspende el

precipitado en el tampón de lisis: 20 mM Tris-HCl, 0.5 mM EDTA pH 8.0 antes de congelarlo a -

20 ºC.

4. Técnicas de obtención, manipulación y detección de proteínas de
membrana:

En esta Tesis doctoral se ha trabajado exclusivamente con proteínas de membrana, las

cuales por sus características de hidrofobicidad necesitan condiciones especiales para

mantenerse solubles en un entorno acuoso.

4.1. Obtención de membranas totales de cultivos de Pichia pastoris o E. coli:

Este método se ha utilizado para la obtención de muestras de proteína a partir de

cultivos de Pichia pastoris o E. coli para purificarlas, analizarlas por Coomassie Brilliant Blue y

por Western blot y reconstituirlas en PLs para realizar ensayos de transporte. Dado que nuestro

objeto de estudio han sido proteínas integrales de membrana, una de las estrategias que

hemos usado para enriquecer las preparaciones en las proteínas de interés ha sido realizar

lavados para eliminar aquellas proteínas de membrana que no son integrales.
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Materiales y reactivos:
- French Press.

- Tubos Beckman de 30 ml.

- Tubos Beckman de 80 ml para ultracentrífuga.

- Jeringa con aguja de 10 cm de longitud.

- Jeringuilla con aguja de 20 G.

- Homogeneizador de vidrio conectado a un politrón.

- Precipitado de células correspondiente a varios litros de cultivo de E. coli resuspendido en

tampón de lisis.

- Tampón de lisis (TL): 20 mM Tris-HCl, 0.5 mM EDTA, pH 8.0.

- Tampón de lavado (TW): 20 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl, pH 8.0.

- Tampón de resuspensión (TR): 20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 8.0.

Procedimiento:
Se descongela rápidamente el precipitado de células correspondiente a varios litros de

cultivo de Pichia pastoris o E. coli resuspendido en TL y se mantiene en hielo. Se lisan las

células en la French Press: 3 pasadas a 20000 psi manteniendo en todo momento la muestra

en hielo. Se centrifugan las células rotas en tubos Beckman de 30 ml durante 10 minutos a

10000 g y 4 ºC. El precipitado obtenido corresponde a restos grandes de células, o células que

no se han roto. Podemos resuspenderlo en tampón TL y guardarlo a -20 ºC para analizarlo.

También podemos separar una pequeña fracción del sobrenadante (que llamamos SN1), para

testarlo al final del proceso. Se realiza una ultracentrifugación del SN1. Para eso se ha de

traspasar a un tubo Beckman de ultracentrífuga de 80 ml y equilibrar muy bien los tubos en una

balanza de precisión. Se centrifuga el SN1 durante 1 hora a 4 ºC y 100000 g, que equivale a

42000 rpm en un rotor T875 de ultracentrifugación de ángulo fijo. Como resultado de la

ultracentrifugación, se obtienen un sobrenadante y un precipitado. La fracción de membranas

totales corresponde a esta última, y se resuspenden en 30 ml de TL con una jeringa con una

aguja de 10 cm de longitud antes de homogeneizarlo durante 1.5 minutos con un

homogeneizador de vidrio conectado a un politrón. Se repite la ultracentrifugación y la

resuspensión se hace ahora con el tampón TW. Se repite la ultracentrifugación y la

resuspensión se realiza con un volumen de 2-3 ml de tampón TR y con la ayuda de una

jeringuilla con una aguja de 20 G. Se congelan en N2 líquido pequeñas alícuotas (200-500 μl) y 

se guardan a -80 ºC hasta su uso.

4.2. Determinación de la concentración de proteínas.

Existen distintos métodos para la valoración de la concentración de proteínas. En esta

Tesis doctoral se han utilizado tres de ellos: el método de Bradford y el método de BCA para

proteínas en solución y el método de Schaffer weissman para proteínas contenidas en PLs. La

elección entre Bradford y BCA depende de la presencia de detergentes y otros compuestos en
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la muestra, en cuyo caso se suele recomendar el uso del método de BCA para evitar

interferencias en la lectura de la absorbancia ya que es más tolerante con determinados

detergentes y concentraciones.

4.2.1. Método de Bradford:

El método se basa en el cambio del pico de absorbancia en una solución ácida de

Coomassie Brillant Blue G-250 cuando se une a proteínas. El cambio del máximo de

absorbancia es de 465 a 595 nm. No se aconseja para muestras que contengan

concentraciones significativas de detergentes ya que pueden interferir en la lectura de la

absorbancia.

Materiales y reactivos:
- Solución comercial BioRad Protein Assay (Coomassie Brillant Blue, ácido fosfórico y

metanol) diluida 1/5 con H2O MilliQ (BioRad, 500,0006).

- Solución de γ-globulinas bovinas (1mg/ml) en tampón fosfato (Na2HPO4 50 mM, NaH2PO4 50

mM) pH 7.4. Se conserva a -20 ºC.

- Cubetas de plástico para espectrofotómetro de 1.5 ml de capacidad (aunque también puede

hacerse en placas de 96 pocillos para un lector de ELISA).

Procedimiento:

Se prepara la cantidad necesaria de reactivo Bradford diluido teniendo en cuenta que

se añade 1 ml por cubeta y que todas las muestras se hacen por duplicado (incluyendo la

curva patrón). La curva patrón comprende de 0 a 20 μg de γ-globulinas. En las cubetas se

depositan de 2 a 10 μl de las muestras. Se agitan las cubetas por inversión evitando siempre la 

formación de espuma y se mide la absorbancia a 595 nm. Cuando las proteínas están

demasiado concentradas es necesario hacer diluciones en H2O MilliQ.

4.2.2. Método de BCA:

En el caso que la muestra de proteína en solución contenga detergentes se utiliza el

método de BCA, de la casa comercial Pierce (Pierce BCA Protein Assay Reagent 23225). Se

basa en la reacción de Biuret. Las proteínas reaccionan con el cobre en la forma Cu2+,

formando Cu1+ en medio alcalino que reacciona con el reactivo BCA y forma un compuesto de

color púrpura. La lectura de la absorbancia se hace a 562 nm y se utiliza una solución de

albúmina 2 mg/ml para hacer la curva-patrón.

Materiales y reactivos:

- Pierce BCA Protein Assay Reagent (23225, Pierce)

- Albúmina 2 mg/ml (Pierce, 23225)

- Placas de plástico de 96 pocillos

- Lector de ELISA (Biowhittaker Microplate Reader 2001).
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Procedimiento:

El reactivo que contiene el Cu2+ se diluye 1/50 con la solución de dilución y se añaden

200 μl de esta solución por cada 10 o 20 μl de muestra, en el caso de utilizar placas de 96 

pocillos. Se debe tener en cuenta que las muestras se hacen por triplicado, incluida la curva

patrón que comprende de 0 a 20 μg de proteína. Como indican las instrucciones del kit, se

incuba durante 30 minutos a 37 ºC y se procede a la lectura de la absorbancia.

4.2.3. Método de Schaffer Weissman:

Este método permite la valoración de proteínas en muestras que además de

detergentes tienen lípidos, como son los PLs. Se basa en la disolución de los PLs por la acción

del SDS, la precipitación de las proteínas con el TCA y su tinción con Negro Amido. La lectura

de la absorbancia se hace a 630 nm.

Materiales y reactivos:
- Albúmina 2 mg/ml (Pierce, 23225).

- Tampón 1: Tris-HCl 1M pH 7.5, 10% SDS.

- TCA 60% y 6%.

- Filtros Sartorius de nitrato de celulosa con poros de 0,45 μm de diámetro (Sartorius,11306-

25-N).

- Placas de Petri.

- Negro Amido al 0.1% disuelto en metanol:ácido acético:agua, 45:10:45 (en volumen).

- Tampón 2: metanol:ácido acético:agua, 90:2:8 (en volumen).

- Tampón 3: 25 mM NaOH, 0.05 mM EDTA pH 8, 50% etanol.

- Cubetas de plástico para espectrofotómetro de 1.5 ml de capacidad.

Procedimiento:
Se prepara en eppendorfs una recta patrón de 0 a 20 μg de albúmina (típicamente

usamos 0, 1, 2, 5, 10, 15 y 20 μg) y se ajusta el volumen a 270 μl con H2O MilliQ. Se cogen 20

μl de cada uno de los PLs a valorar (y de los lípidos totales de E. coli porque contienen

proteína que se restará al valor obtenido a los PLs) por duplicado y se ajusta el volumen como

en el patrón de albúmina.

La valoración se hace de 10 en 10 puntos. Se añaden 30 μl del tampón 1 a esos 10

eppendorfs, se agita con vortex y se deja 10 minutos a temperatura ambiente. Pasado ese

tiempo cada minuto se añaden 60 μl de TCA 60% a un eppendorf y se agita con vortex. Al

pasar 20 minutos de la adición, se recoge todo el contenido del eppendorf con una pipeta y se

deja ir en un filtro colocado en el sistema de filtración, gota a gota, en la parte central. Se lava

el eppendorf con 300 μl de TCA 6%, se recoge con la misma pipeta y se pasa por el filtro. Se

lava el filtro 2 veces con 2 ml de TCA 6%. Se retira el filtro del sistema de filtración y se coloca

en una placa de Petri con unas gotas de agua para que no se seque.

Se tiñen los filtros en una placa de Petri durante 3 minutos en la solución de Negro
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Amido. Se lavan en otra placa de Petri durante 30 segundos con H2O MilliQ. Se pasan a otra

placa de Petri con tampón 2 durante 1 minuto. Se repiten los dos últimos pasos 2 veces más y

finalmente se dejan en la placa de Petri con H2O MilliQ durante 2 minutos antes de ponerlos a

secar en una bandeja con papel.

La proteína aparece de forma visible como redondas de color azul, que se recortan y

se introducen en eppendorfs a los que se añade 1 ml del tampón 3. Se deja eluir 1 hora a

temperatura ambiente con agitación ocasional antes de traspasarlo a las cubetas. Se mide la

absorbancia a 630 nm antes de 2 horas.

4.3 Purificación de proteínas de membrana con cola de histidinas.

Se ha utilizado un procedimiento en discontinuo usando una resina de níquel: Ni-NTA

Agarose (Qiagen) para purificar las proteínas sobreexpresadas con una cola de 6 histidinas

situada en la región C-terminal de la proteína. Esta resina de agarosa de ácido níquel-

nitrilotriacético posee iones níquel inmovilizados en su superficie capaces de interaccionar

fuertemente con estos residuos de histidinas. Este método permite la purificación de proteínas

expresadas en diferentes sistemas celulares en condiciones tanto nativas como

desnaturalizantes. Las condiciones de purificación fueron establecidas por la Dra. N. Reig

como se explica en el apartado de Antecedentes de esta Tesis doctoral.

Materiales y reactivos:
- Ni-NTA Agarose (Qiagen, 1018244).

- Membranas totales obtenidas como explica el apartado 4.1.

- Tampón de solubilización (TS): 20 mM Tris-HCl pH 8, 20% glicerol, 50 mM NaCl, 0.5%

DDM.

- Tampón de lavado (TL): 20 mM Tris-HCl pH 8, 20% glicerol, 200 mM NaCl, 0.05% DDM, 10

mM Imidazol.

- Tampón de elución (TE): tampón de lavado suplementado con 500 mM Imidazol.

- Tampón de centricón (TC): 20 mM Tris-HCl pH 8, 20% glicerol, 200 mM NaCl, 0.05% DDM.

- Tubos Beckman para ultracentrífuga de 8 ml.

- Aguja de 20 G.

- Columna de purificación Poly-Prep Chromatography Columns 0.8 x 4 cm (Biorad).

- Amicon Ultra de 4 y de 15 ml con membrana de celulosa regenerada y un poro de 10 kDa

(Millipore, UFC801096 y UFC901024).

Procedimiento:
Antes de la purificación, la resina se lava 3 veces con 10 ml H2O MilliQ que se

descartan tras centrifugar 1 minuto a ~160 g y después 3 veces más con TL. Finalmente se

resuspende con 5 ml de TL y se deja equilibrar en un orbital durante 1 hora aproximadamente a

4 ºC.
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La solubilización se realiza descongelando rápidamente las membranas totales con la

proteína a purificar sobreexpresada en TS a una concentración de proteína de 2 mg/ml de y se

deja 1 hora a 4 ºC en un agitador orbital. Pasado este tiempo se ultracentrifuga en los tubos

Beckman durante 1 hora a 100000 g y 4 ºC. Se resuspende el precipitado con H2O MilliQ en el

mismo volumen de la solubilización con la ayuda de una aguja de 20 G y se guardan unos 50 μl 

junto con 50 μl del sobrenadante para su posterior valoración y realización de un Coomassie

Brilliant Blue y/o un Western blot. El sobrenadante se incuba con la resina equilibrada

(anteriormente se ha centrifugado la resina para descartar el sobrenadante como en los

lavados) durante al menos 2 horas. Pasado este tiempo se centrifuga la resina durante 1

minuto a ~160 g y 4 ºC y se guardan 50 μl de la fracción no unida a la columna. Se resuspende

la resina en 10 ml de TL y se vuelve a centrifugar. Se repite el lavado 2 veces más y finalmente

se resuspende en 5 ml por cada columna que se quiera preparar (en cada columna se añade

como máximo 1.5 ml de resina inicial) y se ponen estos 5 ml a empaquetarse en una columna.

Una vez empaquetada la resina y sin dejar que se seque, se llena la columna con el TL (~15

ml) y se deja que pase a través de la resina. Se repite el lavado una vez más antes de añadir

10 ml de TE. Se recoge la elución y se concentra en un Amicon Ultra a 3220 g y 4 ºC hasta

obtener un volumen inferior a 1 ml. Para reducir la cantidad de imidazol se añaden 10 ml del

TC y se vuelve a concentrar hasta el volumen de interés. Se valora la concentración de esta

proteína por el método de BCA (ver apartado 4.2.2) y se analiza su pureza por Coomassie

Brilliant Blue.

4.4. Determinación de la concentración de detergente.

Para la valoración de detergentes se utiliza un protocolo de valoración de azúcares, ya

que el detergente utilizado en esta Tesis doctoral es DDM, que tiene como base un azúcar, de

hecho es un maltósido por lo que hay que tener en cuenta que cada molécula de DDM se

descompondrá en dos moléculas de azúcares. Este protocolo es una adaptación realizada por

el autor de esta Tesis doctoral del método descrito en el artículo Urbani et al., 2005. Este

método se basa en la reacción colorimétrica del azúcar del detergente con el fenol y el ácido

sulfúrico. Más concretamente, mediante reacciones de condensación de derivados furfurales,

generados por la deshidratación de azúcares en ácido sulfúrico concentrado, con moléculas

aromáticas como el fenol, se genera un cromógeno p-semiquinonoide. Esto permite una

cuantificación precisa del detergente unido a proteínas de membrana midiendo la absorbancia

a 490 nm.

Materiales y reactivos:
- DDM 10%.

- Ácido sulfúrico 95%.

- Fenol 5% en peso disuelto en H2O MilliQ.

- Baño de agua a temperatura ambiente.
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- Cubetas de plástico para espectrofotómetro de 1.5 ml de capacidad.

Procedimiento:

Se hace una recta patrón de DDM de 0 a 160 μg (típicamente 0, 4, 8, 12, 16, 20, 40, 80

y 160 μg). La linealidad se pierde a partir de 20 μg, pero visualmente podemos distinguir si una

muestra está más cerca del patrón de 40, 80 o 160 μg para diluirla adecuadamente antes de

volver a valorarla.

Se añaden 50 μl de muestra (ha de tener entre 2.5 y 10 μg de proteína) en un

eppendorf de 2ml. Se añaden de manera que quede homogéneo sin necesidad de agitar con

vortex, y en este orden, 250 μl de fenol 5% y 600 μl de ácido sulfúrico 95%, sin cerrar el

eppendorf ya que la reacción es fuertemente exotérmica. Se observa la aparición de color,

desde amarillo para las que contienen menos detergente, pasando por el naranja y el rojo

hasta llegar al granate de las más concentradas. Se deja enfriar los eppendorfs durante 20

minutos en un baño a temperatura ambiente. Una vez enfriados se tapan los eppendorfs y se

agitan con vortex antes de traspasar el contenido a las cubetas. Se mide la absorbancia a 490

nm.

4.5. Electroforesis SDS-PAGE.

La electroforesis de proteínas en un gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) es

uno de los sistemas más comúnmente utilizados para separar proteínas en función de su masa

molecular (Laemmli 1970). Previo a la electroforesis, se añade a la muestra de proteínas

tampón de carga que contiene una cantidad de SDS suficiente para desnaturalizarlas y

conferirles carga negativa. De esta manera, se mantiene constante su relación carga/masa.

Cuando estas muestras se someten a un campo eléctrico establecido sobre un gel que

contiene una malla del polímero acrilamida-bisacrilamida, las proteínas se resuelven en función

de su tamaño. En este tipo de electroforesis se preparan dos geles de diferente pH y

concentración de acrilamida: el gel concentrador y el gel separador. En el gel concentrador las

proteínas se mueven muy rápido debido al gran tamaño de poro facilitando así que todas

entren a la vez en el gel separador. El porcentaje de acrilamida del gel separador varía en

función de la masa molecular de las proteínas que nos interesa separar. Para el caso de las

LSHATs, que se encuentran alrededor de los 40-50 kDa, un gel del 10% de acrilamida permite

que se separen bien.

En paralelo a las muestras, se corren estándares preteñidos de diferentes tamaños

moleculares, lo que nos permite visualizar la separación de las proteínas y calcular

aproximadamente su tamaño molecular.

En este trabajo se ha utilizado el sistema de electroforesis Mini-Protean (BioRad).

Permite trabajar con volúmenes de muestra relativamente pequeños (20-100 μl) y manipular

fácilmente los geles. Una vez hecha la electroforesis, las proteínas pueden visualizarse

directamente mediante una tinción con Coomassie Brilliant Blue o con Nitrato de plata. Si se
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quiere detectar una proteína concreta se hace un análisis por Western blot.

Materiales y reactivos:

- Tampón de carga Laemmli x3 (LSB x3): 4 ml Tris-HCl 1.5 M pH 6.8, 12 ml glicerol 87%, 1.2 g

SDS, 1 mg Azul de Bromofenol y H2O MilliQ hasta 20 ml. A partir de éste se hacen diluciones

en H2O MilliQ para obtener LSB x2 y LSB x1.

- Gel concentrador (stacking gel): Acrilamida 3.3%; bis-N,N’-metilenbisacrilamida 0.088%; Tris-

HCl 0.125 M pH 6.8; SDS 0.1%; Persulfato amónico 0.1%, y TEMED 6.6 mM. Se preparan 3

ml.

- Gel separador (running gel): Acrilamida 6%, 7.5%, 10%, o 12% según el tamaño de

proteínas que queremos separar; bis-N,N’-metilenbisacrilamida 0.27%; Tris-Base 0.375 M pH

8.8; SDS 0.1%; Persulfato amónico 0.1%, y TEMED 2.2mM. Se preparan 7.5 ml.

- Tampón de electroforesis x10: Tris-Base 250 mM, glicina 1.9 M y SDS 0.1%. Se guarda a

temperatura ambiente.

- Marcadores de tamaño molecular preteñidos (Broad range molecular weight markers;

BioRad, 161-0318).

- DTT 2 M en agua destilada. Se conserva a -20 ºC y cuando se descongela se mantiene en

hielo.

- MiniProtean (BioRad).

- Jeringas Hamilton de 25 y 50 μl.

- Isopropanol.

Procedimiento:
- Polimerización de los geles: Se montan los vidrios del sistema de electroforesis según las

instrucciones del fabricante. Se prepara el gel separador teniendo en cuenta que el TEMED es

catalizador de la reacción de polimerización por lo que se añade en último lugar. El gel se

vierte entre los vidrios hasta que el volumen ocupe tres cuartas partes de éstos

aproximadamente. Se deposita una ligera capa de isopropanol para nivelar el gel, eliminar

burbujas de aire y evitar que el oxígeno inhiba la polimerización. Una vez polimerizado el gel

(tarda 10-15 minutos aproximadamente), se decanta el isopropanol y se añade el gel

separador. Inmediatamente se coloca el peine sumergiéndolo en el gel y se deja que

polimerice a temperatura ambiente.

- Preparación de las muestras: En un eppendorf se deposita la cantidad de proteínas

deseada teniendo en cuenta el volumen máximo final que entra en el pocillo del gel

concentrador: 80 μl en un peine de 10 pocillos de 1.5 mm de grosor y 40 μl en un peine de 15

pocillos de 1.5 mm de grosor, ambos para un sistema MiniProtean. Se añade LSB x2

necesario para que la concentración de LSB final sea x1. En el caso de que el volumen de la

muestra sea muy grande se utiliza LSB x3. Cuando las muestras se tratan con DTT (para

eliminar interacciones por puentes disulfuro), éste se añade sobre la muestra con LSB a una

concentración final de 100 mM. A diferencia de cuando se trabaja con proteínas solubles, con
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proteínas de membrana no se hierven las muestras para evitar su agregación, en su lugar una

vez preparadas se dejan 5 minutos a temperatura ambiente antes de cargarlas.

- Electroforesis: Una vez preparadas las muestras y polimerizado el gel concentrador se

sacan los peines, se colocan los geles en el sistema y se sumerge en una cubeta con tampón

de electroforesis. Se cargan las muestras y los marcadores de peso molecular con una jeringa

Hamilton. Se coloca la tapa con los electrodos y se conecta a una fuente de alimentación. Se

fija el amperaje a 30 mA por gel y se corre durante 90 minutos a temperatura ambiente.

Finalmente, se desmonta el sistema y se separan los vidrios. A continuación, el gel se puede

teñir para visualizar las proteínas (ver apartado 4.5.1) o para un análisis de Western blot (ver

apartado 4.5.2).

4.5.1. Métodos de tinción de geles:

La detección de proteínas en geles de poliacrilamida es esencial para la purificación y

el análisis de proteínas. Todos los protocolos implican la fijación de la proteína al gel. En esta

Tesis doctoral se han utilizado 2 métodos de tinción para monitorizar los pasos de purificación

de SteT y sus mutantes por histidinas:

- Con Coomassie Brilliant Blue, que es un método barato, sencillo y capaz de detectar 0.1 μg 

de proteína.

- Con Nitrato de plata, que es un método más sensible que el anterior capaz de detectar 1-10

ng de proteína.

4.5.1.1 Tinción Coomassie Brilliant Blue:

Materiales y reactivos:
- Solución de tinción: ácido acético 7.5%, isopropanol 25%, Coomassie Brilliant Blue 0.05%.

- Solución desteñidora: ácido acético 7.5%, isopropanol 7.5%.

Procedimiento:

Se sumerge el gel en una cubeta con solución de tinción y se deja 1-2 horas a

temperatura ambiente en agitación suave. Se hacen varios lavados a temperatura ambiente

con la solución desteñidora, al principio cada 15 minutos y después cada varias horas hasta

que se observan las proteínas fijadas teñidas en el gel. También se puede dejar directamente

destiñendo O/N a temperatura ambiente. De manera optativa, se puede secar el gel en un

secador durante 2 horas a 80 ºC para conservarlo.

4.5.1.2 Tinción de plata:
Existe un kit comercial de la casa Pierce (GelCode SilverSNAP Stain Kit, 24602) para

la tinción con plata de proteínas. Incluye cinco pasos: fijación del gel, lavado, tinción, revelado

y parada. Los volúmenes necesarios para teñir un gel del sistema Miniprotean son la mitad de

los indicados en el manual de instrucciones. Todos los recipientes que se utilizan han de ser

de vidrio y el que contiene el gel debe utilizarse exclusivamente para este tipo de tinción.
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4.5.2. Análisis porWestern blot:
El análisis por Western blot permite la identificación de una proteína separada por

electroforesis mediante un anticuerpo o sonda que la reconoce específicamente. Para realizar

este reconocimiento es necesario transferir las proteínas desde el gel a una membrana de

PVDF o nitrocelulosa, de forma que quedan inmovilizadas por adsorción. Una vez transferidas,

esta membrana se incuba con el anticuerpo primario y su presencia se revela con un segundo

anticuerpo conjugado a peroxidasa, o bien se incuba directamente con una sonda que ya está

unida a peroxidasa. En ambos casos, la peroxidasa en presencia de sustrato genera luz.

4.5.2.1 Transferencia:

Cuando las proteínas separadas por electroforesis se quieren destinar a análisis por

Western blot es necesario transferirlas a una membrana de PVDF o nitrocelulosa, de forma que

quedan inmovilizadas por adsorción.

Materiales y reactivos:

- Tampón de transferencia pH 8.3: 25 mM Tris-base, 192 mM glicina, 20% metanol.

- Membrana PVDF (InmobilonTM-P; Millipore, IPVH00010).

- Papel Whatmann 3MM.

- Mini-Protean TransBlot Cell (BioRad).

Procedimiento:
Después de la electroforesis se descarta el gel concentrador y el gel separador se

sumerge en el tampón de transferencia. Se corta un trozo de membrana del mismo tamaño que

el gel, se activa en metanol durante 1 minuto y después se hidrata en agua destilada durante 1

minuto Se cortan dos trozos de papel Whatmann del mismo tamaño. Se prepara una bandeja

que contiene 500 ml de tampón de transferencia en la que se hace el montaje. Sobre la parte

negra del sistema y en el siguiente orden se colocan una esponja, un papel Whatmann, el gel,

la membrana, un papel Whatmann y una esponja. La membrana se puede marcar con lápiz o

mediante un pequeño corte para controlar la orientación con respecto al gel y saber el orden de

carga de las muestras. Es muy importante que no queden burbujas entre el gel y la membrana

porque eso impide la transferencia de las proteínas. Finalmente, se cierra el sistema

procurando que no se muevan los elementos que hay en el interior. Se coloca en una cubeta

de transferencia orientado de manera que las proteínas migren del gel a la membrana al

desplazarse hacia al polo positivo. El sistema dispone de un bloque de hielo que evita un

calentamiento excesivo. Se llena la cubeta con tampón de transferencia y se aplica una

corriente constante de 250 mA durante 1 hora o bien se deja O/N con agitación a un voltaje

constante de 30 V. Una vez acabada la transferencia se desmonta el sistema procurando que

la membrana no se seque.
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4.5.2.2 Inmunodetección:

La inmunodetección permite la identificación mediante un anticuerpo o una sonda

específica, de una proteína previamente separada por electroforesis y transferida a una

membrana. El proceso consiste en el bloqueo de la membrana mediante la incubación en una

solución rica en proteínas, la incubación con el anticuerpo primario y con el anticuerpo

secundario conjugado con peroxidasa HRP (horse rabish peroxidase) o la incubación con una

sonda como la HisProbe-HRP (Pierce) que ya está unida a la peroxidasa HRP y la detección

con el sistema ECL (Enhanced Chimioluminiscence) de la casa comercial Amersham.

Materiales y reactivos:

- Solución de bloqueo: depende del tipo de anticuerpo primario que se utiliza. En este trabajo

se han utilizado: αb0,+AT y αHis con leche desnatada al 5% en PBS y αExpress con leche 

desnatada al 3% en TBS. Con la sonda HisProbe-HRP se utiliza leche desnatada al 3% en

PBST (0.2% Tween 20).

- Solución de anticuerpo primario: generalmente se prepara en la solución de bloqueo diluida.

En este trabajo se ha utilizado una dilución 1/1000 de αb0,+AT en leche 1% en PBS, una

dilución 1/5000 de αHis en leche 5% en PBS, una dilución 1/5000 de αExpress en leche 1% en

TBST (0.05% Tween 20) o una dilución 1/5000 de la sonda HisProbe-HRP en TBST (0.2%

Tween 20).

- Tampón de lavado: αb0,+AT con Tween 20 al 0.3% en PBS, αHis con Tween 20 al 0.05% en 

PBS, αExpress con Tween 20 al 0.05% en TBS y la sonda HisProbe con Tween 20 al 0.2% en

TBS.

- Solución de anticuerpo secundario: 1:25000 en la misma solución que se diluye el anticuerpo

primario, excepto αHis en leche 5% en PBST (0.05% Tween 20). Se han utilizado anticuerpos 

generados en burro acoplados a HRP, que reconoce anticuerpos policlonales de conejo (HRP-

conjugated donkey anti-rabbit solution, Sigma) para αb0,+AT o que reconoce anticuerpos

policlonales de conejo (HRP-conjugated donkey anti-mouse solution, Sigma) para αHis y 

αExpress.

- Reactivo ECL: este reactivo permite la detección de anticuerpos y sondas conjugados con

HRP debido a que la peroxidasa cataliza una reacción química que produce luz. (Amersham,

RPN 2209).

- Películas para autorradiografía.

- Soluciones de revelado y fijación (Kodak)

Procedimiento:

Para evitar al máximo la adsorción de anticuerpos en la membrana, ésta se preincuba

con una solución rica en proteínas, la solución de bloqueo. Las incubaciones posteriores con

los anticuerpos primario y secundario o bien con la sonda específica también se hacen en

soluciones que contienen proteínas. El bloqueo se lleva a cabo durante 1 hora a temperatura

ambiente con la solución adecuada para cada anticuerpo primario o la sonda HisProbe-HRP.
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Finalizado este tiempo se incuba con 5 ml de solución de anticuerpo primario o HisProbe-HRP

(membrana de 9x5 cm) durante 16 horas a 4 ºC (anticuerpos primarios) o 1 hora a temperatura

ambiente (HisProbe-HRP). Para eliminar el exceso de anticuerpo o sonda y las interacciones

inespecíficas de éste, se hacen 3 lavados de la membrana con tampón de lavado durante 10

minutos a temperatura ambiente y en agitación. Una vez lavada, la membrana, si se incubó con

el anticuerpo primario se incuba con la solución de anticuerpo secundario durante 1 hora a

temperatura ambiente y se hacen 3 lavados de 10 minutos a temperatura ambiente, y si se

incubó con la sonda se pasa directamente al siguiente paso. Se eliminan los restos de tampón

de lavado con PBS, se cubre la membrana con un plástico para evitar que se seque y se

añaden 500 μl del reactivo ECL sobre la cara de la membrana que contiene las proteínas.

Después de 1 minuto se limpian los restos de reactivo y las proteínas se detectan con una

exposición a una película fotográfica.

4.6. Entrecruzamiento químico.

Una técnica complementaria al BN-PAGE o a la cromatografía de exclusión en gel para

determinar el estado oligomérico de proteínas de membrana es el entrecruzamiento químico.

Para aumentar las posibilidades de éxito, se suelen probar diferentes entrecruzadores,

variando el grupo con el que interaccionan (amino o tiol), la longitud del brazo, el pH de la

reacción, la temperatura y el tiempo.

Siguiendo los consejos de la casa comercial Pierce y la bibliografía existente (Xie et al.,

2000; Ermolova et al., 2003; Suda et al., 2004) decidimos probar los reactivos de aminos (DSP,

DST, DMS) y el de sulfhidrilos (BM(PEO)4), cuyos brazos espaciadores poseen diferentes

longitudes (12.0, 6.3, 11.0 y 17.8 Å respectivamente).

Materiales y reactivos:

- Membranas totales obtenidas como explica el apartado 4.1.

- DSP: se prepara fresco a 100 mM en DMSO.

- DST: se prepara fresco a 25 mM en DMSO

- DMS: se prepara fresco a 100 mM en H2O MilliQ.

- BM(PEO)4: se prepara fresco a 10 mM en H2O MilliQ.

- Tampones de entrecruzamiento: 20 mM MES, 300 mM NaCl, pH 6.5; 20 mM Hepes-NaOH

pH 8-9, 150 mM NaCl; PBS pH 7.4, 150 mM NaCl;

- Tampón de parada: 1 M Tris-HCl pH 7.5.

Procedimiento:
Las membranas totales se diluyen a 2 mg/ml con la adición del tampón de

entrecruzamiento correspondiente (con el pH de interés) y del entrecruzador a las

concentraciones que se quieran estudiar (0, 25, 83, 100, 250, 500, 1000, 2000, 5000 y 10000

μM). Las diferentes muestras se dejan en hielo o a temperatura ambiente según convenga.
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Inmediatamente se coge una alícuota (que será el tiempo 0), se pone en hielo y se le añade el

mismo volumen de tampón de parada para parar la reacción. Igualmente se van sacando

alícuotas a los diferentes tiempos de interés (10, 30 90 minutos y O/N y se van parando como

el tiempo 0.

Una vez parados todos los tiempos (se deja al menos 10 minutos), se añade la misma

cantidad de LSB 2x y según convenga se añade o no DTT antes de cargarlo en un gel de SDS-

PAGE, que será transferido y revelado con la sonda HisProbe como se indica en el apartado

4.5.

5. Reconstitución de proteínas de membrana.

La mayoría de proteínas de membrana sólo tienen actividad si se encuentran en un

entorno adecuado de fosfolípidos y orientadas correctamente en una membrana. La

reconstitución es el proceso por el cual una proteína de membrana solubilizada es

reincorporada en una bicapa de fosfolípidos artificial o natural. Este es un método muy utilizado

para el estudio de la función de este tipo de proteínas una vez purificadas, ya que para ello

primero hace falta extraerlas de su entorno solubilizándolas con detergentes, y una vez

purificadas, hay que retornarlas a un entorno similar al original para conseguir que mantengan

su actividad. La mayoría de procesos de reconstitución constan de tres fases:

1) Solubilización de la proteína de membrana con un detergente adecuado y

purificación con los pasos que sean necesarios, si es el caso.

2) Incorporación de la proteína solubilizada en vesículas de lípidos preformadas y

desestabilizadas por el detergente.

3) Eliminación del detergente para conseguir una preparación de PLs que contienen la

proteína incorporada en una bicapa lipídica.

5.1. Reconstitución directa de proteínas no purificadas.

La reconstitución ha sido un método clásico de estudio de proteínas de membrana

como receptores y transportadores. En nuestro caso, hemos utilizado este método para

estudiar la función de transportadores de aminoácidos una vez incorporados en los PLs

resultantes del proceso. Basándose en el protocolo de reconstitución directa descrito por el

grupo del Dr. B. Kanner, de Jerusalén (Radian et al., 1985), que permite una reconstitución

fácil, rápida y eficiente, de todas las proteínas de la membrana de las células transfectadas

previamente, la Dra. N. Reig adaptó esta metodología a la reconstitución de b0,+AT en nuestro

laboratorio. Pequeñas modificaciones del protocolo desarrollado por la Dra. N. Reig en su Tesis

doctoral fueron suficientes para conseguir la reconstitución directa de xCT y de los

concatenámeros rBAT-b0,+AT y 4F2hc-xCT. Este método consta de la solubilización de las

proteínas de membrana con un detergente no muy agresivo, como es el colato de sodio, en

presencia de fosfolípidos de cerebro y asolectina, para tratar de evitar al máximo los procesos
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de inactivación que suelen estar relacionados con el proceso de solubilización de las proteínas

con detergentes. Una vez conseguida la solubilización e incorporación de las proteínas en las

vesículas, se elimina el detergente utilizando columnas cromatográficas de gel filtración, y los

PLs resultantes ya están listos para realizar ensayos de transporte.

Los protocolos de preparación de los reactivos necesarios se encuentran explicados en

la Tesis doctoral de la Dra. N. Reig, ya que tanto el detergente como los lípidos han de estar

purificados al máximo para evitar problemas relacionados con impurezas u oxidación de los

componentes, ya que podrían afectar a la estructura de las vesículas y de las proteínas,

afectando también su función.

Materiales y reactivos:

- Solución reserva de asolectina.

- Solución reserva de lípidos de cerebro.

- Tampón de diálisis (TD) (corresponde al medio interno de las vesículas): 0.5 mM EDTA, 1 mM

MgSO4, 5 mM TrisSO4 pH 7.4, 1% glicerol, 120 mM KPi (tampón fosfato) pH 7.4 y 2 mM L-

leucina (b0,+AT) o 2mM L-glutamato (xCT) cuando convenga. Se prepara a partir de una

solución reserva llamada A+G 50x, que contiene todos los componentes excepto el tampón

fosfato (ver Apéndice A).

- Solución reserva 50 mM de L-leucina (b0,+AT) o L-glutamato (xCT).

- Sephadex G50 (Sigma).

- Células transfectadas en placas de 15 cm de diámetro.

- PBS.

- NaCl 5 M.

- Colato de sodio (NaCho) al 20%.

- Tubos pyrex de borosilicato de 16x100 mm y de 13x100 mm (Corning, 99445-16 y 99445-13).

- Jeringuillas de 1 ml y algodón para preparar las columnas.

- Tubo Corning de 15 ml.

- Sonicador de baño Ultrasonic cleaner BRANSON 200 de 50-60 Hz.

Procedimiento:

El día anterior al experimento de reconstitución se prepara el TD que se necesitará

para el experimento, teniendo en cuenta si se han de hacer dos diferentes (con o sin

aminoácido). También se calcula la cantidad de Sephadex G50 que se necesita para hacer las

columnas de cada tipo y se pone a incubar con el TD correspondiente O/N a 4 ºC. Se pesa 1 g

de Sephadex por cada 15 ml de TD, y se calcula que aproximadamente esta cantidad sirve

para hacer unas 6 columnas. También se pueden preparar las columnas necesarias utilizando

una jeringuilla de 1 ml sin aguja con una bolita de algodón en la parte de abajo para taponar.

Las jeringuillas se ponen en tubos de borosilicato de 13x100 mm convenientemente rotulados,

pero no las llenamos de Sephadex hasta el día siguiente.

El día del experimento, lo primero que se hace es preparar las vesículas de cada tipo.
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Se calcula la cantidad de asolectina y lípidos de cerebro que se utilizará teniendo en cuenta

que se necesitan 112 μl de liposomas por columna. Así, para preparar 120 μl, se pipetean 12 μl 

de asolectina (1/10 del volumen final) y 36 μl de lípidos de cerebro (3 volúmenes de asolectina) 

en un tubo de borosilicato de 16x100 mm, siempre bajo una ligera corriente de N2 gas cada vez

que se abren y cierran las botellas de las reservas de lípidos. Si se quisieran preparar dos tipos

de liposomas (con o sin aminoácido), se pipetearían las cantidades necesarias de lípidos en

dos tubos de borosilicato. Se secan los disolventes con una corriente de N2 gas de manera que

quede una película de lípidos secos por las paredes del tubo. Se resuspenden los lípidos con

120 μl del TD correspondiente y se mantienen los tubos en hielo y tapados con parafilm. Se

sonican los tubos en un sonicador de baño haciendo 4 pulsos de 30 segundos, y agitando con

vortex entre ellos. Una vez sonicados queda una suspensión lechosa que se guarda en hielo y

tapada con parafilm.

A continuación se llenan las columnas con el Sephadex equilibrado en el TD de cada

tipo. Se comprueba que queden todas las jeringuillas llenas de Sephadex. Una vez llenas, se

guardan las columnas en la cámara fría.

Se sacan las placas de células HeLa transfectadas (ver apartado 3.1.3) y se lavan las

células dos veces con 20 ml de PBS frío, sobre una superficie fría. Se rascan las placas con 1

ml de PBS frío y se recogen las células en un tubo corning que se centrifuga a 4 ºC para

hacerlas sedimentar. Se resuspenden las células en el mínimo volumen de PBS, de manera

que quede una elevada concentración de proteínas (alrededor de 50 μg/μl). Se mantienen en 

hielo.

Se prepara la mezcla de liposomas y NaCl. Para cada columna se preparan 175 μl de 

mezcla, que contiene 112 μl de liposomas, 46 μl de H20 bidestilada y 17 μl de NaCl 5 M. Si 

queremos preparar una mezcla con 2 mM aminoácido (para los liposomas que han de tener

aminoácido en el interior), esta mezcla contendrá 112 μl de liposomas, 39 μl de H20 bidestilada,

17 μl de NaCl 5 M y 7 μl de leucina 50 mM. En un eppendorf se añaden 25 μl de la suspensión

de células y 175 μl de la mezcla de liposomas y NaCl correspondiente preparada en el paso 

anterior. Se agita con vortex para asegurar que se homogeniza. El contenido de un eppendorf

será lo que se pase por una columna. Se preparan también liposomas controles que no tendrán

proteína, sino que se preparan añadiendo 25 μl de PBS y 175 μl de cada mezcla de liposomas. 

Se tratarán estos liposomas controles igual que todos los otros que sí contienen proteína. Estas

vesículas servirán como control negativo a la hora de valorar la concentración de proteína, ya

que los lípidos solos dan señal con los métodos utilizados para valorarlos (método de BCA, ver

apartado 4.2.2).

Se añaden 10 μl de NaCho 20% en cada eppendorf. Se agitan con vortex y se dejan en

hielo incubando durante 10 minutos. Durante la incubación, se centrifugan las columnas a 1500

g durante 2 minutos y medio a 4 ºC. Después de la centrifugación, las columnas se cambian de

tubo, para pasarlas a otro tubo limpio de borosilicato de 13x100 mm convenientemente rotulado

indicando que tipo de liposomas se cargará. Después de los 10 minutos de incubación, se agita

con vortex la mezcla de células (o PBS) con liposomas, se recoge todo el contenido del
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eppendorf con una pipeta, y se añaden con cuidado sobre la columna adecuada (si los

liposomas eran con aminoácido, la mezcla también y esta primera columna también). Hay que

ponerlo justo sobre el Sephadex, intentando evitar que resbale por las paredes de la jeringuilla

sin penetrar por la columna. Se centrifugan las columnas cargadas a 1500 g y 4 ºC durante 2

minutos y medio. Se repite la centrifugación otra vez. El volumen que se recupera de una

columna suele estar entre 100 y 200 μl.

Se sacan las columnas vacías, se agitan con vortex los tubos con liposomas que han

salido, y se añaden sobre la segunda columna (esta segunda columna en ningún caso tendrá

aminoácido en el tampón de equilibrado). Las columnas y los liposomas que se obtienen

siempre han de mantenerse en hielo. Los liposomas obtenidos de esta segunda columna ya se

pueden utilizar para hacer el ensayo de transporte. Con los liposomas que se obtienen de una

columna, aproximadamente se pueden hacer 10 puntos de transporte. Es recomendable no

hacer el paso por la segunda columna hasta que todo esté preparado para realizar el ensayo

de transporte inmediatamente, para minimizar las pérdidas de aminoácido que podrían tener

los liposomas cargados al encontrarse en un medio donde no hay aminoácido.

5.2. Reconstitución de proteínas previamente purificadas.

La reconstitución ha sido un método clásico de estudio de proteínas de membrana

como receptores y transportadores. En nuestro caso, hemos utilizado este método para

estudiar la función de transportadores de aminoácidos una vez incorporados en los PLs

previamente generados por nosotros mismos basándonos en artículos anteriores (Fang et al.,

2000; Borgnia et al., 2001; Auer et al., 2001). Este método consta de la solubilización de las

proteínas de membrana con DDM, su posterior purificación con una columna de afinidad de

níquel y su reconstitución en PLs de lípidos totales de E. coli mediante la adición de OG. Una

vez conseguida la solubilización e incorporación de las proteínas en las vesículas, se elimina el

detergente mediante diálisis, y los PLs resultantes ya están listos para realizar ensayos de

transporte o de fluorescencia.

Materiales y reactivos:
- Solución reserva de lípidos totales de E. coli en cloroformo a 50 mg/ml.

- Tampón de centricón (TC): 20 mM Tris-HCl pH 8, 20% glicerol, 200 mM NaCl, 0.05% DDM.

- Tampón de hervido (TH): 200 mM NaHCO3, 0.5 mM EDTA pH 8.

- Tampón de diálisis (TD) (corresponde al medio interno de las vesículas): 0.5 mM EDTA, 1 mM

MgSO4, 5 mM TrisSO4 pH 7.4, 1% glicerol, 120 mM KPi (tampón fosfato) pH 7.4 y 4 mM L-

serina cuando convenga. Se prepara a partir de una solución reserva llamada A+G 50x, que

contiene todos los componentes excepto el tampón fosfato (ver Apéndice A).

- Solución reserva L-serina 50 mM.

- Membranas de diálisis Dialisis Tubing Cellulose Membrana 10 mm x 6 mm (Sigma).

- Proteína purificada como explica el apartado 4.3.
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- Tubos pyrex de borosilicato de 16x100 mm y de 13x100 mm (Corning, 99445-16 y 99445-13).

- EDTA 0.5 M pH 8.

- NaCl 5 M.

- DDM al 10%.

- OG al 10%.

- Varilla de vidrio.

- Sonicador de baño Ultrasonic cleaner BRANSON 200 de 50-60 Hz.

- Tubos Microfuge® de polialómero de 1.5 ml (Beckman, 357448).

- Filtros de policarbonato de 19 mm de diámetro y con poros de 400 nm de diámetro (Avestin).

- Extruder LiposoFast-Pneumatic Actuator (Avestin).

Procedimiento:

Una vez obtenida la proteína pura como se indica en el apartado 4.3, se valora por el

método de BCA (apartado 4.2.2) y se diluye hasta una concentración de 0.4 mg/ml con el TC si

se realizarán ensayos de transporte o de criofractura con ellos o a 1 mg/ml si se utilizarán en

estudios de fluorescencia o de criofractura.

Las bolsas de diálisis se activan con tres ciclos de hervido. Para ello se calienta un

vaso con 250 ml de TH dos minutos en el microondas y después se pone tapado en una placa

calefactora hasta que arranca a hervir. Se cortan las membranas de diálisis necesarias para el

experimento y se ponen en el vaso una vez está hirviendo durante 5 minutos. Una vez pasados

se ponen las membranas en un vaso con H2O destilada durante 5 minutos. Se repite el ciclo de

hervido y H2O destilada 2 veces más. Se guardan las membranas en un tubo Falcon de 50 ml

con 20 ml del TD correspondiente para cada membrana.

Se pone en un tubo de borosilicato la cantidad necesaria de la reserva de lípidos

totales de E. coli en cloroformo. Se elimina el cloroformo bajo una suave corriente de N2 gas

hasta formar una fina capa en el tubo y con la ayuda de una varilla de vidrio se acaba de secar

hasta formar un polvo blanco. Estos lípidos se rehidratan en el TD correspondiente para

obtener una concentración de 40 mg/ml. Después de 4 ciclos de 30 segundos de sonicación y

agitación con vortex se extruyen a través de un filtro de policarbonato de 400 nm con la ayuda

de un extruder para obtener vesículas unilamelares de un tamaño homogéneo.

Se mezclan el mismo volumen de proteína pura (a 0.4 mg/ml para ensayos de

transporte o criofractura y a 1 mg/ml para estudios de fluorescencia o de criofractura) que de

lípidos de E. coli a 40 mg/ml sonicados y extrudidos (relación 1:100 y 1:40 respectivamente) y

después se añade un 1.25% de OG. Se agita con vortex y se introduce la mezcla en la bolsa

de diálisis previamente activada para eliminar los detergentes. Se dializa O/N contra 100

volúmenes de TD a 4 ºC con agitación suave. A la mañana siguiente se cambia el TD por otro

fresco y se deja dializar hasta el día siguiente que se realizará el ensayo de transporte.

El día del transporte, criofractura o estudio de fluorescencia se saca el contenido de la

bolsa de diálisis y se introduce en tubos de microultracentrífuga. Se centrifuga durante 1 hora a

4 ºC y 100000 g. Se descarta el sobrenadante y se resuspenden los PLs en un tercio del
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volumen inicial de TD sin aminoácido y en frío. Es recomendable empezar el transporte cuanto

antes una vez resuspendidos ya que hay una caída exponencial de la actividad con el tiempo

(ver figura 18 en Resultados).

Si se quiere realizar un tratamiento con DTT o con algún reactivo de cisteínas los PLs

se resuspenden en 400 μl de TD sin aminoácido (excepto en los experimentos de protección 

que se añade la concentración apropiada del aminoácido correspondiente) y a temperatura

ambiente por cada tratamiento. Se añade el DTT o el reactivo de cisteínas correspondiente a la

concentración adecuada y se deja 5 minutos a temperatura ambiente. Una vez pasado este

tiempo se centrifuga como antes y se descarta el sobrenadante resuspendiendo los PLs en un

tercio del volumen inicial que introducimos en la bolsa de diálisis de TD sin aminoácido y en

frío.

6. Ensayos de transporte en proteoliposomas.

El análisis funcional de las proteínas objeto de nuestro estudio se ha realizado

mediante ensayos de transporte en liposomas. Estos ensayos consisten en cuantificar la

cantidad de aminoácido marcado radiactivamente que se acumula dentro de los liposomas

después de la incubación de estos en el medio de transporte. Hemos realizado estos ensayos

a partir de células HeLa transfectadas transitoriamente o a partir de proteína producida en E.

coli que posteriormente hemos purificado, comparando entre sí las características de transporte

de los diferentes constructos transfectados o de los diferentes grupos de transfección.

Los ensayos de transporte en liposomas se han hecho siguiendo la técnica de filtración

rápida. Esta técnica consiste en incubar los liposomas con el medio de transporte durante el

tiempo necesario. Una vez se para el transporte, los liposomas quedan adsorbidos en filtros de

0.45 μm de diámetro de poro. En estos filtros se hacen los lavados y finalmente se cuenta la

radioactividad retenida en el filtro, que corresponde al aminoácido marcado que ha entrado al

interior de las vesículas. Cada filtro representa un punto de transporte. En cada experimento

hemos realizado triplicados para cada condición de transporte, y hemos representado los

valores como la media ± EEM.

Materiales y reactivos:

- Medio de transporte: 150 mM cloruro de colina, 10 mM Tris-Hepes pH 7.4, 1 mM MgCl2, 1 mM

CaCl2, 0.5 μCi L-[3H]-aminoácido por filtro (arginina para b0,+AT, glutamato para xCT y serina

para SteT) y L-aminoácido frío hasta conseguir la concentración de aminoácido deseada. En

los transportes de b0,+AT se añadió 2.8 μM valinomicina (Sigma).

- Medio de parada: 150 mM cloruro de colina; 10 mM Tris-Hepes pH 7.4 y 5 mM L-aminoácido

correspondiente. Se mantiene en hielo.

- Filtros Sartorius de nitrato de celulosa con poros de 0,45 μm de diámetro (Sartorius,11306-25-

N). Los mantenemos en una placa de Petri llena de medio de parada.



Material y métodos

- 234 -

- Baño a 37 ºC en los casos de b0,+AT y xCT. SteT se realiza a temperatura ambiente.

- Sistema de filtración con vacío.

- Líquido de centelleo EcoLite (ICN).

Procedimiento:

Se preparan los tubos de transporte con 180 μl de medio de transporte colocados en la

base del tubo, sin tocar las paredes. En los casos de b0,+AT y xCT tanto el medio de transporte

como estos tubos se mantienen en el baño a 37 ºC, mientras que para SteT se dejan en una

gradilla a temperatura ambiente. Se pipetean 10 μl de vesículas (se agita con vortex primero

para poder pipetear una suspensión homogénea), y se coloca la gota en la pared del tubo de

transporte, sin que toque al medio. Se agita con vortex el tubo de transporte, y en este

momento del primer contacto entre los liposomas y el medio, comienza a contar el tiempo de

transporte. Se deja el tubo según corresponda en el baño a 37 ºC o en la gradilla a temperatura

ambiente durante el tiempo de transporte. Una vez finalizado el tiempo, se añaden 850 μl de

medio de parada frío, se agita con vortex, y se recoge todo el contenido del tubo de transporte

con una pipeta. Dejamos ir la solución en un filtro colocado en el sistema de filtración, gota a

gota, en la parte central. Se lava el tubo de transporte con 1ml de tampón de parada, se recoge

con la pipeta y se pasa por el filtro. Se lava el filtro 3 veces con 2 ml de tampón de parada. Se

retira el filtro del sistema de filtración y se deja sobre una superficie para que se seque. Una

vez seco, se introduce en un microvial y se añaden 3 ml de líquido de centelleo. Se rotula

convenientemente el tapón del vial y ya se puede contar la radioactividad con un contador β.

Para hacer los puntos de tiempo 0, se preparan tubos de transporte con 180 μl de

medio de transporte y 850 μl de medio de parada frío, y se dejan en hielo. Aquí se añaden 10 μl

de vesículas, y después de agitar con vortex, se recogen con la pipeta y se pasan lentamente

por un filtro preparado en el sistema de filtración. Se lava el filtro 3 veces con 2 ml de tampón

de parada y se procesa como anteriormente. El valor de estos puntos nos da idea de la unión

inespecífica del aminoácido radioactivo a los filtros, y se resta al valor de transporte obtenido

en los diferentes tiempos.

Para hacer las cuentas totales de los medios de transporte, se lava los filtros 3 veces

con 2 ml de medio de parada, se retiran del sistema de filtración y se añaden 10 μl de medio de

transporte con una pipeta. Una vez secos, se procesan como los demás. Su contaje servirá

para calcular la actividad específica del medio de transporte correspondiente.

Se valora la concentración de proteínas de los liposomas utilizando el método de

Schaffer weissman (ver apartado 4.2.3).

Se calculan los valores de transporte teniendo en cuenta los valores del contaje de

cada filtro (en cpm), su concentración de proteínas (en μg/μl), y la actividad específica del 

medio de transporte (en cpm/pmol del aminoácido transportado). Expresamos los valores de

transporte como pmol de aminoácido transportado por μg de proteína y por tiempo.
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7. Fluorescencia con proteínas purificadas.

Diferentes técnicas de espectroscopia de fluorescencia han sido ampliamente usadas

en proteínas de membrana para intentar determinar sus cambios conformacionales. No hay

que olvidar que la intensidad de fluorescencia que se obtiene en estos ensayos es una

intensidad relativa, no absoluta, de manera que estos ensayos consisten en medir la cantidad

de fluorescencia obtenida con la proteína en ausencia del sustrato y compararla a la que se

obtiene en presencia del sustrato y ver si hay diferencias significativas. En el caso de proteínas

de membrana se puede realizar en PLs (Jung et al., 1994a; Jung et al., 1994b; veenstra et al.,

2004), aunque múltiples estudios han demostrado que la proteína purificada en solución con

detergente es un método más sencillo e igual de eficaz para determinar la existencia de

cambios conformacionales (Smirnova et al., 2003) o el lugar de unión del sustrato (Wu et al.,

1994; Venkatesan et al., 1998).

7.1. Fluorescencia de Trp.

La fluorescencia de Trp ha sido ampliamente utilizada para describir cambios

conformacionales debido a la sensibilidad de su emisión con respecto al entorno. Cuando algún

Trp se encuentra en un TM cuyo entorno se altera debido a un cambio conformacional, se

producen cambios en su espectro de emisión. Esto se ha observado en varias proteínas de

membrana, entre ellas la LacY (Vázquez-Ibar et al., 2003).

Materiales y reactivos:

- PLs como los obtenidos para el transporte en el apartado 5.2 pero con relaciones

proteína:lípido 1:100, 1:40 ó 1:7 para tener suficiente sensibilidad.

- Tampón de diálisis (TD) (corresponde al medio interno de las vesículas): 0.5 mM EDTA, 1

mM MgSO4, 5 mM TrisSO4 pH 7.4, 1% glicerol, 120 mM KPi (tampón fosfato) pH 7.4 y 4 mM

L-serina cuando convenga. Se prepara a partir de una solución reserva llamada A+G 50x,

que contiene todos los componentes excepto el tampón fosfato (ver Apéndice A).

- Solución reserva L-serina o L-arginina 50 mM.

- Cubeta de cuarzo suprasil® de 1 ml y un paso de luz de 10 mm (Hellma).

- H2O MilliQ y etanol para lavar.

- Papel especial de fluorescencia.

- Núcleo de agitación magnética.

- Espectrofluorímetro SLM-Aminco 8100 termostatizado con un baño de agua.

Procedimiento:

Se configuran las rendijas del monocromador de excitación a 8 nm y el monocromador

de emisión a 4 nm. Las longitudes de onda de excitación y emisión que se utilizan para la

fluorescencia de Trp son: λexcitación = 295 nm y λemisión = 325 nm o entre 310-400 nm.
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Se introducen 25-50 μl de PLs (con una relación proteína:lípido de 1:100, 1:40 e incluso 

1:10) en la cubeta y se añaden el tampón de diálisis y las soluciones de aminoácidos

necesarios para completar 1 ml de volumen final. Se introduce la varilla de agitación magnética

y se coloca la cubeta dentro del espectrofluorímetro. Se deja homogeneizar durante unos

minutos, mientras se atempera a 25 ºC, antes de realizar la lectura a 325 nm si es en tiempo

real o entre 310-400 nm si es un espectro de emisión. Se repite el experimento sin sustrato,

con sustrato y con un aminoácido que no es sustrato a diferentes concentraciones (0-30 mM

final) con el fin de observar diferencias en los espectros.

7.2. Fluorescencia en tiempo real.

Consiste en introducir en la proteína un fluoróforo externo mediante la modificación

covalente selectiva de un residuo de cisteína. Para realizar estos estudios de fluorescencia de

cisteínas se suele generar una proteína cysless, que consiste en eliminar todas las cisteínas

endógenas, para posteriormente introducir cisteínas únicas en posiciones relevantes, de

manera que al añadir un reactivo de cisteínas, se modifica la posición deseada a estudiar. Si el

entorno de esa cisteína se modifica debido a un cambio conformacional de la proteína,

probablemente resultará en un cambio en su espectro de emisión, ya sea en forma de

desplazamiento del máximo, o en forma de variación de la intensidad de fluorescencia

observada. Como control negativo se utiliza la proteína cysless, ya que al no poseer ninguna

cisteína no debería dar señal. Para la realización de estos ensayos existen múltiples reactivos

con diferentes propiedades (van Iwaarden et al., 1992). De todos estos, en esta memoria

hemos utilizado MIANS e IAEDANS que son reactivos muy sensibles al estado de solvatación

acuosa y PM ya que también ha sido ampliamente usado.

Materiales y reactivos:

- Proteína purificada como explica el apartado 4.3, o PLs como los obtenidos para el

transporte en el apartado 5.2 pero con relaciones proteína:lípido 1:100, 1:40 ó 1:10 para

tener suficiente sensibilidad.

- Tampón de diálisis (TD) (corresponde al medio interno de las vesículas): 0.5 mM EDTA, 1

mM MgSO4, 5 mM TrisSO4 pH 7.4, 1% glicerol, 120 mM KPi (tampón fosfato) pH 7.4 y 4 mM

L-serina cuando convenga. Se prepara a partir de una solución reserva llamada A+G 50x,

que contiene todos los componentes excepto el tampón fosfato (ver Apéndice A).

- Solución reserva L-serina o L-arginina 50 mM.

- DDM 10%.

- Cubeta de cuarzo suprasil® de 1 ml y un paso de luz de 10 mm (Hellma).

- H2O MilliQ y etanol para lavar.

- Papel especial de fluorescencia.

- Núcleo de agitación magnética.

- Espectrofluorímetro SLM-Aminco 8100 termostatizado con un baño de agua.



Material y métodos

- 237 -

- Jeringa Hamilton.

- Reactivos de cisteínas: MIANS 1M en DMSO, PM 1M en metanol o IAEDANS 1M en DMF.

Procedimiento:

Se configuran las rendijas del monocromador de excitación a 8 nm y el monocromador

de emisión a 4 nm. Las longitudes de onda de excitación y emisión dependen del reactivo de

cisteínas utilizado en cada experimento, para el MIANS: λexcitación = 330 nm y λemisión = 410 nm,

para el PM: λexcitación = 338 nm y λemisión = 375 nm y para el IAEDANS: λexcitación = 336 nm y

λemisión = 490 nm.

Se introducen 0.01-0.08 μg/μl de proteína purificada o 25-50 μl de PLs (con una 

relación proteína:lípido de 1:100, 1:40 e incluso 1:10) en la cubeta y se añaden el tampón de

diálisis y las soluciones de aminoácidos necesarios para completar 1 ml de volumen final. En el

caso de proteína en solución se añade DDM a una concentración final de 0.01%. Se introduce

la varilla de agitación magnética y se coloca la cubeta dentro del espectrofluorímetro. Se deja

homogeneizar durante unos minutos, mientras se atempera a 25 ºC, antes de realizar la lectura

a la λ adecuada. Una vez registrado el espectro durante 60-90 segundos se introduce con una

jeringa Hamilton 5 μl de reactivo de cisteínas (queda 5 mM final) y se registra el cambio de

intensidad de fluorescencia. Se repite el experimento sin sustrato, con sustrato y con un

aminoácido que no es sustrato a diferentes concentraciones (0-30 mM final) con el fin de

observar diferencias en los espectros.

7.3. Fluorescencia de dímeros de estado excitado (excímeros).

Una manera de determinar si dos residuos de una proteína lejanos en la secuencia

aminoacídica están próximos espacialmente es mediante la formación de excímeros. El PM es

capaz de unirse a los residuos de cisteína, de manera que si se genera un doble mutante de

cisteína sobre la base de un cysless, el PM posiblemente se unirá a ambos. Si además estos

dos residuos están próximos espacialmente, cuando se produzca la excitación, una molécula

de PM excitada podría emitir la energía a la λ habitual (375 nm) o pasar la energía a la otra

molécula de PM, que a su vez emitiría esta energía a una λ mayor (450-475 nm) y por tanto

diferenciable de la primera.

Materiales y reactivos:

- Proteína purificada como explica el apartado 4.3.

- Tampón de diálisis (TD) (corresponde al medio interno de las vesículas): 0.5 mM EDTA, 1

mM MgSO4, 5 mM TrisSO4 pH 7.4, 1% glicerol, 120 mM KPi (tampón fosfato) pH 7.4 y 4 mM

L-serina cuando convenga. Se prepara a partir de una solución reserva llamada A+G 50x,

que contiene todos los componentes excepto el tampón fosfato (ver Apéndice A).

- Tampón de Sephadex (TS): 20 mM Tris-HCl pH 8, 20% glicerol, 150 mM NaCl, 0.02% DDM.

- Solución reserva L-serina o L-arginina 50 mM.

- DDM 10%.
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- Cubeta de cuarzo suprasil® de 1 ml y un paso de luz de 10 mm (Hellma).

- H2O MilliQ y etanol para lavar.

- Papel especial de fluorescencia.

- Núcleo de agitación magnética.

- Espectrofluorímetro SLM-Aminco 8100 termostatizado con un baño de agua.

- Jeringa Hamilton.

- Reactivo de cisteína: PM 1M en metanol.

Procedimiento:

Para realizar estos experimentos, la proteína purificada (ver apartado 4.3 de Material y

Métodos) se incubó con 2 mM TCEP y 100 mM NaCl durante 2 horas en un orbital a 4 ºC.

Después se adicionó 100 μM PM (exceso de 50 veces la proteína) y se dejó protegido de la luz

en el orbital a 4 ºC O/N. Al día siguiente, se adicionó 5 mM DTT para bloquear el exceso de PM

y se cargó en una columna de Sephadex G50 equilibrada en TS. Se centrifugó las columnas

cargadas con la muestra a 200 g durante 30 segundos a 4 ºC. Se separó la elución y se

adicionaron 200 μl de TS y se repitió la centrifugación. Se volvió a separar la elución y de

nuevo se adicionaron 200 μl de TS y se repitió la centrifugación, guardando esta última elución.

Se valoró cada elución por el método de BCA y se vio que las primeras eluciones no contenían

proteína detectable, las segundas contenían entre 0.3 y 0.63 μg/μl y las terceras entre 0.14 y

0.37 μg/μl.

Se configuran las rendijas del monocromador de excitación a 8 nm y el monocromador

de emisión a 4 nm. Se fija la longitud de onda de excitación para el PM: λexcitación = 338 nm y se

recoge con una λemisión entre 360 y 550 nm.

Se introducen 0.01-0.08 μg/μl de proteína purificada en la cubeta y se añaden el 

tampón de diálisis, DDM a una concentración final de 0.01% y las soluciones de aminoácidos

necesarios para completar 1 ml de volumen final. Se introduce la varilla de agitación magnética

y se coloca la cubeta dentro del espectrofluorímetro. Se deja homogeneizar durante unos

minutos, mientras se atempera a 25 ºC, antes de realizar la lectura.

8. Criofractura en el TEM.

La técnica de criofractura en el TEM consiste en fracturar a baja temperatura y alto

vacío un material que ha sido previamente criofijado (congelación ultrarrápida o vitrificación).

Esta fractura es irregular y ocurre preferencialmente a través de líneas de debilidad como la

bicapa lipídica de las membranas. Esto es debido a que dentro de la bicapa no hay agua, de

manera que tras la criofijación no hay hielo, sinó que se generan grietas. Estas grietas son los

puntos débiles por los cuales se produce la fractura. La superficie fracturada se sombrea a baja

temperatura y alto vacío con platino y carbono, obteniéndose una réplica de la superficie. Esta

replica se coloca en una rejilla y se observa mediante TEM.

La criofractura de PLs es una técnica que permite observar las membranas y por ende
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permite estudiar los PLs (tipo, tamaño, homogeneidad) así como medir las partículas proteicas

embebidas en sus membranas (Eskandari et al., 1998; Turk et al., 2000). Los estudios de

criofractura en el TEM realizados en esta Tesis doctoral se realizaron como describe Lopez et

al., 1998.

Materiales y reactivos:
- Liposomas obtenidos como en el apartado 5.2 con una relación proteína:lípido 1:100 ó 1:40.

- Rejillas de cobre de 200 mesh y de oro de 400 mesh.

- Propano líquido a -189 ºC.

- Equipo de criofractura BALTEC BAF 060 (BALTEC, Liechtenstein).

- Microscopio electrónico Jeol 1010 (Jeol, Japan) equipado con cámara CCD Megaview III

(Software Imaging System).

- Partículas de oro de 10 nm de diámetro (Chemicon).

- Escáner Artixkan 2500f.

- Programa AnalySIS (Software Imaging System).

Procedimiento:

La suspensión de liposomas obtenidos como en el apartado 5.2 se coloca entre dos

rejillas de cobre usando una rejilla de oro de 400 mesh como espaciador haciendo un

sandwich. Las muestras se congelan por inmersión en propano líquido a -189 ºC en un equipo

de fabricación casera en el laboratorio de la Dra. C. López (Serveis Científico-Tècnics de la U.

de Barcelona-PCB), y se fracturan a -150 ºC y 10-8 mbar en un equipo de criofractura. Las

réplicas se obtienen por sombreado unidireccional a 45º con 2 nm de Pt/C y a 90º con 20 nm

de C, y posteriormente se las hace flotar en H20 destilada durante 5 minutos para eliminar los

restos de muestra que quedan pegados a la réplica.

Las micrografías electrónicas se toman a 50000x en el microscopio electrónico a 80 kV.

Estas micrografías se escanean y el diámetro de las partículas se mide en éstas con la ayuda

del programa AnalySIS. El diámetro se obtiene midiendo el ancho de las partículas de borde a

borde (edge-to-edge) en dirección perpendicular a la dirección de la sombra. La repetición de la

medida de las partículas individuales muestra un error de ± 0.2 nm. La precisión de las medidas

fue comprobada mediante la medición de partículas de oro de 10 nm de diámetro colocadas

directamente en rejillas de cobre. El resultado de la medición de 125 partículas fue de 9.94 ±

0.04 nm. Todos los valores indicados corresponden a la media ± EEM.
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APÉNDICE A: SOLUCIONES DE USO GENERAL.

- AMPICILINA:

Se disuelve en H2O MilliQ a 100 mg/ml.

La solución se filtra con filtros de 0.22 μm de diámetro y se alícuota.

Se guarda a -20 ºC. A temperaturas superiores a 55 ºC la ampicilina se inactiva.

- LB:

Triptona 1%.

Extracto de levadura 0.5%.

NaCl 0.5%.

El pH se ajusta a 7.5 con NaOH y se autoclava.

En el caso de preparar LB salt, en vez de NaCl 0.5% se prepara con NaCl 1%.

En el caso de preparar LB-agar, se añade 1.5% agar (p/v) a la botella que contiene el

LB justo antes de autoclavarlo. Una vez autoclavado, se deja atemperar hasta 50 ºC. En este

momento se le añade el antibiótico que sea necesario. Se añade el medio sobre las placas y se

dejan enfriar a temperatura ambiente. Se guardan a 4 ºC en posición invertida.

- PBS:

NaCl 136 mM.

KCl 2.7 mM.

Na2HPO4 8 mM.

KH2PO4 1.5 mM.

El pH se ajusta a 7.4 con HCl.

Si se ha de utilizar para cultivos celulares, se ha de autoclavar la solución.

Se guarda a temperatura ambiente.

- TBS:

Tris base 0.05 M.

NaCl 0.15 M.

Se ajusta el pH a 7.5 con HCl.

Se guarda a temperatura ambiente.

- LSB:

Se prepara una solución madre de LSB x4:

Tris-HCl 0.4 M, pH 6.8.
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Glicerol 80% (v/v).

SDS 8% (p/v).

Dilución 1/250 de una solución de azul de bromofenol al 10%.

A partir de éste, se obtienen las demás concentraciones por dilución.

Se guarda a temperatura ambiente.

- TrisHepes 1M:

Solución de Hepes 1M equilibrada a pH 7.4 con Tris base en polvo.

Se guarda a 4 ºC.

- Tampones para reconstitución:

Tampón de diálisis (para 50 ml):

1 ml de tampón A+G 50x.

6 ml KPi 1 M pH 7.4.

43 ml H2O MilliQ.

Si se quiere preparar tampón de diálisis con aminoácido, se añade el volumen necesario de

aminoácido 50 mM y se resta este volumen del que se añadía de agua.

Se guarda a 4 ºC.

Tampón A+G 50x (para 100 ml):

5 ml NaEDTA 0.5 M pH 7.4.

5 ml MgSO4 1 M.

25 ml TrisSO4 1M pH 7.4 (se prepara H2SO4 1 M y se lleva a pH 7.4 con Tris base en polvo).

15 ml H2O MilliQ.

50 ml glicerol.

Todas las soluciones excepto el glicerol se filtran a través de un filtre de 0.22 μm de diámetro 

antes de añadirlas.

Se guarda a 4 ºC.

- KPi 1 M pH 7.4:

Se preparan 150 ml de KH2PO4 1 M y 500 ml de K2HPO4 1 M, se mezclan las dos soluciones

hasta obtener una solución de pH 7.4. Se filtra a través de un filtre de 0.22 μm de diámetro.

Se guarda a 4 ºC.
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APÉNDICE B: CONSTRUCTOS DE DNA Y OLIGONUCLEÓTIDOS
UTILIZADOS.

Vectores de expresión en células HeLa:
- pcDNA4-His-bo,+AT: este vector permite la expresión en células de mamífero de la proteína

bo,+AT con una extensión en el extremo N-terminal que contiene una cola de 6 histidinas y el

epítopo Xpress. Fue construido por la Dra. N. Reig en su Tesis doctoral sobre el vector

pCDNA4/HisMaxA.

- pcDNA4-His-bo,+AT-rBAT: este vector permite la expresión en células de mamífero, de la

proteína bo,+AT unida mediante un conector de 10 aminoácidos (GAAPDGAPGC) a la

proteína rBAT y además posee una extensión en el extremo N-terminal que contiene una

cola de 6 histidinas y el epítopo Xpress. Fue construido por la Dra. N. Reig en su Tesis

doctoral sobre el vector pCDNA4/HisMaxA.

- pcDNA4-His-xCT: este vector permite la expresión en células de mamífero de la proteína

xCT con una extensión en el extremo N-terminal que contiene una cola de 6 histidinas y el

epítopo Xpress. Fue construido por la Dra. E. Gasol en su Tesis doctoral sobre el vector

pCDNA4/HisMaxA.

- pcDNA4-His-xCT-4F2hc: este vector permite la expresión en células de mamífero, de la

proteína xCT unida mediante un conector de 10 aminoácidos (GAAPDGAPGC) a la proteína

4F2hc y además posee una extensión en el extremo N-terminal que contiene una cola de 6

histidinas y el epítopo Xpress. Fue construido por la Dra. M. Jiménez-Vidal en su Tesis

doctoral sobre el vector pCDNA4/HisMaxA.

Vectores de expresión en Pichia pastoris:
- pPICZB-His-bo,+AT: este vector permite la expresión en células de Pichia pastoris de la

proteína bo,+AT con una extensión en el extremo N-terminal que contiene una cola de 6

histidinas y una diana de enteroquinasa para liberarla. Fue construido por el autor de esta

Tesis doctoral mediante una PCR con los oligonucleótidos PichiaD y PichiaR (ver Apéndice

B) sobre la base pcDNA4-His-bo,+AT. Estos oligonucleótidos introducen bo,+AT entre unas

dianas EcoRI y XbaI y además alteran el codón siguiente al ATG inicial, mutándolo a TCT

para una mejor expresión en Pichia pastoris.

- pPICZB-His-bo,+AT-rBAT: este vector permite la expresión en células de Pichia pastoris de

la proteína bo,+AT unida mediante un conector de 10 aminoácidos (GAAPDGAPGC) a la

proteína rBAT y además posee una extensión en el extremo N-terminal que contiene una

cola de 6 histidinas y una diana de enteroquinasa para liberarla. Fue construido por el autor

de esta Tesis doctoral mediante una PCR con los oligonucleótidos PichiaD y P6linkrBATrev

(ver Apéndice B) sobre la base pcDNA4-His-bo,+AT-rBAT. Estos oligonucleótidos introducen

el concatenámero bo,+AT-rBAT entre unas dianas EcoRI y XbaI y además alteran el codón

siguiente al ATG inicial, mutándolo a TCT para una mejor expresión en Pichia pastoris.
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- pPICZB-His-xCT: este vector permite la expresión en células de Pichia pastoris de la

proteína xCT con una extensión en el extremo N-terminal que contiene una cola de 6

histidinas y una diana de enteroquinasa para liberarla. Fue construido por el autor de esta

Tesis doctoral mediante una PCR con los oligonucleótidos PichiaD y xCTrev (ver Apéndice

B) sobre la base pcDNA4-His-xCT. Estos oligonucleótidos xCT entre unas dianas EcoRI y

XbaI y alteran el codón siguiente al ATG inicial, mutándolo a TCT para una mejor expresión.

Vectores de expresión en E. coli:
- pTTQ18: SteT y todos sus mutantes han sido clonados y expresados en este vector cedido

por el Dr. S. Baldwin (U. de Leeds) que posee una extensión en el extremo C-terminal que

contiene una cola de 6 histidinas. SteT fue clonado por la Dra. N. Reig entre las dianas

EcoRI y PstI. Las diferentes mutaciones fueron realizadas por el autor de esta Tesis doctoral

sobre este constructo utilizando el protocolo descrito en el apartado 2.2 de Material y

Métodos con los oligonucleótidos descritos a continuación.

Oligonucleótidos usados en la realización de esta Tesis doctoral:
- Clonaje de bo,+AT, el concatenámero bo,+AT-rBAT y xCT en Pichia pastoris:

bo,+AT:

PichiaD 5’- CTATTGAATTCAAAATGTCTGGGGGTTCTCATCATCATCA – 3’

PichiaR 5’ – CTATTTCTAGAAGCTTGTTACTCAGGGTCTT – 3’

bo,+AT-rBAT:
PichiaD 5’- CTATTGAATTCAAAATGTCTGGGGGTTCTCATCATCATCA – 3’

P6linkrBATrev: 5’- CTATTTCTAGATGCCTAACACGAGGTATA -3’

xCT:

PichiaD 5’- CTATTGAATTCAAAATGTCTGGGGGTTCTCATCATCATCA – 3’

xCTrev 5’ – CTATTTCTAGATCATAACTTATCTTCTTCTGGTA – 3’

- Mutagenesis de STET:
Generación de SteT cysless:

C94Sdir 5'-GCGAGTTTTGGGGATTTTTGTCCGGCTGGGTGCAGATTATC-3'

C94srev 5'-GATAATCTGCACCCAGCCGGACAAAAATCCCCAAAACTCGC-3'

C141Sdir 5'-ATAGCAGTTCTCTTTTTATCGGTCATTAATATTATCGGTAC-3'

C141Srev 5'-GTACCGATAATATTAATGACCGATAAAAAGAGAACTGCTAT-3'

C168Sdir 5'-AAACTGATTCCGATTGCCTCCATCATCGTCTTTGGCCTTTG-3'

C168Srev 5'-CAAAGGCCAAAGACGATGATGGAGGCAATCGGAATCAGTTT-3'

C291Sdir 5'-ATCGTCAGCATCTTTGGGTCGTTAAATGGAAAGGTGCTTTC-3'

C291Srev 5'-GAAAGCACCTTTCCATTTAACGACCCAAAGATGCTGACGAT-3'

C415Sdir 5'-CATTACAGATACAATGAGCTCCGGATTATCCATCCTCATCG-3'

C415Srev 5'-CGATGAGGATGGATAATCCGGAGCTCATTGTATCTGTAATG-3'
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Introducción de cisteínas únicas en SteT cysless:

L78Cdir: 5’-GATTCCAAAAACCGGCGGGTGCTATACGTACCTTGAAGAAG-3’

L78Crev: 5’-CTTCTTCAAGGTACGTATAGCACCCGCCGGTTTTTGGAATC-3’

T80Cdir: 5’-CAAAAACCGGCGGGCTTTATTGCTACCTTGAAGAAGTGTAC-3’

T80Crev: 5’-GTACACTTCTTCAAGGTAGCAATAAAGCCCGCCGGTTTTTG-3’

S94Cdir: 5’-GCGAGTTTTGGGGATTTTTGTGCGGCTGGGTGCAGATTATC-3’

S94Crev: 5’-GATAATCTGCACCCAGCCGCACAAAAATCCCCAAAACTCGC-3’

S141Cdir: 5’-ATAGCAGTTCTCTTTTTATGCGTCATTAATATTATCGGTAC-3’

S141Crev: 5’-GTACCGATAATATTAATGACGCATAAAAAGAGAACTGCTAT-3’

S168Cdir: 5’-AAACTGATTCCGATTGCCTGCATCATCGTCTTTGGCCTTTG-3’

S168Crev: 5’-CAAAGGCCAAAGACGATGATGCAGGCAATCGGAATCAGTTT-3’

G283Cdir: 5’-CGGAAAGCTGATCAGTGTATGCATTATCGTCAGCATCTTTG-3’

G283Crev: 5’-CAAAGATGCTGACGATAATGCATACACTGATCAGCTTTCCG-3’

I284Cdir: 5’-GAAAGCTGATCAGTGTAGGGTGCATCGTCAGCATCTTTGGG-3’

I284Crev: 5’-CCCAAAGATGCTGACGATGCACCCTACACTGATCAGCTTTC-3’

I285Cdir: 5’-GCTGATCAGTGTAGGGATTTGCGTCAGCATCTTTGGGTCGT-3’

I285Crev: 5’-ACGACCCAAAGATGCTGACGCAAATCCCTACACTGATCAGC-3’

S287Cdir: 5’-CAGTGTAGGGATTATCGTCTGCATCTTTGGGTCGTTAAATG-3’

S287Crev: 5’-CATTTAACGACCCAAAGATGCAGACGATAATCCCTACACTG-3’

I288Cdir: 5’-GTGTAGGGATTATCGTCAGCTGCTTTGGGTCGTTAAATGGA-3’

I288Crev: 5’-TCCATTTAACGACCCAAAGCAGCTGACGATAATCCCTACAC-3’

G290Cdir: 5’-GATTATCGTCAGCATCTTTTGCTCGTTAAATGGAAAGGTGC-3’

G290Crev: 5’-GCACCTTTCCATTTAACGAGCAAAAGATGCTGACGATAATC-3’

S291Cdir: 5’-ATCGTCAGCATCTTTGGGTGCTTAAATGGAAAGGTGCTTTC-3’

S291Crev: 5’-GAAAGCACCTTTCCATTTAAGCACCCAAAGATGCTGACGAT-3’

L292Cdir: 5’-CGTCAGCATCTTTGGGTCGTGCAATGGAAAGGTGCTTTCTT-3’

L292Crev: 5’-AAGAAAGCACCTTTCCATTGCACGACCCAAAGATGCTGACG-3’

G294Cdir: 5’-ATCTTTGGGTCGTTAAATTGCAAGGTGCTTTCTTTCCCGCG-3’

G294Crev: 5’-CGCGGGAAAGAAAGCACCTTGCAATTTAACGACCCAAAGAT-3’

K295Cdir: 5’-CTTTGGGTCGTTAAATGGATGCGTGCTTTCTTTCCCGCGTG-3’

K295Crev: 5’-CACGCGGGAAAGAAAGCACGCATCCATTTAACGACCCAAAG-3’

K295Gdir: 5’-CTTTGGGTCGTTAAATGGAGGCGTGCTTTCTTTCCCGCGTG-3’

K295Grev: 5’-CACGCGGGAAAGAAAGCACGCCTCCATTTAACGACCCAAAG-3’

K295Ldir: 5’-CTTTGGGTCGTTAAATGGACTGGTGCTTTCTTTCCCGCGTG-3’

K295Lrev: 5’-CACGCGGGAAAGAAAGCACCAGTCCATTTAACGACCCAAAG-3’

K295Rdir: 5’-CTTTGGGTCGTTAAATGGACGCGTGCTTTCTTTCCCGCGTG-3’

K295Rrev: 5’-CACGCGGGAAAGAAAGCACGCGTCCATTTAACGACCCAAAG-3’

K295Edir: 5’-CTTTGGGTCGTTAAATGGAGAAGTGCTTTCTTTCCCGCGTG-3’

K295Erev: 5’-CACGCGGGAAAGAAAGCACTTCTCCATTTAACGACCCAAAG-3’

L297Cdir: 5’-GGGTCGTTAAATGGAAAGGTGTGCTCTTTCCCGCGTGTTTC-3’
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L297Crev: 5’-GAAACACGCGGGAAAGAGCACACCTTTCCATTTAACGACCC-3’

S298Cdir: 5’-GTTAAATGGAAAGGTGCTTTGCTTCCCGCGTGTTTCATTTG-3’

S298Crev: 5’-CAAATGAAACACGCGGGAAGCAAAGCACCTTTCCATTTAAC-3’

F299Cdir: 5’-ATGGAAAGGTGCTTTCTTGCCCGCGTGTTTCATTTGCAATG-3’

F299Crev: 5’-CATTGCAAATGAAACACGCGGGCAAGAAAGCACCTTTCCAT-3’

K317Cdir: 5’-CAAACAGCTTCCATTTGCTGAATGCCTGTCACATGTACACC-3’

K317Crev: 5’-GGTGTACATGTGACAGGCATTCAGCAAATGGAAGCTGTTTG-3’

L318Cdir: 5’-CAGCTTCCATTTGCTGAAAAATGCTCACATGTACACCCGTC-3’

L318Crev: 5’-GACGGGTGTACATGTGAGCATTTTTCAGCAAATGGAAGCTG-3’

S415Cdir: 5’-CATTACAGATACAATGAGCTGCGGATTATCCATCCTCATCG-3’

S415Crev: 5’-CGATGAGGATGGATAATCCGCAGCTCATTGTATCTGTAATG-3’

Mutación del residuo K295 en SteT:

wtK295Cdir: 5’-CTTTGGGTGCTTAAATGGATGTGTGCTTTCTTTCCCGCGTG-3’

wtK295Crev: 5’-CACGCGGGAAAGAAAGCACACATCCATTTAAGCACCCAAAG-3’



Apéndices

- 249 -

APÉNDICE C: ESTRUCTURA DE LOS REACTIVOS DE CISTEÍNA.

MTSET

MTSEA

MTSES

pCMB

pCMBS

NEM

Tabla 9. Estructuras de los reactivos de cisteínas usados en los ensayos de transporte.

MIANS

PM

IAEDANS

Tabla 10. Estructuras de los reactivos de cisteínas usados en los ensayos de fluorescencia.
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ANEXO 1. PRODUCCIÓN Y RECONSTITUCIÓN DE HATs EN CÉLULAS
HeLa:

OBJETIVOS:

Aprovechando la técnica de reconstitución directa de proteínas no purificadas basada en el

protocolo descrito por el grupo del Dr. B. Kanner (U. de Jerusalén, Israel) (Radian et al., 1985)

e implementada por la Dra. N. Reig en nuestro laboratorio decidimos:

1. Reconstituir y caracterizar funcionalmente el concatenámero rBAT-b0,+AT.

Queríamos estudiar si el concatenámero rBAT-b0,+AT posee las mismas características

cinéticas que b0,+AT aislado para intentar averiguar si rBAT ejerce algún efecto

modulador sobre el transporte.

2. Reconstituir y caracterizar funcionalmente xCT y el concatenámero 4F2hc-xCT.
Queríamos estudiar si análogamente a b0,+AT, xCT por si sólo es suficiente para

generar la actividad xc
- de transporte y si el concatenámero 4F2hc-xCT posee las

mismas características cinéticas que xCT aislado para intentar averiguar si 4F2hc

ejerce algún efecto modulador sobre el transporte. También queríamos caracterizar la

cloruro-dependencia descrita para el sistema de transporte xc
-.

3. Purificar, reconstituir y caracterizar funcionalmente b0,+AT y xCT.

Queríamos reconstituir b0,+AT y xCT producido en células HeLa y posteriormente

purificados con una columna de níquel en PLs para estudiar sus características

cinéticas en un sistema libre de subunidades pesadas.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN:

1. Reconstitución y caracterización funcional del concatenámero rBAT-b0,+AT:

Siguiendo el protocolo de reconstitución directa de proteína no purificada se decidió

transfectar células HeLa con el concatenámero rBAT-b0,+AT y con b0,+AT únicamente para su

uso como control positivo de transporte. El ensayo de transporte de 0.5 μM L-arginina marcada

en los PLs resultantes mostró que el transporte del concatenámero rBAT-b0,+AT era muy

inferior al de b0,+AT sólo. Por ello, se procedió a repetir el transporte aumentando la

concentración de aminoácido para tener suficiente sensibilidad (figura 1).
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Figura 1. Ensayo de transporte en PLs provenientes de células HeLa transfectadas con el concatenámero

rBAT-b0,+AT. El transporte de 0.5, 5 ó 10 μM de L-arginina marcada radiactivamente se midió durante 5

segundos (a) ó 1 minuto (b) en PLs que contenían 2 mM L-leucina (barras negras) o ningún aminoácido

(barras blancas). Se muestra un experimento representativo. Cuando no se aprecian las barras de EEM

es porque son menores que los símbolos.

Estos resultados confirmaron que el concatenámero rBAT-b0,+AT, al igual que b0,+AT

sólo, se comporta como un intercambiador obligatorio y se decidió que los transportes con el

concatenámero rBAT-b0,+AT se realizarían con 10 μM L-arginina.

Como se observó al realizar el Western blot de los extractos de células HeLa y los PLs

usados en el transporte de la figura 1, la baja sensibilidad era debida a la baja cantidad de

concatenámero rBAT-b0,+AT producida por las células HeLa, lo cual redundaba en una baja

cantidad de concatenámero rBAT-b0,+AT presente en los PLs obtenidos a partir de éstas (figura
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2). Esto no hace si no demostrar que el concatenámero rBAT-b0,+AT posee la misma dificultad

de expresión que rBAT.

Figura 2. Western blot con αb0,+AT de extractos de las células HeLa transfectadas con el concatenámero

rBAT-b0,+AT (1) o con b0,+AT (2) y de los PLs obtenidos a partir de ellas: 3 y 4 de las transfectadas con el

concatenámero sin o con leucina en su interior respectivamente, y 5 y 6 de las transfectadas con b0,+AT

sin y con leucina respectivamente. La cabeza de flecha negra indica la posición de la banda

correspondiente al concatenámero rBAT-b0,+AT, la cabeza de flecha vacía la correspondiente a b0,+AT y la

cabeza de flecha gris la correspondiente al homodímero de b0,+AT.

Para determinar la linealidad del transporte a través del concatenámero rBAT-b0,+AT se

realizó una cinética de entrada. En ella se estudió la entrada de L-arginina radioactiva en

presencia o ausencia, respectivamente, de L-leucina en el interior (figura 3):
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Figura 3. Cinética del transporte de L-arginina en PLs provenientes de células HeLa transfectadas con el

concatenámero rBAT-b0,+AT. Entrada (pmol/mg proteína) de 10 μM L-arginina marcada radiactivamente

en PLs que contienen 2 mM L-leucina (cuadrados negros) o ningún aminoácido (cuadrados blancos). El

transporte se midió durante 0, 15 segundos, 15 minutos, 1 y 5 horas. Los datos corresponden a un

experimento representativo, realizado con 3 réplicas. Cuando no se aprecian las barras de EEM es

porque son menores que los símbolos.

En la figura 3 se observa que en ningún momento tenemos una sensibilidad suficiente

como para realizar estudios cinéticos (p. e. determinación de la KM aparente). Debido a las

dificultades para estudiar el concatenámero rBAT-b0,+AT se decidió adaptar el protocolo para la

reconstitución de xCT y su concatenámero con 4F2hc.

2. Reconstitución y caracterización funcional de xCT y del concatenámero 4F2hc-xCT:

Lo primero que se quiso determinar era si análogamente a b0,+AT, xCT por si sólo era

capaz de generar la actividad de transporte. En la figura 4 se puede apreciar que los PLs

provenientes de células HeLa no transfectadas no generan transporte de glutamato, ni se

detecta xCT por Western blot en ellos. Por el contrario, sí se detecta xCT en los PLs

provenientes de células HeLa transfectadas con xCT, aunque sólo los que contienen L-

glutamato en su interior son capaces de generar transporte. Esto confirma que xCT, al igual

que b0,+AT es un intercambiador obligatorio de aminoácidos.

0

3

6

9

12

15

xCT HeLa

pm
ol

G
lu

/m
g

pr
ot

·5
m

in

a)



Apéndices

- 255 -

Figura 4. a) Ensayo de transporte en PLs provenientes de células HeLa transfectadas con xCT (xCT) o no

transfectadas (HeLa). El transporte de 0.5 μM de L-glutamato marcado radiactivamente se midió durante

5 minutos en PLs que contenían 2 mM L-glutamato (barras negras) o ningún aminoácido (barras blancas).

Se muestra un experimento representativo realizado con 3 réplicas. b) Western blot con αExpress de 

extractos de las células HeLa transfectadas con xCT (1) o no transfectadas (2) y de los PLs obtenidos a

partir de ellas: 3 y 4 de las transfectadas con xCT sin o con glutamato en su interior respectivamente y 5 y

6 de las no transfectadas sin y con leucina respectivamente. La cabeza de flecha vacía indica la posición

de la banda correspondiente a xCT y la cabeza de flecha negra la correspondiente homodímero de xCT

Una vez validado el método para xCT, se realizó una cinética de entrada. En ella se

estudió la entrada de L-glutamato radioactivo en presencia o ausencia, respectivamente, de L-

glutamato en el interior (figura 5):
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mM L-glutamato (cuadrados negros) o ningún aminoácido (cuadrados blancos). El transporte se midió

durante 0, 5, 15 y 30 segundos, 1, 2, 5 y 30 minutos, y 1, 3 y 6 horas. Los datos corresponden a un

experimento representativo, realizado con 3 réplicas. Cuando no se aprecian las barras de EEM es

porque son menores que los símbolos.

Esta cinética demuestra que xCT es un intercambiador obligatorio, ya que cuando tiene

sustrato en ambos lados se observa un overshoot que después tiende hacia el equilibrio,

mientras que si no hay sustrato en uno de los lados se produce una entrada por difusión simple

a través de los PLs.

El siguiente paso fue analizar la actividad del concatenámero 4F2hc-xCT, para lo que

se reconstituyó análogamente a xCT (figura 6):
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Figura 6. Ensayo de transporte en PLs provenientes de células HeLa transfectadas con el concatenámero

4F2hc-xCT. El transporte de 0.5 μM de L-glutamato marcado radiactivamente se midió durante 5 minutos

en PLs que contenían 2 mM L-glutamato (barra negra) o ningún aminoácido (barra blanca). Se muestra

un experimento representativo.

A diferencia del concatenámero rBAT-b0,+AT, el concatenámero 4F2hc-xCT genera una

gran actividad de transporte por encima del basal, permitiendo trabajar con facilidad en estas

condiciones.

Como en el caso de xCT se procedió a realizar la cinética de entrada. En ella se

estudió la entrada de L-glutamato radioactivo en presencia o ausencia, respectivamente, de L-

glutamato en el interior (figura 7).
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Figura 7. Cinética del transporte de L-glutamato en PLs provenientes de células HeLa transfectadas con

el concatenámero 4F2hc-xCT. Entrada (pmol/mg proteína) de 0.5 μM L-glutamato marcado

radiactivamente en PLs que contienen 2 mM L-glutamato (cuadrados negros) o ningún aminoácido

(cuadrados blancos). El transporte se midió durante 0, 5, 10, 15, 20 y 40 segundos, 1, 2, 3, 5, 10, 20 y 30

minutos y 5 horas. Los datos corresponden a un experimento representativo, realizado con 3 réplicas.

Cuando no se aprecian las barras de EEM es porque son menores que los símbolos.

En esta cinética se observa un overshoot muy similar al de la figura 5, por lo que se

decidió analizar si había diferencias entre el transporte obtenido al transfectar células HeLa con

xCT o con el concatenámero 4F2hc-xCT. Para ello se realizaron transportes en velocidad

inicial, análogos a los mostrados en las figuras 4 y 6, pero con diferentes concentraciones

externas de sustrato (0.5, 1, 2, 5, 10 y 20 μM). Con estos datos se estimó una KM aparente

externa idéntica de 8 μM para xCT y el concatenámero 4F2hc-xCT (tabla 1). Este valor es

superior al determinado por la Dra. N. Reig para b0,+AT que es de 0.5 μM (Reig et al., 2002).

xCT 4F2hc-xCT

KM 8 ± 2 8 ± 3

Vmáx 102 ± 11 195 ± 32

Tabla 1. El análisis Non-parametric (GraphPad; Sigma) estimó una KM aparente externa de 8 ± 2 μM para 

xCT y de 8 ± 3 μM para el concatenámero 4F2hc-xCT. La Vmáx estimada fue de 102 ± 11 pmol / mg

proteína · min para xCT y de 195 ± 32 pmol / mg proteína · min para el concatenámero 4F2hc-xCT. (media

± EEM).

La Vmáx estimada para el concatenámero 4F2hc-xCT fue del doble que para xCT sólo.

Esto puede explicarse por una mayor incorporación del concatenámero 4F2hc-xCT respecto

xCT sólo, o bien por la influencia de 4F2hc sobre el transporte.
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El Western blot de los PLs de los transportes utilizados para la determinación de los

datos de la tabla 1 mostró una banda de ~120 kDa (figura 8a cabeza de flecha negra), que

corresponde al heterodímero formado por xCT y 4F2hc, en los PLs provenientes de células

HeLa que han sido transfectadas sólo con xCT. Esto indica que al menos parte del xCT

sobreexpresado en las células HeLa es capaz de unirse al 4F2hc endógeno. Esta unión parece

darse mediante la formación del puente disulfuro, ya que la unión se rompe al añadir DTT,

detectándose entonces únicamente las bandas correspondientes al monómero (~40 kDa) y el

dímero de xCT (~85 kDa) (figura 8b cabeza de flecha blanca y gris respectivamente). En el

caso de los PLs obtenidos de células HeLa transfectadas con el concatenámero 4F2hc-xCT

también se observa la banda a ~120 kDa, pero ésta no se ve afectada por el tratamiento con

DTT ya que en este caso xCT y 4F2hc están unidas covalentemente mediante un espaciador.

Figura 8. Western blot con αExpress de extractos de las células HeLa transfectadas con el

concatenámero 4F2hc-xCT (1) o con xCT (4) y de los PLs obtenidos a partir de ellas: 2 y 3 de las

transfectadas con el concatenámero sin o con glutamato en su interior respectivamente y 5 y 6 de las

transfectadas con xCT sin y con glutamato respectivamente. La cabeza de flecha negra indica la posición
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de la banda correspondiente al heterodímero de xCT con 4F2hc, la cabeza de flecha gris indica la

correspondiente al homodímero de xCT y la cabeza de flecha vacía indica la correspondiente al

monómero de xCT.

Este hecho no nos permite concluir si xCT por si sólo es capaz de realizar el transporte

análogamente a b0,+AT, ya que las células HeLa no expresan rBAT. Una solución sería

expresar xCT en un sistema que no exprese 4F2hc, pero eso es muy difícil ya que es una

proteína de expresión ubicua.

Está descrito que el sistema de transporte de aminoácidos xc
- es Cl--dependiente

(Waniewski et al., 1984; Gochenauer et al., 2001). Nuestro método de reconstitución incluye

154 mM Cl- en el medio externo, principalmente debido al cloruro de colina (150 mM) y no

incluye Cl- en el medio interno.

Para intentar describir esta Cl--dependencia se decidió sustituir las sales del medio de

transporte que contenían Cl- por otras que no lo contuvieran. Para ello se comprobó que el

cambio en el medio externo de cloruro de colina por cloruro de litio no afectaba al transporte

(datos no mostrados). Posteriormente se comparó el transporte obtenido con cloruro de litio en

el medio externo, con el obtenido sustituyéndolo por acetato o bromuro de litio (figura 9):
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Figura 9. Ensayo de transporte en PLs provenientes de células HeLa transfectadas con xCT. En el medio

externo el cloruro de colina se sustituyó por LiAc (barra blanca), LiCl (barra negra) o LiBr (barra gris). El

transporte de 0.5 μM de L-glutamato marcado radiactivamente se midió durante 5 minutos en PLs que

contenían 2 mM L-glutamato o ningún aminoácido. El transporte a través de xCT fue calculado

sustrayendo al transporte obtenido en los PLs que contenían 2 mM de glutamato, el obtenido en los PLs

que no contenían aminoácido. Se muestra un experimento representativo.
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En la figura se observa que la eliminación total del Cl- del medio de transporte no

elimina totalmente el transporte, únicamente produce una disminución entre un 25 y un 40%

según el experimento. Estos datos se repiten cuando el experimento se realiza con PLs

provenientes de células HeLa transfectadas con el concatenámero 4F2hc-xCT. Esto hace que

sea más adecuado hablar de estimulación del transporte por Cl- que no de Cl--dependencia del

transporte.

Para caracterizar este efecto se realizaron ensayos de transporte tanto con xCT como

con el concatenámero 4F2hc-xCT, variando la concentración de Cl- extracelular entre 0 y 150

mM (concentraciones superiores no tendrían sentido fisiológico) (figura 10):

Figura 10. Ensayo de transporte en PLs provenientes de células HeLa transfectadas con el

concatenámero 4F2hc-xCT. El transporte de 0.5 μM de L-glutamato marcado radiactivamente se midió

durante 5 minutos en PLs que contenían 2 mM L-glutamato o ningún aminoácido. Se utilizaron medios de

transporte con 0, 25, 50, 80, 120 y 150 mM de Cl-, realizando combinaciones de LiCl y LiAc en el medio

externo para alcanzar dichas concentraciones. El transporte a través del concatenámero 4F2hc-xCT fue

calculado sustrayendo al transporte obtenido en los PLs que contenían 2 mM de glutamato, el obtenido en

los PLs que no contenían aminoácido. Se muestra un experimento representativo.

En la figura se observa que la adición de Cl- no produce ningún efecto hasta

sobrepasar la concentración de 50 mM. Por encima de esta concentración se produce un

aumento de la actividad de transporte. Esto no corresponde con lo descrito anteriormente

(Gochenauer et al., 2001) y podría estar sugiriéndonos un efecto cooperativo.

0

3

6

9

12

0 30 60 90 120 150

Cloruro (mM)

pm
ol

G
lu

/m
g

pr
ot

·5
m

in

0

3

6

9

12

0 30 60 90 120 150

Cloruro (mM)

pm
ol

G
lu

/m
g

pr
ot

·5
m

in



Apéndices

- 261 -

El aumento de la concentración de glutamato en el medio de transporte en un rango

entre 0.5 y 20 μM no produjo diferencias significativas con respecto al comportamiento

observado en la figura 9, de manera que el porcentaje de estimulación que provoca el Cl- sobre

el transporte neto se mantiene constante (datos no mostrados). Esto indica que no existe un

efecto del Cl- diferente en función de la concentración de sustrato.

3. Purificar, reconstituir y caracterizar funcionalmente b0,+AT y xCT:

A pesar de que las células HeLa no son el medio óptimo para sobreexpresar una

proteína con el fin de purificarla, se decidió hacer una serie de pruebas para ver si se obtenía

suficiente sensibilidad. Para ello una vez transfectadas las células HeLa, se procedió a su lisis

y se realizaron pruebas de solubilidad con diferentes detergentes: DDM, DM y digitonina. De

todos ellos, el DDM demostró ser el mejor.

La proteína solubilizada con DDM (sin purificar) se incubó, antes de reconstituirla,

diferentes tiempos con colato sódico (figura 11):
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Figura 11. Ensayo de transporte en PLs provenientes de células HeLa transfectadas con b0,+AT. El

transporte de 0.5 μM de L-arginina marcada radiactivamente se midió en PLs que contenían 2 mM L-

leucina (barras negras) o ningún aminoácido (barras blancas). El transporte se midió durante 1 minuto en

los PLs de reconstitución directa (Directa) y durante 5 minutos en PLs con la proteína solubilizada durante

5 minutos (5’), 1 hora (1h) o dos horas (2h). Se muestra un experimento representativo.

Este experimento se realizó para determinar un tiempo adecuado de incubación que

permitiera la formación de PLs pero sin inactivar fuertemente la proteína. El cambio de

metodología producía que, con tan sólo 5 minutos de incubación con colato sódico, ya se

inactivara la proteína más de un 80%. Las incubaciones de 1 y 2 horas apenas generaban

transporte. Se decidió hacer los transportes con 5 minutos de incubación con colato sódico
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porque sin su adición no se obtenía transporte alguno, probablemente debido a la no inserción

de la proteína en los PLs (datos no mostrados).

Se optimizó la purificación de b0,+AT con una cola de 6 histidinas en el N-terminal con

una resina de níquel para purificar la proteína en un único paso. Una vez optimizadas las

condiciones se consiguió obtener una pequeña cantidad de b0,+AT (figura 12) con un grado de

pureza suficiente para su posterior reconstitución en PLs.

Figura 12. Western blot con αb0,+AT de los diferentes pasos de la purificación de extractos de las células

HeLa transfectadas con b0,+AT. La purificación de b0,+AT expresado con una cola de 6 histidinas se realizó

mediante una cromatografía de afinidad de níquel: carril 1, sobrenadante después de solubilizar con 0.5%

DDM y ultracentrifugar; carril 2, precipitado posterior a la ultracentrifugación; carril 3, fracción no unida a la

columna de Ni2+-NTA; carril 4, lavado con el tampón de lisis con 10 mM imidazol; carril 5, lavado con el

tampón de lisis con 20 mM imidazol; carril 6, elución de la columna con el tampón de lisis con 100 mM

imidazol.

Los ensayos de transporte con estos PLs no mostraron actividad alguna cuando se

reconstituyó b0,+AT purificado en PLs de asolectina y lípidos de cerebro (ver apartado 5.1 de

Material y Métodos), probablemente debido a la poca incorporación de proteína a los mismos,

(figura 13). Tampoco mostró actividad de transporte cuando se reconstituyó en PLs de lípidos

de E. coli (ver apartado 5.2 de Material y Métodos), probablemente debido a que la

composición lipídica de E. coli no sea la adecuada para b0,+AT (datos no mostrados).
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Figura 13. Western blot con αb0,+AT de los extractos de célula HeLa transfectadas con b0,+AT y los

liposomas que se obtuvieron de ellas por reconstitución directa o previa purificación de la proteína: carril

1, extracto de células HeLa transfectadas con b0,+AT; carriles 2 y 3, PLs obtenidos por reconstitución

directa con 2 mM L-leucina o sin ningún aminoácido en su interior respectivamente; carriles 4 y 5, PLs

obtenidos por reconstitución previa purificación con 2 mM L-leucina o sin ningún aminoácido en su interior

respectivamente.

CONCLUSIONES:

Las células HeLa son un buen método para sobreexpresar las LSHATs humanas a

pequeña escala con el fin de obtener información de las proteínas humanas que de otro modo

no seríamos capaces de obtener.

La baja expresión del concatenámero rBAT-b0,+AT nos impide determinar si rBAT

ejerce algún efecto modulador sobre el transporte.

No podemos determinar si xCT, análogamente a b0,+AT, es suficiente para generar la

actividad xc
- de transporte debido a que se une al 4F2hc endógeno de las células HeLa. Esto

nos impide igualmente determinar si 4F2hc ejerce algún efecto modulador sobre el transporte.

La actividad de transporte de xCT presenta una estimulación por la presencia de

aniones cloruro (Cl-) en concentraciones superiores a 50 mM. Esta estimulación parece seguir

una cinética cooperativa.

La sobreexpresión en células HeLa no es un método apropiado para trabajar a gran

escala, lo cual no nos permite la purificación de las LSHATs humanas en cantidad suficiente

para su posterior reconstitución.
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ANEXO 2. EXPRESIÓN, PURIFICACIÓN Y RECONSTITUCIÓN DE b0,+AT Y
xCT EN PICHIA PASTORIS:

OBJETIVOS:

Debido a que la sobreexpresión en células HeLa no era suficiente para purificar las

LSHATs antes de reconstituirlas se decidió intentar producirlas en Pichia pastoris. Pichia

pastoris son unas levaduras ampliamente utilizadas para la sobreexpresión a gran escala de

proteínas humanas, incluyendo proteínas de membrana (Fryxell et al., 1995; Weiss et al., 1995;

Pagliuca et al., 2007). Además no existe en el genoma de Pichia pastoris ninguna secuencia

homóloga a rBAT ni a 4F2hc, con lo cual evitaremos interferencias como en el caso de xCT y

su concatenámero con 4F2hc expresados en HeLa.

1. Expresar b0,+AT, el concatenámero rBAT-b0,+AT y xCT en Pichia pastoris.

Queríamos expresar b0,+AT, el concatenámero rBAT-b0,+AT y xCT y ver si éramos

capaces de hacerlo en cantidad suficiente como para posteriormente purificarlas y

reconstituirlas para poder estudiar sus características funcionales.

2. Reconstituir directamente (sin purificar) y caracterizar funcionalmente b0,+AT, el
concatenámero rBAT-b0,+AT y xCT producido en Pichia pastoris.

Queríamos estudiar si rBAT ejerce algún efecto sobre el transporte comparando las

características del transporte en PLs obtenido por b0,+AT con las del obtenido por el

concatenámero rBAT-b0,+AT. También queríamos estudiar si análogamente a b0,+AT,

xCT por si sólo es suficiente para generar la actividad xc
- de transporte, en un entorno

libre de subunidades pesadas.

3. Purificar, reconstituir y caracterizar funcionalmente b0,+AT y xCT producidas en
Pichia pastoris.

Si el apartado 2 daba resultados relevantes, queríamos estudiar si b0,+AT producido en

Pichia pastoris es activo para usarlo como control positivo de reconstitución y estudiar

si análogamente a b0,+AT, xCT por si sólo es suficiente para generar la actividad xc
- de

transporte.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN:

1. Clonación y expresión de b0,+AT, el concatenámero rBAT-b0,+AT y xCT en Pichia
pastoris.

La clonación, tal y como se describe en el Apéndice B de Material y Métodos, mediante

PCR de b0,+AT, del concatenámero rBAT-b0,+AT y de xCT modificando el primer aminoácido
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posterior al ATG inicial y su posterior inclusión en el vector inducible pPICZ-B (Invitrogen)

permitió su sobreexpresión en membrana mediante el uso de la cepa GS115 de Pichia pastoris

(ver apartado 3.2 de Material y métodos). Una vez comprobados al menos 6 clones de cada

uno se escogió el que mayor sobreexpresión producía en cada caso (figura 1):

Figura 1. Expresión del mejor clon de Pichia pastoris para sobreexpresar b0,+AT, el

concatenámero rBAT-b0,+AT o xCT. a) Western blot con αb0,+AT de la expresión del clón 6 transformado

con b0,+AT. Se muestra la expresión a las 6 horas (carril 1), 23 horas (carril 2), 47 horas (carril 3) y 79

horas (carril 4) de inducción. El carril 5 corresponde a la inducción durante 79 horas de un clon que

sobreexpresa el plásmido vacío. b) Western blot con αExpress de la expresión del clón 5 transformado

con xCT. Se muestra la expresión a las 19 horas (carril 1), 44 horas (carril 2), 68 horas (carril 3) y 76

horas (carril 4) de inducción. El carril 5 corresponde a la inducción durante 76 horas de un clon que

sobreexpresa el plásmido vacío. c) Western blot con αb0,+AT de la expresión del clón 1 transformado con

el concatenámero rBAT-b0,+AT. Se muestra la expresión a las 24 horas (carril 1), 48 horas (carril 2), 72

horas (carril 3) y 93 horas (carril 4) de inducción. El carril 5 corresponde a la inducción durante 93 horas

de un clon que sobreexpresa el plásmido vacío. La cabeza de flecha negra indica la posición de la banda

correspondiente al monómero de b0,+AT (a), de xCT (b) o al concatenámero rBAT-b0,+AT (c).
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En todos los casos se escogió un tiempo de inducción de ~70 horas, 8 horas después

de la inducción con metanol, por ser el punto más álgido de la expresión. Las sobreexpresiones

de b0,+AT y xCT son claramente superiores a la del concatenámero rBAT-b0,+AT, que en este

sistema vuelve a mostrar la inherente inestabilidad de rBAT que también se observó en células

HeLa (ver Anexo 1).

2. Reconstitución directa (sin purificar) y caracterización funcional de b0,+AT, el
concatenámero rBAT-b0,+AT y xCT producido en Pichia pastoris.

Una vez escogidos los clones que mayor sobreexpresión de b0,+AT y xCT producían, se

decidió intentar la reconstitución directa. Para ello se decidió empezar con b0,+AT, ya que está

demostrado que b0,+AT por si sólo es suficiente para generar actividad de transporte (Reig et

al., 2002), aunque es muy posible que xCT también lo sea.

El ensayo de transporte en las mismas condiciones utilizadas para reconstituir b0,+AT

producido en células HeLa reportó una actividad de transporte muy baja en los PLs obtenidos a

partir de Pichia pastoris en comparación a la obtenida en el mismo experimento por los PLs

obtenidos a partir de células HeLa (figura 2):
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Figura 2. Ensayo de transporte en PLs provenientes de células HeLa transfectadas con b0,+AT (HeLa) o

de Pichia pastoris transformadas con b0,+AT (Pichia). El transporte de 0.5 μM de L-arginina marcada

radiactivamente se midió durante 5 segundos (a) o 10 minutos (b) en PLs que contenían 2 mM L-leucina

(barras negras) o ningún aminoácido (barras blancas). Se muestra un experimento representativo. El

transporte está expresado por ml de vesícula porque la proteína contenida en los PLs era indetectable. Se

muestra un experimento representativo. c) Western blot con αExpress de extractos de las células HeLa

transfectadas con b0,+AT (1), los PLs obtenidos de ellas con 2 mM L-leucina (2) o sin ningún aminoácido

(3) en su interior, de los PLs obtenidos a partir de Pichia pastoris con 2 mM L-leucina (4) o sin ningún

aminoácido (5) en su interior y de extractos de Pichia pastoris de las que se obtuvieron (6). La cabeza de

flecha blanca indica la posición de la banda correspondiente al monómero de b0,+AT y la cabeza negra la

correspondiente al homodímero.

En vista de la poca sensibilidad en el transporte debido a la poca incorporación de

b0,+AT en los PLs provenientes de Pichia pastoris, se repitió el experimento aumentando la

concentración de arginina en el medio externo (figura 3):
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Figura 3. Ensayo de transporte en PLs provenientes de Pichia pastoris transformadas con b0,+AT. El

transporte de 0.5, 5 ó 10 μM de L-arginina marcada radiactivamente se midió durante 10 minutos en PLs

que contenían 2 mM L-leucina (barras negras) o ningún aminoácido (barras blancas). El transporte está

expresado por ml de vesícula porque la proteína contenida en los PLs era indetectable. Se muestra un

experimento representativo.

A pesar del resultado negativo obtenido con b0,+AT, se decidió intentar la reconstitución

directa del concatenámero rBAT-b0,+AT, pero ésta tampoco reportó una actividad de transporte

(figura 4a), de nuevo debido a la baja incorporación de proteína en los PLs (figura 4b):

Figura 4. a) Ensayo de transporte en PLs provenientes de células HeLa transfectadas con el

concatenámero rBAT-b0,+AT (HeLa) o de Pichia pastoris transformadas con el concatenámero rBAT-

b0,+AT (Pichia). El transporte de 10 μM de L-arginina marcada radiactivamente se midió durante 15

minutos en PLs que contenían 2 mM L-leucina (barras negras) o ningún aminoácido (barras blancas). Se

muestra un experimento representativo. El transporte está expresado por ml de vesícula porque la

proteína contenida en los PLs era indetectable. b) Western blot con αExpress de extractos de las células

HeLa transfectadas con el concatenámero rBAT-b0,+AT (1), los PLs obtenidos de ellas con 2 mM L-leucina

(2) o sin ningún aminoácido (3) en su interior, de los PLs obtenidos a partir de Pichia pastoris con 2 mM L-
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leucina (4) o sin ningún aminoácido (5) en su interior y de extractos de Pichia pastoris de las que se

obtuvieron (6). La cabeza de flecha negra indica la posición de la banda correspondiente al

concatenámero de rBAT-b0,+AT.

A pesar de los resultados negativos obtenidos con b0,+AT y el concatenámero rBAT-

b0,+AT se decidió intentar la reconstitución directa de xCT, pero de nuevo esta tampoco reportó

una actividad de transporte (figura 5):
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Figura 5. Ensayo de transporte en PLs provenientes de Pichia pastoris transformadas con xCT. El

transporte de 0.5 μM de L-glutamato marcado radiactivamente se midió durante 10 minutos en PLs que

contenían 2 mM L-glutamato (barra negra) o ningún aminoácido (barra blanca). Se muestra un

experimento representativo.

Todos estos resultados nos decidieron a purificar la proteína antes de reconstituirla

para intentar aumentar la cantidad de nuestras proteínas en los PLs y eliminar las posibles

interferencias debidas al resto de proteínas de membrana de Pichia pastoris.

3. Purificación, reconstitución y caracterización funcional de b0,+AT y xCT
producidas en Pichia pastoris.

La poca expresión del concatenámero rBAT-b0,+AT lo descartó para este tipo de

estudios, ya que no es suficiente para reconstituir una vez purificado.

Las pruebas de solubilización de b0,+AT y xCT con diferentes detergentes (DDM, DM,

DDM + DM y OG entre 0.1 y 4%) mostraron que el DDM era el mejor en ambos casos, al igual

que pasaba con b0,+AT producido en células HeLa. A pesar de ser el mejor, el DDM sólo
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conseguía solubilizar entre un 40 y un 60% de b0,+AT según el experimento, en un rango entre

el 0.5 y el 2% (figura 6). Por ello, se decidió utilizar 0.5% DDM, al ser la menor concentración

de detergente que ya consigue la máxima solubilización.

Figura 6. Western blot con la HisProbe del sobrenadante (S) y el precipitado (P) después de 1 hora de

centrifugación a 100000 g y 4 ºC de la solubilización con el detergente indicado de las membranas totales

de Pichia pastoris sobreexpresando b0,+AT. La concentración de detergente se muestra en porcentaje. Se

observa que sin detergente casi todo b0,+AT está en el precipitado mientras que un 0.5% de DDM ya es

suficiente para que conseguir un 50% de solubilización de b0,+AT. El carril vs representa las membranas

antes de la solubilización. La cabeza de flecha negra señala la altura de la banda correspondiente al

monómero de b0,+AT.

Figura 7. Coomassie Brilliant Blue (a) y Western blot con αExpress (b) de la purificación de b0,+AT

producido en Pichia pastoris. La purificación de b0,+AT expresado con una cola de 6 histidinas se realizó
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mediante una cromatografía de afinidad de Níquel: carril 1, sobrenadante después de solubilizar con 0.5%

DDM y ultracentrifugar; carril 2, precipitado posterior a la ultracentrifugación; carril 3, fracción no unida a la

columna de Ni2+-NTA; carril 4, primer lavado con 10 mM imidazol; carril 5, segundo lavado con 20 mM

imidazol; carril 6, tercer lavado con 20 mM imidazol; carril 7, elución con 200 mM imidazol. Se cargaron

por carril: 4 μg (carriles 1-3) y 3 μg (carril 7). De los carriles 4-6 se cargó el volumen equivalente al carril 7

por no tener sensibilidad en la valoración de proteína. La cabeza de flecha vacía indica la posición de la

banda correspondiente al monómero de b0,+AT y la cabeza de flecha negra la correspondiente al

homodímero de b0,+AT.

La posterior optimización de las condiciones de purificación con una columna de

afinidad de níquel de b0,+AT con la cola de 6 histidinas en el N-terminal, permitió conseguir un

rendimiento de 0.1 mg de b0,+AT con una pureza aproximadamente del 50% por cada litro de

cultivo de Pichia pastoris (figura 7).

La proteína purificada fue concentrada en un Amicon con un poro de 10 kDa antes de

reconstituirla siguiendo el protocolo establecido en nuestro laboratorio por la Dra. N. Reig para

SteT producido en E. coli (ver apartado 5.2 de Material y Métodos). El ensayo de transporte

realizado con estos PLs no produjo ningún resultado positivo de transporte a pesar de la gran

cantidad de b0,+AT presente en los PLs (figura 8):
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Figura 8. Ensayo de transporte en PLs provenientes de Pichia pastoris transformadas con b0,+AT. El

transporte de 0.5 μM de L-arginina marcada radiactivamente se midió durante 10 minutos (10 min) o 1

hora (1h) en PLs que contenían 2 mM L-leucina (barras negras) o ningún aminoácido (barras blancas). El

transporte está expresado por ml de vesícula porque la proteína contenida en los PLs era indetectable. Se

muestra un experimento representativo.
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La repetición de este experimento variando la relación proteína:lípido entre 1:15 y 1:100

o cambiando los lípidos usados en la reconstitución previa purificación por los usados en la

reconstitución directa tampoco alteró los resultados obtenidos.

Esto parece indicar que la proteína b0,+AT producida en Pichia pastoris no es funcional.

Para comprobar el estado de b0,+AT producida en Pichia pastoris se realizó un BN-PAGE con la

ayuda de la Dra. E. Fernández para compararla con la producida en células HeLa (figura 9):

Figura 9. Comparación en condiciones nativas de la proteína b0,+AT producida en HeLa y en Pichia

pastoris. Western blot con αExpress de la BN-PAGE realizada con extractos de las células HeLa

transfectadas con b0,+AT (carril 1) o de Pichia pastoris transformada con b0,+AT (carril 2). La cabeza de

flecha vacía indica la posición de la banda correspondiente al monómero de b0,+AT y la cabeza de flecha

negra la correspondiente al homodímero de b0,+AT. La banda continua entre 140 y 660 kDa corresponde a

estados de agregación superiores al dímero.

b0,+AT producido en células HeLa presenta dos bandas principales, una banda de peso

molecular aparente ~65 kDa que corresponde al monómero y otra de peso molecular aparente

~145 kDa que corresponde al dímero. Por su parte, b0,+AT producido en Pichia pastoris parece

estar más agregada que la producida en células HeLa, ya que apenas muestra la banda del

monómero y por el contrario presenta estados de agregación superiores.

También se realizó un ensayo de inmunolocalización siguiendo el artículo Redding et

al., 1991 y con la ayuda de la Dra. M. Camps (datos no mostrados). Este ensayo mostró que

las proteínas de b0,+AT se encuentran agrupadas mayoritariamente en el interior de las Pichia
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pastoris, luego no son capaces de llegar a membrana, reforzando la idea de que están mal

plegadas.

Para descartar que el problema fuera que el clon escogido para la producción de b0,+AT

produjera la proteína mal plegada debido a que la sobreexpresión era muy elevada, se decidió

intentar la reconstitución directa a partir de otros clones y compararla con la del clon escogido

inicialmente, el clon 6 (figura 10):
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Figura 10. Ensayo de transporte en PLs provenientes de diferentes clones de Pichia pastoris

transformadas con b0,+AT. El transporte de 0.5 μM de L-arginina marcada radiactivamente se midió

durante 10 minutos en PLs que contenían 2 mM L-leucina (barras negras) o ningún aminoácido (barras

blancas). El transporte está expresado por ml de vesícula porque la proteína contenida en los PLs era

indetectable. Se muestra un experimento representativo.

Este experimentó descartó que la inactividad de b0,+AT se debiera al clon escogido y

reforzó la idea de que la falta de actividad se debe a un mal plegamiento de b0,+AT producido

en Pichia pastoris.

Finalmente, la reconstitución de xCT purificado siguiendo el mismo protocolo utilizado

para b0,+AT tampoco reportó actividad (figura11).

El hecho de que los PLs obtenidos a partir de proteína concentrada con el Amicon

generen una actividad de transporte similar a la de los PLs obtenidos a partir de proteína sin

concentrar indica que el xCT contenido en los PLs no es funcional, ya que una mayor cantidad
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de xCT no redunda en un mayor transporte. Este dato junto con los anteriores de b0,+AT nos

hace descartar Pichia pastoris como vector de expresión de las LSHATs humanas.
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Figura 11. Ensayo de transporte en PLs provenientes de diferentes clones de Pichia pastoris

transformadas con xCT. Se generaron liposomas por reconstitución directa (Directa) o previa purificación

sin concentrar con el Amicon (Sin) o concentrando la proteína 2 veces (Con). El transporte de 0.5 μM de 

L-glutamato marcado radiactivamente se midió durante 10 minutos en PLs que contenían 2 mM L-

glutamato (barras negras) o ningún aminoácido (barras blancas). El transporte está expresado por ml de

vesícula porque la proteína contenida en los PLs era indetectable. Se muestra un experimento

representativo.

CONCLUSIONES:

Hemos conseguido sobreexpresar las LSHATs humanas b0,+AT y xCT a gran escala en

Pichia pastoris, pero no se ha conseguido una buena sobreexpresión del concatenámero rBAT-

b0,+AT.

La reconstitución directa de b0,+AT, el concatenámero rBAT-b0,+AT y xCT no ha

generado actividades de transporte suficientes para realizar estudios funcionales.

Hemos purificado b0,+AT y xCT con una columna de afinidad de níquel de b0,+AT con la

cola de 6 histidinas en el N-terminal, consiguiendo un rendimiento de 0.1 mg de b0,+AT con una

pureza aproximadamente del 50% por cada litro de cultivo de Pichia pastoris.
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La reconstitución de b0,+AT y xCT previamente purificadas tampoco ha generado

actividades de transporte suficientes para realizar estudios funcionales.

A pesar de que hemos conseguido expresar y purificar b0,+AT y xCT en gran cantidad

parece ser que las proteínas obtenidas no son funcionales.
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ANEXO 3. ENSAYOS DE FLUORESCENCIA:

OBJETIVOS:

La fluorescencia con reactivos de cisteínas es una técnica ampliamente utilizada en

proteínas de membrana para intentar confirmar la existencia de cambios conformacionales o

mirar la proximidad espacial de residuos. Los ensayos de fluorescencia descritos en este anexo

fueron realizados en el laboratorio del Dr. J. Hernández-Borrell (U. de Barcelona, Farmacia).

1. Confirmar la existencia de cambios conformacionales en SteT.

Queríamos realizar ensayos de fluorescencia de Trp con SteT y también ensayos de

fluorescencia de cisteínas con diferentes reactivos específicos de cisteínas (MIANS,

IAEDANS y PM) en SteT. Para ello generamos un SteT cysless, sobre la base del cual

introducir cisteínas únicas para ver si la adición del sustrato hacia variar la

fluorescencia.

2. Estudiar si los residuos más importantes del segmento TM VIII están
espacialmente próximos al residuo T80 (bucle 2-3) o al residuo C415 (TM XII).

Mediante la generación de excímeros con PM queríamos determinar la proximidad de

los residuos más importantes de la hélice VIII (C291, G294 y K295) con el teórico bucle

reentrante (descrito en xCT en Gasol et al., 2004) y con la C415, diana del MTSEA que

en ausencia de la C291 estimula fuertemente el transporte.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN:

1. Confirmación de la existencia de cambios conformacionales en SteT.

SteT posee 7 Trp, que teóricamente se encuentran localizados en el medio del TM II,

justo antes del TM III, al inicio del TM III, justo antes del TM IV, al final del TM V, al final del TM

VI y al inicio del TM IX. Para intentar confirmar la existencia de cambios conformacionales en

SteT se decidió empezar por estudiar los cambios en el espectro de emisión de Trp de SteT, ya

que si alguno sufría cambios conformacionales podría modificar su espectro de emisión en

presencia del sustrato.

Se generaron SteT-PLs con una relación proteína:lípido 1:40, más elevada que la 1:100

utilizada para el transporte para tener más sensibilidad en los experimentos de fluorescencia.

Estos PLs se diluyeron en un tampón que contenía 150 mM cloruro de colina, 10 mM Tris-

Hepes pH 7.4, 1 mM MgCl2 y 1 mM CaCl2 (la misma composición utilizada en el medio de

transporte) y se introdujo en una cubeta de cuarzo en el espectrofluorímetro para que se
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atemperara a 25 ºC. Una vez atemperada, se excitó a 295 nm y se recogió la fluorescencia

emitida a 325 nm. La posterior adición de sustrato (15 mM L-serina) o de un aminoácido que no

es sustrato (15 mM L-arginina) no produzco ningún cambio en la intensidad de fluorescencia

(figura 1):

Figura 1. Cinética de emisión de fluorescencia de SteT-PLs. Los SteT-PLs atemperados a 25 ºC fueron

excitados a 295 nm y se recogió su emisión a 325 nm durante 20 minutos. La adición de 15 mM de L-

serina o de L-arginina se produjo donde se señala en cada caso.

Los espectros de emisión de los SteT-PLs (figura 2) tampoco revelaron ningún

desplazamiento de la λmáx, manteniéndose alrededor de 325nm. Esto indica, que o bien no se

ha producido ningún cambio en el entorno de ninguno de los Trp de SteT, o bien no tenemos

sensibilidad suficiente para verlos.
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Figura 2. Espectro de emisión de fluorescencia de los SteT-PLs. Los SteT-PLs atemperados a 25 ºC

fueron excitados a 295 nm y se recogió su emisión entre 310 y 400 nm. No se observan diferencias entre

los SteT-PLs (CONTROL), los SteT-PLs a los que se les adicionó 15 mM L-serina (+SER) o a los que se

les adicionó 15 mM L-arginina (+ARG).

La repetición de estos experimentos de fluorescencia de Trp variando la relación

proteína:lípido de los PLs a 1:100 ó a 1:10 no resultó en ningún cambio (datos no mostrados),

por lo que se decidió probar la fluorescencia de cisteínas.

Para determinar las condiciones óptimas del ensayo, se realizaron espectros de

emisión de SteT-PLs con los tres reactivos de cisteínas escogidos. Con estos datos se

ajustaron las λmáx para los estudios cinéticos, pero en ninguno de los casos se apreció una

variación significativa de la fluorescencia al añadir el sustrato con ninguno de los tres reactivos

de cisteínas, MIANS, IAEDANS ni PM (datos no mostrados).

Debido a que trabajar con PLs es más complicado que con proteína purificada en

solución, este mismo experimento se realizó también usando proteína purificada en lugar de

PLs. Los espectros obtenidos con SteT purificado en solución (figura 3) fueron muy similares a

los obtenidos con los SteT-PLs.
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Figura 3. Espectro de emisión de fluorescencia de SteT purificado en solución atemperado a 25 ºC. a)

Espectro de emisión de fluorescencia de los SteT purificado en solución con MIANS: una vez excitados a

330 nm, se recogió su emisión entre 370 y 470 nm. b) Espectro de emisión de fluorescencia de los SteT

purificado en solución con IAEDANS: una vez excitados a 336 nm, se recogió su emisión entre 400 y 550

nm. c) Espectro de emisión de fluorescencia de los SteT purificado en solución con PM: una vez excitados

a 338 nm, se recogió su emisión entre 360 y 550 nm.

Con estos datos se ajustaron las λmáx para los estudios cinéticos, pero con ninguno de

los tres reactivos se apreció una variación significativa de la fluorescencia al añadir el sustrato.

En la figura 4 se muestra la cinética de SteT con MIANS a modo de ejemplo:

Figura 4. Cinética de emisión de fluorescencia de SteT purificado en solución con MIANS. SteT purificado

en solución fue atemperado a 25 ºC, excitado a 330 nm y se recogió su emisión a 410 nm durante 7

minutos. La adición de 15 mM de L-serina desde el inicio no produjo ningún cambio en la intensidad de

fluorescencia observada. La adición de 5 μM MIANS se produjo cuando indica la flecha.
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El hecho de que no se observaran cambios al añadir sustrato con ninguno de los tres

reactivos de cisteínas puede deberse a falta de sensibilidad, ya que los cambios en una

cisteína podrían verse apantallados por las otras cuatro cisteínas.

Para evitar esta falta de sensibilidad al trabajar con SteT se generó un SteT cysless,

sobre el cual se introdujeron cisteínas únicas, usando SteT cysless como control negativo.

La cinética con MIANS reveló que tal y como se esperaba SteT cysless no se marcaba.

También se vio que cysless S41C tampoco se marcaba, a pesar de estar en el bucle 1-2, que

se supone está expuesto al medio externo. Por el contrario, cysless C291 (localizado en medio

del TM VIII) y cysless K317C (situado en el bucle 8-9, teóricamente corresponde al ápice del

segundo bucle reentrante) sí se marcaban claramente (figura 5):

Figura 5. Cinética de emisión de fluorescencia de SteT cysless, cysless S41C, cysless C291 y cysless

K317C purificados en solución con MIANS. Todos los mutantes purificados en solución fueron

atemperados a 25 ºC, excitados a 330 nm y se recogió su emisión a 410 nm durante 5 minutos. La adición

de 5 μM MIANS se produjo cuando indica la flecha.

El mismo experimento realizado con PM confirmó que cysless no era capaz de

marcarse y que cysless S41C se marcaba muy poco, a diferencia de cysless C291 y cysless

K317C que se marcaban claramente (figura 6).

Las cinéticas y los espectros de estos mutantes, tanto con MIANS (datos no

mostrados) como con PM (datos no mostrados) no mostraron ningún tipo de cambio con la
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adición de un aminoácido sustrato (L-serina) como con la de otro que no es sustrato (L-

arginina).

Figura 6. Cinética de emisión de fluorescencia de SteT cysless, cysless S41C, cysless C291 y cysless

K317C purificados en solución con PM. Todos los mutantes purificados en solución fueron atemperados a

25 ºC, excitados a 338 nm y se recogió su emisión a 375 nm durante 5 minutos. La adición de 5 μM PM 

se produjo cuando indica la flecha.

Esto puede indicar dos cosas, o bien no tenemos suficiente sensibilidad para poder ver

los cambios conformacionales de SteT, o bien SteT no posee cambios conformacionales

significativos en los residuos estudiados.

2. Estudio de la proximidad espacial de los residuos más importantes del segmento
TM VIII con el residuo T80 (bucle 2-3) y el residuo C415 (TM XII).

Aprovechando que el PM es un reactivo de cisteínas que sirve para estudiar la

formación de dímeros de estado excitado (excímeros), se generaron los dobles mutantes de

cisteína: cysless T80C C291, cysless T80C G294C, cysless T80C K295C y cysless C291 C415

para estudiar la proximidad del teórico ápice del primer bucle reentrante con el segmento TM

VIII y la proximidad de las cisteínas endógenas C291 y C415, debido a que la primera es la

diana del MTSET que inactiva el transporte (ver figuras 29, 30, 31 y 32 en Resultados) y la
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segunda en ausencia de la primera es la diana del MTSEA que activa el transporte (ver figura

33 en Resultados).

Se realizó un espectro de absorción de todos los dobles mutantes de cisteína

generados, previamente purificados e incubados O/N con PM, entre 310 y 370 nm y se vio que

en todas las muestras el máximo se encontraba a 343 nm, con unas intensidades entre 0.176 y

0.330. Para realizar ensayos de fluorescencia este valor no debe ser superior a 0.01, por lo que

se diluyó la proteína por debajo de este umbral y se realizaron espectros de emisión entre 360

y 550 nm con todos los dobles mutantes de cisteína, en ausencia o presencia del sustrato, pero

en ninguno apareció el pico correspondiente al excímero (alrededor de 450-475 nm) (figura 7):

Figura 7. Espectro de fluorescencia del cysless T80CS291C con PM. El mutante cysless T80CS291C

purificado se hizo reaccionar con PM protegido de la luz y después se bloqueó el exceso con DTT antes

de ser eliminado con una columna de gel filtración. La proteína resultante se valoró por el método de BCA

y se midió su A343 para que no fuera superior a 0.01 en la cubeta. Excitando a 338 nm se recogió el

espectro de emisión entre 360 y 550 nm. A 375 nm se observa el pico de emisión principal del PM,

mientras que el pico de emisión secundaria se observa a 395 nm. El pico correspondiente al excímero

debería aparecer alrededor de 460 nm.

Esta técnica es muy sensible a la distancia, de manera que estos resultados no

descartan que el segmento TM VIII esté próximo al primer bucle reentrante o al segmento TM

XII. Se deberían realizar más mutantes similares a los aquí descritos para intentar ver la

formación de excímeros antes de sacar conclusiones definitivas.
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CONCLUSIONES:

No hemos conseguido ver cambios conformacionales en SteT, ni mediante

fluorescencia de Trp en SteT, ni mediante fluorescencia de cisteínas en SteT ni en varios

mutantes únicos de cisteínas.

No hemos sido capaces de demostrar la proximidad del segmento TM VIII con el primer

bucle reentrante, ni con el segmento TM XII.
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ANEXO 4. ARTÍCULO DE PRIMER AUTOR.


