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INTRODUCCIO

1. INTRODU‘CCI('): GENERALITATS DEL  TRANSPORT
D’AMINOACIDS EN MAMIFERS

Els sistemes de transport d’aminoacids en la membrana plasmatica dels mamifers
son essencials per diferents funcions:

a) Mediacid i regulacio del flux de nutrients i precursors d’altres biomolécules.
b) En I'SNC participen en la terminacid i modulaci6 de la transmissi6 sinaptica.
¢) Regulaci6 de la pressié osmotica.

Les estratégies experimentals utilitzades per estudiar el transport d’aminoacids han
estat les mesures de transport d’aminoacids radioactius en organs amb perfusid, o en
I’entrada en cél-lules en cultiu o membranes plasmatiques aillades de diferents
teixits. Aixi, es classificaven els sistemes de transport en funcié de I’aminoacid
transportat (basics, neutres, etc), les propietats cinétiques -afinitat, farmacologia
(inhibicié per aminoacids modificats com BCH, MeAIB), etc- i les propietats
termodinamiques del transport (equilibratiu, gradient electroquimic de sodi, etc).
S'anomenaven amb diferents noms que recordaven el substracte transportat (A,
alanina) i en majiscula o miniscila dependent de si era o no dependent de sodi.
(Silbernagl, 1988; McGivan et al., 1994; Collarini et al., 1987; Kilberg et al., 1993;
Christensen, 1982; Christensen, 1990; Wang et al., 1991; Christensen, 1984,
Palacin et al., 1998 articles).

A partir dels noranta s’inicia la biologia molecular en aquest camp amb el
descobriment dels primers gens implicats (GAT-1, CAT-1, rBAT, GLT-1, etc) en
aquest transport, amb técniques com ara I’expressié funcional en odcits, la
purificacié-reconstitucid, I'aillament per homologies, etc (Guastella et al., 1990;
Kim er al.,, 1991; Kanai et al., 1992; Bertran et al., 1992, etc).

Aixi s’ha volgut correlacionar les activitats que s’havien trobat anteriorment amb les
funcions que catalitzen les proteines que s’han anat aillant. En la taula 1 descric
aquestes activitats de transport i indico els gens que s’han associat a cadascuna
d’aquestes activitats.

Aquesta introduccié consta de les parts segiients: En 1'apartat 2 descric amb més
detall les families de proteines implicades en el transport d’aminoacids. En
cadascuna de les families hi ha 3 subapartats: a) Proteines conegudes. Expressio
tissular i caracteristiques funcionals. 5) Relacié estructura-funcié. ¢) Paper
fisiologic. En l'apartat 3 parlo dels sistemes de transport d’aminoacids lisosomals, ja
que en la present tesi s’han aillat dos cDNAs de transportadors de la membrana
lisosomal. Finalment, en l'apartat 4, desenvolupo les malalties hereditaries que es
deuen a defectes en el transport d’aminoacids.
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He d'assenyalar ara ja que una de les families de transportadors d'aminoacids, la
familia HAT (Heteromultimeric amino acid transporters) 1'he desenvolupat en els
apartats "Antecedents experimentals" i "Resultats i Discussio", ja que s'ha descobert
durant la realitzaci6 de la present tesi. De manera analoga, també descric la familia
de transportadors d'aminoacids lisosomals trobats en aquesta tesi en l'apartat

"Resultats i Discussio".

Sistema de Caracteristiques funcionals Proteina aillada
fransport
A Aa neutres petits, altament regulat, tolera un grup N- 9
metil, sensible al pH, presenta trasinhibicié, ubic :
ASC No aa N-metilats, presenta transestimulacié ASCT1?
Gln, Asn, His. Sensible al pH. Present en hepatdcits.
N Variant N en muscul. NAT (g17?)
f-alanina, taurina i GABA. Dependent de clorur. Hi ha 19 _
BETA variants. Present en diversos teixits GAT-1,-2.-3, BGT-1, TAUT
Gly i sarcosina. Dependent de clor. Hi ha variants.
GLY Presents en diversos teixits. GLYT-1,-2
Pro, OH-Prolina i N-metil-glicina. Inhibit per MeAIB, 9
IMINO en membrana apical d’intesti .
PHE Phe i Met. En membranes apicals ?
0 Amplia especificitat. $'inhibeix per BCH peré no per o
B MeAIB. En membranes apicals. També es diu NBB. ASCT2?
Aminoacids neutres ramificats sodi-independent,
L presenta transestimulacig, s’inhibeix per BCH 4F2hc/LAT-1,2
B+ Amplia especificitat per aa zwiterionics i basics. Accepta BY*AT
BCH perd no MeAIB
b* Aa catidnics. No interactua amb homoserina ?
+ Aa cationics. Aa neutres en preséncia de sodi amb baixa
y afinitat. Sensible a NEM. Ubic CAT-1,-2,-3,4
+ Aa catidnics. Aa neutres en preséncia de sodi amb alta +
yL afinitat. Insensible a NEM. 4F2hc/y'LAT-1,-2
0.+ Amplia especificitat per aa zwiteridnics i neutres, perd 0.+
b baixa afinitat pels ramificats. No s inhibeix per BCH BATA™ AT
X'ag L-Glu i D- i L-Asp. Depén de K”. Ubicu. EAAT-1,-2,-3,-4,-5
asc Aa neutres petits. Intercanviador, Present en eritrocits 4F2hc/ascAT
T Aa amb grups benzenoids amb diferents afinitats. 9
Cél'lules sanguinies. .
. Intercambiador de Glu i cistina (anionica). En hepatocits
Xe i fibroblasts 4F2hc/xcAT

Taula 1. Relacié entre els sistemes de transport d'aminoacids i els gens que s'hi han
relacionat.

2. PROTETNES IMPLICADES EN EL TRANSPORT
D’AMINOACIDS EN MAMIFERS EN LA MEMBRANA

PLASMATICA

2.1 TRANSPORTADORS D’AMINOACIDS CATIONICS INDEPENDENTS
DE SODI
TISSULAR I

2.1.1 PROTEINES CONEGUDES. EXPRESSIO

CARACTERISTIQUES FUNCIONALS.

Hi ha quatre membres d’aquesta familia, també coneguda com els CAT (cationic
amino acid transporter). Tots pertanyen a la superfamilia de transportadors
especifics per a aminoacids, poliamines i colina (4PC family) (Reizer et al., 1993).
En funcié de les seves caracteristiques (expressio, activitat,...) es considera que son
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les proteines responsables del sistema de transport y'. El primer d’aquests membres
(CAT-1) es va identificar com a receptor pel virus ecotropic de la leucémia murina
(Wang et al, 1991; Kim et al., 1991). El segon es va identificar com un gen
d’expressi6 primerenca en limfocits activats (MacLeod ef al., 1990), del qual es van
trobar dos transcrits degut a splicing alternatiu: CAT-2 (també anomenat CAT-2b) i
CAT-2a (Closs et al, 1993). CAT-3 va ser identificat per homologia amb els
transcrits anteriors (Hosokawa et al, 1997) igual que CAT-4 (Sperandeo et al.,
1998). En la figura 1 presento un alineament d’aquestes proteines. Mentre que
CAT-1, CAT-2 i CAT-3 son semblants entre ells en un 60%, CAT-4 és semblant
unicament en un 40%.

CAT-1 s’expressa ampliament en tots els teixits excepte en fetge -si en fetge
regeneratiu com, per exemple, després d’una hepatectomia (Aulak ef al., 1996)- en
forma de dos transcrits (3.4 kb i 7.9 kb). L’expressio del transcrit de 7.9 kb esta
sotmesa a regulacid posttranscripcional, a causa de seqiiéncies desestabilitzants
(riques en AU) presents en 1’extrem 3’ (Aulak et al., 1999). Aquesta regulacio es
dona en situacions com ara la regeneracid6 hepatica o per assequibilitat
d’aminoacids. Funciona com un transportador d’aminoacids basics independents de
sodi d’alta afinitat (K, en el rang uM) i estereoespecific. També transporta
homoserina i cisteina en preséncia de sodi. El transport depén de voltatge, aixi la
hiperpolaritzaci6 incrementa la velocitat maxima i fa decréixer la K, per ’entrada
(Kavanaugh et al., 1993). Presenta transestimulacié amb un grau més elevat que els
altres membres de la familia.

CAT-2a s’expressa en fetge, muscul, ronyd, pancrees i pell. L’expressié en fetge
decreix entre 1’area portal i la vena central (Burger-Kentischer er al, 1998).
Transporta aminoacids de forma independent de sodi amb baixa afinitat (Km en el
rang mM). No presenta transestimulacio.

CAT-2 s’expressa de forma bastant ubiqua. La seva expressid s’incrementa en
activar-se les céllules amb diferents citocines (Aulak et al, 1996). Les
caracteristiques de transport son molt similars a les descrites per a CAT-1. Les
diferéncies més importants entre CAT-2 i CAT-2a es troben en el domini
intracel'lular 4, entre el segments transmembrana postulats 8 i 9 (Closs et al., 1997).

CAT-3 s’expressa unicament en el cervell, de forma predominant en I’eix mitja
talamic-hipotalamic. Fent servir un anticos especific, s’ha observat que la proteina
s’expressa en neurones perd no en cél-lules glials o endotelials (Hosokawa et al.,
1999). També funciona com un transportador d’aminoacids basics independent de
sodi d’alta afinitat amb estereoespecificitat i amb transestimulacié (Ito et al., 1997).

CAT-4 s’expressa majoritariament en cervell, testicles i placenta. L’expressié en
oocits indueix activitat de transport d’aminoacids basics (Sperandeo et al., 1998).
2.1.2 RELACIO ESTRUCTURA-FUNCIO

Els perfils d’hidrofobicitat per a aquestes proteines suggereix que presenten 12 o 14

dominis transmenbrana on els extrems N i C-terminal serien citosdlics (vegeu
figura 1). Algunes evidéncies experimentals estan a favor del model de 14 dominis
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CAT-1 --—-- MGCKVLLNIGQQOM KWDCS-REg%RLsmNT
CAT-2 ----MIPCRAALTFARCLIRKIVTLDSLEDEKLCRGHSTM
CAT-3 —-—=- MLWQALRRFGQKLVRRRVLELG-MGERRLAREHSTL
CAT-4 MARGLPTIASLARLCQKLNELKPLEDS-TMEfISLREGIHSTL
Il
car-1 BAVRRENABBAIVISELI BeiicE BT YSYYTVERLHAEITE 114
CAT-2 BE¥AKADSEESIVVSHLIARLARQVMAGLEY. Kng%; YTYRTVEEEWAEITH 116
CAT-3 BEYAKD SIVICELVEALSSVLRGEEY AEFGERY) GSGEAYRY SYNTVHEE TH 114
CAT-4 KEVABHAVLLS} L AR EY AR FOARYER TESAYIFTEVSMECIHARLTY 119

2

car-1 FHLIEsEITErs TEBELIGREJGEFS--~RTHMT LNAPGVBAENEDI FAVII 171
RHLIESYvIgTSS
o
Ras,

CAT-2 GEGTFYE LLSKQYGQFL~-~RTY FRMNYTG-HAEYEDFFAVCL 172
cAT-3 BWNLIES TASVE SAFANLIGNHESRTL---KGT ILLKMPHVHAEYEDFFALAL 171
CAT-4 LEERI EEGAREARAWEGY LESMF SHSERNFTE DPRGFLAGAPPGPY{PGLEGCWHHPP 179

CAT-1 ILILTGLLTLGVKESAMVNKI

A
CI MLGHIMVSEEVKGSV! QLTEEDE! RL 231
CAT-2 ILLLAGLLSFGVKESAWVN AVNI{ L KGNV, ISEEFL SA 232
CAT~3 VLLLTGLLVLGASKSALVT TGMNL§ SEVIISGEIKGELR LTKEDYCLTMSES 231
VI I

CAT~-4 WPLPLSPVEPACPP--WLNHTESAISLENMT LAQPHNNSADE~—--—-—-—~ 227
CAT-3 [N===GTCSLDSMGS

CAT-1 VABLLICFI BAAETERVY Bpy G

CAT-2 VTSLLVC IAAKETIME GP

CAT-3 VISMFICF s AkirMvE Hot P

CAT-4 AISLAIAAGAXILYETVETIMVE S7EADEEYORBYR

VI
CAT-4 ——mm——m—mmmmme
IX

CAT~1 CLN-NDIKEGKPGVEGEMBFGFsEVLSEARTERTRFVEENCTATTGERVKRBOKATHVGE 290
CAT-2 REPPSE] IYGAEGEMBYRFT HARTEEY ARVGERCTATTGEEVREEQOKATRIGE 292
4T LREARTEEYAFVAFHCTATTGERAONEORSTEMGE 288
@rHs SSERAONBRRSVHLAY 273

VII

350
352
348
333

CAT-1 FLENVNDREKTEI I sgp.v F K[I%D 410
CAT-2 CLAQINSKEKTHI IATHSSGAVABLMAFEFDEKARYD 412
CAT-3 RVLAKVHSVRHIBIVAREVSEVIARrMErYFE Tnﬁgo 408
CAT-4 SRR OVFEHVHPREQVEVAG! LLTArLELELDEESEYD 393
X
caT-1 LMgris SLEAACVL - ~-BEQPNLVYQOMAST SDELDPADQNELASTNDSQLG 467
CAT-2 15 SL¥AACVLIELEYH---8--- GLSYDQPKCSPEKDGLGSSPRVTSKSESQV 466
CAT-3 L Iﬁ'xm HSLY¥SICVLIERYD---B----D-QEMKSVEEEMELQEET-========== 449
CAT-4 FLELETHLAYTFEATSIT KSSP-—---PSSPGPASPGPLTKQQSS--~FSDHLQLV 446
X1

—

CAT-1 FLPEA---EMFSLKTILS K—NMEPSKISGLigNISTSLIAVLIITFCIVTVLGREALTK 523
CAT-2 TMLQR---QGFSMRTLFCH--SLLPTQQSASLMSFLVGFLAFLVLGLSVLTTYGVHAIYR 521
CAT-3 --LEA---EKLTVQALF ~NSIPTLLSGR VCSSLLAVLLTVLCLVLTWWTTPLRS 503
CAT-4 GTVHASVPEPGELKPAL LGFLDGYSPGA WALGVMLASAITIGCVLVEGNSTLHL 506

X1
CAT-1 GALWAVFLLAGSALLCAVVTGVIWRQPESKTKLSE
CAT-2 LEAWSLALLALFLVLFVAIVLTIWRQPQNQRKVA#
CAT-3 GDPVWVTVVVLILGLILAISGVIWRQPQNRTPLHE
CAT-4 PHWGYILLLLLTSVMFLLSLLVLGAHQQQYREDLyj

. Xm

gviBILs MMOLDQ 583
HFT T FTHL VI YEMVOLSA 581
H VS QMTA 563
BLIPALSEVIMICEMLKLSY 566

X1V

CAT-1 FIIYAG LW EEEASLDADQART PDGNLDQCK-~============ 629
CAT-2 FLIYESY4IREYLEGHLR-DENNEEDAY PDNVHAAAEEKSATQANDH 640
CAT-3 FATYEGYAT KEVKNHQTLPKTRAQTIDLDLTTSCVHSI ~—~—- 618
CAT-4 LAVEEGYGTREYKENQRELPGLNSTHYVVFPRGSLEETVQAMQPPSQ 626
CAT-1 =—mmmmmmmm———————

CAT-2 HPRNLSSPFIFHEKTSEF 658

CAT-3 =memecmmomceme—— e

CAT-4 APAQDPGHME--==-==--=~— 636

Figura 1. Multialineament dels membres de la familia CAT. En gris mostro els residus
conservats en tota la familia, En vermell mostro el residu glutamat 107 que és important
per a la funcié i 1a zona d’splicing alternatiu en CAT-2a. Les linies indiquen els 14 dominis
transmembrana putatius.
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transmenbrana com anticossos dirigits o el patré de glicosilacid, perd no se n'ha
estudiat en detall la topologia (Kim et al., 1993; Woodard et al., 1994).

Estudis fets amb quimeres entre CAT-1, CAT-2 i CAT-2a mostren que les
caracteristiques del transport es troben en el domini divergent entre CAT-2 i CAT-
2a. No s’han estudiat en detall els residus que es troben en aquesta regié (Closs et
al., 1993) (en vermell en la figura 1).

En el tercer domini transmembrana hi ha un residu, glutamat 107, que esta conservat
en la familia APC, el qual si es canvia a aspartat perd no glutamina, produeix una
proteina que arriba a la membrana perd que no és funcional (Closs et al., 1996).

El tercer domini extracel-lular, en concret els residus 232-237 de CAT-1, sén
essencials per a la uni6 del virus (Yoshimoto et al., 1993; Albritton et al., 1993). La
causa de I’ecotropisme del virus (només infecta rata i ratoli) es troba en aquests
residus. La unié del virus inhibeix de forma no competitiva I’entrada de substrats
pero no la sortida. La glicosilaci6 no és important per a la funcio de la proteina, perd
pot provocar efectes estérics en la interacci6 del virus amb el transportador, fet que
- explicaria la viabilitat de les cél-lules de ratoli infectades amb el virus (Wang et al.,
1996). La proteina CAT-4 no presenta cap seqiiéncia consensus de glicosilacid.

2.1.3 PAPER FISIOLOGIC

Sembla que la funcié de CAT-1 seria la de proveir la cél-lula amb els aminoacids
basics necessaris per dur a terme les seves funcions: sintesi de proteines, urea,
poliamines, Oxid nitric, etc (Hyatt ez al., 1997). Aixi, 1a seva expressio es regula de
forma posttranscripcional amb la concentracié externa d’aminoacids (Aulak et al.,
1999). També s’incrementa la seva expressio en cél-lules proliferatives com ara en
la regeneraci6 hepatica, limfocits T i B activats, cél-lules tumorals, etc Aixi el ratoli
knockout per CAT-1 mor després d’anémia del naixement (Perkins et al., 1997).
També és regulat per hormones com ara la insulina o la dexametasona (Hyatt ez al.,
1997).

El fet que el fetge només expressi la isoforma CAT2a, que presenta una afinitat més
baixa, permetra que el fetge només acumuli aminodcids basics quan les
concentracions en plasma siguin elevades. L’expressio de CAT2a s’incrementa en
muscul en situacions d'estrés, com ara deprivacié de menjar, esplenectomia o
hepatectomia (Kakuda ez al, 1998), potser impedint aixi la deplecié d’aquests
aminoacids en situacions de protedlisi. CAT-2a podria també estar implicat en el
transport d’arginina en les cél-lules B del pancreas, ja que aquesta actua com un
estimulador de la secreci6 d’insulina (Flodstrom et al., 1999).

S’ha implicat el transportador CAT-2 en la formacié d’oxid nitric en diferentes
cél-lules com ara els macréfags activats per IFN-y i LPS (Kakuda er al., 1999),
astrocits (Stevens ef al., 1996), cél-lules musculars llises vasculars (VSMC) (Hattori
et al., 1999). En el cas dels macréfags s’ha implicat les MAP quinases en una
regulaci6 posttranscripcional del missatger de CAT-2 (Caivano, 1998). A més, els
glucocorticoides inhibeixen la producci6 de NO en cél-lules endotelials
microvasculars cardiaques a causa d'una inhibicié en la sintesi de qAT-Z i CAT-1 (a
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més d’inhibir la sintesi del cofactor de la NOS tetrahidrobiopterina), fet que
reflecteix la importancia de I’assequibilitat d’aminoacids basics per produir oxid
nitric (Simmoms et al., 1996). El ratoli knockout per CAT-2 no produeix o0xid nitric
en alguns tipus cél-lulars perd si en d'altres, cosa que indica que la responsabilitat de
proveir arginina per produir NO pot estar compartida per CAT-1 i CAT-2. De forma
interesant, aquest ratoli €s resistent a alguns tipus de tumors, fet que reflecteix la
importancia de controlar la produccié de NO (MacLeod, C.L. et al., Congrés a
Colorado sobre transport d'aminoacids).

No es coneix encara quina seria la funcié de CAT-3 ni de CAT-4. Es postula que
CAT-3 proveiria les neurones d’aminoacids basics (Hokosawa et al., 1999). El gen
CAT-4 mapa en el cromosoma 22ql11.2, en la zona suprimida en la sindrome
velocardiofacial, perd no se n'ha demostrat la implicacio en aquest sindrome
(Sperardeo et al., 1998).

2.2 TRANSPORTADORS D’AMINOACIDS DEPENDENTS DE SODI I
CLORUR

2.2.1 PRQTETNES CONEGUDES. EXPRESSIO TISSULAR I
CARACTERISTIQUES FUNCIONALS

Aquesta superfamilia presenta com a caracteristica funcional que el transport de
substrat depén de sodi i clorur. S’ha dividit funcionalment en dos superfamilies: els
transportadors de neurotransmissors i els transportadors orfes. Els transportadors de
neurotransmissors es subdivideixen també en tres subfamilies (Kanner, 1994; Uhl et
al., 1994). a) els transportadors de monoamines biogéniques -DAT, NET
(Pacholczyk et al., 1991) i SET-; b) els transportadors de GABA -GAT (Guastella et
al, 1991) i BGT-1 (Yamauchi et al,, 1992)-, taurina (TAUT) (Liu et al., 1992) i
creatina i c) els transportadors de glicina (GLYT) (Guatella ez al,, 1992; Liu et al.,
1993), prolina (PROT) (Fremeau ef al., 1992) i el transportador B** (ATB%*) (Sloan
et al., 1999). En aquesta tesi només tractaré els transportadors d’aminoacids, és a dir
GAT (-1,-2,-3), BGT-1, TAUT, GLYT, PROT i ATB"". En la figura 2 presento un
multialineament d’aquestes proteines, marcant els dominis transmembrana i alguns
residus que s’han estudiat funcionalment.

GAT-1 s’expressa principalment en neurones perd també en cél-lules glials dels
cortex cerebral, cerebel, hipocamp i retina. Aixi, hi ha correlacié entre GAT-1 i
GAD67 (I’enzim que sintetitza el GABA) en ’striarum i el cortex (Swam et al.,
1994; Minelli et al., 1995), perd no en les cél-lules de Purkinje o les neurones
motores espinals (Snow er al, 1992; Rattray er al, 1993). Aixi, té un paper
presinaptic, postsinaptic i també regulador de la concentracié de GABA en les
cél-lules glials. Durant el desenvolupament del cervell s’expressa en la materia gris i
en els axons en creixement (Jursky ef al., 1996), fet que quadra amb el fet que en
expressar-se en cél-lules MDCK presenti una localitzacié apical (Pietrini et al.,
1994; Ahn er al., 1996). En la retina s’expressa en les neurones amacrines (Honda et
al., 1995; Ikegaki et al., 1994).

GAT-2 s’expressa també en el cervell amb localitzacions neuronals (pericaria,
dendrites i terminals d’axons formant sinapsis simétriques i asimétriques) i no-
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neuronals (matéria aracnoide i pia, limits de la glia, cél-lules ependimals i cél-lules
epitelials del plexe coroide) (Conti ef al., 1999). En retina s’expressa en les capes de
Pepiteli pigmentat de la retina i de les fibres nervioses i en I’epiteli dels cossos
ciliars (Honda er al., 1995; Ikegaki et al., 1994). També s’expressa en teixits
periférics com ara el ronyd i el fetge (Borden et al., 1995). En cél-lules MDCK
presenta una localitzacié basolateral per uns 22 residus localitzats en I’extrem C-
terminal (Muth et al., 1998).

Es considera que GAT-3 funcionaria com un transportador de glia. Aixi, durant el
desenvolupament, s’expressa en les cél-lules de la glia perpendiculars a axons que
expressen GAT-1 (Jursky er al., 1996), i en la retina s’expressa en les cél-lules
Muller glials (Honda et al., 1995; Ikegaki et al., 1994). Presenta una localitzacié
apical en cél'lules MDCK per una zona present en I’extrem C-terminal, en concret
s’ha identificat la segiiéncia THF (Muth er al, 1998). S’expressa en axons i
membranes somatodendritiques (Ahn et al., 1996).

BGT-1 s’expressa en molts teixits periférics: ronyd, fetge, placenta, cor, miscul
esquelétic perd també en cervell, on tindria una localitzacié glial. Presenta una
localitzacié basolateral en MDCK (Yamauchi et al., 1992), a causa de la interaccid
entre un motiu en ’extrem C-terminal d’interaccié amb la proteina de la familia
PDZ LIN-7. Aquesta interaccié determina la localitzacié subcellular per un
mecanisme de retencié que prevé la internalitzacid en el domini basolateral (Perego
et al., 1999).

TAUT s’expressa en molts teixits com ara cervell, pulmé, ronyd, fetge, placenta, etc
(Jhiang et al., 1993).

GLYT]1 presenta tres variants (la, 1b, 1c) que provenen del mateix gen i que
difereixen en les seqiiéncies N-terminal (Borowsky et al., 1993). L’expressié dels
gens 1a o 1b depen d’unes seqiiéncies riques en AC i TG que formarien estructures
en llag que facilitarien o interferirien amb I’splicing, fet que faria transcriure una
isoforma o una altra (Borowsky et al., 1998). La isoforma lc és una variant de
splicing de la isoforma 1b (Adams et al., 1995). GLYT1a és la finica isoforma que
s’expressa en teixits periféerics com ara fetge, pulmé, melsa, timus associada als
macrofags (Borowsky et al., 1993). En I'SNC GLYT1a s’expressa en la matéria
grissa, de forma paral-lela als receptors de glicina (GlyR) sensibles o no a estricnina
en hipocamp, bulb olfactori, cerebel i medul-la espinal. GLYT1b/1c s’expressa en la
matéria blanca. Trobem també expressio en zones del cervell on no hi ha GlyR, pero
col-localitza (Smith er al., 1992) i modula la funcid dels receptors de NMDA (N-
metil-D-aspartat) (Bergeron et al., 1998). Es pensa que en el cervell s’expressa en la
glia 1 no en neurones (Zafra et al., 1997). En canvi, en la retina si que s’ha observat
que GLYT1 s’expressa en les neurones amacrines que contenen glicina, perd no en
les neurones bipolars que també contenen glicina, fet que suggereix que podria
haver-hi transport de glicina a través de d'unions comunicants de tipus gap entre
aquestes cél-lules (Pow et al., 1999; Vaney et al., 1998).

GLYT?2 és especific de 'SNC -sistema auditiu, perd no el cortex auditiu (Friauf ez
al., 1999), nucli dels nervis cranials, espina dorsal (Zafra et al., 1995), neurones
Botzinger (Schreihofer et al., 1999), etc-. Col-localitza amb el GlyR sensible a
estricnina i amb neurones amb gran quantitat de glicina (Zafra et al., 1995). Presenta
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una localitzacié axonal, és a dir, presinaptica. Recentment, s’ha identificat una nova
isoforma de GLYT2, GLYT2b amb cinc aminoacids més que GLYT2 i que presenta
la mateixa distribucié i les mateixes caracteristiques cinetiques, perd que a
diferéncia de GLYT2 no pot acumular aminoacids, sindé uinicament intercanviar-los
(Ponce et al., 1998).

PROT s’expressa tinicament en I'SNC, concretament en neurones glutamatérgiques
(Fremeau et al., 1992), en les membranes presinaptiques (Velaz-Faircloth et al.,
1995).

B AT s’expressa en pulmé (traquea), glandules salivars, glindula mamaria,
estomac i glandula pituitaria (Sloan ez al., 1999).

En la taula 2 resumeixo les caracteristiques funcionals d’aquests transportadors

(Palacin et al., 1998 articles).

Transportador Substrats (Km, uM) Farmacologia (Ki, pM) Lligands cotransportats
. GABA (< 10), Betaina (>> NIP (< 10), ACHC (~ 100), PO
GAT-1 500) B-Ala (> 2000) L-DABA (< 30) GABA, 2Na'. CI
] GABA (~ 20), p-Alanina (~ | NIP (> 500), ACHC (> 500) .
GAT-2 30) Taurina (~ 500) L-DABA (> 100) GABA, Na', CT
] GABA (~ 1), B-Alanina (~ NIP (50}, ACHC (~ 800) .
GAT-3 100), Taurina (~ 1500) L-DABA (~ 100) _ GABA,>1Na', CT
. GABA (< 100), Betaina (~ NIP (> 2000), ACHC (~ 2000) + -
BGT 400, L-Prolina (~ 900) L-DABA (~ 2000) _ GABA 3Nz 1o2cl
Taurina (< 10), B-Alanina (~ Hipotaurina (< 10), 1-Ala (> . P
TAUT 60) 250), GABA (>2000) Taurina, 2 Na’, Cl
GLYTI(A,B.C) Glicina (< 50) Sarcosina (< 100) Glicina, > INa", 1 CI'
GLYT2 (B) Glicina (~ 20) Sarcosina (> 1000) Glicina, > INa’, 1 CI'
. Sarcosina (30), NIP (>> 100), . R
PROT L-Prolina (< 10) 1.-His, I.Cys (~ 80) Prolina, Na', Cl-
Aa no polars grans (<4 0), Aa
polars grans (~ 100), Aa polars BCH inhibeix
B™AT > 100 excepte serina (43), Aa competitivament. 1Aa,203Na",1Cr
aromatics (< 100), Aa Aa anidnics no inhibeixen.
carregats positius (~ 100)

Taula 2. Resum de les caracteristiques funcionals dels transportadors d'aminoacids de la
familia de transportadors dependents de sodi i clorur.

2.2.2 RELACIO ESTRUCTURA-FUNCIO

Totes aquestes proteines transporten el substrat utilitzant I’ié de sodi i 1’ié de clorur
amb diferents estequiometries, cosa que provoca que el moviment del substrat
provoqui corrents electrices. D'altra banda, també pot funcionar transportant en
forma directa o reversa. Com es du a terme el transport? Hi ha diferents models per
explicar-ho, perd6 només citaré el model més actual (Hilgemann et al., setembre
1999), per la proteina GAT-1, que és el que millor s’ajusta a totes les dades
experimentals.

Segons I’autor, el transportador existiria en dues conformacions Ew i Eour. En
I’estat Eqn, un i6 de clorur i dos ions de sodi s’unirien de forma seqiiencial des del
costat citoplasmatic; en I’estat Eqyr, un 16 de sodi s'uniria al transportador i un i6 de
clorur, un i6 de sodi i una molécula de GABA s’unirien des del costat extracel-lular.
Aixi, quan els llocs d’unié de la conformaci6 Ej estan buits, s'esdevé una transicié
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Figura 2. Alineament dels membres de transportadors d’aminoicids dependents de sodi i
clorur. En gris mostro els residus conservats en tota la familia. En vermell mostro residus
que s’han vist que sén importants per a la funcié (vegeu relacié estructura-funcid). Les
linies indiquen els 12 dominis transmembrana putatius on el domini I (linies discontinues)
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cap a I’estat Eqyt que obre els llocs d’unid i absorbeix un i6 de sodi extracel-lular,
transicio que és la més electrogénica. Ara, des de ’estat Eoyr, una molécula de
GABA i un i6 de sodi es translocarien cap al citosol formant un estat intermediari,
En*. La translocacio de 1’ié6 de clorur i la sortida de I’i6 de sodi absorbit sén
necessaris per finalitzar un cicle de transport i arribar a I’estat Ey. En ’estat En*,
en abséncia d’i6 de clorur pot haver-hi intercanvi GABA-GABA; aixi, 1’i6 de clorur
permet que el transportador pugui acumular GABA. En la forma reversa de
transport, un i6 de clorur i de sodi s’absorbirien junts, i un altre i6 de sodi i el
GABA s’absorbirien i es translocarien. Aquesta reversibilitat de la funci6 té molta
importancia en la transmissié sindptica, ja que amb la despolaritzacié sinaptica les
concentracions de sodi intracel-lulars s’incrementen de tal forma que poden
permetre la sortida de GABA (Hilgemann et al., 1999; Lu et al., 1999; Lu et al,,
1999b)

Quins residus de la proteina sén necessaris per dur a terme aquesta funcié? Es
necessari conéixer abans quina és la topologia de la proteina. Aquesta qiiesti6 s'ha
dut a terme experimentalment per a GAT-1 i GLYT1. La topologia per a aquestes
dues proteines no coincideix amb la deduida a partir de I’algoritme d’hidrofobicitat:
- el primer domini transmembrana, que esta altament conservat en tota la familia, no
travessaria la membrana al costat extracel-lular, sind que tornaria a entrar pel costat
citoplasmatic (vegeu figura 2). Hi ha dues evidéncies que donen suport a aquesta
hipotesi: 1) la cisteina 74 de GAT-1 és intracel-lular (per a reactius especifics de
grups sulfidril com MTS); 2) el primer domini extracel-lular (després del domini
TMII), es pot glicosilar in vitro, fet que indica que no presenta una localitzacid
intracel-lular. En aquest bucle reentrant i en la zona anterior al segon domini
transmembrana trobem una gran quantitat de residus de glicina (sis; tres d’ells
seguits) conservats en tota la familia, cosa que podria explicar la flexibilitat
d’aquesta zona. Es creu que després hi hauria dos dominis transmembrana (III i III*)
que serien més curts que la resta. Sembla que els altres dominis transmembrana
estarien més d’acord amb el perfil d’hidrofobicitat i també per estudis de
glicosilation-scanning (Olivares et al., 1997; Bennet et al.,. 1997).

Els dominis N i C-terminals sén citosolics i no sembla que tinguin un paper molt
important en la funci6, ja que la delecié d'aquests amb proteases de la proteina
GAT-1 no l'afecta funcionalment en assaigs de purificacid-reconstitucié (Kanner et
al., 1989; Mabjeesh et al., 1992). Per contra, per a GLYTla, delecions més llarges
de 34 aminoacids de I’extrem C-terminal, si que poden afectar la funcié (Olivares et
al., 1994). En canvi, com ja s’ha comentat abans, aquests dominis s6n necessaris en
tots els membres de la familia per al trafic correcte cap a la membrana plasmatica.

Les proteines d’aquesta familia presenten N-glicosilacié en el domini extracel-lular
després del domini TMII*. En concret, per a GLYT2, aquesta glicosilacié
consisteix en una estructura complexa en antena amb residus terminals d’acid sialic
(Nuidiez et al., 1994). La glicosilacié no és important per a la funcid, pero si per al
trafic correcte de la proteina (Olivares et al., 1995).

Els dominis extracel-lulars son importants per a la funcié: en concret els dominis
extracel-lulars del 4 al 6 (entre els TM 7 i 12), per estudis de quimeres entre
diferents membres de la familia, podrien formar una cavitat on s’unirien els
substractes (residus en vermell en la figura 2) (Tamura et al., 1995). S’han
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identificat, per estudis de mutagénesi dirigida, alguns aminoacids en dominis
transmembrana o propers a ells importants per a la unié del substrat i dels ions,
sobretot en GAT-1. En concret, es van analitzar residus que continguessin carrega o
fossin aromatics (buscant interaccions de tipus 7). Aixi, es va trobar que ’arginina
69 podria estar implicada en la uni6 de I’i6 de clorur (Pantanowitz et al., 1993) i el
triptofan 68 en la unié de I’ié de sodi i també el de clorur (Kleinberger-Doron ez al.,
1994). Aixi, la proteina GAT-1 amb la mutacié6 Trp68Leu no permet (o és més
lenta) la sortida intracel-lular del substrat, cosa que estaria d’acord amb el paper de
1’16 de clorur explicat al principi d’aquest apartat (Mager et al., 1996).

El residu triptofan 222, que estd conservat en la familia de transportadors
d’aminoacids perd no de neurotransmissors, estaria implicat en la interaccié amb el
grup carboxil dels aminoacids (Kleinberger-Doron et al., 1994). En canvi, el residu
tirosina 140, que si que estd conservat en tots els membres de la familia,
interaccionaria amb el grup amino (Bismuth e? al., 1997).

Finalment, durant el cicle del transport hem comentat que han d’existir canvis
conformacionals. La proteina GAT-1 és sensible a 1’accié de proteases, sensibilitat
que es perd en afegir el substrat i els ions de sodi i clorur (Mabjeesh et al., 1993). D'
altra banda, el residu de cisteina 399 és el responsable de la sensibilitat a reactius
polars de grups sulfhidril. La sensibilitat es redueix al afegir sodi i clorur, mentre
que la unié del GABA incrementa la sensibilitat, fet que indica que 1’accessibilitat
d’aquest residu depén de la conformacié de GAT-1 (Golovanevsky et al., 1999). El
residu de glutamat 101 és critic per als canvis de conformacid associats al cicle de
transport (Keshet et al., 1995).

Probablement, estudis de cysteine-scanning mutagenesis aportaran noves dades
sobre quins residus es mouen durant el cicle de transport i sobre altres aspectes com
ara el refinament de la topologia i, molt més important, dades de proximitat entre
dominis transmembrana (helix-packing).

2.2.3 PAPER FISIOLOGIC

Els transportadors de neurotransmissors de les membranes presinaptiques i de la glia
extreuen les molécules de neurotransmissors que s’alliberen a I’espai sinaptic en
arribar I’estimul sinaptic, i finalitzen aixi la transmissid. Aixi, GAT-1 s’encarregaria
de finalitzar la transmissio nerviosa en les sinapsis que depenen de GABA (Kanner ,
1994). Aquesta funcié quadra amb el fet que inhibidors especifics del transportador
GAT-1 provoquen I’efecte oposat al blocatge de la transmissid a través de GABA
(Borden et al., 1994). A més, ’activitat eléctrica associada al transport de GABA
pot despolaritzar cél-lules i obrir canals de calci sensibles al voltatge, amb la qual
cosa ens podriem trobar amb un altre senyal intracel-lular (Haugh-Scheidt et al.,
1995). Com que no hi ha una col-localitzacié completa, pot tenir altres funcions que
tinguin a veure amb efectes que depenguin de la concentraci6 de GABA.
L’expressié en teixits periférics de GAT-2 fa suposar que tindria una funcié no
neuronal (Borden er al., 1995). No es coneix amb detall quina podria ser la funcié
de GAT-3.
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GLYT2 i GLYTI1 participarien també en la finalitzacié de les sinapsis, pero en
aquest cas glicinérgiques. Per a GLYT2 s'ha suggerit que podria tenir un paper en la
maduracié de les sinapsis auditives. (Friauf et al., 1999). La preséncia de GLYT1 en
zones on no hi havia receptor de glicina suggerien que podia tenir funcions
addicionals. S’havia suggerit que podia modular la transmissié glutamatérgica a
través de la funci6 del receptor de NMDA (N-metil-D-aspartat). Dades obtingudes
in vivo de mesures de whole-cell patch-clamp en neurones piramidals de I’hipocamp
demostren que la glicina o antagonistes de GLYT1 incrementen I’amplitud de la
component de la corrent excitatoria postsinaptica deguda al receptor de NMDA
(Bergeron et al., 1998). Durant la isquémia, 1’expressi6 de GLYT1 s’incrementa en
cel-lules astrocitiques a prop de neurones piramidals CAl, probablement per reduir
la concentracié de glicina en els espais extracel-lulars locals (Fujita et al., 1999).

PROT també tindria funcions de regulacié en les transmissions siniptiques de
diferents formes. D'una banda, es pensa que la prolina també funcionaria com un
neurotransmissor com el GABA o la glicina modulant altres sinapsis com ara la del
receptor de glutamat i, d'altra banda, la prolina podria ser un intermediari en la
sintesi de glutamat (Fremeau et al., 1992).

BGT-1 i TAUT funcionariem com a transportadors d’osmolits. L’acumulacio
d’osmolits, mantenint la concentraci6 d’ions constant, és critica per a ’adaptacio a
I’estrés hipertonic (Kwon et al.,, 1995). De fet, en el promotor de BGT-1 trobem
elements de resposta a canvis en la tonicitat (TonE) (Takenaka er al., 1994).

La funcié associada a B™*AT és unicament especulativa: es coneix que els
aminoacids com ara leucina i arginina actuarien com a secretagogs per a hormones
de la glandula pituitaria. Aixi, el transportador podria regular aquest procés
controlant la concentracié d’aquests aminoacids o gracies a la despolaritzaci6é que
provoca el seu transport. En el pulmo, podria reduir la concentracié d’aminoacids
del liquid de superficie de les vies aeries (Sloan et al., 1999).

En general, ens trobem amb una familia de transportadors on els substrats que son
transportats duen a terme una funcié determinada (osmolits, transmissié sinaptica,
secretagogo). Entendre la funcié d’aquests substrats en termes de la concentraci6
efectiva en cadascun dels teixits permetra entendre molt millor quina és la funci6 del
transportador. A més no es coneix amb detall si els corrents associats al moviment
del transport fan alguna funcié. Respondre a aquests interrogants, representa, segons
la meva opinid, el repte principal a assolir en la recerca d’aquesta familia.

2.3 TRANSPORTADORS D'AMINOACIDS ANIONICS I ZWITERIONICS
DEPENDENTS DE SODL

231  PROTEINES CONEGUDES. EXPRESSIO  TISSULAR I
CARACTERISTIQUES FUNCIONALS

Aquesta familia presenta com a- caracteristica funcional que el transport és
dependent d'i6 de sodi i que poden funcionar com a canals d'anions. Es poden
dividir en dues subfamilies: a) EAAT formats per EAAT] (també anomenat
GLAST) (Storck er al., 1992), EAAT2 (o GLT-1) (Pines er al., 1992), EAAT3 (o
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EAACI) (Kanai et al., 1992), EAAT4 (Fairman et al., 1995) i EAATS (Arriza et al.,
1997). Aquesta subfamilia també presenta dependéncia de I’i6 de potassi. b) ASCT
formats per ASCT1 (Shafquat et al., 1993, Arriza et al., 1993) i ASCT2 (o ATBO0)
(Utsunomiya-Tate et al., 1996; Kekuda et al., 1997). En la figura 3 presento un
multialineament d'aquestes proteines.

EAATI1 és un transportador unicament expressat en la glia i I’epéndima pel que fa
al sistema nervios (Rothstein er al, 1994). També trobem expressio en teixits
periférics com ara cor, muscul esquelétic, placenta i pulmé (Storck et al., 1992).

EAAT2 també presenta una localitzacio6 principal en la glia i de forma secundaria en
neurones. L’expressié en neurones €s molt més amplia del que es pensava en un
pricipi: en trobem en el neocortex, en el bulb olfactori, en les neurones piramidals
CA3 de I’hipocamp, etc. (Mennerick et al., 1998; Berger et al., 1998). S’ha vist que
es pot expressar en neurones dependentment de la maduracid del cervell: s’expressa
primer en axons en creixement en la medul-la espinal abans d’establir-se 1’expressio
dels astrocits (Yamada er al., 1998; Northington et al., 1998). També s'ha vist
expressio en microcultius i neurones en cultiu d’hipocamp i en neurones de Purkinje

- (Brooks-Kayal et al., 1998; Mennerick ef al., 1998). En teixits periférics també
trobem expressid, juntament amb EAAT]I, en la glandula mamaria (Martinez-Ldpez
et al., 1998).

En canvi, EAAT3 s’expressa majoritariament en neurones de forma postsinaptica.
Es present, perd no de forma generalitzada, en neurones glutamatérgiques, perd no
esta restringit, ja que també es troba en neurones colinérgiques a-motores en la
meédula espinal i cél-lules Purkinje GABAérgiques en el cerebel (Rothstein et al.,
1994; Hediger et al., 1995; Velaz-Faircloth et al., 1996). Recentment, també s’ha
vist que hi ha expressio en la glia, particularment en oligodendrocits (Conti et al.,
1998; Kugler et al., 1999). En teixits periférics s’expressa en intesti prim, ronyd,
pulmo, cor i placenta (Kanai et al., 1992). En el ronyd s’expressa de forma preferent
en els segments S2 i S3 del tibul proximal i en ’intesti el trobem en cél-lules
epitelials (Shayakul et al., 1997).

EAAT4 s’expressa en les neurones glutamatérgiques del cerebel, especificament en
cél-lules de Purkinje, i amb expressié molt inferior en placenta (Fairman, W. 1995).
La majoria de 1’expressié de EAATS es troba en retina, i en grau molt menor en
fetge, muscul esquelétic i cor (Arriza et al., 1997).

ASCT1 s’expressa en muscul esquelétic, pancrees, cervell, placenta, cor, pulmo,
ronyd i fetge (Shafquat er al, 1993). ASCT2 s’expressa en pulmd, intesti gros,
ronyo, muscul esquelétic, testicles i teixit adipds blanc (Utsuromiya-Tate et al.,
1996; Kekuda et al., 1997).

Les propietats funcional que es coneixen dels diferents membres d’aquesta familia
estian resumides en la taula 3 (Palacin et al., 1998 articles).
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Taula 3. Resum de les caracteristiques funcionals dels transportadors
d'aminoacids de la familia de transportadors dependents de sodi.

2.3.2 RELACIO ESTRUCTURA-FUNCIO

El mecanisme de transport s’ha estudiat molt més per als membres de la familia
EAAT. Hi ha clares diferéncies entre els membres d’aquesta familia. Un exemple
seria el del transportador EAATS3, que transporta L-glutamat amb 2 o 3 ions de sodi,
amb el cotransport d’un proto (o transport de bescanvi d’un i6 hidroxil) i el transport
de bescanvi d’un i6 de potassi (Zerangue et al., 1996). Els lligands s’unirien al
transportador de la forma segtient: primer s’unirien els ions de sodi i després el
glutamat al costat extracel-lular, translocacié del complex, sortida del glutamat i els
ions de sodi, unio del potassi en el costat intracel-lular, i translocacié i sortida de I’i6
de potassi per comengar un nou cicle (Kanner et al., 1982; Kanner et al., 1993).
Veiem aixi que 1’ié de potassi tindria un paper similar al que té 1’i6 de clorur en el
mecanisme de transport de GABA per GAT-1. Els transportadors de la familia ASC
presenten dependéncia de 1'i6 de sodi pero no de potassi i, de fet, no presenten dos
residus (Tyr403 i Glu404) que s’han involucrat en la unié d’aquest i6 en la familia
EAAT (vegeu més abaix). Funcionen com a intercanviadors d’aminoacids, perd no
es coneix encara quin és el paper de I’i6 de sodi (Zerangue et al., 1996b; Torres-
Zamorano et al., 1998).

A més d’aquest mecanisme de transport, s’ha observat que aquests transportadors
també poden funcionar com a canals d’anions (principalment ani6 de clorur) activats
per lligand (sodi i glutamat) (Sonders et al., 1996). Aquest flux de clor no esta
termodinamicant acoblat al flux de I’aminoacid a través del substrat. El potencial de
reversio (Erev) (vegeu taula anterior) és molt a prop del potencial d’equilibri de I'ié
de clorur (-20 mV) en alguns membres de la familia, com ara EAATS5 (Arriza et al.,
1994) i EAAT4 (Fairman et al.,. 1995), perd molt més lluny en altres com ara
EAAT?2 (Wadiche et al., 1995).
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Figura 3. Multialineament dels membres de la familia de transportadors dependents de
sodi. Les linces discontinues representarien 2 zones amb conformacié f i una zona
hidrofdbica no transmembrana (linker).
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Aquestes proteines presenten una prediccié de topologia que no és molt evident.
S’havien plantejat molts models diferents, per0 sembla que el més acceptat
experimentalment és el descrit per Grunewald et al, (1998). Va construir
transportadors funcionals que contenien residus unics de cisteina i en va estudiar la
disposicio topologica utilitzant reactius sulfhidril-biotinilats. Aixi, va descobrir que
els dominis N i C-terminal sén citosolics i que hi ha 8 dominis transmembrana que
podrien ser hélix-a. Entre els dominis 7 i 8 transmembrana hi ha una regié semblant
a un llag, on trobem una zona hidrofobica en la part extracel-lular (vegeu figura 3).
Aquestes proteines presenten residus de glicids en zones consensus, les quals,
mutades, no afecten gens la funcié (Condradt et al., 1995).

Els transportadors de glutamat formen homomultimers, probablement dimers o
trimers. Aquests multimers sén especifics de cada isoforma i no hi ha
heteromultimers entre diferents membres de la mateixa familia (Haugeto et al.,
1996).

Quins residus contribueixen a les diferents propietats d’aquests transportadors?
EAATI1 i EAAT2 presenten una diferéncia clara en la sensibilitat a acid cainic (KA).
Fent quimeres entre aquestes dues proteines es va identificar una zona d’uns 76
aminoacids important per la unié de a KA, pero no per a les altres propietats
funcionals (en blau, en la figura 3) (Vanderberg et al., 1995).

Diferents estudis de mutagénesi dirigida, principalment en EAAT2, han trobat
residus importants per a la funcié: aixi, la mutacid0 Argl22Leu provoca una
disminucié d’afinitat per L-Asp sense afectar al L-Glu (Conradt ef al., 1995b).

Mutacions en els residus Glu404 o Tyr403 bloquen el transportador en un estat
intermediari on Ginicament es produeix intercanvi, ja que afecten la unié de potassi
(Pines et al., 1995; Kavanaugh et al., 1997). Ens trobem amb el mateix fenotip que
la mutacié Trp68 en el transportador GAT-1 (Mager et al., 1994). A més, la mutacio
Tyr403Phe provoca un increment de 1’afinitat aparent per 1’ié de sodi, sense canviar
I’afinitat per L-glutamat o D-aspartat. Es molt més interessant el fet que la
selectivitat per I’i6 de sodi esta alterada, ja que la proteina mutada accepta que, en
lloc de sodi, pugui funcionar amb altres cations alcalins com ara liti o cesi, mentre
que la proteina salvatge no accepta aquestes modificacions (Zhang et al., 1998). A
més, la mutacié Tyr403Cys es protegeix de 1’acci6 de grups sulfhidril d’una forma
dependent de I’i6 de sodi. Tot aix0 indica que en aquesta zona és a prop del porus
del transportador que controla la selectivitat per 1'i6 de sodi i potassi. A més,
aquesta zona es mou des d'un costat a I’altre de la membrana, ja que analegs no
transportats incrementen la sensibilitat a agents sulfhidril i els substrats la fan
decréixer (Zarvib et al., 1998).

A prop d’aquesta zona hi trobem 2 residus de serina, la serina 440 i la 443, les quals
mutades a glicina i glutamina, respectivament, permenten la substitucié de 1’i6 de
sodi per liti. A més el transportador Ser440Cys és sensible a agents sulfhidrils,
inhibicid que es protegeix amb el substrat (Zhang er al., 1999). Tots aquests
resultats indiquen que aquesta estructura en forma de llag tindria un paper molt
important en acoblar els fluxos d’ions (sodi i potassi) i els fluxos de glutamat.
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Hi ha un altre residu de serina que també té un paper important. L’activitat del
transportador EAAT?2 s’estimula per fosforilacié per proteina cinasa C (PK-C). La
mutacid Serl13Asn no afecta la funcid del transportador, perd si I’estimulacié per la
cinasa (Casado et al, 1993). Finalment, a part de la PK-C, es sap que altres
proteines, probablement de la familia PDZ, podrien fer decréixer I’afinitat del
transportador, interactuant amb els ltims 8 aminoacids dEAATI1 (Marie et al.,
1999).

2.3.3 PAPER FISIOLOGIC

Igual que els transportadors de GABA en el sistema nervids, els transportadors de
glutamat tindrien la doble funcié de terminar la sinapsi, traient el glutamat de
’escletxa sinaptica, i proveir les neurones de nutrients (Hediger et al., 1995).

Respecte a la primera funci6, hem de pensar que la concentracié de glutamat en
neurones i glia és de I’ordre de mM, mentre que en el fluid extracellular és de
I’ordre de uM (Benveniste et al., 1994). Aixi, els transportadors necessiten altres

- forces per poder transportar el glutamat en contra de gradient: una és el gradient
electroquimic de sodi, creat amb despesa d’energia (ATP) per la bomba Na'/K'-
ATPasa i, l'altre, la rapida metabolitzacio en la glia del glutamat a glutamina per
I’accid de la glutamina-sintetasa (Hertz et al.,, 1979). Mantenir unes concentracions
baixes de glutamat en 1’escletxa sinaptica és molt important per preveure efectes
excitotoxics del glutamat (Bouvier et al., 1992), que es poden apreciar, per exemple,
en posar agents blocadors del transport de glutamat. Aixi, per exemple, en cerebel,
en inhibir el transport amb PDC (veure taula 3), es produeix una prolongacié del
corrent mitjangat pel receptor d AMPA després d’un estimul repetitiu i també una
prolongacié del corrent degut a receptors dNMDA després d’estimuls repetitius i
simples (Overstreet ef al., 1999). Per tant, els transportadors tenen un paper
important en determinar el temps de durada de la transmissié sinaptica, assegurant
una relacid senyal/soroll alta en aquesta transmissié siniptica glutamatérgica. A
més, en condicions basals, I’activitat dels transportadors compensa la sortida
continua de glutamat d’origen no vesicular de compartiments intracel-lulars, fet que
protegeix les neurones (Jabaudon et al., 1999).

Quins sén els transportadors de glutamat encarregats de reabsorbir aquest glutamat
en el cervell? Dependra del tipus cel'lular en concret, perd sembla que EAATI i
EAAT?2 serien els principals encarregats. Per exemple, en U'striatum radiatum de
I'hipocamp tenim 3200 i 12000 transportadors/um’ de teixit d’EAAT] i EAAT2
respectivament, mentre que en la capa molecular del cerebel en tenim 18000 i 2800.
En tot cas, el nombre de transportadors és 3 o 5 vegades superior al nombre de
molécules de glutamat d’una vesicula sinaptica (Lehre et al., 1998). Aixo explica el
fet que encara que el temps del cicle de transport sigui de ’ordre de 70 mil-lisegons
(Danbolt ef al., 1990), el temps de buidament de les molécules de glutamat en
I’escletxa sinaptica sigui d’1 o 2 mil-lisegons (Clements et al., 1992). Es a dir, la
cinética de buidament de glutamat es deu principalment a fenomens de difusi6 i unié
rapida als transportadors de glutamat (Wadiche et al., 1995b).

El nostre coneixement de les diferéncies entre la funcié de cada transportador es
basen en els estudis dels ratolins knockout i les diferéncies en 1’expressio tissular.
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Aixi, el ratoli knockout per EAAT] presenta descoordinacié motora per a funcions
complicades (roda giratoria rapida) perd no per a funcions simples (roda giratoria
lenta) (Watase et al., 1998). A més, és molt més susceptible de presentar danys en el
cerebel, on precisament s’expressa més (astrocits Bergmann). El compost
pentilenetrazol indueix atacs epiléptics durant tractaments perllongats: el ratoli
knockout és molt més sensible, cosa que indica que defectes en el transportador
poden ser un dels factors que determinin la susceptibilitat als atacs (Watanabe et al.,
1998). En la retina (on s’expressa en les cel-lules de Muller), el ratoli knockout
presenta ones b d’electroretinograma i potencials oscilatoris reduits, cosa que indica
que és necessari per a la transmissio entre els fotoreceptors i les cél-lules bipolars. A
més, el ratoli presenta més facilitat a tenir danys en la retina després d’isquémia
(Harada et al., 1998).

En canvi, en la retina, el ratoli knockout per EAAT2 no presenta cap alteracid en
I’electroretinograma i una mica més de sensibilitat a tenir danys després d’isquémia,
pero no als mateixos nivells de EAAT1 (Harada et al.,, 1998). Aquest ratoli mostra
atacs espontanis letals d’epilépsia, una degeneracidé neuronal selectiva en
I’hipocamp i un increment de la susceptibilitat a danys corticals aguts. A més, la
concentracio de glutamat en l'escletxa sinaptica és molt elevada (Tanaka et al.,
1997). Aixi, es podria postular que defectes en la funci6 d’EAAT2 podrien estar
implicats en I’epilépsia humana del 1obul temporal. Resultats experimentals amb
pacients mostren que no s’ha observat cap canvi, pero aixo no treu que podria estar
implicat en altres tipus d’epilépsia (Tessler ez al., 1999). En canvi, si que és més clar
el mecanisme pel qual mutants en ’enzim superoxid dismutasa dependent de
Cu**/Zn* (SOD1) provoquen degeneracié de les neurones motores en la malatia
ALS (amyotrophic lateral sclerosis): EAAT2 és una diana selectiva d’oxidaci
mitjangada per mutants de SOD1 (Trotti ef al.,, 1999), i la reactivitat es dona en
I’extrem C-terminal (Trotti ez al., 1997). Aixi es podria postular que hi podria haver
un lligand molecular entre la neurodegeneracié oxidativa i la neurodegeneracio
excitotoxica produida per nivells elevats de glutamat. A més en aquesta malaltia hi
ha una forta reduccio en l'expressi6 d'EAAT2 (Rothstein er al.,, 1995). Per tant,
podem concloure que, ja que EAAT2 és la isoforma predominant en el cervell, és
també el responsable principal del manteniment dels nivells baixos de glutamat en
I’escletxa sinaptica. A més, EAAT2 podria tenir altres papers en el cervell com ara
el control de I’osmolaritat, ja que selectivament s’indueix per estrés hipertonic en
cel-lules de glioma C6 (Imura ef al., 1999). Es desconeix quin paper tindria EAAT2
en neurones.

Quina és la funcié de EAAT3? Hem de recordar que EAAT3 s’expressa a nivells
elevats en teixits periférics com ara el ronyd. El ratoli knockout desenvolupa
aminoaciduria dicarboxilica, és a dir, hiperexcrecié d’aminoacids anionics en la
urina. Aix¢ indica que té com a funcid principal la de reabsorbir aquests aminoacids.
Mitjangant el gradient de sodi creat per la bomba de Na'/K”, i la metabolitzacié per
Pactivitat de la y-glutamiltransferasa-glutaminasa es tindra la for¢a termodinamica
per permetre ’acumulacié de glutamat en el ronyo (Peghini et al., 1997). Aixi,
’activitat estd regulada per la privacié d’aminoacids; curiosament, no de forma
directa sin6 que sembla que implicaria la sintesi d’una proteina activadora. En canvi,
si que se'n produeix un increment de I'expressio per estrés hiperosmotic (McGivan
et al., 1999). Totes aquestes evidéncies apunten al fet que EAAT3 té un paper molt
important en el ronyo controlant el metabolisme intracel-lular de glutamat i
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glutamina, la regulacié del volum cel-lular i el balang acid-base (Welbourne et al.,
1999). A més d’aquest fenotip renal, el ratoli knockout presenta una activitat
locomotora reduida, sense cap tipus de neurodegeneracid. Aixi, no és clar que
EAAT3 pugui tenir algun paper en la finalitzacid de la transmissi6 sinaptica, encara
que hi ha discrepancies entre el fenotip del ratoli knockout i una inhibicié parcial de
’expressio per oligos antisentit (Rothstein et al., 1996). Es postula que també podria
tenir un paper aportant precursors per a la sintesi de GABA (es localitza en neurones
GABAZérgiques) o que I’activitat eléctrica associada al transport de glutamat podria
tenir algun paper en les neurones (Rothstein ez al.,, 1994; Hediger et al., 1995). Es
desconeix quin paper faria en la glia.

Haig de recordar ara que aquests transportadors, a més de ’activitat eléctrica
associada al transport de glutamat, també presenten un flux d’anions no acoblat
termodinamicament i activat per substrat. A més d’aquesta conductancia per anions,
EAAT4 indueix una conductincia selectiva de protons en estimular-se amb acid
araquidonic (Fairman ef al., 1999). Podem pensar llavors que aquests transportadors
no unicament tenen la funcié d’esclarir el glutamat que s’allibera durant la
transmissié sinaptica, siné que poden tenir un paper modulador en la senyalitzacio

- neuronal. S’ha observat també que 1’acid araquidonic inhibeix EAAT2 quan esta
reconstituit de forma directa des de la fase aquosa (no a través de la membrana de
fosfolipids), fet que és indicatiu de la complexitat reguladora que hi pot haver
(Trotti et al., 1995).

La importancia d’aquesta conductancia pels anions si que és clara en EAATS. La
resposta a la llum que es dona en les cél-lules bipolars de la retina es deu al
tancament d’una conductancia de clor postsinaptica que té les mateixes propietats
funcionals que el transportador de glutamat EAATS5 (Grant ef al., 1995). A més, en
els fotoreceptors dels cons de la salamandra, la conductancia de clor actua de forma
presinaptica a I’alliberacié de glutamat per la mateixa cél-lula, i aixo produeix una
hiperpolaritzacié que redueix 1’excitabilitat cel-lular (Picaud et al., 1995). Podriem
pensar que aquesta també seria la funcio de les altres isoformes EAAT en neurones.

El paper fisiologic dels transportadors ASCT1 i ASCT2 no es coneix. No és clar
encara que aquestes isoformes equivalguin al sistema de transport ASC. Es postula
que ASCT?2 (també anomenat ATB®) podria correspondre al sistema B’, que tindria
un paper important en la reabsorcié d’aminoacids zwiteridnics en ronyd i intesti
prim (Kekuda et al., 1997). Recentment, s’ha postulat que I’expressié d'ASCT2 en
astroglia podria participar en el cicle glutamat-glutamina que es déna en el cervell
(Broer et al., 1999).

2.4 TRANSPORTADORS D'AMINOACIDS HETEROMULTIMERICS

Com que aquesta familia s'ha estudiat i caracteritzat durant la present tesi, ja que
representa l'objectiu principal del nostre grup de recerca, ’he desenvolupat en els
apartats "Antecedents experimentals” i "Resultats i discussi6" amb més extensio.
Aquesta familia de transportadors també ha rebut el nom d'HAT, de
heteromultimeric amino acid transporters.
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2.5 TRANSPORTADORS D'AMINOACIDS DEPENDENTS DE
PROTO/HIDROXIL

Dins d’aquesta nova familia de transportadors hi ha el sistema N de transport
d’aminoacids. Aquesta proteina ha estat identificada pel grup de Robert Edwards.
Encara que durant la redaccié d’aquesta tesi els seus resultats no han estat publicats,
la informacié que ara escric prové del congrés fet el juliol de 1999 a Colorado sobre
transport d’aminodcids. Van trobar una proteina homologa als transportadors
d’aminoacids d’Arabidopsis thaliana AAP ("Arabidopsis amino acid permease")
(Fischer, W.N. et al. 1995), la qual en expressar-se en cél-lules o en odcits no induia
cap tipus de transport. Van pensar, ja que els AAP son dependents de protd, que
seria necessari crear un gradient de protons per expressar-la: aixi van expressar la
proteina en cél-lules mutants per 1’intercanviador Na'/H' i van veure que podien
expressar activitat de transport del sistema N.

Buscant en bases de dades David Torrents, del nostre grup, va trobar una proteina
anomenada human transporter protein o gl7, que presenta homologia de 1'ordre del
15%a amb els transportadors d'aminoacids AAP. A més, presenta homologia amb
la proteina SPBC1685 de S. pombe (20%), 14% amb la proteina unc-47 de C.
elegans i del 13% amb el transportador vesicular de GABA i glicina MMVIAAT.
Desconeixem si és aquesta la proteina responsable del sistema N, pero al menys
suggereix que hi pot haver una nova familia de transportadors en humans com la
que ja hi ha en plantes. He dut a terme la prediccié per computadora dels dominis
transmembrana (9 o 10, segons el programa utilitzat) de la qual presento una imatge
(figura 4) (per a 10 dominis TM), un alineament entre AAP1-5 i g17, on es poden
veure alguns aminoacids conservats, en gris, en aquestes proteines i, en vermell, que
estan conservats en les tres proteines citades anteriorment (Figura 5). D'especial
interés son els residus Gly81, Leu87 i Pro382 que estan conservats en totes les
proteines analitzades. Finalment, mostro un arbre filogenétic que indica el posible
origen de cadascuna de les proteines comentades (figura 6).
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Figura 4. Prediccié de I'estructura secundaria de g17 (TMPred).
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Figura 6. Arbre filogenétic d'alguns membres d'aquesta possible nova familia de
transportadors d'aminoacids.

2.6 ALTRES PROTEINES INDIRECTAMENT IMPLICADES EN EL
TRANSPORT D’ AMINOACIDS

Durant el transcurs dels intents d'identificacié d'alguns sistemes de transport (com,
per exemple, L o A) o proteines que rescatin fenotips de defecte de transport en
llevat, s’han identificat altres proteines que no sembla que hi estiguin directament
implicades. Podriem considerar 3 tipus de proteines:

a) Proteines relacionades amb el citosquelet. Durant la purificacié per reconstitucié
del sistema A, s’han trobat diferents proteines com ara la subunitat a3 de la o;B,-
integrina (McCormick ef al., 1995), y-actina (Lin ef al., 1996), anquirina i fodrina
(Handlogten et al., 1996). Es possible que aquestes proteines estiguin en contacte
amb el transportador com s’ha vist en altres transportadors o canals a través dels
dominis PDZ, agrupant-se en complexes funcionals (Fanning et al., 1999, Craven et
al., 1998). S’ha de mencionar també que la proteina 4F2hc que actua com a
subunitat lleugera de diferents sistemes de transport (y'L, L, etc) pot modular
propietats de les integrines com ara la seva afinitat, fet que suggereix que pot haver-
hi interaccions entre transportadors i proteines del citosquelet. Podriem suggerir que
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aquestes proteines serien importants per mantenir la polaritat dels sistemes de
transport en una cél-lula determinada.

b) Proteines de xoc térmic. En linies cel-lulars CHO-K1 mutants que presenten més
activitat de sistema A (Jones ef al, 1994) i en limfocits B que presenten més
activitat del sistema L en tractar-les amb ésters de forbol, hi ha un increment en
Pexpressié de la proteina mitocondrial HSP60 (Woodlock er al, 1997). Les
proteines d’aquesta familia s’han implicat en diferents processos que tenen relacid
amb canvis conformacionals provocats en altres proteines. Com que ara ja es
coneixen les proteines responsables del sistema L (vegeu "Resultats i discussié"), es
podria analitzar si hi ha una interaccio fisica entre elles.

c) Proteines trobades en llevat. El transport d’aminoacids en llevat estd mediat per
sistemes de transport generals i especifics. Ljungdahl er al, (1992), buscant
transportadors d’aminoacids, va aillar mutants en llevat resistents a altes
concentracions d’histidina. En trobar la proteina mutada, SHR3, va veure que era
una proteina integral del reticle endoplasmatic imprescindible per al transport de
diferents permeases d’aminodcids estructuralment relacionades des del reticle fins a
la membrana plasmatica. Probablement, SHR3 actua catalitzant un plegament
especific o reaccions de translocacié que s'esdevindrien posteriorment a la insercié
en la membrana i que serien necessaris per a la sortida cap a la membrana. Aixi,
faria una funcié similar a la que duen a terme les proteines 4F2hc i rBAT en
mamifers (veure "Resultats i discussio”). Perqué aquestes permeases d’aminoacids
necessiten factors tunics per expressar-se funcionalment? L’autor postula que
d’aquesta forma les cél-lules de llevat podran expressar les proteines en la
membrana de forma rapida, en resposta a les condicions ambientals canviants
(Ljungdahl er al., 1992).

2.7 SISTEMES DE TRANSPORT D’AMINOACIDS NO IDENTIFICATS.
FUTURES DIRECCIONS

Amb el descobriment de la familia HAT, s’han pogut identificar la majoria de
sistemes de transport que encara no s'havien identificat. Aixi, en aquests ultims
anys, s’ha identificat el sistema N, el sistema ASC, el sistema BY el sistema L 2
variants), el sistema y'L (2 variants), el sistema b™", el sistema X, el sistema asc i
el sistema B%*. Segurament hi ha encara altres gens homolegs a aquests membres
identificats que podran correspondre a altres variants com, per exemple, N™, b”, etc.

Un dels sistemes de transport que encara no es coneix son els sistemes de transport
de prolina (IMINO) i fenilalanina (PHE), presents en les membranes apicals de
ronyd. Aquests sistemes podrien ser responsables de la malaltia iminoglicinuria
(vegeu apartat 4). L’expressio funcional en odcits o la recerca per homologia amb
membres de la familia GLYT podria representar una bona estratégia per intentar
afllar aquest transportador.

Un altre sistema que encara no es -coneix i d’una alta importancia fisiologica és el
sistema de transport d’aminoacids neutres petits A. Aquest sistema estaria altament
regulat: creixement cel-lular, control hormonal, concentraci6 d’aminoacids i
hiperosmolaritat (McGivan et al., 1994). Diferents grups han intentat diferents
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estratégies sense éxit: purificacié per reconstitucio, expressié funcional, modificacié
quimica per reactius, desenvolupament de linies cel-lulars amb defectes en el
transport, etc. Una explicacio possible és que aquest sistema de transport estigui
format per diferents polipéptids, cosa que en faria molt més complicat 1'aillament. El
sistema d’expressié en oocits ha permés trobar fins a 3 gens involucrats en el
transport, perd també es cert que presenta uns nivells basals de transport d’alanina
molt elevats.

Un cop estigui seqiienciat el genoma (cap al 2003), les homologies amb altres
transportadors podra ser una eina per identificar tots els gens implicats en el
transport d’aminoacids. En aquest moment sera important saber com caracteritzar
aquests nous transportadors: eines com l'electrofisiologia permetran analitzar
rapidament quins substrats son transportats per cadascun dels nous gens. S’haura de
pensar llavors a tenir dos tipus de coneixement: un, explicar com funcionen aquests
transportadors des del punt de vista mecanistic i, dos, entendre com funciona el
transport d’aminoacids des d'un punt de vista més fisiologic. Seran necessaries
aproximacions interdisciplinaries per abordar aquest repte.

SISTEMES DE TRANSPORT D’AMINOACIDS LISOSOMALS

3.1 INTRODUCCIO

La funcié primordial del lisosoma és la d’actuar com un lloc intracel-lular aillat de la
resta de la cél'lula on es produeix la degradacié de macromolécules, ja siguin de la
propia célllula o exdgenes a ella. Aix0 és aixi gracies a les condicions
fisicoquimiques que hi ha a l'interior. El lumen del lisosoma és a un pH acid, al
voltant de 5, a causa de I’accié d’una bomba de protons, que fa servir ’energia de la
hidrolisi de I’ATP per bombejar protons cap a l'interior. A I’interior del lisosoma hi
ha al voltant de 40 enzims hidrolitics: proteases, nucleases, glucosidases, lipases,
fosfolipases, fosfatases i sulfatases. Tots aquests enzims presenten una activitat
optima a pH 5, fet que evita que destrueixin el citosol en el cas d’un trencament de
la membrana (Alberts et al., 1992).

El lisosoma pot obtenir el material que degrada a través de 3 rutes diferents: a)
endocitosi: el material endocitat no reciclat passa a un compartiment endocitic
conegut com endolisosoma, el qual es converteix finalment en un lisosoma madur;
b) autofagia: un determinat organul s’envolta de membranes del reticle
endoplasmatic i es forma un autofagosoma, que es fusionara amb el lisosoma i
s'iniciara la seva digestio en el que es coneix com autofagolisosoma; c) fagocitosi de
grans particules i microorganismes: només es dona en cél-lules especialitzades com
ara els neutrofils i macrofags (Pisoni er al., 1991).

Unicament es coneix a escala molecular el mecanisme pel qual les hidrolases
lisosomals son transportades cap al lisosoma. Aquestes hidrolases en travessar el
compartiment cis-Golgi pateixen una addicié de grups de manosa-6-fosfat (M6P) als
seus N-oligosacarids. Aquests grups glucidics so6n reconeguts en el compartiment
trans-Golgi per un receptor d'M6P, s’agrupen en vesicules recobertes de clatrina que
es fusionen amb l’endolisosoma, i alliberen el seu contingut gracies al pH acid
d’aquest compartiment. Aixo fa que el transport de les hidrolases sigui direccional.



Introduccio-26

També hi ha receptors dM6P a la membrana plasmatica que recupera enzims
lisosomals que hagin escapat dels processos normals d’empaquetament (Alberts et
al., 1992).

Entre aquestes macromolécules que es degradaran podem considerar les segiients:
proteines, que donaran lloc a péptids i aminoacids, acids nucleics, que donaran lloc a
nucleosids, sucres i i6 de fosfat, i altres com ara lipids, sucres complexos, vitamines,
etc, és a dir, tots els components que formen part d’una cél-lula viva. Aquest fet feia
plantejar la questi6 de com els productes finals d’aquesta degradacié sortien a
I’exterior a través de 1a membrana lisosomal (Pisoni et al., 1991).

En el cas dels aminoicids, fins als anys vuitanta es pensava que la membrana
lisosomal era permeable a aquests. No va ser fins als treballs dels grups de
Schulman (Gahl et al., 1982) i Scheneider (Jonas et al., 1982), que van observar que
I’acumulacié de cistina que es produia en la malaltia genética cistinosi es devia a un
defecte en el transport lisosomal de cistina, que es va plantejar que hi havia sistemes
de transport en la membrana lisosomal.

Després d’aquest primer treball, s’han identificat fins a 17 sistemes de transport.
Alguns transportadors funcionen com a vies per treure els productes de degradacid,
mentre que altres transporten substrats a l’interior del lisosoma per ajudar als
processos de degradacid. Aquests transportadors poden ser similars als
transportadors de la membrana plasmatica o presentar diferéncies que els permetin
treballar en I’ambient acidic del lisosoma (Pisoni et al., 1991).

Tots els sistemes de transport descrits son independents de sodi. En algun cas sén
sensibles al gradient de pH o al potencial de membrana. Encara que podria ser que
algun transportador fos present a la membrana plasmatica i al lisosoma (per
exemple, transportador de péptids, PEPT1 (Fei er al, 1994)), sembla que els
transportadors lisosomals serien proteines completament diferents a les que hi ha a
la membrana plasmatica. La majoria dels sistemes de transport son d’especificitat
amplia: aixd0 es podria deure al fet que hi ha una gran diversitat en les
macromolécules que es formen al lisosoma (Smith et al., 1989).

Algunes malaties hereditaries es deuen a defectes en el transport de substrats en el
lisosoma: a) la ja comentada cistinosi, per defectes en el transport de cistina i que
comentaré més detalladament en l'apartat 4 d’aquesta introduccio; ) la Malatia de
Salla (Sialic acid storage disease), deguda a defectes en un transportador d’acid
sidlic i glucuronic (Renlund ez al.,; Jonas et al., 1986, Verheijen et al., 1999); ¢)
I’Acidiria metilmalonica: deguda a defectes en el transport de cobalamina (vitamina
B12) (Rosenblatt ef al., 1985).

3.2 METODOLOGIA PER ESTUDIAR EL TRANSPORT D’AMINOACIDS
LISOSOMAL

Hi ha dues estratégies basiques per mesurar el transport d’aminoacids en el
lisosoma, que depenen de 1a puresa de la fraccié de membrana de queé es disposa:
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a) Preparacions no totalment purificades. Com que hi ha altres organuls
contaminants (principalment mitocondris), no es pot mesurar el transport de forma
directa. El grup de Goldman (Goldman et al., 1973) i més tard Reeves (Reeves et
al,, 1979), van desenvolupar una estratégia per solucionar aquest problema: es
tractava de carregar els lisosomes amb ésters d’aminoacids. En incubar cél-lules
intactes o organuls aillats amb 1’éster de I’aminoacid a pH neutre, el qual pot entrar
per difusié dins del lisosoma. A I’interior del lisosoma és hidrolitzat per esterases
(probablement catepsina G) per formar 'aminoacid corresponent. Com que el pH
luminal és acid, I’aminoacid no pot transportar-se per difusio i necessita sistemes de
transport. Per tant, es poden estudiar aquests sistemes de transport mesurant la
sortida d’aquests aminoacids. D’aquesta forma es van caracteritzar inicialment el
sistema de transport de cistina i el sistema c (vegeu apartat 3.3).

b) Preparacions purificades: Es pot mesurar el transport en el lisosoma intacte,
obtingut a partir de centrifugacions en gradients de densitat en Percoll (Pisoni et al.,
1987), Percoll-metrizamida (Storrie ef al, 1990), electroforesi (Harms et al.,
1980),etc, o en vesicules de membranes lisosomals (Mancini ef al., 1989). En el
primer cas I’activitat es refereix al transport respecte a I’activitat latent de I’enzim -
hexosaminidasa (activitat en preséncia de detergent, menys activitat en abséncia
d'aquest), la qual reflecteix la integritat de la membrana lisosomal.

A partir d’aquestes preparacions de membranes es poden intentar aillar les proteines
responsables d’aquesta activitat mitjangant un assaig de solubilitzacio-reconstitucid.
Aixi s’ha pogut purificar la proteina responsable del transport d’acid sidlic (Mancini
et al., 1990).

¢) Una altra estratégia per estudiar transportador lisosomals (si es coneix ja el
c¢DNA) és la que s’ha fet amb les proteines MTP (Hogue et al., 1996), LyCAT i
LyMAT (tesi present). S’ha observat que si se suprimeixen els senyals de
localitzacié lisosomal de ’extrem C-terminal, i s’expressen aquests constructes en
Poocit de Xenopus, les proteines es localitzen a la membrana plasmatica i sén
funcionals com a transportadors.

3.3 SISTEMES DE TRANSPORT D’AMINOACIDS DESCRITS
3.3.1 SISTEMA DE TRANSPORT DE CISTINA

Aquest sistema de transport va ser el primer que va ser caracteritzat, per Gahl (Gahl
et al., 1982) i Jonas (Jonas et al., 1982), ja que es volia demostrar que la cistinosi
(vegeu apartat 4.6) es devia a un defecte en un transportador de cistina present a la
membrana lisosomal.

Aquest sistema s’ha caracteritzat en diferents tipus cel-lulars: leucocits, limfocits,
fibroblasts, hepatdcits i FRTL-S (tiroides) (Pisoni et al, 1991). La cistina es
produeix en el lisosoma quan les proteines que presenten ponts disulfur es degraden.
Es un sistema molt especific, que reconeix Unicament I'isomer L de cistina i
selenocistina i, amb baixa afinitat, cistationina, el disulfur mixt de cisteamina-
cisteina (veure 3.3.2) i cistamina. Presenta un pH optim entre 5.5 i 6.5, una K, entre
0.3-0.5 mM i presenta transestimulaci6. Treballant amb fibroblasts es va suggerir
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que el lloc d’unié del substrat tindria dominis polars i apolars, que permetrien
acomodar ramificacions en el carboni 3 i la substitucié del sulfur per seleni o
carboni (Greene et al., 1990).

Fent servir l'inhibidor de la sintesi de proteines cicloheximida es va suggerir que la
proteina tindria una vida mitjana de 21 hores. La funcié no era inhibida per
I’inhibidor de glicosilacié tunicamicina ni pels inhibidors del processament
d’oligosacarids castanospermina i desoximanojirimicina, fet que indicava que el
transportador no tindria requeriments especials d'N-glicosilaci6 (Gahl et al., 1993).

El 1998, es va identificar el gen responsable de la malaltia cistinosi (CTNS). CTNS
codifica per una proteina anomenada cistinosina, amb una prognosi d’estructura de 7
dominis transmembrana. No s’ha demostrat encara que aquesta proteina funcioni
com un transportador de cistina en el lisosoma (Town et al., 1998).

3.3.2 SISTEMA C: AMINOACIDS CATIONICS

Aquest sistema de transport va ser caracteritzat per Pisoni (Pisoni et al., 1985);
(Pisoni ef al., 1987). Aquest sistema és diferent al sistema y* en aspectes diferents:
(1) presenta una especificitat amplia de substrat, i accepta aminoacids on el grup a-
amino estad monometilat o el grup €-amino esta trimetilat. No transporta aminoacids
neutres ni en preséncia de sodi; (2) no presenta un grau alt d’estereoespecificitat; (3)
¢és molt sensible a canvis en el pH, transporta 10 vegades més a pH 7 que apH 5; (4)
presenta una Km de 320 uM, menys afi que el sistema y".

Quina és la direccid del transport? La sensibilitat al pH afavoreix 1’entrada neta
d’aminoacids dins del lisosoma. Aixi canvis en el gradient de protons afecten de
forma directa a l'entrada i de forma inversa a la sortida d'aminoacids. Com que
presenta transestimulacid, s’especula que el lisosoma podria ser una reserva
d’aminoacids, on el flux net estaria regulat per les necessitats nutricionals de la
cél-lula.

El descobriment del sistema ¢ va permetre entendre el mecanisme pel qual la
molécula cisteamina permitia reduir la concentracio de cistina present en els
lisosomes d’individus amb cistinosi. La cisteamina reaccionaria amb la cistina
formant cisteina i un disulfur mixt de cisteina i cisteamina, el qual es va comprovar
que era transportat per aquest sistema, ja que té carrega positiva.

3.3.3 SISTEMA D: AMINOACIDS DICARBOXILICS

Aquest sistema ha estat caracteritzat per Collarini (Collarini er al, 1989) en
fibroblast humans. Presenta una afinitat alta per glutamat i aspartat, amb una K,
entre 4-12 pM. El transport s’incrementa linealment amb el pH, i és major a pH
basics (pH 8). Presenta una especificitat de substrat amplia que té en compte la
mida, la longitud i I’estereoespecificitat. La discriminacid entre aminoacids D i L es
fa més apreciable quan la cadena de I’aminoacid és més llarga de 6 carbonis. La V-
metilacio redueix el reconeixement per aquest sistema.
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3.3.4 SISTEMES E, F 1 P: AMINOACIDS NEUTRES PETITS

Aquesta activitat de transport va ser descrita per Pisoni (Pisoni ez al., 1987b), que va
caracteritzar el transport de prolina i alanina en lisosomes aillats mitjangant
separacié en Percoll. Les cinétiques del transport de prolina indicaven la preséncia
de dos components de transport: un d’afinitat alta, amb K, de 0.01 mM, i que era
inhibit per alanina (sistema f), i un d'afinitat baixa, amb K, de 0.07 mM, que no era
inhibit per alanina. Aquest ultim sistema només era inhibit per 3,4-dehidro-L-prolina
i, aixi, es va anomemar sistema p (prolina-especific).

El sistema f'és semblant al sistema A present en la membrana plasmatica excepte per
algunes diferéncies: el sistema f es independent de sodi, i I’acid 2-
metilaminoisobutiric (MeAIB) no l'inhibeix de manera tan forta com ho fa en el
sistema A. Probablemet aquest sistema de transport no admet ramificacions en el
carboni a, ja que I’acid a-aminoisobutiric tampoc és efectiu com a inhibidor del
transport de prolina.També hi ha diferéncies en la dependéncia del pH, ja que el
transportador lisosomal té el pH optim a 6.4.

" En caracteritzar el transport d’alanina es va observar que no tot el transport s’inhibia
per prolina, fet que indica I’existéncia d’una altra entitat de transport. Aquest altre
sistema que va anomenar sistema e, no acceptava aminoacids N-metilats. Aquest
sistema de transport és molt semblant al sistema ASC descrit en fibroblasts (Gazzola
et al., 1980). Podria ser que hi hagués un transportador present en la membrana
plasmatica i en la membrana lisosomal.

En la figura 7 presento un esquema dels tres sistemes de transport que s’han descrit
€n aquest apartat.

Ala, Ser, Thr Proline

N-metil-Ala
l Sarcosina
e
Proline

dehydro-Pro

Figura 7. Sistemes de transport d’aminoacids neutres petits lisosomals.

3.3.5 SISTEMA H: AMINOACIDS NEUTRES GRANS I HIDROFOBICS

Aquest sistema de transport va ser caracteritzat per Bernar (Bernar et al., 1986) en
la linia cel-lular FRTL-5 derivada de tiroides, fent servir la técnica de carregar els
lisosomes amb ésters d’aminoacids, en concret de tirosina. Aquest sistema reconeix
especificament aminoacids llargs com ara isoleucina, leucina, triptofan, tirosina i
fenilalanina. La valina i metionina també son transportats peré amb afinitat més
baixa. Es esteroespecific, amb una K, per a tirosina de 20 pM.
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Harper (Harper et al., 1988) va observar que el transport de tirosina s’incrementava
unes 7 vegades quan s’afegia TSH en el medi de cultiu, increment que es podia
mimetitzar amb cAMP, i que s’inhibia amb cicloheximida i actinomicina D,
implicant la sintesi de noves proteines. Es el primer cas de regulacié hormonal d’un
sistema de transport lisosomal.

La possible funcié fisiologica seria la de permetre una sintesi elevada de
tiroglobulina. Aquesta hipotesi ha estat reforgada pels treballs de Tietze (Tietze et
al, 1989) i Andersson (Andersson er al., 1990) on demostren que el metabolit
monoiodotirosina, que es produeix en la degradacié de la tiroglobulina, és
reconegut pel sistema A.

Stewart (Stewart et al., 1989) va caracteritzar també transport d’aminoacids llargs
com ara fenilalanina, leucina i triptofan en fibroblast. Es un sistema d’alta afinitat,
pero a diferéncia del sistema A €s molt més selectiu per a lesteroisomer L. Aixo
indica que hi poden haver altres variants d’aquest sistema dependent del teixit.

3.3.6 SISTEMA DE TRANSPORT DE CISTEINA

El sistema de transport de cisteina tindria la funcié d’introduir grups tiol dins del
lisosoma. Presenta una Kn de 53 pM i presenta la més alta energia d’activacié
descrita per a un transportador lisosomal. Es altament especific per I’esteroisomer L
i presenta requeriment estricte d’'una cadena lateral amb un tiol i un grup a-amino, i
no acomoda aminoacids més llargs que la cisteina. El grup a-carboxil no és
necessari, ja que la cisteamina inhibeix fortament el transport de cisteina. No
s’observa cap transport entre els pH 4.8 i 6, perd aquest incrementa entre 7 i 10
vegades entre els pH 6 i 7.5. Aquesta dependéncia del pH afavoriria I’entrada neta
al lisosoma (Pisoni et al., 1990).

Quina és I’explicacié per aquesta dependéncia del pH? Pisoni et al., (1995) va
aportar noves dades. El transport de cisteina és inactivat per DEPC d’una forma
dependent de proto: no inactiva a pH < 6, inactiva en un 50% a pH 6.6 i inactiva de
forma maxima a pH > 7.3. Aquesta correspondéncia entre la inactivacié per DEPC i
la corba d’activitat enfront del pH, suggereix que I’increment d’activitat que es
dona entre pH 6 i 7.5 es deu a la desprotonacié d’un residu d’histidina. Aquest
residu d’histidina estaria en el lloc d’unié a substrat, ja que es protegeix per
substrat. D'altra banda, sembla que I’activitat també seria sensible al gradient de
protons transmembrana, ja que hi ha un increment d’1.5 vegades de transport de
cistina quan s’estableix un gradient de pH i el pH extracel-lular és de 7.4.

Aquest transportador no és I'inica font d’entrada de grups tiols dins del lisosoma.
Recentment, s'ha caracteritzat la preséncia d’un nou transportador de cisteamina en
fibroblasts humans que tindria una K, de 0.88 mM i transportaria aminotiols i
aminosulfits. Aquest transportador tindria importancia en la vehiculacié de farmacs
per reduir la concentracié de cistina en els pacients amb cistinosi (Pisoni et al.,
1995b). ‘

L’entrada de cisteina afavoriria la proteolisi de dues maneres: ajudant les proteases
lisosomals que depenen de grups tiol i reduint els ponts disulfur de les proteines
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que es degraden. La importancia fisiologica d’aquest transport de cisteina en el
lisosoma es posa de manifest en 'observacid experimental que hi ha una correlacié
entre la capacitat de presentar antigens que tenen ponts disulfur per cél'lules
presentadores d’antigen com ara els macrofags, i el transport intracel-lular de
cisteina (Gainey et al., 1996).

3.3.7 SISTEMA DE TRANSPORT DE TAURINA

Aquest sistema s'ha descrit en lisosomes de fetge (Vadgama et al., 1991) El
transport de taurina és independent de sodi amb un pH optim de 6.5, amb una
especifitat de substrat similar al sistema de transport BETA (vegeu taula 1) i una
K, de l'ordre de mM. El transport és sensible al gradient de potassi. Probablement,
aquest transportador permeti adaptar els lisosomes a canvis de la pressié osmotica.

3.3.8 ELS TRANSPORTADORS LISOSOMALS LyCAT I LYyMAT

Aquestes dues proteines s’han descobert durant la present tesi, i per aixd he
considerat més adient explicar el que sabem sobre aquestes en I’apartat "resultats i
discussio".

4. MALALTIES HEREDITARIES ASSOCIADES A DEFECTES EN
EL TRANSPORT D’AMINOACIDS

4.1 CISTINURIA

La cistiniria és una malaltia autosOmica recessiva caracteritzada per una
hiperaminoaciduria de cistina i aminoacids dibasics (Garrod, A.E. 1908). A causa de
la baixa solubilitat de la cistina, aquesta precipita formant calculs renals que
produeixen obstruccid, infeccid i fins i tot insuficiéncia renal. Dependent de 1’autor
hi ha 2 o 3 tipus de cistindria: tipus I, recessiva, i tipus no-I, parcialment dominant
(Morin et al., 1971). Els tipus no-I es podrien dividir en tipus II o tipus IIL,
dependent de si presenten o no defectes en els nivells plasmatics de cistina després
d’una dosi oral (Rosenberg et al., 1966) (vegeu Taula 1 "Antecedents").

Dent i Rose (1951) van postular que la cistindria es deuria a un defecte d’un sistema
de transport comu per a cistina i aminoacids dibasics. Aquest sistema es trobaria a la
membrana apical del tibul proximal (segment S3) (Thier ef al., 1964).

Pras et al., (1994) trobava que hi havia lligament entre la cistindria i marcadors en el
cromosoma 2p. El mateix any, a la mateixa revista que Pras et al., (1994), Calonge
et al., (1994) va identificar el gen rBAT com a gen responsable de cistinuria i va
trobar 6 mutacions en pacients; entre elles, la mutacié M467T que es va comprovar
que afectava la funcié de la proteina. En la figura 8 mostro la localitzacid de les
mutacions que s'han trobat fins ara en la proteina rBAT:
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E263 K R270X

N 114-1306 de! c
198-1575 dal (685 aa)
430-765 del 782-304 del
(431-3)-463 del_& dup ins 465-474 i'del

Figura 8. Representacié6 esquematica de les mutacions puntuals, insercions i
deleccions que s'han trobat en el gen rBAT en pacients de cistiniiria de tipus I.

Gasparini et al., (1995) va anotar que totes les mutacions trobades en rBAT (44%
dels cromosomes de cistiniria tipus [ estudiats) eren de pacients de tipus I, sense cap
alteracid en malalts de tipus II i III. Aquest fet suggeria que hi havia heterogeneitat
genetica. Aixo va ser demostrat per Calonge et al., (1995b) amb estudis de Iligament,
ja que les families amb cistinuria de tipus III no estaven lligades a gens de la banda
cromosoOmica 2p16.3, on es troba el gen rBAT. Més tard, Bisceglia er al., (1997) va
mapar el locus de cistiniria de tipus III en el cromosoma 19q13.1. Dades preliminars
sugerien que el locus de cistiniiria de tipus II també era al mateix locus. Stoller et al.,
(1999) va demostrar que el gen de tipus II és al mateix locus, i afirma que les
diferéncies fenotipiques es deuen a diferents al-lels del mateix locus. Per tant, podem
parlar de dos tipus de cistintria: tipus I i no-L.

El Consorci Internacional de Cistintria (1999) va identificar el gen b** AT (vegeu
"Resultats i discussio”) com a gen responsable de la cistiniiria de tipus no-I. Aquest
gen és al locus anteriorment definit i indueix activitat b>* en expressar-se en cél-lules
COS. S’han identificat diferents mutacion en b%*AT, entre elles, la mutacié V170M
que provoca una pérdua de funcio.

En la figura 9 mostro la localitzacié de les mutacions que s’han trobat en b®*AT en
pacients cistinirics de tipus no-l. Algunes delles (V170M) s'han expressat
funcionalment, i s'ha observat un defecte funcional respecte a la proteina salvatge
(vegeu "Resultats i discussio).
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ATOV ins[193 S37T9R
P52L CTI23M ' G195R  G239R A3S4T

WL, . '8TF A382T
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Figura 9. Representacié esquemitica de les mutacions que s’han trobat en pacients
cistindrics de tipus no-I. En negre es mostren els residus conservats en tota la familia
HAT (vegeu "Resultats i discussié"), subrattllats si es troben en loops intracel-lulars. Es
discuteix sobre si el canvi A354T no és un polimorfisme,

No és gaire clar encara per qué mutacions en b®*AT s6n parcialment dominants,
mentre que mutacions en rBAT son recessives. Com que no hi ha una col‘locolitzacié
total en el tibul proximal, la hipotesi més plausible és que aquestes dues proteines
formarien part de dos sistemes de transport diferents: b>*-1, responsable de la
reabsorcié d’aminoacids en el segment S1-S2 (baixa afinitat-alta capacitat) i format
per b>*AT i una subunitat homologa a rBAT no identificada, i b™*-2, responsable del
sistema de transport d’alta afinitat i baixa capacitat, format per rBAT i una subunitat
homologa a b”*AT encara no identificada (vegeu "Resultats i discussio").

El desenvolupament de models animals knockouts per cada gen i la identificacio
d’altres gens homolegs permetra avangar més en I’enteniment d’aquesta malaltia.
D'altra banda, la determinacié de l'estructura genomica (vegeu figura 10) estd
permetent fer de forma més facil el crivellatge de mutacions en tots els pacients
existents, amb el que es podra correlacionar en el futur alteracions del fenotip amb
alteracions del genotip.
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Figura 10. Estructura genémica del gen b*'AT. Localitzacié de les mutacions
trobades en pacients cistinirics de tipus no-I.

4.2 INTOLERANCIA A PROTEINES AMB LISINURIA (LPI)

La LPI és una malaltia autosomica recessiva que presenta com a simptomes clinics
intolerancia a les proteines, desenvolupament fisic retardat, diarrea, malabsorcio,
hepatomegalia, vomits, cirrosi, retard mental, fragilitat muscular, osteopénia,
proteonosi alveolar, hiperexcrecié d’aminoacids basics, nivells baixos d’urea en sang
i leucopénia. Aquesta malaltia és molt més freqiient a Finlandia (1 de cada 60000
naixements).

El transport d’ornitina i arginina en cél-lules de fetge i en la membrana basolateral de
cél-lules renals és defectuds (Rajantie er al., 1981). Aquest defecte es va reproduir en
linies cél-lulars de fibroblast per Smith et al.,, (1987). La deficient entrada d’ornitina
no permetria que es desenvolupés el cicle d’urea amb I’enzim omitina-
transcarbamilasa i, aixi, ’administracié oral de citrulina, que posteriorment es
metabolitzaria a omitina, (Carpenter et al., 1985) millorava aquests simptomes.

Lauteala er al., (1997) va mapar el locus de la LPI en el cromosoma 14q, entre els
marcadors D14S72 i MYH?7, interval que conté el locus TCRA. Torrents et al.,
(1999) i Borsani et al., (1999) han trobat mutacions en el gen y'LAT-1 responsables
de LPIL. Aquest gen s’expressa en la membrana basolateral del ronyd, i forma amb
4F2hc un dels transportadors y'L (vegeu "Resultats i discussi¢").

En la taula 4 indico les mutacions que s’han trobat de y'LAT-1 en pacients que
presenten aquesta malaltia. El mutant L334R, trobat en un pacient espanyol no
funciona correctament (vegeu "Resultats i discussid), igual que el mutant G54V, ja
que inactiven el transportador (Mykkénen, J. Febrer 1999)
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Canvi de nucledtid Tipus de mutacié Origen étnic
539delTT (ex6 3) Frameshift després de V84 Turquia
447GHT (ex6 3) Missense (G54V) Letonia
447GoT (ex6 3) Missense (G54V) Estonia
1012G—A (ex6 5) Nonsense (W242X) Marroc
1012G—A (ex4 5) Nonsense (W242X) Nord Africa
1012G oA (exd 5) Nonsense (W242X) Marroc
1012G—A (ex6 5) Nonsense (W242X) Marroc

911+1GoA (intré 4) Lloc d'splicing (skipping ex6 4) Turquia

1291delCTTT (ex6 8) Frameshift després de L334R Espanya
1291delCTTT (exo 8) Frameshift després de L334R Espanya
1299G—A (ex6 8) Missense (G338D) Suec
1287TG (ex6 8) Missense (L334R) Espanya
1471delTTCT (ex6 9) Frameshift després de L395 Alemania
1438duplAACTA (ex6 9) Nonsense (Y384X) Canada
1181-2 A-T (intr6 6) Lloc d‘splicing’ criptic i frameshift Finlandia
després de V298
1548delC (ex6 10) Frameshift després de F420 Arabia
1707C>T (ex6 11) Nonsense (R473X) Australia
1746delG (ex6 11) Frameshift després de L395 Holanda
1746delG (ex6 11) Frameshift després de L395 Noruega

Taula 4. Mutacions trobades en el gen y'LAT-1 que causen intolerancia a proteines
amb lisinuria,

Sera interessant disposar de models animals per entendre com mutacions en aquesta
proteina poden provocar tots aquestes manifestacions fenotipiques. Una possible
explicacid és que molts dels defectes es puguin deure a alteracions en cél-lules del
sistema immune, on y'LAT-1 s’expressa en nivells alts.

4.3 MALALTIA DE HARTNUP

La malaltia de Hartnup va ser descrita per Baron ef al., (1956). Es una malaltia
autosomica recessiva que es caracteritza per tenir aminoaciduria, ataxia del cerebel,
inestabilitat emocional i erupcions a la pell semblant a 1a pel-lagra (a causa d'una
deficiéncia en niacina). Hi ha un defecte en el transport intestinal i renal d’alguns
aminoacids neutres (Scriver ef al., 1965), situat a la membrana apical (Shih ef al.,
1971). El defecte de niacina és estrany, i aixi aquesta malaltia normalment és
benigne, i es manifesta amb malnutricio.

Probablement es tracta d’una malaltia heterogénia, ja que s’han descrit pacients amb
diferents fenotips (Seakins ef al., 1967). Scriver et al., (1985) va postular que altres
gens que controlen ’homeostasi dels aminoacids en plasma podrien afectar les
anormalitats cliniques que es donen en pacients amb la malatia, perd va definir que
hi hauria dues formes de la malaltia: una que afectaria el ronyé i I’intesti i una altra
que afectaria només el ronyo.

Symula et al., (1997) va mapar en ratoli el gen de la hiperfenilalaninanémia 2 (hph2)
en el cromosoma 7, una mutacio recessiva que presenta un fenotip molt similar a la
malaltia de Hartnup. Per sinténia el gen responsable correspon al locus del
cromosoma huma 11q13.
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Basant-se en les caracteristiques del transport induit i la localitzacid apical es pot
postular que el transportador ASCT2 (vegeu "Introduccid") seria un gen candidat
per a aquesta malaltia, encara que no es localitza en el cromosoma 11.

4.4 IMINOGLICINURIA

La iminogliciniria és una malatia autosomica recessiva, que presenta com a
simptomes clinics retard mental, atrofia de la retina i hiperglicinuria i prolindria. Els
iminoacids (prolina i hidroxiprolina) comparteixen el mateix mecanisme de
reabsorcié que la glicina (Rosenberg er al.,, 1968). Hi ha diferents variants de la
malaltia, que es creu que son degudes a diferents al-lels del mateix gen (Scriver et
al., 1985).

Hi ha evidéncies per pensar que hi ha dos transportadors de prolina dependents de
sodi a les membranes apicals de rony6: un d’alta afinitat compartit amb glicina i un
altre de baixa afinitat no compartit amb glicina (Foreman et al., 1985). El fet que el
transport de prolina sigui també dependent de clorur suggereix que el transportador
hauria de ser de la familia de transportadors dependents de Na* i CI" (homolegs a
GLYT o PROT) (vegeu "Introduccid”).

4.5 AMINOACIDURIA DICARBOXILICA

Aquesta malaltia es caracteritza per la hiperexcrecié d’aminoacids anionics, aixi
com a retard mental. El defecte del transport s’ha associat al rony6 i I’intesti. El
ratoli knockout pel transportador EAAT3, que estd altament expressat en intesti i
ronyo, desenvolupa aquesta malatia (Peghini er al., 1997). No s’han descrit encara
mutacions en aquest gen en pacients que tinguin aquesta malaltia, encara que el
nimero de pacients és molt limitat.

4.6 CISTINOSI

La cistinosi és una malaltia hereditaria autosomica recessiva, que presenta
alteracions multitissulars als ulls (fotofobia, cristalls a la cornia i la conjuntiva,
retinopatia), al ronyd (nefropatia, fallida renal, sindrome de Fanconi), metaboliques
(hipotiroidisme, fallida dels ovaris, insuficiéncia endocrina i exocrina, errors en les
concentracions d’aigua i electrolits), retardament en el creixement, pérdues de
memoria, alteracions musculars (miopatia, disfuncié motora oral, debilitat muscular
general). La cistinosi s'ha classificat com una malaltia lisosomal d’acumulacié de
cistina. Aixi, probablement, tots aquests defectes es deuen a la deposicié de cristalls
de cistina en diferents organs. '

Gabhl et al., (1984) va trobar, fent servir lisosomes de leucocits, que els heterozigots
presentaven velocitats de sortida de cistina un 50% inferior que els normals. Aquest
efecte de la dosi génica donava suport a la idea que el defecte bioquimic era el
transport de cistina a través de la membrana lisosomal.
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Per poder trobar el transportador lisosomal, Pisoni ez al., (1992) va desenvolupar un
assaig de seleccid, aixi els fibroblast de pacients amb cistinosi morien en tractar-se
amb éster de cistina-dimetil (CDME).

Per tractar la cistinosi es fa servir el compost cisteamina (Gahl et al., 1987; Kaiser-
Kupfer et al., 1987; Markello et al., 1993), que forma un disulfid mixt amb la
cistina, compost que pot sortir a través del sistema de transport lisosomal ¢ (vegeu
"Introduccié"). D’aquesta manera s’aconsegueixen dissoldre els cristalls de cistina.

El gen de cistinosi va ser mapat al cromosoma 17p13 pel Cystinosis Collaborative
Research Group (McDowell er al., 1995). Aixi, Town et al., (1998) va identificar el
gen CTNS com a responsable de la malaltia, ja que s’han trobat diferents mutacions
en els pacients amb cistinosi. CTNS codifica per la cistinosina, una proteina de 367
aminoacids amb prediccié de 7 dominis transmembrana i amb caracteristiques de
proteina lisosomal. Es homologa a la proteina de llevat ERS1, que s’ha implicat en
la retencid de proteines en el reticle endoplasmic.

No s’ha demostrat encara que la cistinosina funcioni com a transportador de cistina.
Un cas similar es dona en els pacients que pateixen la malaltia Nieman-Pick
(Carstea et al., 1997). El defecte consisteix en una sortida deficient de colesterol
dels lisosomes, mentre que el gen responsable €s homoleg a proteines implicades en
I’homeostasi del colesterol en el reticle. L’expressio de la proteina en sistemes
cel-lulars permetra respondre a aquesta qiiestio.
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ANTECEDENTS

El coneixement de les diferents activitats de transport d’aminoacids prové de 1’analisi del
transport d’aquests en cél-lules o vesicules de membrana provinents del teixit que es vol
analitzar. A causa de la preséncia escassa d’aquestes proteines en la membrana i també la
seva baixa estabilitat, con¢ixer la proteina responsable de la funcié per una estratégia
classica de purificacié-reconstitucié presenta moltes dificultats. A més, és possible que
algunes entitats de transport estiguin formades per diferents polipéptids amb propietats
fisicoquimiques diferents, i encara és més dificil poder arribar a tenir una fraccié totalment
pura del transportador analitzat. Davant d’aquestes dificultats, 1’expressié funcional en
oocits de Xenopus representa una estratégia alternativa per a ’aillament molecular de
proteines implicades en el transport d’aminoacids, sempre que les seves activitats siguin
detectables en expressar-les en 1’00cit. (Soreq et al., 1992)

D’aquesta forma, el nostre grup va expressar activitat independent de Na* de transport
d’aminoacids injectant en odcits poli(A)" de ronyé de conill. Aquesta activitat de transport
era d’especificitat amplia per a aminoacids neutres i basics, i era saturable amb una K, al
voltant de 0.6 mM. El missatger responsable d’aquesta activitat tenia una mida entre 1.8 i
2.4 kb (evidenciat per separacio6 del poli(A)" per mida en gradients de sacarosa i injeccié de
les diferents fraccions en 1’00cit) (Bertran ez al., 1992). Amb aquestes evidéncies, el nostre
grup, en col-laboracié amb el grup del professor Heini Murer, va clonar per expressid
funcional un cDNA que en expressar-se en odcits induia la mateixa activitat que es veia en
injectar el poli(A)* de ronyé (Bertran et al., 1992b). A més, I’activitat d’aquest poli(A)*
s’inhibia en incubar aquest amb un oligo antisentit generat a partir de la seqiiéncia d’aquest
cDNA (Magagnin ef al., 1992). Aquesta proteina es va anomenar rBAT (related to b**
amino acid transport activity), ja que ’activitat que induia en odcits era molt similar a la
descrita en blastocits de ratoli (b**) per Van Winkle (Van Winkle et al., 1988). La
diferencia que hi havia entre aquestes dues activitats era que rBAT també induia transport
de cistina. Independentment, dos grups diferents van clonar la mateixa proteina de rata
(Wells et al., 1992; Tate et al., 1992).

El transport induit per rBAT en oocits de Xenopus era saturable, amb K, per a aminoacids
basics i cistina entre 50-100 puM i variable per a aminoacids neutres que depenen del grup
radical: 1’afinitat era més alta quan més gran era el grup radical. Aixi, a per aminoacids
com la L-leucina la K, era de ’ordre de uM, per a altres com ara la L-alanina, de I’ordre
de mM i, finalment I'L-glicina no era transportada. Aquesta activitat de transport no és
estereoselectiva, els D-aminodcids es transporten d’igual forma que els L-aminoacids
(Bertran et al., 1992b)

Per tranferéncia Northern es va analitzar I’expressié de I'RNA missatger. En condicions
d’alta astringéncia, el cDNA d'tBAT hibrida amb transcrits de 2.2 i 3.8 kb presents en
ronyd i mucosa intestinal. Aquestes diferéncies de mida es deuen a diferéncies en
poliadenilacio, fet que es va demostrar posteriorment en clonar-se el cDNA de 3.8 kb
emprant també expressié funcional (Markovich er al, 1993). En condicions de baixa
astringéncia hi ha preséncia de senyal en cervell (3.8 i 5.4 kb) i en fetge (2.2 kb). Es pensa
que deuen ser transcrits homolegs perd no idéntics, ja que no sén protegits en un assaig de
proteccio a RNAases fent servir una sonda d'rBAT de rata (Pickel et al., 1993; Yan et al.,
1992). La seqiiéncia d’aminoacids deduida a partir de la seqiiéncia de nucleotids permetia
predir una proteina de 677 aminoacids amb un pes molecular de 78 kD. A partir de
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I’analisi d'hidrofobicitat i estudis fets amb sistemes de traduccid in vitro es va suggerir que
la proteina rBAT seria una glicoproteina de membrana de tipus II (el domini N-terminal
seria citosolic) amb un uinic domini transmembrana (Wells et al., 1992). El grup de S. Tate
va estudiar més tard la topologia de la proteina rBAT mitjangant anticossos policlonals
dirigits contra diferents parts de la proteina i, aixi, va deduir la preséncia de 4 dominis
transmembrana, i que els extrems N i C-terminal s6n citosolics (Mosckovitz et al., 1994).
Aquest tipus d’estructura no era usual per als transportadors de membrana descrits fins a
aquell moment, fet que va fer plantejar la qiiesti6 de si aquesta proteina era un
transportador per si mateix, un activador de sistemes de transport endogens en 1’00cit, o si
formava part d’un complex heterooligomeéric amb proteines ja presents en I’odcit.

En mirar el banc de dades de gens clonats, es va trobar que el domini extracel-lular
presentava una homologia alta amb una familia d’enzims relacionats amb el catabolisme
dels sucres. En canvi, la proteina rBAT no presenta aquesta activitat, ja que presenta una
mutacié en un residu implicat en el centre actiu de reconeixement dels sucres (Wells ef al.,
1992). A més, es va trobar que rBAT presentava un 30% d’identitat i un 50% de similitud
amb la cadena pesada de I’antigen 4F2 (4F2hc) (Bertran, J. 1992c). L’antigen 4F2 (també
anomenat CD98) és un heterodimer format per una proteina glicosilada de 85 kD (4F2hc)
que havia estat clonada fent servir 1’anticos monoclonal anti-CD98, unit covalentment per
ponts disulfurs a una proteina d’uns 40 kD altament hidrofobica, no glicosilada i que no
s'havia pogut microseqiienciar (Parmacek et al., 1989; Quackenbusch et al., 1986; Teixeria
et al., 1987). Es desconeixia la funcié que tenia 4F2hc, només s’havia suggerit la seva
implicacié en el cicle cel-lular, ja que és un marcador de proliferacié (Teixeria et al.,
1991), i també se I’havia implicat en la modulacié dels nivells intracel-lulars de calci
(Letarte et al., 1986).

Sorprenentment, en injectar 4F2hc en I’00cit, es va observar un increment d'una activitat
de transport descrita per Rosa Devés com y'L en eritrocits (Bertran ez al., 1992c; Wells, et
al.,, 1992b). Aquesta activitat es caracteritza per una induccié de transport d’aminoacids
dibasics de forma independent de sodi i neutres de forma dependent de sodi (Devés e? al.,
1992). S’ha demostrat que I’efecte del sodi sobre el transport d’aminoicids neutres
consisteix en la reduccié de I’afinitat en unes 50 vegades. La prediccié d’estructura de
4F2hc deduida a partir de la seqiiéncia d’aminoacids era la d'una proteina amb un tnic
domini transmembrana, fet que va plantejar els mateixos dubtes que amb la proteina rBAT
respecte a quina era ’entitat molecular responsable del transport.

En analitzar en més detall la seqiiéncia d’aminoacids de les dues proteines es va observar
que hi havia un residu de cisteina, just després del primer domini transmembrana que
estava conservat en ambdues proteines. Es va hipotetitzar que aquest residu seria el
responsable de la formacié d’un pont disulfur amb la possible subunitat lleugera de la qual
no es coneixia la seqiiéncia.

D’aquesta forma es van identificar dues proteines, rBAT i 4F2hc, com una nova familia de
proteines implicades en el transport d’aminoacids. En aquell moment, i a causa del fet que
rBAT induia transport de cistina en odcits, es va plantejar la hipotesi que rBAT fos un gen
candidat per a la cistinuria. La cistintiria és una malaltia autosomica recessiva que presenta
com a fenotip bioquimic la hiperexcrecio d’aminoacids basics i cistina (Segal et al., 1995).
A causa de la solubilitat baixa de la cistina, aquesta precipita formant calculs renals. Per
demostrar aquesta hipotesi, s’havien de trobar nous fets experimentals que estiguessin
d’acord amb totes les alteracions descrites per a aquesta malaltia. Aixi, es va estudiar la
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localitzacié subcel-lular i I’expressié durant el desenvolupament de la proteina rBAT. Es
va demostrar que la proteina rBAT es localitza en el domini apical del tibul proximal S3 i
que la seva expressio era postnatal (Furriols ef al., 1993; Kanai et al.,, 1992; Pickel et al.,
1993). Aquests fets coincidien amb el que es coneixia del transport de cistina i del lloc on
residia el defecte causant de la cistiniria. D’aquesta forma, tots els fets apuntaven a rBAT

com a gen candidat.

Com a primer pas per determinar si aquesta hipdtesi era certa, el nostre grup va aillar i
caracteritzar el cDNA corresponent a I''BAT huma (Bertran ez al., 1993) i es va iniciar la
recerca de mutacions (principalment de tipus puntual) mitjangant la técnica coneguda com
SSCP en la seqiiencia codificant del gen d’individus cistintrics. Aixi, es van descobrir 6
mutacions puntuals, entre les quals destacava la mutaci6 Met467Thr, per trobar-se en
homozigosi (Calonge ef al., 1994). Per mutagénesi dirigida es va construir un cDNA de
rBAT huma amb aquesta mutacid i es va analitzar funcionalment en odcits. Es va observar
que aquest mutant presentava un defecte en el transport mesurat tres dies després de la
injeccio, fet que reafirmava la implicacié drBAT en la cistintiria.

Sorprenentment, en realitzar el transport sis dies després de la injecci6 (vegeu figura 1), es
va veure que no hi havia diferéncies respecte a la proteina salvatge. Per poder explicar
aquest comportament de manera més detallada i reafirmar de manera més forta la
implicacié d'TBAT en la cistimiria, vaig construir i analitzar el mutant Met467Lys, resultats
que explico més endavant en ’apartat de "resultats".
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Figura 1. Anilisi a diferents dies del transport de cistina induit en oocits injectats amb la
proteina rBAT salvatge (WT) i la proteina rBAT mutada amb el canvi Met4d67Thr (MT).

El nombre de mutacions trobades en el gen rBAT s’ha anat incrementant amb el temps.
Han aparegut més mutacions puntuals i, fins i tot, alteracions més drastiques com ara
deleccions, codons d’stop, alteracions en I’splicing, etc (Gasparini et al., 1995). Un altre
resultat important va ser que el grup de Pras a Jerusalem, fent servir la genética reversa, va
posicionar el gen de la cistiniria entre dos marcadors de DNA polimoérfics, D2S119 i
D2S117, presents en el cromosoma 2 (Pras et al., 1994). El nostre grup ha trobat que el gen
rBAT es mapa en el cromosoma 2pl6.3, zona molt propera als dos marcadors citats
anteriorment. (Calonge et al., 1995)

Aixi i tot, uns resultats obtinguts pel grup d'A. Busch a Tiibingen, en col-laboracié amb el
nostre grup, van suscitar gran controvérsia (Busch et al., 1994). Aquests resultats
demostraven que I’activitat induida per rBAT estava d’acord amb un intercanviador

d’aminoacids. (vegeu figura 2). Diferents grups van publicar que no podien comprendre
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com un intercanviador podria servir com a mecanisme de reabsorcié d’aminoacids (Coady
et al., 1994; Miyamoto et al., 1995). A més, cal recordar, que el fenotip de la cistintria
consisteix en la hiperexcrecido d’aminoacids basics i cistina, mentre que rBAT també
indueix transport d’aminoacids neutres. L’explicacid d’aquest interrogant ha estat també

un dels objectius de la meva tesi.
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Figura 2. Corrents induits en I'oocit de Xenopus injectat amb cRNA d'rBAT en preséncia
d’aminoacids dibasics (arginina) i neutres (leucina). Els corrents d’entrada es deuen a
I’entrada de ’aminoiacid arginina i les corrents de sortida en posar leucina es deuen a la

sortida dels aminoacids basics.

Un detall important i no comentat fins ara és que la cistimiria és una malaltia heterogénia.
S’han descrit tres tipus de cistintiria basant-se en les concentracions d’aminoacids basics i
cistina en homozigots i heterozigots per a la malaltia i en funcié de I’absorcié intestinal,
com es veu detallat en la taula inferior.

RONYO ( EXCRECIO INTESTI
URINARIA)
TIPUS 1 Heterozigot Normal
Homozigot Elevada per a CssC, Lys, Argi | No hi ha absorcié de CssC i, per tant, la
Orn seva concentracié en plasma no
augmenta després de la administracié
oral.
TIPUS II Heterozigot Elevada per a CssCi Lys, i
moderada per a Argi Orn
Homozigot Elevada per a CssC, Lys, Argi | No hi ha absorcié de CssC i, per tant, la
Orn seva concentracié en plasma no
augmenta després de la administracié
oral.
TIPUS Il Heterozigot Moderada per a CssC i Lys
Homozigot Elevada per a CssC, Lys, Arg i Hi ha absorcié de CssC i, per tant, la
Orm seva concentracié en plasma no
augmenta després de la administraci6é
oral.

Taula 1. Classificacié dels diferents tipus de cistiniiria en funcié del fenotip renal i intestinal.
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El nostre grup va observar que hi havia families on no hi havia una cosegregacio entre el
locus rBAT 1i la cistindria, fet que plantejava la possibilitat que la cistintiria fos una
malaltia deguda a mutacions en diferents gens (Gasparini et al., 1995). Una analisi més
precisa del fenotip d’aquestes families va permetre dir que els tipus II i III de cistindria no
son causats per mutacions en rBAT (Calonge er al., 1995). També hi ha algunes families
del tipus I de cistindria on no s’han trobat mutacions en el gen rBAT, fet que suggeria la
possibilitat que hi hagués també un altre gen per a pacients de tipus I, encara que també es
podria explicar a causa de la no deteccié de la mutacid per trobar-se en zones com ara el
promotor, introns, etc.

Quins podrien ser aquests altres gens candidats de cistinuria?. Un possible candidat seria
un altre transportador de cistina que estigués en els segments S1 i S2 del tibul renal. En
aquesta linia, Segal, el 1977, va detectar fent servir vesicules apicals de ronyd de rata dos
components de transport de cistina: un d’afinitat alta i capacitat baixa compartit amb
aminoacids basics (que podria correspondre a I’activitat deguda a rBAT) i un altre
d'afinitat baixa (Kn = 0.93 mM) i capacitat alta (Segal et al., 1977). A més, per estudis de
microperfusié en tubuls aillats, V6lkl i Silbernagl van demostrar que al voltant del 90% de
la cistina infosa pel tibul era reabsorbida pel tibul contornejat distal i que aquesta
reabsorcio era inhibida per fenilalanina a una concentracié de 10 mM. Aixi, el gen o els
gens responsables d’aquest sistema de transport podrien ser també gens de cistintria (Volkl
etal., 1982).

Un altre gen candidat seria la possible subunitat lleugera, que igual que per a la proteina
4F2hc estaria lligada a rBAT per ponts disulfur. Quines evidéncies hi ha sobre la preséncia
d’aquesta subunitat?:

1. Si es fan experiments de transferéncia western fent servir un anticos dirigit
contra la proteina TBAT amb membranes de ronyd, el pes que es detecta és
diferent en funcié de la preséncia o no d’agents reductors. Aixi, en abséncia
d’agents reductors es detecten bandes de 125 kD de mobilitat electroforética i
de més alt pes molecular, mentre que la seva movilitat en preséncia d'agents
reductors és de 94 kD (Tate et al, 1996). En tractar amb endoglicosidasa F
aquesta banda de 94 kD passa a tenir una mobilitat que esta d’acord amb el pes
molecular deduit a partir de la seqiiéncia d’aminoacids. Per experiments de
transferéncia western en gels de dues dimensions (primera dimensié no
reductora, segona dimensié reductora) i per experiments de crosslinking amb
reduccid posterior, s’ha observat que la banda de 94 kD forma part d’aquest
complex (Palacin et al, 1996). Malauradament, no s’ha pogut
immunoprecipitar aquest complex com s’havia fet en el cas de ’antigen 4F2,
que demostrava directament que aquestes dues proteines interaccionen
directament.

2. L’expressio de la proteina rBAT en cél-lules heterdlogues (COS, MDCK) no
suposa cap activitat de transport: la proteina o no arriba a la membrana o si hi
arriba no indueix cap activitat de transport. En aquestes cél-lules transfectades
no s’han detectat per transferéncia western aquestes bandes de pes molecular
més alt (125 kD) (Palacin er al., 1996).

3. Ens podem preguntar llavors si podem detectar aquests complexos de pes
molecular més alt en ’oocit de Xenopus. En condicions no reductores s’ha
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observat una lleugera banda de 125 kD (en comparacié amb la intensitat de la
banda de 94 kD), banda que s’ha postulat que seria homologa a la detectada en
membranes de ronyo (Wang et al., 1995).

Aixi, totes aquestes evideéncies experimentalé estan a favor d’un model on la proteina
rBAT estaria associada a una altra proteina (“subunitat lleugera”) mitjangant ponts
disulfur. Aquesta possible proteina seria, doncs, un altre gen candidat de cistimiria.



Objectius
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OBJECTIUS

Tenint en compte els antecedents descrits en 1’apartat anterior es van plantejar els segiients
tres objectius inicials:

1.

Reafirmar la implicacié d'rBAT en la malaltia cistiniria construint per
mutagénesi dirigida ¢cDNA d'rBAT que continguessin alteracions en la
seqiiéncia d’aminoacids.

Aixi es va construir el mutant Met467Lys i es va caracteritzar en o00cits
I’activitat induida per intentar explicar el possible defecte que patien pacients
cistintirics que tinguessin la proteina rBAT amb aquesta alteracid.

Intentar comprendre els mecanismes de reabsorcié d’aminoacids basics i
cistina partint de les activitats induides per rBAT i 4F2hc en P’odcit de
Xenopus.

D’aquesta manera també es volia comprendre com alteracions en P’activitat b
induida per tBAT podrien explicar el fenotip cistintric.

Estudiar el paper de les proteines rBAT i 4F2Zhc com a components i/o
activadors dels sistemes de transport b™ i y'L respectivament.

Es volia determinar primer quina era I’estructura del transportador per poder
identificar més tard quina era I’entitat molecular responsable del transport i aixi
entendre com aquestes dues proteines (la cadena lleugera i la cadena pesada)
interaccionaven entre si.
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