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AIB Àcid amino isobutic
ALS Amyotrophic lateral sclerosis
AMPA a-amino-3-hidroxy-5-methyl-4-isoxalone propionic àcid
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INTRODUCCIÓ

1. INTRODUCCIÓ: GENERALITATS DEL TRANSPORT
D'AMINOÀCIDS EN MAMÍFERS

Els sistemes de transport d'aminoàcids en la membrana plasmática dels mamífers
són essencials per diferents funcions:

a) Mediació i regulació del flux de nutrients i precursors d'altres biomolècules.

b) En l'SNC participen en la terminació i modulació de la transmissió sinàptica.

c) Regulació de la pressió osmótica.

Les estratègies experimentals utilitzades per estudiar el transport d'aminoàcids han
estat les mesures de transport d'aminoàcids radioactius en òrgans amb perfusió, o en
l'entrada en cèl·lules en cultiu o membranes plasmàtiques aïllades de diferents
teixits. Així, es classificaven els sistemes de transport en funció de l'aminoàcid
transportat (bàsics, neutres, etc), les propietats cinètiques -afinitat, farmacologia
(inhibició per aminoàcids modificats com BCH, MeAIB), etc- i les propietats
termodinàmiques del transport (equilibratiu, gradient electroquímic de sodi, etc).
S'anomenaven amb diferents noms que recordaven el substráete transportat (A,
alanina) i en majúscula o miniscúla dependent de si era o no dependent de sodi.
(Silbemagl, 1988; McGivan et al, 1994; Collarini et al, 1987; Kilberg et al, 1993;
Christensen, 1982; Christensen, 1990; Wang et al, 1991; Christensen, 1984,
Palacín 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 tècniques com ara l'expressió funcional en oòcits, la
purificació-reconstitució, l'aïllament per homologies, etc (Guastella et al, 1990;
Kim et al, 1991; Kanai et al, 1992; Bertran et al, 1992, etc).

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

Aquesta introducció consta de les parts següents: En l'apartat 2 descric amb més
detall les famílies de proteïnes implicades en el transport d'aminoàcids. En
cadascuna de les famílies hi ha 3 subapartats: a) Proteïnes conegudes. Expressió
tissular i característiques funcionals, b) Relació estructura-funció. c) Paper
fisiològic. En l'apartat 3 parlo dels sistemes de transport d'aminoàcids lisosomals, ja
que en la present tesi s'han aïllat dos cDNAs de transportadors de la membrana
lisosomal. Finalment, en l'apartat 4, desenvolupo les malalties hereditàries que es
deuen a defectes en el transport d'aminoàcids.
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He d'assenyalar ara ja que una de les famílies de transportadors d'aminoàcids, la
família HAT (Heteromultimeric amino acid transporters) l'he desenvolupat en els
apartats "Antecedents experimentals" i "Resultats i Discussió", ja que s'ha descobert
durant la realització de la present tesi. De manera anàloga, també descric la familia
de transportadors d'aminoàcids lisosomals trobats en aquesta tesi en l'apartat
"Resultats i Discussió".

Sistema de
transport

A

ASC

N

BETA

GLY

IMINO

PHE

B°

L

B0'*

b+

/

/L

b°-+

X'AG
ase

T

X'c

Característiques funcionals

Aa neutres petits, altament regulat, tolera un grup N-
metil, sensible al pH, presenta trasinhibició, ubic

No aa iV-metilats, presenta transestimulació
Gin, Asn, His. Sensible al pH. Present en hepatòcits.

Variant N™ en múscul.
ß-alanina, taurina i GABA. Dependent de clorur. Hi ha

variants. Present en diversos teixits
Gly i sarcosina. Dependent de clor. Hi ha variants.

Presents en diversos teixits.
Pro, OH-Prolina i yV-metil-glicina. Inhibit per MeAffl,

en membrana apical d'intestí
Phe i Met En membranes apicals

Amplia especificitat S'inhibeix per BCH però no per
MeAIB. En membranes apicals. També es diu NBB.

Aminoàcids neutres ramificáis sodi-independent,
presenta transestimulació, s'inhibeix per BCH

Amplia especificitat per aa zwiteriònics i bàsics. Accepta
BCH però no MeAIB

Aa catiònics. No interactua amb homoserina
Aa catiònics. Aa neutres en presència de sodi amb baixa

afinitat Sensible a NEM. Ubic
Aa catiònics. Aa neutres en presència de sodi amb alta

afinitat. Insensible a NEM.
Amplia especificitat per aa zwiteriònics i neutres, però
baixa afinitat pels ramificáis. No s'inhibeix per BCH

L-Glu i D- i L-Asp. Depèn de K*. Ubicu.
Aa neutres petits. Intercanviador. Present en eritròcits

Aa amb grups benzenoids amb diferents afinitats.
Cèl·lules sanguínies.

Inlercambiador de Glu i ci s tina (aniònica). En hepatòcits
i fibroblasts

Proteïna aïllada

?

ASCT1?

N AT (g 17?)

GAT-1.-2.-3, BGT-1, TAÜT

GLYT-1,-2

?

9

ASCT2?

4F2hc/LAT-l,2

B°'+AT

9

CAT-1,-2,-3,^

4F2hc//LAT-l,-2

rBAT/b°'*AT

EAAT-1,-2,-3,-4,-5
4F2hc/ascAT

9

4F2hc/xcAT

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

2. PROTEÏNES IMPLICADES EN EL TRANSPORT
D'AMINOÀCIDS EN MAMÍFERS EN LA MEMBRANA
PLASMÁTICA

2.1 TRANSPORTADORS D'AMINOÀCIDS CATIÒNICS INDEPENDENTS
DE SODI

2.1.1 PROTEÏNES CONEGUDES.
CARACTERÍSTIQUES FUNCIONALS.

EXPRESSIÓ TISSULAR I

Hi ha quatre membres d'aquesta família, també coneguda com els CAT (cationic
amino acid transporter). Tots pertanyen a la superfamília de transportadors
específics per a aminoàcids, poliamines i colina (APC family) (Reizer et al., 1993).
En funció de les seves característiques (expressió, activitat,...) es considera que són
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les proteïnes responsables del sistema de transport y+. El primer d'aquests membres
(CAT-1) es va identificar com a receptor pel virus ecotròpic de la leucèmia murina
(Wang et al., 1991; Kim et al., 1991). El segon es va identificar com un gen
d'expressió primerenca en limfòcits activats (MacLeod et 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 homología 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 proteïnes. Mentre que
CAT-1, CAT-2 i CAT-3 són semblants entre ells en un 60%, CAT-4 és semblant
únicament en un 40%.

CAT-1 s'expressa àmpliament en tots els teixits excepte en fetge -sí en fetge
regeneratiu com, per exemple, després d'una hepatectomia (Aulak et al, 1996)- en
forma de dos transcrits (3.4 kb i 7.9 kb). L'expressió del transcrit de 7.9 kb està
sotmesa a regulació posttranscripcional, a causa de seqüències desestabilitzants
(riques en AU) presents en l'extrem 3' (Aulak et al, 1999). Aquesta regulació es
dóna en situacions com ara la regeneració hepàtica o per assequibilitat
d'aminoàcids. Funciona com un transportador d'aminoàcids bàsics independents de
sodi d'alta afinitat (Km en el rang |iM) i estereoespecífic. També transporta
homoserina i cisterna en presència de sodi. El transport depèn de voltatge, així la
hiperpolarització incrementa la velocitat màxima i fa decréixer la Km per l'entrada
(Kavanaugh et al, 1993). Presenta transestimulació amb un grau més elevat que els
altres membres de la família.

CAT-2a s'expressa en fetge, múscul, ronyó, pàncrees i pell. L'expressió en fetge
decreix entre l'àrea portal i la vena central (Burger-Kentischer et al, 1998).
Transporta aminoàcids de forma independent de sodi amb baixa afinitat (Km en el
rang mM). No presenta transestimulació.

CAT-2 s'expressa de forma bastant ubiqua. La seva expressió s'incrementa en
activar-se les cèl·lules amb diferents citocines (Aulak et al, 1996). Les
característiques de transport són molt similars a les descrites per a CAT-1. Les
diferències 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 únicament en el cervell, de forma predominant en l'eix mitjà
talàmic-hipotalàmic. Fent servir un anticòs específic, s'ha observat que la proteïna
s'expressa en neurones però no en cèl·lules glials o endotelials (Hosokawa et al,
1999). També funciona com un transportador d'aminoàcids bàsics independent de
sodi d'alta afinitat amb estereoespecificitat i amb transestimulació (Ito et al, 1997).

CAT-4 s'expressa majoritàriament en cervell, testicles i placenta. L'expressió en
oòcits indueix activitat de transport d'aminoàcids bàsics (Sperandeo et al, 1998).

2.1.2 RELACIÓ ESTRUCTURA-FUNCIO

Els perfils d'hidrofobicitat per a aquestes proteïnes suggereix que presenten 12 o 14
dominis transmenbrana on els extrems N i C-terminal serien citosòlics (vegeu
figura 1). Algunes evidències experimentals estan a favor del model de 14 dominis
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CAT-l MGCKVLLNIGQQMLÍRKVVDCS-RE
CAT-2 MIPCRAALTFARCLI]
CAT-3 MLWQALRRFGQKL1

CAT - 4 MARGLPTI ASLARLCQKLNfjLKPLE DS -THE!

ÎKIVTLDSLE
IRVLELG-MG:

CAT-l ILILTGLLTLGVKESAMVNKl!
CAT-2 ILLLAGLLSFGVKESAWVN:
CAT-3 VLLLTGLLVLGASKSALVT:
CAT-4 WPLPLSPVEPACPP—WLNH'

CAT-l CLN-|Nm]KEGKPG-
CAT-2 REPPSEtjGTJ3IYGA|SÍ3i
CAT-3 |N —^ "
CAT-4

CAT-l VAfLLICFIPgSFd
CAT-2 VTSLLVCFM3|lFi
CAT-3 VIÏMFICFLSpFl
CAT-4 AISLAIAAGläl

EFS RTHMTLNAPGYlAENSDIFAVII 171
L—RTYFRMNYTG-|AEY|DFFAVCL 172

SRTL KGTILLKMPHVÍAEYÍDFFALAL 171
NFTEDPRGFLAGAPPGPIPGLIGCWHHPP 179

3RL 231

SKLTKEDYCLTMSES 231
ÍSADE 227

LSAS 350
LSTS 352
LSTS 348

IGHMNTV 333

i—ÜEQPNLVYQMASTSDELDPADQNELASTNDSQLG 467
-GLSYDQPKCSPEKDGLGSSPRVTSKSESQV 466
-D-QEMKSVEEEMELQEET 449
PSSPGPASPGPLTKQQSS FSDHLQLV 446

XI
CAT-l FLPEA EMFSLKTILS
CAT-2 TMLQR QGFSMRTLFC
CAT-3 —LEA EKLTVQALFC
CAT-4 GTVHASVPEPGELKPALF

xn

¡K-NMEPSKISGLI!
|—SLLPTQQSAS:
/-NSIPTLLSGR'
ÍLGFLDGYSPGA1

ISTSLIAVLIITFCIVTVLGREALTK 523
SFLVGFLAFLVLGLSVLTTYGVHAIYR 521
VCSSLLAVLLTVLCLVLTWWTTPLRS 503
.LGVMLASAITIGCVLVFGNSTLHL 506

xra
CAT-l GALWAVFLLAGSALLCAWTGVIWRQPESKTKL
CAT-2 LEAWSLALLALFLVLFVAIVLTIWRQPQNQRKV,
CAT-3 GDPVWVTVWLILGLILAISGVIWRQPQNRTPL
CAT-4 PHWGYILLLLLTSVMFLLSLLVLGAHQQQYRED

:QLDQ 583
QLSA 581
:QMTA 563

ILKLSY 566

XIV
EEASLDADQARTPDGNLDQCK 629
LEGHLR-DENNEEDAYPDNVHAAAEEKSAIQANDH 640
IKEVKNHQTLPKTRAQTIDLDLTTSCVHSI 618

KENQRELPGLNSTHYWFPRGSLEETVQAMQPPSQ 626

CAT-l
CAT-2 HPRNLSSPFIFHEKTSEF 658
CAT-3
CAT-4 APAQDPGHME 636

Figura 1. Multíalineament dels membres de la família CAT. En gris mostro els residus
conservats en tota la família. En vermell mostro el residu glutamat 107 que és important
per a la funció i la zona d'splicing alternatiu en CAT-2a. Les línies indiquen els 14 dominis
transmembrana putatius.
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transmenbrana com anticossos dirigits o el patró de glicosilació, però no se n'ha
estudiat en detall la topologia (Kim étal., 1993; Woodard et al, 1994).

Estudis fets amb quimeres entre CAT-1, CAT-2 i CAT-2a mostren que les
característiques 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 regió (Closs et
al., 1993) (en vermell en la figura 1).

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

El tercer domini extracel·Iular, en concret els residus 232-237 de CAT-1, són
essencials per a la unió del virus (Yoshimoto et al., 1993; Albritton et al, 1993). La
causa de l'ecotropisme del virus (només infecta rata i ratolí) es troba en aquests
residus. La unió del virus inhibeix de forma no competitiva l'entrada de substrats
però no la sortida. La glicosilació no és important per a la funció de la proteïna, però
pot provocar efectes estèrics en la interacció del virus amb el transportador, fet que
explicaria la viabilitat de les cèl·lules de ratolí infectades amb el virus (Wang et al.,
1996). La proteïna CAT-4 no presenta cap seqüència consensus de glicosilació.

2.1.3 PAPER FISIOLOGIC

Sembla que la funció de CAT-1 seria la de proveir la cèl·lula amb els aminoàcids
bàsics necessaris per dur a terme les seves funcions: síntesi de proteïnes, urea,
poliamines, òxid nítric, etc (Hyatt et al., 1997). Així, la seva expressió es regula de
forma posttranscripcional amb la concentració externa d'aminoàcids (Aulak et al,
1999). També s'incrementa la seva expressió en cèl·lules proliferatives com ara en
la regeneració hepàtica, limfòcits T i B activats, cèl·lules rumoráis, etc Així el ratolí
knockout per CAT-1 mor després d'anèmia del naixement (Perkins et al, 1997).
També és regulat per hormones com ara la insulina o la dexametasona (Hyatt et al,
1997).

El fet que el fetge només expressi la isoforma CAT2a, que presenta una afinitat més
baixa, permetrà que el fetge només acumuli aminoàcids bàsics quan les
concentracions en plasma siguin elevades. L'expressió de CAT2a s'incrementa en
múscul en situacions d'estrès, com ara deprivació de menjar, esplenectomia o
hepatectomia (Kakuda et al, 1998), potser impedint així la depleció d'aquests
aminoàcids en situacions de proteòlisi. CAT-2a podria també estar implicat en el
transport d'arginina en les cèl·lules ß del pàncreas, ja que aquesta actua com un
estimulador de la secreció d'insulina (Flodstrom et al, 1999).

S'ha implicat el transportador CAT-2 en la formació d'òxid nítric en diferentes
cèl·lules com ara els macrófags activats per IFN-y i LPS (Kakuda et al, 1999),
astròcits (Stevens et al, 1996), cèl·lules musculars llises vasculars (VSMC) (Hattori
et al, 1999). En el cas dels macrófags s'ha implicat les MAP quinases en una
regulació posttranscripcional del missatger de CAT-2 (Caivano, 1998). A més, els
glucocorticoides inhibeixen la producció de NO en cèl·lules endotelials
microvasculars cardíaques a causa d'una inhibició en la síntesi de G/AT-2 i CAT-1 (a
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més d'inhibir la síntesi del cofactor de la NOS tetrahidrobiopterina), fet que
reflecteix la importància de Passequibilitat d'aminoàcids bàsics per produir òxid
nítric (Simmoms et al., 1996). El ratolí knockout per CAT-2 no produeix òxid nítric
en alguns tipus cel·lulars però sí en d'altres, cosa que indica que la responsabilitat de
proveir arginina per produïr NO pot estar compartida per CAT-1 i CAT-2. De forma
interesant, aquest ratolí és resistent a alguns tipus de tumors, fet que reflecteix la
importància de controlar la producció de NO (MacLeod, C.L. et al, Congrés a
Colorado sobre transport d'aminoàcids).

No es coneix encara quina seria la funció de CAT-3 ni de CAT-4. Es postula que
CAT-3 proveiria les neurones d'aminoàcids bàsics (Hokosawa et al, 1999). El gen
CAT-4 mapa en el cromosoma 22qll.2, en la zona suprimida en la síndrome
velocardiofacial, però no se n'ha demostrat la implicació en aquest síndrome
(Sperardeoe/o/., 1998).

2.2 TRANSPORTADORS D'AMINOÀCIDS DEPENDENTS DE SODI I
CLORUR

2.2.1 PROTEÏNES CONEGUDES. EXPRESSIÓ TISSULAR I
CARACTERÍSTIQUES FUNCIONALS

Aquesta superfamília presenta com a característica funcional que el transport de
substrat depèn de sodi i clorur. S'ha dividit funcionalment en dos superfamílies: 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 biogèniques -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 et al, 1992; Liu et al,
1993), prolina (PROT) (Fremeau et al, 1992) i el transportador B°'+ (ATB0<+) (Sloan
et al, 1999). En aquesta tesi només tractaré els transportadors d'aminoàcids, és a dir
GAT (-l,-2,-3), BGT-1, TAÜT, GLYT, PROT i"ATB°'+. En la figura 2 presento un
multialineament d'aquestes proteïnes, marcant els dominis transmembrana i alguns
residus que s'han estudiat funcionalment.

GAT-1 s'expressa principalment en neurones però també en cèl·lules glials dels
còrtex cerebral, cerebel, hipocamp i retina. Així, hi ha correlació entre GAT-1 i
GAD67 (l'enzim que sintetitza el GABA) en Ystriatum i el còrtex (Swam et al,
1994; Minelli et al, 1995), però no en les cèl·lules de Purkinje o les neurones
motores espinals (Snow et al, 1992; Rattray et al, 1993). Així, té un paper
presinàptic, postsinàptic i també regulador de la concentració de GABA en les
cèl·lules glials. Durant el desenvolupament del cervell s'expressa en la materia gris i
en els axons en creixement (Jursky et al, 1996), fet que quadra amb el fet que en
expressar-se en cèl·lules MDCK presenti una localització apical (Pietrini et al,
1994; Ahn et al, 1996). En la retina s'expressa en les neurones amacrines (Honda et
al, 1995; Dcegaki et al, 1994).

GAT-2 s'expressa també en el cervell amb localitzacions neuronals (pericària,
dendrites i terminals d'axons formant sinapsis simètriques i asimètriques) i no-
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neuronals (matèria aracnoide i pia, límits de la glia, cèl·lules ependimals i cèl·lules
epitelials del plexe coroide) (Conti et al., 1999). En retina s'expressa en les capes de
l'epiteli pigmentat de la retina i de les fibres nervioses i en l'epiteli dels cossos
ciliars (Honda et al., 1995; Dcegaki et al, 1994). També s'expressa en teixits
perifèrics com ara el ronyó i el fetge (Borden et al, 1995). En cèl·lules MDCK
presenta una localització basolateral per uns 22 residus localitzats en l'extrem C-
terminal(Muthe/a/.( 1998).

Es considera que GAT-3 funcionaria com un transportador de glia. Així, durant el
desenvolupament, s'expressa en les cèl·lules de la glia perpendiculars a axons que
expressen GAT-1 (Jursky et al., 1996), i en la retina s'expressa en les cèl·lules
Muller glials (Honda et al, 1995; Dcegaki et al, 1994). Presenta una localització
apical en cèl·lules MDCK per una zona present en l'extrem C-terminal, en concret
s'ha identificat la seqüència THF (Muth et al, 1998). S'expressa en axons i
membranes somatodendrítiques (Ahn et al, 1996).

BGT-1 s'expressa en molts teixits perifèrics: ronyó, fetge, placenta, cor, múscul
esquelétic però també en cervell, on tindria una localització glial. Presenta una
localització basolateral en MDCK (Yamauchi et al, 1992), a causa de la interacció
entre un motiu en l'extrem C-terminal d'interacció amb la proteïna de la família
PDZ LIN-7. Aquesta interacció determina la localització subcel·lular per un
mecanisme de retenció que prevé la internalització en el domini basolateral (Perego
et al, 1999).

TAÜT s'expressa en molts teixits com ara cervell, pulmó, ronyó, fetge, placenta, etc
(Jhiang et al, 1993).

GLYT1 presenta tres variants (la, Ib, le) que provenen del mateix gen i que
difereixen en les seqüències N-terminal (Borowsky et al, 1993). L'expressió dels
gens la o Ib depèn d'unes seqüències riques en AC i TG que formarien estructures
en llaç que facilitarien o interferirien amb I'splicing, fet que faria transcriure una
isoforma o una altra (Borowsky et al., 1998). La isoforma le és una variant de
splicing de la isoforma Ib (Adams et al, 1995). GLYTla és la única isoforma que
s'expressa en teixits perifèrics com ara fetge, pulmó, melsa, timus associada als
macròfags (Borowsky et al, 1993). En l'SNC GLYTla s'expressa en la matèria
grissa, de forma paral·lela als receptors de glicina (GlyR) sensibles o no a estricnina
en hipocamp, bulb olfactori, cerebel i medul·la espinal. GLYTlb/lc s'expressa en la
matèria blanca. Trobem també expressió en zones del cervell on no hi ha GlyR, però
col·localitza (Smith et al, 1992) i modula la funció dels receptors de NMDA (N-
metil-D-aspartat) (Bergeron et al, 1998). Es pensa que en el cervell s'expressa en la
glia i no en neurones (Zafra et al, 1997). En canvi, en la retina sí que s'ha observat
que GLYT1 s'expressa en les neurones amacrines que contenen glicina, però 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 cèl·lules (Pow et al, 1999; Vaney et al, 1998).

GLYT2 és específic de l'SNC -sistema auditiu, però no el cortex auditiu (Friauf et
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 localització axonal, és a dir, presinàptica. Recentment, s'ha identificat una nova
isoforma de GLYT2, GLYT2b amb cinc aminoàcids més que GLYT2 i que presenta
la mateixa distribució i les mateixes característiques cinètiques, però que a
diferència de GLYT2 no pot acumular aminoàcids, sinó únicament intercanviar-los
(Ponce et al, 1998).

PROT s'expressa únicament en l'SNC, concretament en neurones glutamatèrgiques
(Fremeau et al., 1992), en les membranes presinàptiques (Velaz-Faircloth et al.,
1995).

B°'+AT s'expressa en pulmó (tràquea), glàndules salivare, glàndula mamaria,
estómac i glàndula pituitaria (Sloan et al, 1999).

En la taula 2 resumeixo les característiques funcionals d'aquests transportadors
(Palacín et al, 1998 articles).

Transportador

GAT-1

GAT-2

GAT-3

BGT-1

TAÜT

GLYT1(A.B,C)
GLYT2 (B)

PROT

B0>AT

Substrats (Km, nM)
GAB A (< 10), Betaïna (»

500) ß-Ala(> 2000)
GABA (~ 20), p-Alanina (-

30) Taurina (~ 500)
GABA (~ 1 ), P-Alanina (-

100), Taurina (-1500)
GABA (< 100), Betaina (~

400), L-Prolina (~ 900)
Taurina (< 10), ß- Alanina (~

60)
Glicina (< 50)
Glicina (- 20)

L-Prolina (< 10)

Aa no polars grans (<4 OX Aa
polars grans (- 100), Aa polars
> 100 excepte serina (43 X Aa

aromàtics (< 100), Aa
carregats positius (~ 100)

Farmacologia (Ki, uM)
NIP(<10), ACHC(-IOO),

L-DABA(<30)
NIP(>500),ACHC(>500)

L-DABA(>100)
NIP(50),ACHC(~800)

L-DABA(-IOO)
NIP (> 2000), ACHC (~ 2000)

L-DABA (~ 2000)
Hipotaurina (< 10), L-Ala (>

250), GABA (>2000)
Sarcosina(<100)
Sarcos ina(> 1000)

Sarcosina (30), NIP (» 100),
L-His, L-Cys (- 80)

BCH inhibeix
competitivament.

Aa aniònics no inhibeixen.

Lligands cotransportats

GABA, 2Na*. CT

GABA, Na+, CT

GABA, > 1 Na*. CT

GABA,3Na*,l o 2 Cl'

Taurina, 2 Na*, Cl"

Glicina. > INaM CT
Glicina, > INaM CT

Prolina, Na*. Cl-

1 Aa,2o3NaMCr

Taula 2. Resum de les característiques funcionals dels transportadors d'aminoàcids de la
família de transportadors dependents de sodi i clorur.

2.2.2 RELACIÓ ESTRUCTURA-FUNCIO

Totes aquestes proteïnes transporten el substrat utilitzant l'ió de sodi i l'ió 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, però només citaré el model més actual (Hilgemann et al, setembre
1999), per la proteïna GAT-1, que és el que millor s'ajusta a totes les dades
experimentals.

Segons l'autor, el transportador existiria en dues conformacions EIN i EQUT- En
l'estat EIN, un ió de clorur i dos ions de sodi s'unirien de forma seqüencial des del
costat citoplasmàtic; en l'estat EQUT, un ió de sodi s'uniria al transportador i un ió de
clorur, un ió de sodi i una molècula de GABA s'unirien des del costat extracel·lular.
Així, quan els llocs d'unió de la conformació EIN estan buits, s'esdevé una transició
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GAT-2
BGT-1
GAT_3

TAÜT
GAT-1
GLYT1 M 1
PROT
GLYT2 MDCSAPKEMNKLPANSPEAAAAQGHPDGPCAPRTSPEQELPAAAAPPPPRVPRSASTGAQ 60
B0_+

GAT-2 MDNRVSGTTSNGETKPVCPVMEK 23
BGT-1 MDGKVAVQEYGPPAVSWVPEEGEKLDQ 27
GAT-3 MTAEKALPLGNGKAAEEARESEAPGGGCSSGGAAPARHPRV 41
TAÜT MATKEKLQCLKDFHKDMVKPSPGKSPGTRPED 32
GAT-1 MATNGSKVADGQISTEVSEAPVANDKPKTLWKVQ 35
GLYT1 AAAHGPVAPSSPEQVTLLPVQRSFFLPPFSGATPSTSLAESVLKVWHGAYNSGLLPQLMA 61
PROT MKKLQGAHLRKPVTPDLLMTPSDQGDVDLDVDFAA 35
GLYT2 TFQSADARACEAERPGVGSCKLSSPRAQAASAALRDLREAQGAQASPPPGSSGPGNALHC 120
BO + MDKLKCPSFFKCREKEKVSAS SE 23

GAT-2
BGT-1
GAT-3
TAÜT
GAT-1
GLYT1
PROT
GLYT2
B0_+

GAT-2
BGT-1
GAT-3
TAÜT
GAT-1
GLYT1
PROT
GLYT2
B0_+

GAT-2
BGT-1
GAT-3
TAÜT
GAT-1
GLYT1
PROT
GLYT2
B0_+

GAT-2
BGT-1
GAT-3
TAÜT
GAT-1
GLYT1
PROT
GLYT2
B0_+

GAT-2
BGT-1
GAT-3
TAÜT
GAT-1
GLYT1
PROT
GLYT2
BO +

VE
ED
KR
EA
KK
QHSLAMAQNG-
HR

25
29
43
34
37

-AVPS 75
37

KIPSLRGPEGDANVSVGKGTLERNNTPWGWVNMSQSTWLGTDGITSVLPGSVATVATQ 180
28-NFHVG

JLop]
EDGTLEREQWTNKMEFVLS™ ""
EDQVKDRGQWTNKMEFVLSV,
DKAVHERGHWNNKVEFVLSV,
EGKPPQREKWSSKIDFVLSVAjS
AADLPDRDTWKGRFDFLMSCV |YAI

EATKRDQNLKRGNWGNQIEFVLTSvl YA1

-GNWTGKLDFLLSCll YI
EDEQGDENKARGNWSSKLDFILSMvl YA1

—E-NDENQDRGNWSKKSDYLLSMIgYA'

ITAgRKIC
SVTA j RKIC
GITCÍ RKVC
_ITCÍ EKICfLFSI
GLGvf K-LAHM:
SLGVJ R-IS,
PLAVf K-1 SÍ
PVSVÍK-AI:

-ILPVSVgR

LIFLFTC 81
FIFFFVC 85

FFICC 99
FIFLFGS 90
FLTLIFA 93
FIMLIFC 135
FLMLAIC 86
IUMLALA 240

.IMLALA 85
*

ÄSQMIVSL:
LASWIESYLl
ATQVIEAH:
•ASWIVSL:

LAAAVLSFWLNI
'GMMWSTYIGI

AAMLLIVGLVAI1

IAMLIISV1IAII
ITMVLISIFVTi;

FF 194
jLF 145

|NVIICYTLF| LF 299
INVIIAYSLYSMF 144

NNE
GHE
MHS
'DNP
NNP
GNW
NNP
s-s

NTEH
MTEN
NTPH
NTDR
NTHD
NTEL
NTPE
SDKN,

KDKTKLLLDSCVISDHPKIQIKNSTFCMTAYPNVTMVNF 359
SRSPIVTHCNVSTVNKGIQEIIQMNKSWVDINNFTCING 203

SSFTT
SSFTSEj
NCFTTEÍ
QSFQKE!
NSFTTT!
SSMT:
ASLTS
ASFVi
ASFQSEj

VT—SENATSPViEFWERRVLKis—DGIQH:
VTP-FENFTSPVMEFWERRVLGIT—SGIHD1
SHVSLQNATSPVMEFWEHRVLAIS—DGIEHI
ITISSTNFTSPVIEFWERNVLSLS—PGIDHP

IV

pí^MBSAWEFWERNMHQMT—DGLDKi
LLNHSLQRTSPSEEYWRLYVLKLS—DDIGN
LPLNLTCTVSPSEEYWSRYVLHIQGSQGIGS
TSQANKTFVSGSEEYFKYFVLKIS—AGIEY
SEIYQPGQLP-SEQYHNKVALQRS—SGMNET

LLA
LLA
LAA
LLv LVCFFCICK;VRS 241
AIA

LLA
FLA
LLA

IICYFCIWKBVKS 229
VICYFCIWKÍVKS 234
riCYFCIWKJ TKS 249

ILVYFCI
¡VSgLWFLCLIRÖVKS 297

VIVFLCILKIVKS 238
VIVYASLAK!IKT 417
LIVGAALFKÍ IKS 260

WM VI 235
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FYLYPN—ITRLWDPOJ
IYYLKPD—LFRLKDP
KFYLYPD—LSRLSDP
KFYLYPD—ITRLEDP
LFYITPN—FRKLSDSE

YYLTPQ—WDKILEA
FYLTPQ—FHHLLSS
FITPK—WEKLTDAT

SYYIGAQSN FTKLKEAE
vn

¡FgSQEQGVPI 34"7
FÍSQEQGVPI 352
F§AYEQGVPI 367

" ,QEQGVDI 359
AHVTKRSI 353
ANHLGVDV 415
SQELGVPV 356
ANERKVNI 535
AHISGKEV 380

LTALGS
LTALG
CLTALG

SLG
SLIALG
LI
LLTFA
LITLS
GLVALS

FAIC
FAIC
AI C
AI CL
YGLG
LACA
GVG
LSAA
SVK

SYR1 CMLLGCLÏSG

FHN
FH

K FHN
KFKN

lYR] TFIVTLGBAI
CYR! TLIVTCT
CFSÍAIWCLT;

LSPLSÍATL
TMM|LPTE|SIL
TQL|ISPL| AIL

LTLLBISPLJJSLL
TMI|LSPF|SFL

LTRL!LSPF|AII
GPFHSIL

IX "

LDSOjVE'
IDSOjCT

LDSO«AFL:
LDTMÍATI

GAT-2
BGT-1
GAT-3
TAUT
GAT-l
GLYT1
PROT
GLYT2
B0_+

GAT-2
BGT-1
GAT-3
TAUT
GAT-l
GLYT1
PROT
GLYT2
B0_+

GAT-2
BGT-1
GAT-3
TAUT
GAT-1
GLYT1
PROT
GLYT2
B0_+

GAT-2
BGT-1
GAT-3
TAUT
GAT-1
GLYT1
PROT
GLYT2
B0_+

GAT-2
BGT-1
GAT-3
TAUT
GAT-1
GLYT1
PROT
GLYT2
BÖ +

RVFRKKNRREI LI LIVSWS F FI
RQLRKSGRRELLILTIAVMCYLI;
KVFRRGYRRELLILALSVISY
S FLRKGYRREIFIAFVCSISYL:
RLLR—NRRELFIAAVCIISYLIg
NEWIL-QKKTYVTLGVAVAGFL:
-YYLR-PKKAVFSGLICVAMY
-KYLR-THKPVFTLGCCICFFIMp
-KVMK-KMRVPITLGCCLVLFLL

^SRFYDNIE
DRFYDNIED§l| YRPWPLVKI

SNRFYDNIE
DNLYDGIE

RFYDNIQE!
HRNYFQDI
IQRFCRDIH;
LQRFCEDIEMi

NRFIEDT

YKPWPLIKY'

YRPPSLIKWI
YRPGPWMKY,

;DAL|
ÎYSIJ
GYGl|

VSÍTÍAIGLI

—SRPCIWWKLCÍSFFT!
FPPPLFFQI
FKPGLYFRAi
FQPNIFWKVi

AKRWI FWLWWRACj
xn

407
FP 412

427
¡SLVfJLYP 419
,LVÍEYP 413
IVÍEVG 475

EFP 416
EFP 595
LFP 440

YYAASGMCLLFVAIFESLCV 467
YYASSGICLLFLSLFEWCI 472
SYAASGMCLLFVAIFECICI 487
YAASGVCLLWVAFFECFVI 479

471
[HNYAAS-FSLWISCIMCVAI 533

|L|DYSAS-FGLMWVITTCLAV 473
YAAS-YALVIIAIFELVGI 652

ÍIÍHFCAG-WGILIAAILELVGI 497
XT

.VCLATFLFSLIKYTPLTYNKKY 524
-LCLATFLFSLSKYTPLKYNNVY 529
ICAGIFIFFLIKYKPLKYNNIY 544
XCVGCFIFSLVKYVPLTYNKTY 535

lIIVAGVFIFSAVQMTPLTMG-NY 527
IIFFILVFTVIQYQPITYN-HY 589
.TLLALLVYSIVKYQPSEYG-SY 529
ILTFILCFSFYQWEPMTYG-SY 708

ILLIAIFIWSLVQFHRPNYG-AI 556

WLLALSSMVCIÍAWSIYKLRTLK-GPLRERLRQLVCÍAEDLPQKSQPELT 583
WFLALSSMVC'VJ LFWITLLKTR-GPFRKRLRQLIT ¡DSSLPQPKQHPCL 588
WLMALSSMLCIj LWICITVWKTE-GTLPEKLQKLTTlsTDLKMRGKLGVS 603
WSLALSSMLCV LVIVIRLCQTE-GPFLVRVKYLLTj'REPNRWAVEREGA 594

,SSMVLI| GYMAYMFLALK-GSLKQRIQVMVQiSEDTVRPENGPEH 586
FLMALSSVLCIj LYAMFRLCRTDGDTLLQRLKNATK j SRDWGPALLEHRT 649
ILMGLLSCLMllAGMLVAVLREE-GSLWERLQQASRlAMDWGPSLEENRT 588

QPDWGPFLAQHRG 767WLMLACSVIWI IMFVIKMHLAP-GRFIERLKLVCS
'CMIVFCIIWIglMAIIKIIQAK-GNIFQRLISCCRlASNWGPYLEQHRG 615

SPATPMTSLLRLTELESNC
DGSAGRNFGPSPTREGLIAGEKETHL
PRMVTVNDCDAKLKSDGTIAAITEKETHF-
TPYNSRTVMNGALVKPTHIIVETMM
AQAGSSTSKEAYI

602
614
632
619
599

GRYAPTIAPSPEDGFEVQSLHPDKAQIPIVGSNGSSRLQDSRI 692
GMYVATLAGSQSPKPLMVHMRKYGGITSFENTAIEVDREIAEEEESMM 636
ERYKNMIDPLGTSSLGLKLPVKDLELGTQC 7 97
ERYKDMVDPKKEADHEIPTVSGSRKPE 642

Figura 2. Alineament dels membres de transportadors d'aminoàcids dependents de sodi i
clorur. En gris mostro els residus conservats en tota la família. En vermell mostro residus
que s'han vist que són importants per a la funció (vegeu relació estructura-funció). Les
línies indiquen els 12 dominis transmembrana putatius on el domini I (línies discontínues)
representaria un domini transmembrana que es gira.
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cap a l'estat EQUT que obre els llocs d'unió i absorbeix un ió de sodi extracel·lular,
transició que és la més electrogènica. Ara, des de l'estat EQUT, una molècula de
GABA i un ió de sodi es translocarien cap al citosol formant un estat intermediari,
EIN*. La translocació de l'ió de clorur i la sortida de l'ió de sodi absorbit són
necessaris per finalitzar un cicle de transport i arribar a l'estat EIN. En l'estat EIN*,
en absència d'ió de clorur pot haver-hi intercanvi GABA-GABA; així, l'ió de clorur
permet que el transportador pugui acumular GABA. En la forma reversa de
transport, un ió de clorur i de sodi s'absorbirien junts, i un altre ió de sodi i el
GABA s'absorbirien i es translocarien. Aquesta reversibilitat de la funció té molta
importància en la transmissió sinàptica, ja que amb la despolarització sinàptica 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 proteïna són necessaris per dur a terme aquesta funció? És
necessari conèixer abans quina és la topologia de la proteïna. Aquesta qüestió s'ha
dut a terme experimentalment per a GAT-1 i GLYT1. La topologia per a aquestes
dues proteïnes no coincideix amb la deduïda a partir de l'algoritme d'hidrofobicitat:
el primer domini transmembrana, que està altament conservat en tota la família, no
travessaria la membrana al costat extracel·lular, sinó que tomaria a entrar pel costat
citoplasmàtic (vegeu figura 2). Hi ha dues evidències que donen suport a aquesta
hipòtesi: 1) la cisteïna 74 de GAT-1 és intracel·lular (per a reactius específics de
grups sulfídril com MTS); 2) el primer domini extracel·lular (després del domini
TMII), es pot glicosilar in vitro, fet que indica que no presenta una localització
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 família, cosa que podria explicar la flexibilitat
d'aquesta zona. Es creu que després hi hauria dos dominis transmembrana (HI 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; Bennetef o/.,. 1997).

Els dominis N i C-terminals són citosòlics i no sembla que tinguin un paper molt
important en la funció, ja que la deleció d'aquests amb proteases de la proteïna
GAT-1 no l'afecta funcionalment en assaigs de purifïcació-reconstitució (Kanner et
al., 1989; Mabjeesh et al., 1992). Per contra, per a GLYTla, delecions més llarges
de 34 aminoàcids de l'extrem C-terminal, sí que poden afectar la funció (Olivares et
al., 1994). En canvi, com ja s'ha comentat abans, aquests dominis són necessaris en
tots els membres de la família per al tràfic correcte cap a la membrana plasmática.

Les proteïnes d'aquesta família presenten N-glicosilació en el domini extracel·lular
després del domini TMin*. En concret, per a GLYT2, aquesta glicosüació
consisteix en una estructura complexa en antena arnb residus terminals d'àcid siàlic
(Núnez et al., 1994). La glicosüació no és important per a la funció, però sí per al
tràfic correcte de la proteïna (Olivares et al., 1995).

Els dominis extracel·lulars són importants per a la funció: 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 família, 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 mutagènesi dirigida, alguns aminoàcids en dominis
transmembrana o propers a ells importants per a la unió del substrat i dels ions,
sobretot en GAT-1. En concret, es van analitzar residus que continguessin càrrega o
fossin aromàtics (buscant interaccions de tipus 7t). Així, es va trobar que Parginina
69 podria estar implicada en la unió de l'ió de clorur (Pantanowitz et al, 1993) i el
triptòfan 68 en la unió de l'ió de sodi i també el de clorur (Kleinberger-Doron et al.,
1994). Així, la proteïna GAT-1 amb la mutació TrpóSLeu no permet (o és més
lenta) la sortida intracel·lular del substrat, cosa que estaria d'acord amb el paper de
l'ió de clorur explicat al principi d'aquest apartat (Mager et al., 1996).

El residu triptòfan 222, que està conservat en la família de transportadors
d'aminoàcids però no de neurotransmissors, estaria implicat en la interacció amb el
grup carboxil dels aminoàcids (Kleinberger-Doron et al., 1994). En canvi, el residu
tirosina 140, que sí que està conservat en tots els membres de la família,
interaccionaria amb el grup amino (Bismuth et al, 1997).

Finalment, durant el cicle del transport hem comentat que han d'existir canvis
conformacionals. La proteïna GAT-1 és sensible a l'acció 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 cisteïna 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 unió del GABA incrementa la sensibilitat, fet que indica que l'accessibilitat
d'aquest residu depèn de la conformació de GAT-1 (Golovanevsky et al, 1999). El
residu de glutamat 101 és crític per als canvis de conformació 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 FISIOLÒGIC

Els transportadors de neurotransmissors de les membranes presinàptiques i de la glia
extreuen les molècules de neurotransmissors que s'alliberen a l'espai sinàptic en
arribar l'estímul sinàptic, i finalitzen així la transmissió. Així, GAT-1 s'encarregaria
de finalitzar la transmissió nerviosa en les sinapsis que depenen de GABA (Kanner ,
1994). Aquesta funció quadra amb el fet que inhibidors específics del transportador
GAT-1 provoquen l'efecte oposat al blocatge de la transmissió a través de GABA
(Borden et al, 1994). A més, l'activitat elèctrica associada al transport de GABA
pot despolaritzar cèl·lules i obrir canals de calci sensibles al voltatge, amb la qual
cosa ens podríem trobar amb un altre senyal intracel·lular (Haugh-Scheidt et al,
1995). Com que no hi ha una col·localització completa, pot tenir altres funcions que
tinguin a veure amb efectes que depenguin de la concentració de GABA.
L'expressió en teixits perifèrics de GAT-2 fa suposar que tindria una funció no
neuronal (Borden et al, 1995). No es coneix amb detall quina podria ser la funció
de GAT-3.
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GLYT2 i GLYTl participarien també en la finalització de les sinapsis, pero en
aquest cas glicinèrgiques. Per a GLYT2 s'ha suggerit que podria tenir un paper en la
maduració de les sinapsis auditives. (Friauf et al., 1999). La presència de GLYTl en
zones on no hi havia receptor de glicina suggerien que podia tenir funcions
addicionals. S'havia suggerit que podia modular la transmissió glutamatèrgica a
través de la funció del receptor de NMDA (W-metil-D-aspartat). Dades obtingudes
in vivo de mesures de whole-cell patch-damp en neurones piramidals de l'hipocamp
demostren que la glicina o antagonistes de GLYTl incrementen l'amplitud de la
component de la corrent excitatòria postsinàptica deguda al receptor de NMDA
(Bergeron et al., 1998). Durant la isquemia, l'expressió de GLYTl s'incrementa en
cèl·lules astrocítiques a prop de neurones piramidals CAÍ, probablement per reduir
la concentració de glicina en els espais extracel·lulars locals (Fujita et al., 1999).

PROT també tindria funcions de regulació en les transmissions sinàptiques 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
síntesi de glutamat (Fremeau et al, 1992).

BGT-1 i TAÜT funcionaríem com a transportadors d'osmòlits. L'acumulació
d'osmòlits, mantenint la concentració d'ions constant, és crítica per a l'adaptació a
l'estrès hipertònic (Kwon et al., 1995). De fet, en el promotor de BGT-1 trobem
elements de resposta a canvis en la tonicitat (TonE) (Takenaka et al, 1994).

La funció associada a B°'+AT és únicament especulativa: es coneix que els
aminoàcids com ara leucina i arginina actuarien com a secretagogs per a hormones
de la glàndula pituitaria. Així, el transportador podria regular aquest procés
controlant la concentració d'aquests aminoàcids o gràcies a la despolarització que
provoca el seu transport. En el pulmó, podria reduir la concentració d'aminoàcids
del líquid de superfície de les vies aèries (Sloan et al, 1999).

En general, ens trobem amb una família de transportadors on els substrats que són
transportats duen a terme una funció determinada (osmòlits, transmissió sinàptica,
secretagogo). Entendre la funció d'aquests substrats en termes de la concentració
efectiva en cadascun dels teixits permetrà entendre molt millor quina és la funció del
transportador. A més no es coneix amb detall si els corrents associats al moviment
del transport fan alguna funció. Respondre a aquests interrogants, representa, segons
la meva opinió, el repte principal a assolir en la recerca d'aquesta família.

2.3 TRANSPORTADORS D'AMINOÀCIDS ANIÒNICS I ZWITERIÒNICS
DEPENDENTS DE SODI.

2.3.1 PROTEÏNES CONEGUDES. EXPRESSIÓ TISSULAR I
CARACTERÍSTIQUES FUNCIONALS

Aquesta família presenta com a característica funcional que el transport és
dependent d'ió de sodi i que poden funcionar com a canals d'anions. Es poden
dividir en dues subfamilies: a) EAAT formats per EAAT1 (també anomenat
GLAST) (Storck et al, 1992), EAAT2 (o GLT-1) (Pines et al, 1992), EAAT3 (o
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EAACl) (Kanai et al, 1992), EAAT4 (Fairman et al, 1995) i EAAT5 (Arriza et al,
1997). Aquesta subfamilia també presenta dependència de l'ió de potassi, b) ASCT
formats per ASCII (Shafquat et al, 1993, Arriza et al, 1993) i ASCT2 (o ATBO)
(Utsunomiya-Tate et al, 1996; Kekuda et al, 1997). En la figura 3 presento un
multialineament d'aquestes proteïnes.

EAAT1 es un transportador únicament expressat en la glia i l'epèndima pel que fa
al sistema nervios (Rothstein et al, 1994). També trobem expressió en teixits
perifèrics com ara cor, múscul esquelétic, placenta i pulmó (Storck et al, 1992).

EAAT2 també presenta una localització principal en la glia i de forma secundaria en
neurones. L'expressió en neurones és molt més àmplia del que es pensava en un
pricipi: en trobem en el neocòrtex, en el bulb olfactori, en les neurones piramidals
CA3 de Phipocamp, etc. (Mennerick et al, 1998; Berger et al, 1998). S'ha vist que
es pot expressar en neurones dependentment de la maduració del cervell: s'expressa
primer en axons en creixement en la medul·la espinal abans d'establir-se l'expressió
dels astròcits (Yamada et al, 1998; Northington et al, 1998). També s'ha vist
expressió en microcultius i neurones en cultiu d'hipocamp i en neurones de Purkinje
(Brooks-Kayal et al, 1998; Mennerick et al, 1998). En teixits perifèrics també
trobem expressió, juntament amb EAAT1, en la glàndula mamaria (Martínez-López
et al, 1998).

En canvi, EAAT3 s'expressa majoritàriament en neurones de forma postsinàptica.
És present, però no de forma generalitzada, en neurones glutamatèrgiques, però no
està restringit, ja que també es troba en neurones colinèrgiques ct-motores en la
médula espinal i cèl·lules Purkinje GABAèrgiques en el cerebel (Rothstein et al,
1994; Hediger et al, 1995; Velaz-Faircloth et al, 1996). Recentment, també s'ha
vist que hi ha expressió en la glia, particularment en oligodendròcits (Conti et al,
1998; Kugler et al, 1999). En teixits perifèrics s'expressa en intestí prim, ronyó,
pulmó, cor i placenta (Kanai et al, 1992). En el ronyó s'expressa de forma preferent
en els segments S2 i S3 del túbul proximal i en l'intestí el trobem en cèl·lules
epitelials (Shayakul et al, 1997).

EAAT4 s'expressa en les neurones glutamatèrgiques del cerebel, específicament en
cèl·lules de Purkinje, i amb expressió molt inferior en placenta (Fairman, W. 1995).
La majoria de l'expressió de EAAT5 es troba en retina, i en grau molt menor en
fetge, múscul esquelétic i cor (Arriza et al, 1997).

ASCT1 s'expressa en múscul esquelétic, pàncrees, cervell, placenta, cor, pulmó,
ronyó i fetge (Shafquat et al, 1993). ASCT2 s'expressa en pulmó, intestí gros,
ronyó, múscul esquelétic, testicles i teixit adipós blanc (Utsuromiya-Tate et al,
1996; Kekuda et al, 1997).

Les propietats funcional que es coneixen dels diferents membres d'aquesta família
estan resumides en la taula 3 (Palacín et al, 1998 articles).
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Transportador

EAATl

EAAT2

EAAT3

EAAT4

EAAT5

ASCT1

ASCT2

Substrats (Km, uM)

L-Glu, L-Asp, D-Asp
(15-20),PDC(~30)

L-Glu, L-Asp, D-Asp
(10-20), PDC(< 10)

L-Glu, L-Asp, D-Asp
(30-50), PDC (~ 20)

L-Glu, L-Asp, D-Asp
(2-3XPDC(~3),La-aa

(-200)
L-Glu, L-Asp, D-Asp

(13-64)
L-Cys (30), L-Ala, L-
Ser, L-1Íir, L-Val, L-

Glu
L-Ala, L-Ser, L-Cys, L-
Gln (20X aa° ramificáis,

L-Glu (1 600), aa°

Farmacología (Ki, uM)

SOS (~ 100), DMG (~
120), LoAA(> 1000),

KA (> 3000)
SOS (-1200), DMG (~
700), LoAA(> 1000),

KA(<60)
SOS (-150), DMG (~
250), LoAA(> 1000),

KA (> 3000)

KA (> 5000)

PDC(6),THA(1)

MeAffi (> 10000)

MeAIB(>1000),aa*(>
1000), aa'(~ 1000)

Lligands
cotransportats

3 Na* (dins). K*
(fora)

Na* (dins), K*
(fora)

(2/3) Na* (dins),
K* i OH" (fora)

Na*(dins),K*(?)

Na*(dins),K*(?)

Na*(dins),K*(?)

Na*(dins),K*(?)

Canal de clor
activat per

lligand

Si?(EREv+9
mV)

Si (EREV +60
mV)

Si? (EREV +38
mV)

Si (EREV -22
mV)

Si (EREV -20
mV)

Si (EREV -21
mV)

Si? (EREV -30
mV)

Taula 3. Resum de les característiques funcionals dels transportadors
d'aminoàcids de la família de transportadors dependents de sodi.

2.3.2 RELACIÓ ESTRUCTURA-FUNCIÓ

El mecanisme de transport s'ha estudiat molt més per als membres de la família
EAAT. Hi ha clares diferències entre els membres d'aquesta família. Un exemple
seria el del transportador EAAT3, que transporta L-glutamat amb 2 o 3 ions de sodi,
amb el cotransport d'un protó (o transport de bescanvi d'un ió hidroxil) i el transport
de bescanvi d'un ió de potassi (Zerangue et al, 1996). Els lligands s'unirien al
transportador de la forma següent: primer s'unirien els ions de sodi i després el
glutamat al costat extracel·lular, translocació del complex, sortida del glutamat i els
ions de sodi, unió del potassi en el costat intracel·lular, i translocació i sortida de l'ió
de potassi per començar un nou cicle (Kanner et al., 1982; Kanner et al., 1993).
Veiem així que l'ió de potassi tindria un paper similar al que té l'ió de clorur en el
mecanisme de transport de GABA per GAT-1. Els transportadors de la família ASC
presenten dependència de l'ió de sodi però no de potassi i, de fet, no presenten dos
residus (Tyr403 i Glu404) que s'han involucrat en la unió d'aquest ió en la família
EAAT (vegeu més abaix). Funcionen com a intercanviadors d'aminoàcids, però no
es coneix encara quin és el paper de l'ió 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 anió de clorur) activats
per lligand (sodi i glutamat) (Sonders et al, 1996). Aquest flux de clor no està
termodinàmicant acoblat al flux de l'aminoàcid a través del substrat. El potencial de
reversió (EREV) (vegeu taula anterior) és molt a prop del potencial d'equilibri de l'ió
de clorur (-20 mV) en alguns membres de la família, com ara EAAT5 (Arriza et al,
1994) i EAAT4 (Fairman et al.,. 1995), però molt més lluny en altres com ara
EAAT2 (Wadiche et al, 1995).
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EAATl
EAAT4
EAAT5
EAAT2
EAAT3
ASCTl
ATBO

EAATl
EAAT4
EAAT5
EAAT2
EAAT3
ASCTl
ATBO

EAATl
EAAT4
EAAT5
EAAT2
EAAT3
ASCTl
ATBO

EAATl
EAAT4
EAAT5
EAAT2
EAAT3
ASCTl
ATBO

EAATl
EAAT4
EAAT5
EAAT2
EAAT3
ASCTl
ATBO

EAATl
EAAT4
EAAT5
EAAT2
EAAT3
ASCTl
ATBO

MTKSNGEEPKMGGRMERFQQGVRKRTLLAKKKVQNITKEDVKSYLFRNAFVL 52
MSSHGNSLFLRESGQRLGRVGWLQRLQESLQQRALRTRLRLQTMTLEHVLRFLRRNAFIL 60

MVPHTILARGRDVCRRNGLLI 21
MASTEGANNMPKQVEVRMHDSHLGSEGPKHRHLGLRLCDKLGKNLLLT 43

MGKPARKGCEWKRFLKNNWVLL 22
MEKSNETNGYLDSAQAGPAAGPGAPGTAAGRARRCARFLRRQALVL 46

MVADPPRDSKGLAAAEPPPTGAWQLASIEDQGAAAGGYCGSRDLVRRCLRANLLVLLTVV 60

ILGFTLRPYR-MSYREVKYFS;
SLAFALRPYQ-LTYRQIKYFS1

LLGFFLRTRR-LSPQEISYFQ1

iVCGGLLRLASPIHPDWMLIA;
IITTGVLVREHSNLSTLEKFYF,

.GLGAALRGLS-LSRTQVTYL.

.GVSGAGGALA-LGPGALEAFV;
m

[RAVVYYMT|f II^VVIGII IVII IH|
[RAAVYY ,_^ '^

'"" ~" IVGIFMVSIIHJ
,VLGVILVLGIH|
ILGIVLVVSIKÏ

'LTVAYYL
RAMVYYMS!
.RAVLYYFC'
1IRVAYFGL!
.WALLFFLV

SALAVALAFIIK
SALGVGLALALQ!

KG-TKENMHREGKIVRV 164
KG-SKEGLHREGRIETI 172
SA-AQKETTEQSGKPIM 133
NPKLKKQLGAGKKNDEV 162
VTQKVGEIARTGSTPEV 136

¡GAQTLQSSDLGLEDSGPPPVPK 165
•AASAAINASVGAAGSAENAPSK 178

NYEKRSFKVPIOXNËTLVG 211
2YSTRWTRTMVRTENGSEPGASMPPPFSVEN 232
KTTPWKSPKVAPEEAPPRRILIYG 186

209

ÏKREEVNPASDPEMNMTEES 133
DYKVVTQNSS
TYEERNITG

IV
--AVIljNVsbAMETLIRIT-- EELVP--VPGSVNt
GTSFLENVTRALGTLQEMLSFEETVP—VPGSANf
—VQEENGSHVQNFALDLTPPPEWYKSEPGTSE

AWSLllNETVTEVPEETKMVIKKGLEFKD
FTAVMTTAISKNKTKEYKIVG MYSE

SGNVTHEKIPIG TEIE
TRVKVPVG QEVE

V
IFDSLNEAIMRLVAVIMWYAPV,
¡FDSLNEAIMRLVGIIIWYAPV
:QCLNESVMKIVAVAVWYFP
iQHFERDCNEVSDHDHWLS
jFNALSDATMKIVQIIMCYMPHi
IFNSLNEATMVLVSWIMWYVPVÍ
¡FNSFNEATMVLVSWIMWYAPV'
VI

" " ,VTR
,VTH

SMCFGFVIGNMKE
SVAFGLVIGGMKH

IVF SATMGIMLGRMGD,
FIAFAIPMGKMG
CLVFGLVIGKMGE

,VL ÄLVLGVALKKLGS
,WÍAIVFGVALRKLGP

324
293

GKÍIFASILÍH 305
GKgILCCLLgH 313

385
410
364

INGVDKR
LGVDRR
;NHIDRR
LGIDKR 384
•NQVDKR 353
NGVDKR 365
NGVAKH 373

445
470
424
444
413
425
433

iSLGAGIVEHLSRHELKNR 505
IGAAVIEHLSQRELELQ 530
.LAAGIMAHICRKDFARD 484
ISFGAGIVYHLSKSELDTI 504
FGTGIVEKLSKKELEQM 473
.GAGILHHLNQKATKK- 484

.LGAGLLQNYVDRTESRS 493

EAATl DVEMGNSVIEENEMKKPYQLIAQDNETEKPIDSETKM 542
EAAT4 EAELTLPSLG KPYKSLMAQEKGASRGRGGNESAM 5 64
EAAT5 TGTEKLLPCETKPVSLQEIVAAQQNGCVKSVAEASELTLGPTCPHHVPVQVERDEELPAA 544
EAAT2 DSQHRVHEDIEMTKTQSIYDDMKNHRESNSNQCVFAAHNSVIVDECKVTLAGNGKSADRV 564
EAAT3 DVSSEVNIVNPFALESTILDNEDSDTKKSYVNGGFAVDKSDTISFTQTSQF 524
ASCTl GEQELAEVKVEAIPNCKSEEETSPLVTHQNPAGPVASAPELESKESVL 532
ATBO TEPELIQVKSELPLDPLPVPTEEGNPLLKHYRGPAGDATVASEKESVM 541

EAATl
EAAT4
EAAT5 SLNHCTIQISELETNV 560
EAAT2 LEEEPGKREK 574
EAAT3
ASCTl
ATBO

Figura 3. Multialincament dels membres de la família de transportadors dependents de
sodi. Les linees discontínues representaríeu 2 zones amb conformació ß i una zona
hidrofòbica no transmembrana (linker).
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Aquestes proteïnes presenten una predicció de topologia que no és molt evident.
S'havien plantejat molts models diferents, però sembla que el més acceptat
experimentalment és el descrit per Grunewald et al, (1998). Va construir
transportadors funcionals que contenien residus únics de cisteina i en va estudiar la
disposició topològica utilitzant reactius sulfhidril-biotinilats. Així, va descobrir que
els dominis N i C-terminal són citosòlics i que hi ha 8 dominis transmembrana que
podrien ser hèlix-a. Entre els dominis 7 i 8 transmembrana hi ha una regió semblant
a un llaç, on trobem una zona hidrofòbica en la part extracel·lular (vegeu figura 3).
Aquestes proteïnes presenten residus de glúcids en zones consensus, les quals,
mutades, no afecten gens la funció (Condradt et al, 1995).

Els transportadors de glutamat formen homomultímers, probablement dímers o
trímers. Aquests multímers són específics de cada isoforma i no hi ha
heteromultímers entre diferents membres de la mateixa família (Haugeto et al,,
1996).

Quins residus contribueixen a les diferents propietats d'aquests transportadors?
EAAT1 i EAAT2 presenten una diferència clara en la sensibilitat a àcid caínic (KA).
Fent quimeres entre aquestes dues proteïnes es va identificar una zona d'uns 76
aminoàcids important per la unió de a KA, però no per a les altres propietats
funcionals (en blau, en la figura 3) (Vanderberg et al., 1995).

Diferents estudis de mutagènesi dirigida, principalment en EAAT2, han trobat
residus importants per a la funció: així, la mutació Argl22Leu provoca una
disminució d'afinitat per L-Asp sense afectar al L-Glu (Conradt et al., 1995b).

Mutacions en els residus Glu404 o Tyr403 bloquen el transportador en un estat
intermediari on únicament es produeix intercanvi, ja que afecten la unió de potassi
(Pines et al., 1995; Kavanaugh et al., 1997). Ens trobem amb el mateix fenotip que
la mutació Trp68 en el transportador GAT-1 (Mager et al., 1994). A més, la mutació
Tyr403Phe provoca un increment de l'afinitat aparent per l'ió de sodi, sense canviar
l'afinitat per L-glutamat o D-aspartat. És molt més interessant el fet que la
selectivitat per l'ió de sodi està alterada, ja que la proteïna mutada accepta que, en
lloc de sodi, pugui funcionar amb altres cations alcalins com ara liti o cesi, mentre
que la proteïna salvatge no accepta aquestes modificacions (Zhang et al., 1998). A
més, la mutació Tyr403Cys es protegeix de l'acció de grups sulfhidril d'una forma
dependent de l'ió de sodi. Tot això indica que en aquesta zona és a prop del porus
del transportador que controla la selectivitat per l'ió de sodi i potassi. A més,
aquesta zona es mou des d'un costat a l'altre de la membrana, ja que anàlegs 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 substitució de l'ió de
sodi per liti. A més el transportador Ser440Cys és sensible a agents sulfhidrils,
inhibició que es protegeix amb el substrat (Zhang et al., 1999). Tots aquests
resultats indiquen que aquesta estructura en forma de llaç 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 EAAT2 s'estimula per fosforilació per proteïna cinasa C (PK-C). La
mutació Serl ISAsn no afecta la funció del transportador, però sí l'estimulació per la
cinasa (Casado et al., 1993). Finalment, a part de la PK-C, es sap que altres
proteïnes, probablement de la família PDZ, podrien fer decréixer l'afinitat del
transportador, interactuant amb els últims 8 aminoàcids d'EAATl (Marie et al,
1999).

2.3.3 PAPER FISIOLÒGIC

Igual que els transportadors de GABA en el sistema nerviós, els transportadors de
glutamat tindrien la doble funció de terminar la sinapsi, traient el glutamat de
l'escletxa sinàptica, i proveir les neurones de nutrients (Hediger et al, 1995).

Respecte a la primera funció, hem de pensar que la concentració de glutamat en
neurones i glia és de l'ordre de mM, mentre que en el fluid extracel·lular és de
l'ordre de uM (Benveniste et al, 1994). Així, els transportadors necessiten altres
forces per poder transportar el glutamat en contra de gradient: una és el gradient
electroquímic de sodi, creat amb despesa d'energia (ATP) per la bomba Na+/K+-
ATPasa i, l'altre, la ràpida metabolització en la glia del glutamat a glutamina per
l'acció de la glutamina-sintetasa (Hertz et al, 1979). Mantenir unes concentracions
baixes de glutamat en l'escletxa sinàptica és molt important per preveure efectes
excitotòxics del glutamat (Bouvier et al, 1992), que es poden apreciar, per exemple,
en posar agents blocadors del transport de glutamat. Així, per exemple, en cerebel,
en inhibir el transport amb PDC (veure taula 3), es produeix una prolongació del
corrent mitjançat pel receptor d'AMPA després d'un estímul repetitiu i també una
prolongació del corrent degut a receptors dTíMDA després d'estímuls repetitius i
simples (Overstreet et al, 1999). Per tant, els transportadors tenen un paper
important en determinar el temps de durada de la transmissió sinàptica, assegurant
una relació senyal/soroll alta en aquesta transmissió sinàptica glutamatèrgica. A
més, en condicions basais, l'activitat dels transportadors compensa la sortida
contínua de glutamat d'origen no vesicular de compartiments intracel·lulars, fet que
protegeix les neurones (Jabaudon et al, 1999).

Quins són els transportadors de glutamat encarregats de reabsorbir aquest glutamat
en el cervell? Dependrà del tipus cel·lular en concret, però sembla que EAAT1 i
EAAT2 serien els principals encarregats. Per exemple, en Ystriatum radiatum de
l'hipocamp tenim 3200 i 12000 transportadors/um3 de teixit d'EAATl 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
molècules de glutamat d'una vesícula sinàptica (Lehre et al, 1998). Això explica el
fet que encara que el temps del cicle de transport sigui de l'ordre de 70 mil·lisegons
(Danbolt et al, 1990), el temps de buidament de les molècules de glutamat en
l'escletxa sinàptica sigui d'l o 2 mil·lisegons (Clements et al, 1992). És a dir, la
cinètica de buidament de glutamat es deu principalment a fenòmens de difusió i unió
ràpida als transportadors de glutamat (Wadiche et al, 1995b).

El nostre coneixement de les diferències entre la funció de cada transportador es
basen en els estudis dels ratolins knockout i les diferències en l'expressió tissular.
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Així, el ratolí knockout per EAATl presenta descoordinació motora per a funcions
complicades (roda giratòria ràpida) però no per a funcions simples (roda giratòria
lenta) (Watase et al., 1998). A més, és molt més susceptible de presentar danys en el
cerebel, on precisament s'expressa més (astròcits Bergmann). El compost
pentílenetrazol indueix atacs epilèptics durant tractaments perllongats: el ratolí
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 cèl·lules de Muller), el ratolí knockout
presenta ones b d'electroretinograma i potencials oscilatoris reduïts, cosa que indica
que és necessari per a la transmissió entre els fotoreceptors i les cèl·lules bipolars. A
més, el ratolí presenta més facilitat a tenir danys en la retina després d'isquèmia
(Haradae/o/., 1998).

En canvi, en la retina, el ratolí knockout per EAAT2 no presenta cap alteració en
relectroretinograma i una mica més de sensibilitat a tenir danys després d'isquèmia,
però no als mateixos nivells de EAATl (Harada et al, 1998). Aquest ratolí mostra
atacs espontanis letals d'epilèpsia, una degeneració neuronal selectiva en
l'hipocamp i un increment de la susceptibilitat a danys corticals aguts. A més, la
concentració de glutamat en l'escletxa sinàptica és molt elevada (Tanaka et al,
1997). Així, es podria postular que defectes en la funció d'EAAT2 podrien estar
implicats en l'epilèpsia humana del lòbul temporal. Resultats experimentals amb
pacients mostren que no s'ha observat cap canvi, però això no treu que podria estar
implicat en altres tipus d'epilèpsia (Tessler et al, 1999). En canvi, sí que és més clar
el mecanisme pel qual mutants en l'enzim superòxid dismutasa dependent de
Cu2+/Zn2+ (SODI) provoquen degeneració de les neurones motores en la malatía
ALS (amyotrophic lateral sclerosis): EAAT2 és una diana selectiva d'oxidació
mitjançada per mutants de SODI (Trotti et al, 1999), i la reactivitat es dóna en
l'extrem C-terminal (Trotti et al, 1997). Així es podria postular que hi podria haver
un lligand molecular entre la neurodegeneració oxidativa i la neurodegeneració
excitotòxica produïda per nivells elevats de glutamat. A més en aquesta malaltia hi
ha una forta reducció en l'expressió d'EAAT2 (Rothstein et 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
l'escletxa sinàptica. A més, EAAT2 podria tenir altres papers en el cervell com ara
el control de l'osmolaritat, ja que selectivament s'indueix per estrès hipertònic en
cèl·lules de glioma C6 (Imura et al, 1999). Es desconeix quin paper tindria EAAT2
en neurones.

Quina és la funció de EAAT3? Hem de recordar que EAAT3 s'expressa a nivells
elevats en teixits perifèrics com ara el ronyó. El ratolí knockout desenvolupa
aminoacidúria dicarboxílica, és a dir, hiperexcreció d'aminoàcids aniònics en la
urina. Això indica que té com a funció principal la de reabsorbir aquests aminoàcids.
Mitjançant el gradient de sodi creat per la bomba de Na+/K+, i la metabolització per
l'activitat de la y-glutamiltransferasa-glutaminasa es tindrà la força termodinámica
per permetre l'acumulació de glutamat en el ronyó (Peghini et al, 1997). Així,
l'activitat està regulada per la privació d'aminoàcids; curiosament, no de forma
directa sinó que sembla que implicaria la síntesi d'una proteïna activadora. En canvi,
si que se'n produeix un increment de l'expressió per estrès hiperosmòtic (McGivan
et al, 1999). Totes aquestes evidències apunten al fet que EAAT3 té un paper molt
important en el ronyó controlant el metabolisme intracel·lular de glutamat i
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glutamina, la regulado del volum cel·lular i el balanç àcid-base (Welbourne et al,
1999). A més d'aquest fenotip renal, el ratolí knockout presenta una activitat
locomotora reduïda, sense cap tipus de neurodegeneració. Així, no és clar que
EAAT3 pugui tenir algun paper en la finalització de la transmissió sinàptica, encara
que hi ha discrepàncies entre el fenotip del ratolí knockout i una inhibició parcial de
l'expressió per oligos antisentit (Rothstein et al, 1996). Es postula que també podria
tenir un paper aportant precursors per a la síntesi de GABA (es localitza en neurones
GABAèrgiques) o que l'activitat elèctrica associada al transport de glutamat podria
tenir algun paper en les neurones (Rothstein et al, 1994; Hediger et al, 1995). Es
desconeix quin paper faria en la glia.

Haig de recordar ara que aquests transportadors, a més de l'activitat elèctrica
associada al transport de glutamat, també presenten un flux d'anions no acoblat
termodinàmicament i activat per substrat. A més d'aquesta conductancia per anions,
EAAT4 indueix una conductancia selectiva de protons en estimular-se amb àcid
araquidònic (Fairman et al, 1999). Podem pensar llavors que aquests transportadors
no únicament tenen la funció d'esclarir el glutamat que s'allibera durant la
transmissió sinàptica, sinó que poden tenir un paper modulador en la senyalització
neuronal. S'ha observat també que l'àcid araquidònic inhibeix EAAT2 quan està
reconstituït de forma directa des de la fase aquosa (no a través de la membrana de
fosfolípids), fet que és indicatiu de la complexitat reguladora que hi pot haver
(Trotti et al, 1995).

La importància d'aquesta conductancia pels anions sí que és clara en EAAT5. La
resposta a la llum que es dóna en les cèl·lules bipolars de la retina es deu al
tancament d'una conductancia de clor postsinàptica que té les mateixes propietats
funcionals que el transportador de glutamat EAAT5 (orant et al, 1995). A més, en
els fotoreceptors dels cons de la salamandra, la conductancia de clor actua de forma
presinàptica a l'alliberació de glutamat per la mateixa cèl·lula, i això produeix una
hiperpolarització que redueix l'excitabilitat cel·lular (Picaud et al, 1995). Podríem
pensar que aquesta també seria la funció de les altres isoformes EAAT en neurones.

El paper fisiològic dels transportadors ASCT1 i ASCT2 no es coneix. No és clar
encara que aquestes isoformes equivalguin al sistema de transport ASC. Es postula
que ASCT2 (també anomenat ATB°) podria correspondre al sistema B°, que tindria
un paper important en la reabsorció d'aminoàcids zwiteriònics en ronyó i intestí
prim (Kekuda et al, 1997). Recentment, s'ha postulat que l'expressió d'ASCT2 en
astroglia podria participar en el cicle glutamat-glutamina que es dóna en el cervell
(Broere/a/., 1999).

2.4 TRANSPORTADORS D'AMINOÀCIDS HETEROMULTIMERICS

Com que aquesta família s'ha estudiat i caracteritzat durant la present tesi, ja que
representa l'objectiu principal del nostre grup de recerca, l'he desenvolupat en els
apartats "Antecedents experimentals" i "Resultats i discussió" amb més extensió.
Aquesta família de transportadors també ha rebut el nom d'HAT, de
heteromultimeric amino acid transporters.
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2.5 TRANSPORTADORS
PROTÓ/HIDROXIL

D'AMINOACEDS DEPENDENTS DE

Dins d'aquesta nova família de transportadors hi ha el sistema N de transport
d'aminoàcids. Aquesta proteïna ha estat identificada pel grup de Robert Edwards.
Encara que durant la redacció d'aquesta tesi els seus resultats no han estat publicats,
la informació que ara escric prové del congrés fet el juliol de 1999 a Colorado sobre
transport d'aminoàcids. Van trobar una proteïna homòloga als transportadors
d'aminoàcids d'Arabidopsis thaliana AAP ("Arabidopsis amino àcid permease")
(Fischer, W.N. et al. 1995), la qual en expressar-se en cèl·lules o en oòcits no induïa
cap tipus de transport. Van pensar, ja que els AAP són dependents de protó, que
seria necessari crear un gradient de protons per expressar-la: així van expressar la
proteïna en cèl·lules mutants per l'intercanviador NaVl·l* 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 proteïna
anomenada human transporter protein o g 17, que presenta homología de l'ordre del
15%a amb els transportadors d'aminoàcids AAP. A més, presenta homologia amb
la proteïna SPBC1685 de S. pombe (20%), 14% amb la proteïna unc-47 de C.
elegans i del 13% amb el transportador vesicular de GABA i glicina MMV1AAT.
Desconeixem si és aquesta la proteïna responsable del sistema N, però al menys
suggereix que hi pot haver una nova família de transportadors en humans com la
que ja hi ha en plantes. He dut a terme la predicció 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 gl7, on es poden
veure alguns aminoàcids conservats, en gris, en aquestes proteïnes i, en vermell, que
estan consérvate en les tres proteïnes citades anteriorment (Figura 5). D'especial
interès són els residus GlySl, Leu87 i Pro382 que estan conservats en totes les
proteïnes analitzades. Finalment, mostro un arbre fílogenètic que indica el posible
origen de cadascuna de les proteïnes comentades (figura 6).

Figura 4. Predicció de l'estructura secundària de gl7 (TMPred).
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Figura 5: Multialineament de gl7 amb els membres de la família AAP.
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Figura 6. Arbre filogenètic d'alguns membres d'aquesta possible nova família de
transportadors d'aminoàcids.

2.6 ALTRES PROTEÏNES INDIRECTAMENT IMPLICADES EN EL
TRANSPORT D'AMINOÀCIDS

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

a) Proteïnes relacionades amb el citosquelet. Durant la purificació per reconstitució
del sistema A, s'han trobat diferents proteïnes com ara la subunitat 0.3 de la aaßi-
integrina (McCormick et al., 1995), y-actina (Lin et al., 1996), anquirina i fodrina
(Handlogten et al., 1996). És possible que aquestes proteïnes 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 proteïna 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 proteïnes del citosquelet. Podríem suggerir que
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aquestes proteïnes serien importants per mantenir la polaritat dels sistemes de
transport en una cèl·lula determinada.

b) Proteïnes de xoc tèrmic. En línies cel·lulars CHO-K1 mutants que presenten més
activitat de sistema A (Jones et al, 1994) i en limfòcits B que presenten més
activitat del sistema L en tractar-les amb esters de forbol, hi ha un increment en
l'expressió de la proteïna mitocondrial HSP60 (Woodlock et al, 1997). Les
proteïnes d'aquesta familia s'han implicat en diferents processos que tenen relació
amb canvis conformacionals provocats en altres proteïnes. Com que ara ja es
coneixen les proteïnes responsables del sistema L (vegeu "Resultats i discussió"), es
podria analitzar si hi ha una interacció física entre elles.

c) Proteïnes trobades en llevat. El transport d'aminoàcids en llevat està mediat per
sistemes de transport generals i específics. Ljungdahl et al, (1992), buscant
transportadors d'aminoàcids, va aïllar mutants en llevat resistents a altes
concentracions d'histidina. En trobar la proteïna mulada, SHR3, va veure que era
una proteïna integral del reticle endoplasmàtic imprescindible per al transport de
diferents permeases d'aminoàcids estructuralment relacionades des del reticle fins a
la membrana plasmática. Probablement, SHR3 actua catalitzant un plegament
específic o reaccions de translocació que s'esdevindrien posteriorment a la inserció
en la membrana i que serien necessaris per a la sortida cap a la membrana. Així,
faria una funció similar a la que duen a terme les proteïnes 4F2hc i rBAT en
mamífers (veure "Resultats i discussió"). Perquè aquestes permeases d'aminoàcids
necessiten factors únics per expressar-se funcionalment? L'autor postula que
d'aquesta forma les cèl·lules de llevat podran expressar les proteïnes en la
membrana de forma ràpida, en resposta a les condicions ambientals canviants
(Ljungdahl et al, 1992).

2.7 SISTEMES DE TRANSPORT D'AMINOÀCIDS NO IDENTIFICATS.
FUTURES DIRECCIONS

Amb el descobriment de la familia HAT, s'han pogut identificar la majoria de
sistemes de transport que encara no sTiavien identificat. Així, en aquests últims
anys, s'ha identificat el sistema N, el sistema ASC, el sistema B°, el sistema L (2
variants), el sistema y*L (2 variants), el sistema b0'*, el sistema Xc", el sistema ase i
el sistema B°1+. Segurament hi ha encara altres gens homòlegs a aquests membres
identificats que podran correspondre a altres variants com, per exemple, Nm, b*, etc.

Un dels sistemes de transport que encara no es coneix són els sistemes de transport
de prolina (IMINO) i fenüalanina (PHE), presents en les membranes apicals de
ronyó. Aquests sistemes podrien ser responsables de la malaltia iminoglicinúria
(vegeu apartat 4). L'expressió funcional en oòcits o la recerca per hòmologia amb
membres de la família GLYT podria representar una bona estratègia per intentar
aïllar aquest transportador.

Un altre sistema que encara no es coneix i d'una alta importància fisiològica és el
sistema de transport d'aminoàcids neutres petits A. Aquest sistema estaria altament
regulat: creixement cel·lular, control hormonal, concentració d'aminoàcids i
hiperosmolaritat (McGivan et al., 1994). Diferents grups han intentat diferents
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estratègies sense èxit: purificació per reconstitució, expressió funcional, modificació
química per reactius, desenvolupament de línies cel·lulars amb defectes en el
transport, etc. Una explicació possible és que aquest sistema de transport estigui
format per diferents polipèptids, cosa que en faria molt més complicat l'afllament. El
sistema d'expressió en oòcits ha permès trobar fins a 3 gens involucrats en el
transport, però també es cert que presenta uns nivells basais de transport d'alanina
molt elevats.

Un cop estigui seqüencial el genoma (cap al 2003), les homologies amb altres
transportadors podrà ser una eina per identificar tots els gens implicats en el
transport d'aminoàcids. En aquest moment serà important saber com caracteritzar
aquests nous transportadors: eines com l'electrofisiologia permetran analitzar
ràpidament quins substrats són transportats per cadascun dels nous gens. S'haurà de
pensar llavors a tenir dos tipus de coneixement: un, explicar com funcionen aquests
transportadors des del punt de vista mecanístic i, dos, entendre com funciona el
transport d'aminoàcids des d'un punt de vista més fisiològic. Seran necessàries
aproximacions interdisciplinàries per abordar aquest repte.

3. SISTEMES DE TRANSPORT D'AMINOÀCIDS LISOSOMALS

3.1 INTRODUCCIÓ

La funció primordial del lisosoma és la d'actuar com un lloc intracel·lular aïllat de la
resta de la cèl·lula on es produeix la degradació de macromolècules, ja siguin de la
pròpia cèl·lula o exògenes a ella. Això és així gràcies a les condicions
fisicoquímiques que hi ha a l'interior. El lumen del lisosoma és a un pH àcid, al
voltant de 5, a causa de l'acció d'una bomba de protons, que fa servir l'energia de la
hidròlisi de l'ATP per bombejar protons cap a l'interior. A l'interior del lisosoma hi
ha al voltant de 40 enzims hidrolítics: proteases, nucleases, glucosidases, upases,
fosfolipases, fosfatases i sulfatases. Tots aquests enzims presenten una activitat
òptima 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 endocític
conegut com endolisosoma, el qual es converteix finalment en un lisosoma madur;
¿>) autofagia: un determinat orgànul s'envolta de membranes del reticle
endoplàsmàtic i es forma un autofagosoma, que es fusionarà amb el lisosoma i
s'iniciarà la seva digestió en el que es coneix com autofagolisosoma; c) fagocitosi de
grans partícules i microorganismes: només es dóna en cèl·lules especialitzades com
ara els neutròfils i macròfags (Pisoni et al, 1991).

Únicament es coneix a escala molecular el mecanisme pel qual les hidrolases
lisosomals són transportades cap al lisosoma. Aquestes hidrolases en travessar el
compartiment cw-Golgi pateixen una addició de grups de manosa-6-fosfat (M6P) als
seus W-oligosacàrids. Aquests grups glucídics són reconeguts en el compartiment
trans-Golgï per un receptor d'M6P, s'agrupen en vésicules recobertes de clatrina que
es fusionen amb l'endolisosoma, i alliberen el seu contingut gràcies al pH àcid
d'aquest compartiment. Això fa que el transport de les hidrolases sigui direccional.



Introducció-26

També hi ha receptors d"M6P a la membrana plasmática que recupera enzims
lisosomals que hagin escapat dels processos normals d'empaquetament (Alberts et
al, 1992).

Entre aquestes macromolècules que es degradaran podem considerar les següents:
proteïnes, que donaran lloc a pèptids i aminoàcids, àcids nucleics, que donaran lloc a
nucleòsids, sucres i ió de fosfat, i altres com ara lípids, sucres complexos, vitamines,
etc, és a dir, tots els components que formen part d'una cèl·lula viva. Aquest fet feia
plantejar la qüestió de com els productes finals d'aquesta degradació sortien a
l'exterior a través de la membrana lisosomal (Pisoni et al., 1991).

En el cas dels aminoàcids, 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
l'acumulació de cistina que es produïa en la malaltia genètica 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 degradació,
mentre que altres transporten substrats a l'interior del lisosoma per ajudar als
processos de degradació. Aquests transportadors poden ser similars als
transportadors de la membrana plasmática o presentar diferències que els permetin
treballar en l'ambient acidic del lisosoma (Pisoni et al, 1991).

Tots els sistemes de transport descrits són independents de sodi. En algun cas són
sensibles al gradient de pH o al potencial de membrana. Encara que podria ser que
algun transportador fos present a la membrana plasmática i al lisosoma (per
exemple, transportador de pèptids, PEPT1 (Fei et al, 1994)), sembla que els
transportadors lisosomals serien proteïnes completament diferents a les que hi ha a
la membrana plasmática. La majoria dels sistemes de transport són d'especificitat
àmplia: això es podria deure al fet que hi ha una gran diversitat en les
macromolècules que es formen al lisosoma (Smith et al, 1989).

Algunes malaties hereditàries 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 introducció; b) la Malatia de
Salla (Sialic acid storage disease), deguda a defectes en un transportador d'àcid
siàlic i glucurònic (Renlund et al,; Jonas et al, 1986, Verheijen et al, 1999); c)
PAcidúria metilmalònica: deguda a defectes en el transport de cobalamina (vitamina
Bi2) (Rosenblatt et al, 1985).

3.2 METODOLOGIA PER ESTUDIAR EL TRANSPORT D'AMINOÀCIDS
LISOSOMAL

Hi ha dues estratègies bàsiques per mesurar el transport d'aminoàcids en el
lisosoma, que depenen de la puresa de la fracció de membrana de què es disposa:
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a) Preparacions no totalment purificades. Com que hi ha altres orgànuls
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 estratègia per solucionar aquest problema: es
tractava de carregar els lisosomes arnb esters d'aminoàcids. En incubar cèl·lules
intactes o orgànuls aïllats amb l'ester de l'aminoàcid a pH neutre, el qual pot entrar
per difusió dins del lisosoma. A l'interior del lisosoma és hidrolitzat per esterases
(probablement catepsina G) per formar l'aminoàcid corresponent. Com que el pH
luminal és àcid, l'aminoàcid no pot transportar-se per difusió i necessita sistemes de
transport. Per tant, es poden estudiar aquests sistemes de transport mesurant la
sortida d'aquests aminoàcids. 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 et al, 1990), electroforesi (Harms et al,
1980),etc, o en vésicules de membranes lisosomals (Mancini et al., 1989). En el
primer cas l'activitat es refereix al transport respecte a l'activitat latent de l'enzim ß-
hexosaminidasa (activitat en presència de detergent, menys activitat en absència
d'aquest), la qual reflecteix la integritat de la membrana lisosomal.

A partir d'aquestes preparacions de membranes es poden intentar aïllar les proteïnes
responsables d'aquesta activitat mitjançant un assaig de solubilització-reconstitució.
Així s'ha pogut purificar la proteïna responsable del transport d'àcid siàlic (Mancini
et al, 1990).

c) Una altra estratègia per estudiar transportador lisosomals (si es coneix ja el
cDNA) és la que s'ha fet amb les proteïnes MTP (Hogue et al, 1996), LyCAT i
LyMAT (tesi present). S'ha observat que si se suprimeixen els senyals de
localització lisosomal de l'extrem C-terminal, i s'expressen aquests constructes en
l'oòcit de Xenopus, les proteïnes es localitzen a la membrana plasmática i són
funcionals com a transportadors.

3.3 SISTEMES DE TRANSPORT D'AMINOÀCIDS 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 présent a la
membrana lisosomal.

Aquest sistema s'ha caracteritzat en diferents tipus cel·lulars: leucòcits, limfòcits,
fíbroblasts, hepatòcits i FRTL-5 (tiroides) (Pisoni et al, 1991). La cistina es
produeix en el lisosoma quan les proteïnes que presenten ponts disulfur es degraden.
És un sistema molt específic, que reconeix únicament l'isòmer L de cistina i
selenocistina i, amb baixa afinitat, cistationina, el disulfur mixt de cisteamina-
cisteïna (veure 3.3.2) i cistamina. Presenta un pH òptim entre 5.5 i 6.5, una Km entre
0.3-0.5 mM i presenta transestimulació. Treballant amb fibroblasts es va suggerir
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que el lloc d'unió del substrat tindria dominis polars i apolars, que permetrien
acomodar ramificacions en el carboni 3 i la substitució del sulfur per seleni o
carboni (Greene et al., 1990).

Fent servir l'inhibidor de la síntesi de proteïnes cicloheximida es va suggerir que la
proteïna tindria una vida mitjana de 21 hores. La funció no era inhibida per
l'inhibidor de glicosilació tunicamicina ni pels inhibidors del processament
d'oligosacàrids castanospermina i desoximanojirimicina, fet que indicava que el
transportador no tindria requeriments especials dW-glicosilació (Gahl et al., 1993).

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

3.3.2 SISTEMA C: AMINOÀCIDS CATIONICS

Aquest sistema de transport va ser caracteritzat per Pisoni (Pisoni et al, 1985);
(Pisoni et al., 1987). Aquest sistema és diferent al sistema y+ en aspectes diferents:
(1) presenta una especificitat àmplia de substrat, i accepta aminoàcids on el grup ex-
amino està monometilat o el grup e-amino està trimetilat. No transporta aminoàcids
neutres ni en presència 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 a pH 5; (4)
presenta una Km de 320 |iM, menys afí que el sistema y+.

Quina és la direcció del transport? La sensibilitat al pH afavoreix l'entrada neta
d'aminoàcids dins del lisosoma. Així canvis en el gradient de protons afecten de
forma directa a l'entrada i de forma inversa a la sortida d'aminoàcids. Com que
presenta transestimulació, s'especula que el lisosoma podria ser una reserva
d'aminoàcids, on el flux net estaria regulat per les necessitats nutricionals de la
cèl·lula.

El descobriment del sistema c va permetre entendre el mecanisme pel qual la
molècula cisteamina permitía reduir la concentració de cistina present en els
lisosomes d'individus amb cistinosi. La cisteamina reaccionaria amb la cistina
formant cisteïna i un disulfur mixt de cisterna i cisteamina, el qual es va comprovar
que era transportat per aquest sistema, ja que té càrrega positiva.

3.3.3 SISTEMA D: AMINOÀCIDS DICARBOXILICS

Aquest sistema ha estat caracteritzat per Collarini (Collarini et al, 1989) en
fibroblast humans. Presenta una afinitat alta per glutamat i aspartat, amb una K™
entre 4-12 j¿M. El transport s'incrementa linealment amb el pH, i és major a pH
bàsics (pH 8). Presenta una especificitat de substrat àmplia que té en compte la
mida, la longitud i Festereoespecificitat. La discriminació entre aminoàcids D i L es
fa més apreciable quan la cadena de l'aminoàcid és més llarga de 6 carbonis. La N-
metilació redueix el reconeixement per aquest sistema.
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3.3.4 SISTEMES E, F l P: AMINOÀCIDS NEUTRES PETITS

Aquesta activitat de transport va ser descrita per Pisoni (Pisoni et al., 1987b), que va
caracteritzar el transport de prolina i alanina en lisosomes aïllats mitjançant
separació en Percoll. Les cinètiques del transport de prolina indicaven la presència
de dos components de transport: un d'afinitat alta, amb Km de 0.01 mM, i que era
inhibit per alanina (sistema./), i un d'afinitat baixa, amb Kn, de 0.07 mM, que no era
inhibit per alanina. Aquest últim sistema només era inhibit per 3,4-dehidro-L-prolina
i, així, es va anomemar sistema/? (prolina-específic).

El sistema/és semblant al sistema A present en la membrana plasmática excepte per
algunes diferències: el sistema / es independent de sodi, i l'àcid 2-
metilaminoisobutíric (MeAffi) 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 l'àcid a-aminoisobutíric tampoc és efectiu com a inhibidor del
transport de prolina.També hi ha diferències en la dependència del pH, ja que el
transportador lisosomal té el pH òptim a 6.4.

En caracteritzar el transport d'alanina es va observar que no tot el transport s'inhibia
per prolina, fet que indica l'existència d'una altra entitat de transport. Aquest altre
sistema que va anomenar sistema e, no acceptava aminoàcids W-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
plasmática i en la membrana lisosomal.

En la figura 7 presento un esquema dels tres sistemes de transport que s'han descrit
en aquest apartat.

Figura 7. Sistemes de transport d'aminoàcids neutres petits lisosomals.

3.3.5 SISTEMA H: AMINOÀCIDS NEUTRES GRANS IHIDROFÒBICS

Aquest sistema de transport va ser caracteritzat per Bernar (Bernar et al., 1986) en
la línia cel·lular FRTL-5 derivada de tiroides, fent servir la tècnica de carregar els
lisosomes amb esters d'aminoàcids, en concret de tirosina. Aquest sistema reconeix
específicament aminoàcids llargs com ara isoleucina, leucina, triptòfan, tirosina i
fenilalanina. La valina i metionina també són transportats però amb afinitat més
baixa. És esteroespecífic, amb una Km per a tirosina de 20 uM.
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Haiper (Haiper 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 síntesi de noves proteïnes. És el primer cas de regulació hormonal d'un
sistema de transport lisosomal.

La possible funció fisiològica seria la de permetre una síntesi elevada de
tíroglobulina. Aquesta hipòtesi ha estat reforçada pels treballs de Tietze (Tietze et
al, 1989) i Andersson (Andersson et al., 1990) on demostren que el metabòlit
monoiodotirosina, que es produeix en la degradació de la tiroglobulina, és
reconegut pel sistema h.

Stewart (Stewart et al, 1989) va caracteritzar també transport d'aminoàcids llargs
com ara fenilalanina, leucina i triptòfan en fíbroblast. És un sistema d'alta afinitat,
però a diferència del sistema h és molt més selectiu per a lesteroisòmer L. Això
indica que hi poden haver altres variants d'aquest sistema dependent del teixit.

3.3.6 SISTEMA DE TRANSPORT DE CISTEÏNA

El sistema de transport de cisterna tindria la funció d'introduir grups tiol dins del
lisosoma. Presenta una Km de 53 \sM i presenta la més alta energia d'activació
descrita per a un transportador lisosomal. Es altament específic per l'esteroisòmer L
i presenta requeriment estricte d'una cadena lateral amb un tiol i un grup cc-amino, i
no acomoda aminoàcids més llargs que la cisterna. El grup a-carboxil no és
necessari, ja que la cisteamina inhibeix fortament el transport de cisterna. No
s'observa cap transport entre els pH 4.8 i 6, però aquest incrementa entre 7 i 10
vegades entre els pH 6 i 7.5. Aquesta dependència del pH afavoriria l'entrada neta
al lisosoma (Pisoni et al, 1990).

Quina és l'explicació per aquesta dependència del pH? Pisoni et al, (1995) va
aportar noves dades. El transport de cisteïna és inactivat per DEPC d'una forma
dependent de protó: no inactiva a pH < 6, inactiva en un 50% a pH 6.6 i inactiva de
forma màxima a pH > 7.3. Aquesta correspondència entre la inactivació per DEPC i
la corba d'activitat enfront del pH, suggereix que l'increment d'activitat que es
dóna entre pH 6 i 7.5 es deu a la desprotonació d'un residu d'histidina. Aquest
residu d'histidina estaria en el lloc d'unió a substrat, ja que es protegeix per
substrat. D'altra banda, sembla que l'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 l'única font d'entrada de grups tiols dins del lisosoma.
Recentment, s'ha caracteritzat la presència d'un nou transportador de cisteamina en
fibroblasts humans que tindria una Km de 0.88 mM i transportaria aminotiols i
aminosulfits. Aquest transportador tindria importància en la vehiculació de fàrmacs
per reduir la concentració de cistina en els pacients amb cistinosi (Pisoni et al,
1995b).

L'entrada de cisteïna afavoriria la proteòlisi de dues maneres: ajudant les proteases
lisosomals que depenen de grups tiol i reduint els ponts disulfur de les proteïnes



Introducció-31
(2 «OVO«*

que es degraden. La importància fisiològica d'aquest transport de cisteïna en el
lisosoma es posa de manifest en l'observació experimental que hi ha una correlació
entre la capacitat de presentar antigens que tenen ponts disulfür per cèl·lules
presentadores d'antigen com ara els macrófags, i el transport intracel·lular de
cisteïna (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 òptim de 6.5, amb una
especifitat de substrat similar al sistema de transport BETA (vegeu taula 1) i una
Km de l'ordre de mM. El transport és sensible al gradient de potassi. Probablement,
aquest transportador permeti adaptar els lisosomes a canvis de la pressió osmótica.

3.3.8 ELS TRANSPORTADORS LISOSOMALS LyCAT I LyMAT

Aquestes dues proteïnes s'han descobert durant la present tesi, i per això he
considerat més adient explicar el que sabem sobre aquestes en l'apartat "resultats i
discussió".

4. MALALTIES HEREDITÀRIES ASSOCIADES A DEFECTES EN
EL TRANSPORT D'AMINOÀCIDS

4.1 CISTINURIA

La cistinúria és una malaltia autosòmica recessiva caracteritzada per una
hiperaminoaciduria de cistina i aminoàcids dibasics (Garrod, A.E. 1908). A causa de
la baixa solubilitat de la cistina, aquesta precipita formant càlculs renals que
produeixen obstrucció, infecció i fins i tot insuficiència renal. Dependent de l'autor
hi ha 2 o 3 tipus de cistinúria: 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 III,
dependent de si presenten o no defectes en els nivells plasmaries de cistina després
d'una dosi oral (Rosenberg et al, 1966) (vegeu Taula 1 "Antecedents").

Dent i Rose (1951) van postular que la cistinúria es deuria a un defecte d'un sistema
de transport comú per a cistina i aminoàcids dibasics. Aquest sistema es trobaria a la
membrana apical del túbul proximal (segment S3) (Thier et al, 1964).

Pras et al, (1994) trobava que hi havia lligament entre la cistinúria 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 cistinúria i va
trobar 6 mutacions en pacients; entre elles, la mutació M467T que es va comprovar
que afectava la funció de la proteïna. En la figura 8 mostro la localització de les
mutacions que s'han trobat fins ara en la proteïna rBAT:
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Figura 8. Representació esquemàtica de les mutacions puntuals, insercions i
deteccions que s'han trobat en el gen rBAT en pacients de cistinúria de tipus I.

Gasparini et al, (1995) va anotar que totes les mutacions trobades en rBAT (44%
dels cromosomes de cistinúria tipus I estudiats) eren de pacients de tipus I, sense cap
alteració en malalts de tipus II i III. Aquest fet suggeria que hi havia heterogeneïtat
genètica. Això va ser demostrat per Calonge et al., (1995b) amb estudis de lligament,
ja que les famílies amb cistinúria de tipus III no estaven lligades a gens de la banda
cromosòmica 2pl6.3, on es troba el gen rBAT. Més tard, Bisceglia et al, (1997) va
mapar el locus de cistinúria de tipus III en el cromosoma 19ql3.1. Dades preliminars
sugerien que el locus de cistinúria 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
diferències fenotípiques es deuen a diferents al·lels del mateix locus. Per tant, podem
parlar de dos tipus de cistinúria: tipus I i no-I.

El Consorci Internacional de Cistinúria (1999) va identificar el gen b°'+AT (vegeu
"Resultats i discussió") com a gen responsable de la cistinúria de tipus no-I. Aquest
gen és al locus anteriorment definit i indueix activitat b°'+ en expressar-se en cèl·lules
COS. S'han identificat diferents mutación en b^AT, entre elles, la mutació V170M
que provoca una pèrdua de funció.

En la figura 9 mostro la localització de les mutacions que s'han trobat en b°-*AT en
pacients cistinúrics de tipus no-I. Algunes d'elles (V170M) s'han expressat
funcionalment, i s'ha observat un defecte funcional respecte a la proteïna salvatge
(vegeu "Resultats i discussió).
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Figura 9. Representació esquemàtica de les mutacions que s'han trobat en pacients
cistinúrics de tipus no-I. En negre es mostren els residus conservats en tota la família
HAT (vegeu "Resultats i discussió"), subrattllats si es troben en loops intracel·lulars. Es
discuteix sobre si el canvi A354T no és un polimorfïsme.

No és gaire clar encara per què mutacions en b°'+AT són parcialment dominants,
mentre que mutacions en rBAT són récessives. Com que no hi ha una col·locolització
total en el túbul proximal, la hipòtesi més plausible és que aquestes dues proteïnes
formarien part de dos sistemes de transport diferents: b°'+-l, responsable de la
reabsorció d'aminoàcids en el segment S1-S2 (baixa afinitat-alta capacitat) i format
per b°"+AT i una subunitat homòloga a rBAT no identificada, i b°'+-2, responsable del
sistema de transport d'alta afinitat i baixa capacitat, format per rBAT i una subunitat
homòloga a b°'+AT encara no identificada (vegeu "Resultats i discussió").

El desenvolupament de models animals knockouts per cada gen i la' identificació
d'altres gens homòlegs permetrà avançar més en l'enteniment d'aquesta malaltia.
D'altra banda, la determinació de l'estructura genòmica (vegeu figura 10) està
permetent fer de forma més fàcil el crivellatge de mutacions en tots els pacients
existents, amb el que es podrà correlacionar en el futur alteracions del fenotip amb
alteracions del genotip.
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Figura 10. Estructura ge no mi ca del gen b°I+AT. Localització de les mutacions
trobades en pacients cistínúrics de tipus no-I.

4.2 INTOLERÀNCIA A PROTEÏNES AMB LISINURIA (LPI)

La LPI és una malaltia autosòmica recessiva que presenta com a símptomes clínics
intolerància a les proteïnes, desenvolupament físic retardat, diarrea, malabsorció,
hepatomegàlia, vòmits, cirrosi, retard mental, fragilitat muscular, osteopènia,
proteonosi alveolar, hiperexcreció d'aminoàcids bàsics, nivells baixos d'urea en sang
i leucopènia. Aquesta malaltia és molt més freqüent a Finlàndia (1 de cada 60000
naixements).

El transport d'ornitina i arginina en cèl·lules de fetge i en la membrana basolateral de
cèl·lules renals és defectuós (Rajantie et al., 1981). Aquest defecte es va reproduir en
línies cel·lulars de fibroblast per Smith et al., (1987). La deficient entrada d'ornitina
no permetria que es desenvolupés el cicle d'urea amb l'enzim omitina-
transcarbamilasa i, així, l'administració oral de citrulina, que posteriorment es
metabolitzaria a omitina, (Carpenter et al., 1985) millorava aquests símptomes.

Lauteala et al., (1997) va mapar el locus de la LPI en el cromosoma 14q, entre els
marcadors D14S72 i MYH7, interval que conté el locus TCRA. Torrents et al,
(1999) i Borsani et al, (1999) han trobat mutacions en el gen y+LAT-l responsables
de LPI. Aquest gen s'expressa en la membrana basolateral del ronyó* i forma amb
4F2hc un dels transportadors y+L (vegeu "Resultats i discussió").

En la taula 4 indico les mutacions que s'han trobat de y+LAT-l en pacients que
presenten aquesta malaltia. El mutant L334R, trobat en un pacient espanyol no
funciona correctament (vegeu "Resultats i discussió), igual que el mutant G54V, ja
que inactiven el transportador (Mykkänen, J. Febrer 1999)
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Canvi de nucleòtid
539delTT(exó3)
447G-VT (exó 3)
447G-»T(exó3)
1012G->A(exó5)
1012G->A(exó5)
1012G->A(exó5)
10l2G->A(exó5)

911+lG->A(intró4)
1291delCTTT(exó8)
1291delCTTT(exó8)

1299G-»A(exó8)
1287T-K} (exó 8)

1471delTTCT(exó9)
1438duplAACTA(exó9)

1181-2A-yT(intró6)

1548delC(exólO)
1707C-»T(exóll)
1746delG(exóll)
1746delG(exóll)

Tipus de mutació
Frameshift després de V84

Míssense(G54V)
Missense (G54V)

Nonsense (W242X)
Nonsense (W242X)
Nonsense (W242X)
Nonsense (W242X)

Lloc äsplicing (skipping exó 4)
Frameshift després de L334R
Frameshift després de L334R

Missense (G338D)
Missense (L334R)

Frameshift després de L395
NonsenseJY3S4X)

Lloc d' splicing críptic iframeshift
després de V298

Frameshift després de F420
Nonsense (R473X)

Frameshift després de L395
Frameshift després de L395

Origen ètnic
Turquia
Letonia
Estonià
Marroc

Nord Africà
Marroc
Marroc
Turquia
Espanya
Espanya

Suec
Espanya

Alemania
Canadà

Finlàndia

Aràbia
Austràlia
Holanda
Noruega

Taula 4. Mutacions trobades en el gen y+LAT-l que causen intolerància a proteïnes
amb lisinúria.

Serà interessant disposar de models animals per entendre com mutacions en aquesta
proteïna poden provocar tots aquestes manifestacions fenotípiques. Una possible
explicació és que molts dels defectes es puguin deure a alteracions en cèl·lules del
sistema immune, on y+LAT-l s'expressa en nivells alts.

4.3 MALALTIA DE HARTNUP

La malaltia de Hartnup va ser descrita per Baron et al,, (1956). És una malaltia
autosòmica recessiva que es caracteritza per tenir aminoacidúria, ataxia del cerebel,
inestabilitat emocional i erupcions a la pell semblant a la pel·lagra (a causa d'una
deficiència en niacina). Hi ha un defecte en el transport intestinal i renal d'alguns
aminoàcids neutres (Scriver et al., 1965), situat a la membrana apical (Shih et al,
1971). El defecte de niacina és estrany, i així aquesta malaltia normalment és
benigne, i es manifesta amb malnutrició.

Probablement es tracta d'una malaltia heterogènia, ja que s'han descrit pacients amb
diferents fenotips (Seakins et al., 1967). Scriver et al, (1985) va postular que altres
gens que controlen l'homeòstasi dels aminoàcids en plasma podrien afectar les
anormalitats clíniques que es donen en pacients amb la malatia, però va definir que
hi hauria dues formes de la malaltia: una que afectaria el ronyó i l'intestí i una altra
que afectaria només el ronyó.

Symula et ai, (1997) va mapar en ratolí el gen de la hiperfenilalaninanèmia 2 (hph2)
en el cromosoma 7, una mutació recessiva que presenta un fenotip molt similar a la
malaltia de Hartnup. Per sintènia el gen responsable correspon al locus del
cromosoma humà 1 Iql3.
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Basant-se en les característiques del transport induït i la localització apical es pot
postular que el transportador ASCT2 (vegeu "Introducció") seria un gen candidat
per a aquesta malaltia, encara que no es localitza en el cromosoma 11.

4.4 IMINOGLICINURIA

La iminoglicinúria és una malatia autosòmica recessiva, que presenta com a
símptomes clínics retard mental, atròfia de la retina i hiperglicinúria i prolinúria. Els
iminoàcids (prolina i hidroxiprolina) comparteixen el mateix mecanisme de
reabsorció que la glicina (Rosenberg et al, 1968). Hi ha diferents variants de la
malaltia, que es creu que són degudes a diferents al·lels del mateix gen (Scriver et
al, 1985).

Hi ha evidències per pensar que hi ha dos transportadors de prolina dependents de
sodi a les membranes apicals de ronyó: 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 família de transportadors dependents de Na+ i Cl" (homòlegs a
GLYT o PROT) (vegeu "Introducció").

4.5 AMINOACroÚRIA DICARBOXÍLICA

Aquesta malaltia es caracteritza per la hiperexcreció d'aminoàcids aniònics, així
com a retard mental. El defecte del transport s'ha associat al ronyó i l'intestí. El
ratolí knockout pel transportador EAAT3, que està altament expressat en intestí i
ronyó, desenvolupa aquesta malatia (Peghini et al., 1997). No s'han descrit encara
mutacions en aquest gen en pacients que tinguin aquesta malaltia, encara que el
número de pacients és molt limitat.

4.6 CISTINOSI

La cistínosi és una malaltia hereditària autosòmica recessiva, que presenta
alteracions multitissulars als ulls (fotofobia, cristalls a la còrnia i la conjuntiva,
retinopatia), al ronyó (nefropatia, fallida renal, síndrome de Fanconi), metabòliques
(hipotiroïdisme, fallida dels ovaris, insuficiència endocrina i exocrina, errors en les
concentracions d'aigua i electròlits), retardament en el creixement, pèrdues de
memòria, alteracions musculars (miopatia, disfunció motora oral, debilitat muscular
general). La cistinosi s'ha classificat com una malaltia Hsosomal d'acumulació de
cistina. Així, probablement, tots aquests defectes es deuen a la deposició de cristalls
de cistina en diferents òrgans.

Gahl et al., (1984) va trobar, fent servir lisosomes de leucòcits, que els heterozigots
presentaven velocitats de sortida de cistina un 50% inferior que els normals. Aquest
efecte de la dosi gènica donava suport a la idea que el defecte bioquímic era el
transport de cistina a través de la membrana Hsosomal.
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Per poder trobar el transportador lisosomal, Pisoni et al., (1992) va desenvolupar un
assaig de selecció, així els fíbroblast de pacients amb cistinosi morien en tractar-se
amb ester 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 disulfïd mixt amb la
cistina, compost que pot sortir a través del sistema de transport lisosomal c (vegeu
"Introducció"). D'aquesta manera s'aconsegueixen dissoldre els cristalls de cistina.

El gen de cistinosi va ser mapat al cromosoma 17pl3 pel Cystinosis Collaborative
Research Group (McDowell et al, 1995). Així, 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 proteïna de 367
aminoàcids amb predicció de 7 dominis transmembrana i amb característiques de
proteïna lisosomal. És homòloga a la proteïna de llevat ERS1, que s'ha implicat en
la retenció de proteïnes en el reticle endoplàsmic.

No s'ha demostrat encara que la cistinosina funcioni com a transportador de cistina.
Un cas similar es dóna 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 és homòleg a proteïnes implicades en
l'homeòstasi del colesterol en el reticle. L'expressió de la proteïna en sistemes
cel·lulars permetrà respondre a aquesta qüestió.
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ANTECEDENTS

El coneixement de les diferents activitats de transport d'aminoàcids prové de l'anàlisi del
transport d'aquests en cèl·lules o vésicules de membrana provinents del teixit que es vol
analitzar. A causa de la presència escassa d'aquestes proteïnes en la membrana i també la
seva baixa estabilitat, conèixer la proteïna responsable de la funció per una estratègia
clàssica de purificació-reconstitució presenta moltes dificultats. A més, és possible que
algunes entitats de transport estiguin formades per diferents polipèptids amb propietats
fisicoquímiques diferents, i encara és més difícil poder arribar a tenir una fracció totalment
pura del transportador analitzat. Davant d'aquestes dificultats, l'expressió funcional en
oòcits de Xenopus representa una estratègia alternativa per a Païllament molecular de
proteïnes implicades en el transport d'aminoàcids, sempre que les seves activitats siguin
détectables en expressar-les en l'oòcit. (Soreq et al, 1992)

D'aquesta forma, el nostre grup va expressar activitat independent de Na"1" de transport
d'aminoàcids injectant en oòcits poli(A)+ de ronyó de conill. Aquesta activitat de transport
era d'especificitat àmplia per a aminoàcids neutres i bàsics, i era saturable amb una Km al
voltant de 0.6 mM. El missatger responsable d'aquesta activitat tenia una mida entre 1.8 i
2.4 kb (evidenciat per separació del poli(A)+per mida en gradients de sacarosa i injecció de
les diferents fraccions en l'oòcit) (Bertran et al., 1992). Amb aquestes evidències, el nostre
grup, en col·laboració amb el grup del professor Heini Murer, va clonar per expressió
funcional un cDNA que en expressar-se en oòcits induïa la mateixa activitat que es veia en
injectar el poliíA)* de ronyó (Bertran et al., 1992b). A més, l'activitat d'aquest poli(A)+

s'inhibia en incubar aquest amb un oligo antisentit generat a partir de la seqüència d'aquest
cDNA (Magagnin et al., 1992). Aquesta proteïna es va anomenar rBAT (related to b°i +

amino àcid transport activity), ja que l'activitat que induïa en oòcits era molt similar a la
descrita en blastòcits de ratolí (b°'+) per Van Winkle (Van Winkle et al., 1988). La
diferencia que hi havia entre aquestes dues activitats era que rBAT també induïa transport
de cistina. Independentment, dos grups diferents van clonar la mateixa proteïna de rata
(Wells et al, 1992; Täte et al, 1992).

El transport induït per rBAT en oòcits de Xenopus era saturable, amb Km per a aminoàcids
bàsics i cistina entre 50-100 |iM i variable per a aminoàcids neutres que depenen del grup
radical: l'afinitat era més alta quan més gran era el grup radical. Així, a per aminoàcids
com la L-leucina la Km era de l'ordre de uM, per a altres com ara la L-alanina, de l'ordre
de mM i, finalment l'L-glicina no era transportada. Aquesta activitat de transport no és
estereoselectiva, els D-aminoàcids es transporten d'igual forma que els L-aminoàcids
(Bertran et al, 1992b)

Per tranferència Northern es va analitzar l'expressió de l'RNA missatger. En condicions
d'alta astringencia, el cDNA d'rBAT híbrida amb transcrits de 2.2 i 3.8 kb presents en
ronyó i mucosa intestinal. Aquestes diferències de mida es deuen a diferències en
poliadenilació, fet que es va demostrar posteriorment en clonar-se el cDNA de 3.8 kb
emprant també expressió funcional (Markovich et al, 1993). En condicions de baixa
astringencia hi ha presència de senyal en cervell (3.8 i 5.4 kb) i en fetge (2.2 kb). Es pensa
que deuen ser transcrits homòlegs però no idèntics, ja que no són protegits en un assaig de
protecció a RNAases fent servir una sonda d'rBAT de rata (Pickel et al, 1993; Yan et al,
1992). La seqüència d'aminoàcids deduïda a partir de la seqüència de nucleòtids permetia
predir una proteïna de 677 aminoàcids amb un pes molecular de 78 kD. A partir de
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l'anàlisi (fhidrofobicitat i estudis fets amb sistemes de traducció in vitro es va suggerir que
la proteïna rBAT seria una glicoproteïna de membrana de tipus II (el domini N-terminal
seria citosòlic) amb un únic domini transmembrana (Wells et al., 1992). El grup de S. Täte
va estudiar més tard la topologia de la proteïna rBAT mitjançant anticossos policlonals
dirigits contra diferents parts de la proteïna i, així, va deduir la presència de 4 dominis
transmembrana, i que els extrems N i C-terminal són citosòlics (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 qüestió de si aquesta proteïna era un
transportador per si mateix, un activador de sistemes de transport endògens en l'oòcit, o si
formava part d'un complex heterooligomèric amb proteïnes ja presents en l'oòcit.

En mirar el banc de dades de gens donats, es va trobar que el domini extracel·lular
presentava una homología alta amb una família d'enzims relacionats amb el catabolismo
dels sucres. En canvi, la proteïna rBAT no presenta aquesta activitat, ja que presenta una
mutació en un residu implicat en el centre actiu de reconeixement dels sucres (Wells et al.,
1992). A més, es va trobar que rBAT presentava un 30% d'identitat i un 50% de similitud
amb la cadena pesada de l'antigen 4F2 (4F2hc) (Bertran, J. 1992c). L'antigen 4F2 (també
anomenat CD98) és un heterodímer format per una proteïna glicosilada de 85 kD (4F2hc)
que havia estat clonada fent servir l'anticòs monoclonal antí-CD98, unit covalentment per
ponts disulfurs a una proteïna d'uns 40 kD altament hidrofòbica, no glicosilada i que no
s'havia pogut microseqüenciar (Parmacek et al., 1989; Quackenbusch et al., 1986; Teixeria
et al., 1987). Es desconeixia la funció que tenia 4F2hc, només s'havia suggerit la seva
implicació en el cicle cel·lular, ja que és un marcador de proliferació (Teixeria et al.,
1991), i també se l'havia implicat en la modulació dels nivells intracel·lulars de calci
(Letartee/'a/., 1986).

Sorprenentment, en injectar 4F2hc en Poòcít, es va observar un increment d'una activitat
de transport descrita per Rosa Devés com y+L en eritròcits (Bertran et al, 1992c; Wells, et
al., 1992b). Aquesta activitat es caracteritza per una inducció de transport d'aminoàcids
dibasics de forma independent de sodi i neutres de forma dependent de sodi (Devés et al,
1992). S'ha demostrat que l'efecte del sodi sobre el transport d'aminoàcids neutres
consisteix en la reducció de l'afinitat en unes 50 vegades. La predicció d'estructura de
4F2hc deduïda a partir de la seqüència d'aminoàcids era la d'una proteïna amb un únic
domini transmembrana, fet que va plantejar els mateixos dubtes que amb la proteïna rBAT
respecte a quina era l'entitat molecular responsable del transport.

En analitzar en més detall la seqüència d'aminoàcids de les dues proteïnes es va observar
que hi havia un residu de cisteïna, just després del primer domini transmembrana que
estava conservat en ambdues proteïnes. Es va hipotetitzar que aquest residu seria el
responsable de la formació d'un pont disulfur amb la possible subunitat lleugera de la qual
no es coneixia la seqüència.

D'aquesta forma es van identificar dues proteïnes, rBAT i 4F2hc, com una nova família de
proteïnes implicades en el transport d'aminoàcids. En aquell moment, i a causa del fet que
rBAT induïa transport de cistina en oòcits, es va plantejar la hipòtesi que rBAT fos un gen
candidat per a la cistinúria. La cistinúria és una malaltia autosòmica recessiva que presenta
com a fenotip bioquímic la hiperexcreció d'aminoàcids bàsics i cistina (Segal et al., 1995).
A causa de la solubilitat baixa de la cistina, aquesta precipita formant càlculs renals. Per
demostrar aquesta hipòtesi, s'havien de trobar nous fets experimentals que estiguessin
d'acord amb totes les alteracions descrites per a aquesta malaltia. Així, es va estudiar la
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localització subcel·lular i l'expressió durant el desenvolupament de la proteïna rBAT. Es
va demostrar que la proteïna rBAT es localitza en el domini apical del túbul proximal S3 i
que la seva expressió era postnatal (Furriols et 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 cistinúria. D'aquesta forma, tots els fets apuntaven a rBAT
com a gen candidat.

Com a primer pas per determinar si aquesta hipòtesi era certa, el nostre grup va aïllar i
caracteritzar el cDNA corresponent a l'rBAT humà (Bertran et al, 1993) i es va iniciar la
recerca de mutacions (principalment de tipus puntual) mitjançant la tècnica coneguda com
SSCP en la seqüència codificant del gen d'individus cistinúrics. Així, es van descobrir 6
mutacions puntuals, entre les quals destacava la mutació Met467Thr, per trobar-se en
homozigosi (Calonge et al, 1994). Per mutagènesi dirigida es va construir un cDNA de
rBAT humà amb aquesta mutació i es va analitzar funcionalment en oòcits. Es va observar
que aquest mutant presentava un defecte en el transport mesurat tres dies després de la
injecció, fet que reafirmava la implicació d'rBAT en la cistinúria.

Sorprenentment, en realitzar el transport sis dies després de la injecció (vegeu figura 1), es
va veure que no hi havia diferències respecte a la proteïna salvatge. Per poder explicar
aquest comportament de manera més detallada i reafirmar de manera més forta la
implicació d'rBAT en la cistinúria, vaig construir i analitzar el mutant Met467Lys, resultats
que explico més endavant en l'apartat de "resultats".

W1

Figura 1. Anàlisi a diferents dies del transport de cistina indult en oòcits injectais amb la
proteïna rBAT salvatge (WT) i la proteïna rBAT imitada amb el canvi Met467Thr (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 dràstiques com ara
deteccions, codons d'stop, alteracions en Vsplicing, etc (Gasparini et al, 1995). Un altre
resultat important va ser que el grup de Präs a Jerusalem, fent servir la genètica reversa, va
posicionar el gen de la cistinúria entre dos marcadors de DNA polimòrfïcs, 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)

Així i tot, uns resultats obtinguts pel grup d'A. Busch a Tübingen, en col·laboració amb el
nostre grup, van suscitar gran controvèrsia (Busch et al, 1994). Aquests resultats
demostraven que l'activitat induïda per rBAT estava d'acord amb un intercanviador
d'aminoàcids, (vegeu figura 2). Diferents grups van publicar que no podien comprendre
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com un intercanviador podria servir com a mecanisme de reabsorció d'aminoàcids (Coady
et al, 1994; Miyamoto et al, 1995). A més, cal recordar, que el fenotip de la cistinúria
consisteix en la hiperexcreció d'aminoàcids bàsics i cistina, mentre que rBAT també
indueix transport d'aminoàcids neutres. L'explicació d'aquest interrogant ha estat també
un dels objectius de la meva tesi.

100 nM L-arg 100 M M L-arg

1 mM L-leu

50 nA

Figura 2. Corrents induïts en l'oòcit de Xenopus injectat amb cRNA d'r B AT en presència
d'aminoàcids dibasics (arginina) i neutres (leucina). Els corrents d'entrada es deuen a
l'entrada de l'aminoàcid arginina í les corrents de sortida en posar leucina es deuen a la
sortida dels aminoàcids bàsics.

Un detall important i no comentat fins ara és que la cistinúria és una malaltia heterogènia.
S'han descrit tres tipus de cistinúria basant-se en les concentracions d'aminoàcids bàsics i
cistina en homozigots i heterozigots per a la malaltia i en funció de l'absorció intestinal,
com es veu detallat en la taula inferior.

TIPUS I

TIPUS II

TIPUS in

Heterozigot

Homozigot

Heterozigot

Homozigot

Heterozigot

Homozigot

RONYÓ ( EXCRECIÓ
URINARIA)

Normal

Elevada per a CssC, Lys, Arg i
Om

Elevada per a CssC i Lys, i
moderada per a Arg i Orn

Elevada per a CssC, Lys, Arg i
Orn

Moderada per a CssC i Lys

Elevada per a CssC, Lys, Arg i
Orn

INTESTÍ

No hi ha absorció de CssC i, per tant, la
seva concentració en plasma no

augmenta després de la administració
oraL

No hi ha absorció de CssC i, per tant, la
seva concentració en plasma no

augmenta després de la administració
oral.

Hi ha absorció de CssC i, per tant, la
seva concentració en plasma no

augmenta després de la administració
oral.

Taula 1. Classificació dels diferents tipus de cistinúria en funció del fenotip renal i intestinal.
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El nostre grup va observar que hi havia famílies on no hi havia una cosegregació entre el
locus rBAT i la cistinúria, fet que plantejava la possibilitat que la cistinúria fos una
malaltia deguda a mutacions en diferents gens (Gasparini et al., 1995). Una anàlisi més
precisa del fenotip d'aquestes famílies va permetre dir que els tipus n i III de cistinúria no
són causats per mutacions en rBAT (Calonge et al., 1995). També hi ha algunes famílies
del tipus I de cistinúria 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 detecció de la mutació per trobar-se en zones com ara el
promotor, introns, etc.

Quins podrien ser aquests altres gens candidats de cistinúria?. Un possible candidat seria
un altre transportador de cistina que estigués en els segments SI i S2 del túbul renal. En
aquesta línia, Segal, el 1977, va detectar fent servir vésicules apicals de ronyó de rata dos
components de transport de cistina: un d'afinitat alta i capacitat baixa compartit amb
aminoàcids bàsics (que podria correspondre a l'activitat deguda a rBAT) i un altre
d'afinitat baixa (Km = 0.93 mM) i capacitat alta (Segal et al, 1977). A més, per estudis de
microperfusió en túbuls aïllats, Völkl i Silbemagl van demostrar que al voltant del 90% de
la cistina infosa pel túbul era reabsorbida pel túbul contornejat distal i que aquesta
reabsorció era inhibida per fenilalanina a una concentració de 10 mM. Així, el gen o els
gens responsables d'aquest sistema de transport podrien ser també gens de cistinúria (Völkl
et al., 1982).

Un altre gen candidat seria la possible subunitat lleugera, que igual que per a la proteïna
4F2hc estaria lligada a rBAT per ponts disulfur. Quines evidències hi ha sobre la presència
d'aquesta subunitat?:

1. Si es fan experiments de transferència western fent servir un anticòs dirigit
contra la proteïna rBAT amb membranes de ronyó, el pes que es detecta és
diferent en funció de la presència o no d'agents reductors. Així, en absència
d'agents reductors es detecten bandes de 125 kD de mobilitat electroforètica i
de més alt pes molecular, mentre que la seva movilitat en presència d'agents
reductors és de 94 kD (Täte et al, 1996). En tractar amb endoglicosidasa F
aquesta banda de 94 kD passa a tenir una mobilitat que està d'acord amb el pes
molecular deduït a partir de la seqüència d'aminoàcids. Per experiments de
transferència western en gels de dues dimensions (primera dimensió no
reductora, segona dimensió reductora) i per experiments de crosslinking amb
reducció posterior, s'ha observat que la banda de 94 kD forma part d'aquest
complex (Palacín et al, 1996). Malauradament, no s'ha pogut
immunoprecipitar aquest complex com s'havia fet en el cas de Pantigen 4F2,
que demostrava directament que aquestes dues proteïnes interaccionen
directament.

2. L'expressió de la proteïna rBAT en cèl·lules heteròlogues (COS, MDCK) no
suposa cap activitat de transport: la proteïna o no arriba a la membrana o si hi
arriba no indueix cap activitat de transport. En aquestes cèl·lules transfectades
no s'han detectat per transferència western aquestes bandes de pes molecular
més alt (125 kD) (Palacín et al, 1996).

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

Així, totes aquestes evidències experimentals estan a favor d'un model on la protema
rBAT estaria associada a una altra proteïna ("subunitat lleugera") mitjançant ponts
disulfur. Aquesta possible proteïna seria, doncs, un altre gen candidat de cistinúria.
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OBJECTIUS

Tenint en compte els antecedents descrits en l'apartat anterior es van plantejar els següents
tres objectius inicials:

1. Reafirmar la implicació d'rBAT en la malaltia cistinúria construint per
mu tagen es i dirigida cDNA d'rBAT que continguessin alteracions en la
seqüència d'aminoàcids.

Així es va construir el mutant Met467Lys i es va caracteritzar en oòcits
l'activitat induïda per intentar explicar el possible defecte que patien pacients
cistinúrics que tinguessin la proteïna rBAT amb aquesta alteració.

2. Intentar comprendre els mecanismes de reabsorció d'aminoàcids bàsics i
cistina partint de les activitats induïdes per rBAT i 4F2bc en l'oócit de
Xenopus.

D'aquesta manera també es volia comprendre com alteracions en l'activitat b0'*
induïda per rBAT podrien explicar el fenotip cistínúric.

3. Estudiar el paper de les proteïnes rBAT i 4F2hc com a components i/o
activadors dels sistemes de transport b°>+ i y+L respectivament

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