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La memoria de esta tesis recoge los
resultados obtenidos de la caracterizacion
funcional y estructural del transportador de
aminoacidos humano xCT, responsable del sistema
de transporte conocido como sistema x . El trabajo
pretende ser, en su medida, una aportacion al
conocimiento de la familia de transportadores de

aminoacidos heteroméricos.

1. Sistemas de transporte de

aminoacidos en mamiferos

Los aminoacidos son esenciales para la
supervivencia celular: intervienen en la sintesis de
proteinas, la regulacién del metabolismo, el
crecimiento celular, la regulacion del volumen
celular y la produccion de energia metabdlica,
entre otros. El paso de los aminoacidos a través del
dominio hidrofébico de h membrana plasmatica
estd mediado por wunas proteinas llamadas
transportadores que reconocen, unen y transportan
estos aminoacidos desde el medio extracelular al
interior de la célula, o viceversa.

En el organismo, el transporte de
aminoacidos desempefla wma funcién integral de
flujo nutricional entre 6rganos (Christensen, 1990).
El epitelio intestinal capta los aminoacidos
ingeridos por la dieta, se liberan a la sangre y
desde alli, se re-captan en los distintos 6rganos y
tejidos, como el higado y el musculo esquelético,
y finalmente, se reabsorben de la orina a lo largo
de la nefrona renal. En el sistema nervioso central,
los transportadores de aminoacidos regulan el paso
de los mismos a través de la barrera
hematoencefalica (Blood Brain Barrier) y son
importantes para el suministro metabdlico de
astrocitos y neuronas. También intervienen en su
re-captacion de la sinapsis nerviosa, donde algunos
aminoacidos como el glutamato, la glicina o el
aspartato, actian de neurotransmisores. En la
placenta, los transportadores de aminodcidos
suministran nutrientes provinentes de la sangre

materna a la sangre fetal y ayudan a destoxificarla.
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A partir de los trabajos pioneros del grupo
de H.N. Christensen a principios de los afios
sesenta, revisado en (Christensen, 1990), se
identificaron diferentes sistemas de transporte de
aminodcidos para mamiferos con especificidades
de sustrato amplias (diferentes aminoacidos
comparten el mismo sistema de transporte) y
solapadas (un mismo aminoacido puede ser
transportado por varios sistemas). Esta disposicion
permite, por un lado, una fina regulacion del flujo
de aminoacidos tanto a nivel celular como entre
6rganos y, por otro, una economia de estructuras
mediando dichos flujos (Christensen, 1990).

La clasificacion de los diferentes sistemas
de transporte se hizo siguiendo criterios de
funcionalidad: i) tipo de aminoacido transportado
y ii) dependencia del i6n sodio. La nomenclatura
adoptada utiliza acronimos indicativos de la
especificidad de sustrato y designa con mayusculas
los sistemas sodio-dependientes y con mindsculas
los sodio-independientes (Bannai et al., 1984). La
excepcion es el sistema L, que es sodio-
independiente y por razones histdricas se designa
con mayusculas (Bannai, 1984b; Oxender and
Christensen, 1963).

A partir de la década de los noventa, el
desarrollo de la estrategia de la expresion funcional
(Romero et al., 1998) vy, posteriormente, la
secuenciacion de ESTs (Expressed Sequence Tag)
y de multiples genomas (como el humano) que
permitieron hacer busquedas por homologia de
secuencia, llevaron a la identificacion de un gran
nimero de transportadores de aminodcidos. Su
caracterizacion funcional en sistemas de expresion
heterdlogos permiti¢ asociarlos a los sistemas de
transporte  descritos previamente, intentando
mantener la nomenclatura adoptada para el sistema
correspondiente (Christensen et al., 1994).

Estos nuevos avances modificaron alguno
de los conceptos anteriormente desarrollados por
Crane (Crane, 1965) y Christensen (Christensen,
1966): 1) el mecanismo antiporter predomina en el
transporte de aminodcidos y es esencial para el
transporte vectorial a través del epitelio; ii) otros
gradientes electroquimicos, a parte del sodio,
dirigen el transporte o contribuyen en él; y iii)

algunos transportadores cruzan las fronteras de
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separacion de clases de sustratos, p. ej.
transportando aminoacidos neutros y catidonicos a
la vez (Broer, 2002).

En la Tabla 1 aparecen los distintos
sistemas de transporte descritos y las isoformas
clonadas asociadas a cada uno de ellos. También se
especifican los sustratos y el mecanismo de
transporte. Las isoformas de un mismo sistema
presentan pequefias variaciones en la afinidad y
especificidad de sustrato para ajustarse a la funcién
del tejido en el que se expresa el transportador.

Actualmente, siguiendo criterios de
funcion fisiolégica (Broer, 2002), podemos
agrupar los transportadores de aminoacidos en:

a) Transportadores de alta capacidad de
acumulacion (EAAT, transportadores acoplados a
Na' y CI'): es el caso de los transportadores de
neurotransmisores (sistema Xag', sistema Gly), que
capturan el exceso de neurotransmisor liberado
para evitar su excitotoxicidad; los transportadores
de osmolitos (sistema ), que mantienen altas
concentraciones de gradiente de sustratos en el
rifidn; o los transportadores apicales que median la
reabsorcion de aminoacidos en el epitelio (sistema
B™).

b) Transportadores de débil capacidad de
acumulacion (ATA, SN, CAT, TAT): son
transportadores asociados al cotransporte de Na' o
H', o bien uniporters. Parecen implicados en
mantener altas las concentraciones citosdlicas de
aminoacidos no esenciales (sistema A, sistema N)
para permitir posteriormente la entrada de
aminoacidos esenciales por otros transportadores
(intercambiadores). La abundancia de uniporters
(sistema y', sistema T) es muy baja debido,
quizéds, a ser un mecanismo que no protege a la
célula de la pérdida de metabolitos importantes ya
que cambios en el contenido de aminoécidos en el
plasma se trasladan al contenido intracelular.

c¢) Antiporters o intercambiadores (LAT,
y'LAT, xCT, b™AT): constituyen la gran mayoria
de los transportadores de aminoacidos en
mamiferos. Preferentemente, intercambian
aminoacidos no esenciales por aminoacidos
esenciales. Permiten generar asimetrias, clave para
el flujo vectorial de aminoéacidos. Un ejemplo es la

reabsorcion de aminoacidos en el rifion (sistema

b%", sistema L, sistema y'L). Dentro de este grupo
se encuentran los transportadores heteroméricos de
aminoacidos, objeto de estudio del grupo de
investigacion en el que se ha realizado esta tesis
(apartado 2 de la Introduccion).

En conclusion, cada tipo celular de un
organismo contiene una combinacién determinada
de transportadores en sus membranas. Esta
combinacion depende de su funcion bioldgica y es
el resultado de la presencia de los sistemas de
transporte ubicuos en alguna de sus variantes (p. ¢j.
sistemas A, ASC, L, y+, Xag) y de los sistemas de
transporte tejido-especificos (p. e. sistemas B,
N™ b>") (Palacin et al., 1998).

Parte de esta tesis estd dedicada a la
caracterizacion  funcional de la  proteina
responsable del sistema de transporte x-. Por este
motivo, a continuacidn, se describe este sistema en

particular.

1.2. Sistema x.

El sistema x. fue caracterizado por
primera vez en el afio 1980 por S. Bannai (Bannai
and Kitamura, 1980). Estudiando la captacion de
cistina en fibroblastos diploides humanos (IMR-
90) en cultivo, demostraron la existencia de un
sistema de transporte comun para L-cistina y
glutamato de tipo sodio-independiente. Las
observaciones que apoyaban esta afirmacion eran:
i) la captacion de ambos sustratos era mutuamente
competitiva; ii) la K;, de captaciéon para Lcistina
era similar a la K; para la inhibicion de la captacion
de L.glutamato provocada por Lcistina, y a la
inversa; y iii) los aminodcidos que inhibian la
captacion de L-cistina también lo hacian en la
misma medida para el L-glutamato. Este nuevo
sistema de transporte, altamente especifico para
cistina y glutamato, fue inicialmente designado
sistema CG pero, atendiendo a criterios de
nomenclatura, pasé a conocerse como sistema x’
(Makowske and Christensen, 1982b).
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Tabla 1. Sistemas de transporte de aminoacidos en mamiferos

Sistema Isoformas
de (cDNAs Mecanismo Sustratos
transporte clonados)
ATA1 Cotransporte Gly, Ala, Ser, Cys, GIn, Asn, His,'Met
A ATA2 1Na*/AA Gly, Pro, Ala, Ser, Cys, GIn, Asn, His, Met
ATA3 Gly, Pro, Ala, Ser, Cys, Asn, Met
asc-1/4F2hc : Gly, Ala, Ser, Cys, Thr (Dy L)
asc Antiporte
asc-2/(?) P Gly, Ala, Ser, Thr
ASC ASCT1 An;ilipgrte Ala, Ser, Cys
ASCT2 a- Ala, Ser, Cys, Thr, GIn
dependiente
bO+ b+ AT/rBAT Antiporte Lys, Arg, Ala, Ser, Cys, Thr, Asn, Gln, His,
Met, Ile, Val, Phe, Tyr, Trp, Cys~
0 0 Cotransporte Leu, Ile, GIn, Phe, Ala, Pro, Cys, Val,
B B°AT-1 . _
2Na*/AA Met, Ser, Asn, (His, Gly, Thr, Trp, Tyr)
0,- 0.+ Cotransporte Ala, Ser, Cys, His, Met, Ile, Leu, Val,
B> ATB" + N
2Na*/1CI'/AA Phe, Tyr, Trp, (Lys, Arg, Thr, Asn, GlIn)
GAT1 GABA
B (BETA) GAT2 Cotransporte GABA, betaina, Pro, B-Ala
GAT3 2-3Na*/1CI'/AA GABA, betaina, taurina
GAT4 GABA, betaina
Gly GlyT1 Cotransporte Gly
GlyT2 2-3Na*/1CI'/AA Gly
PAT1 Cotransporte Pro, Gly, Ala, B-Ala, AIB, GABA
IMINO PAT2 1H*/AA Pro, Gly, Ala, MeAIB
PAT3 (?) ?
LAT-1/4F2hc His, Met, Leu, Ile, Val, Phe, Tyr, Trp, (GIn)
L LAT-2/4F2hc Antiporte Ala, Ser, Cys, Thr, Asn, GIn, His, Met, Leu, Ile, Val
LAT-3 Leu, Ile, Val, Phe, Met
Cotransporte
N SN1 Na+/AA GIn, Asn, His
SN2 acoplado a GIn, Asn, His, Ser, Gly
H*-antiporte
T TAT1 Uniporte Phe, Tyr, Trp,
EAAT1 Cotransporte Glu, Asp
(hG EAA'EI'AZ‘AF%LTl) 3Na*/1H*/AA o GI:, Asg
acoplado a u, ASp, Lys
EAAT4 K*-antiport Glu, Asp
EAAT5 antiporte Glu, Asp
X¢ xCT/4F2hc Antiporte Glu, Cys~, (Asp)
CAT-1 Arg, Lys, His, O
y* CAT-2A/B Uniporte Arg, Lys, His, O
CAT-3 Arg, Lys
CAT-4 (?) ?
viL y*LAT-1/4F2hc Antiporte Lys, Arg, GIn, His, Met, Leu
y*LAT-2/4F2hc 1Na*/AA Lys, Arg, GIn, His, Met, Leu, Ala, Cys

Los aminoacidos sustratos se presentan en codigo de tres letras (Cys™: cistina, O: ornitina, GABA: acido ?-
aminobutirico, AIB: acido aminoisobutirico, MeAIB: acido metil-aminoisobutirico). Los sustratos de menor afinidad
se muestran entre paréntesis. (?) No claramente asignado. Adaptada y actualizada de (Broer and Wagner, 2002).
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Trabajos posteriores demostraron que la
cistina era transportada de forma ani6nica (Bannai,
1984b) y que el sistema x, no dependia del
potencial de membrana (Guidotti et al., 1984).
Estas observaciones, junto con el hecho que la
entrada de cistina depende de la concentracion
intracelular de glutamato, llevd a concluir que el
sistema X% es un intercambiador no electrogénico
(Bannai, 1986).

Teniendo en cuenta el bajo contenido en
cistina en el interior de las células, la direccion
fisiologica de este intercambio consiste en la salida
de glutamato para favorecer la entrada de cistina,
que es rapidamente reducida a cisteina (Bannai,
1986). La cisteina es el precursor limitante en la
sintesis del glutation en muchas lineas celulares en
cultivo (Bannai and Tateishi, 1986). Este hecho
asocio el sistema x. con la regulacion de la sintesis
de glutation y el estrés oxidativo. En esta direccion
se han publicado numerosos trabajos (Sato et al.,
1998; Sato et al., 1995a; Sato et al., 1995b; Sagara
et al., 1993a; Ishii et al., 1992; Bannai et al., 1989;
Bannai et al, 1986; Bannai, 1984a) que
demuestran para diferentes células (fibroblastos,
células neuronales y de la glia, macrofagos, células
pancreaticas y hepatocitos) que la actividad x~ es
inducida por agentes que reducen el glutation
intracelular, como el oxigeno (Bannai et al., 1989)
y los agentes electrofilicos (Bannai et al., 1986;
Bannai, 1984a), por lipopolisacaridos (LPS) (Sato
et al., 1995a; Sato et al., 1995b) y por la deplecion
de cistina.

En el afio 1999, siguiendo la estrategia de
expresion funcional, el grupo de Bannai cloné la
proteina xCT que, en asociacion con 4F2hc (Tabla
1), es responsable del sistema x. (Sato et al.,
1999). La clonacién de la proteina ha aportado el
elemento molecular necesario para poder estudiar
la regulacion de la actividad x~ y su papel en la
sintesis del glutation (revisado en Chillaron et al.,
2001). Las caracteristicas  funcionales 'y
estructurales del transportador XxCT se describen en
los capitulos Resultados y Discusion de esta

memoria.

2. Familia de transportadores
heteroméricos de aminoacidos
(HATS)

Los transportadores de aminoacidos se
clasifican en familias en funcién de su homologia
de secuencia y de sus propiedades funcionales,
como la especificidad de sustrato, el mecanismo de
transporte y el acoplamiento a iones. Una de estas
familias posee la caracteristica Unica de tener
estructura heteromérica (Heteromeric Amino acid
Transporter, HAT): la unidad funcional esta
compuesta, al menos, por una subunidad pesada
(Heavy  Subunit  Heteromeric  Amino  acid
Transporter, HSHAT) y una subunidad ligera
(Light  Subunit  Heteromeric ~ Amino  acid
Transporter, LSHAT) unidas por un puente
disulfuro conservado entre los miembros de la
familia (Verrey et al., 2004; Chillarén et al., 2001;
Wagner et al., 2001) (Figura 1). Algunos de estos
miembros estan directamente relacionados con
aminoacidurias hereditarias (apartado 2.3.).

La estructura heteromérica de esta familia
y su mecanismo de transporte se ha conservado a
lo largo de la evolucion de los metazoos.
Busquedas por homologia de secuencia en el
genoma del nematodo C. elegans han evidenciado
la presencia de genes codificantes para proteinas
con altos niveles de identidad (28-45%) respecto a
los integrantes mamiferos (Veljkovic et al., 2004).
Las tres proteinas (AAT-1, 2 y 3) mas homologas a
las subunidades ligeras de mamifero (39-45%
identidad) y las dos proteinas (ATG-1 y 2)
homologas a las subunidades pes adas contienen la
cisteina conservada implicada en la formacion del
puente disulfuro. La caracterizacion funcional en
oocitos de X. laevis muestra una actividad de
transporte parecida al sistema L inducida por los
complejos heteroméricos AAT-1/ATG-2 y AAT-
3/ATG-2 (Veljkovic et al., 2004). El trabajo
evidencia que las principales caracteristicas de la
familia HAT se han conservado evolutivamente.

En la Tabla 2 se presentan los miembros
mamiferos identificados hasta el momento que
pertenecen a la familia HAT. Ademas del sistema



de transporte asociado, se indica su localizacion
cromosdmica y su relacion con enfermedades
hereditarias. Siguiendo la nomenclatura HUGO
(HUman Genome Organization), los genes
codificantes para cada proteina se llaman
utilizando la raiz SLC (de SoLute Carrier), seguido
de un numeral correspondiente a la familia
“genética” a la que pertenece, la letra A, que actlia
de separador, y  finalmente el ntmero del
transportador (Hediger et al.,, 2004). Las
subunidades pesadas pertenecen a la familia SLC3
mientras que las subunidades ligeras pertenecen a

la familia SLC7.

subunidad
pesada

subunidad
ligera
- S\

extracelular S-

membrana

plasmatica

intracelular

N
(o

Figura 1. Representacion esquematica
de los transportadores heteromeéricos
de aminoacidos (familia HAT). La
subunidad pesada (HSHAT) estd unida por un
puente disulfuro (S-S) a la subunidad ligera
(LSHAT). Las cisteinas implicadas en este puente
disulfuro se localizan extracelularmente, después
del segmento trans-membrana de la subunidad
pesada y en el segundo putativo segmento
transmembrana de la subunidad ligera. Existen
otras interacciones no covalentes entre las dos
subunidades, todavia por determinar. El dominio
extracelular de la HSHAT es homodlogo a
glucosidasas. Y indica punto de glicosilacién. La
disposicidon de los 12 putativos segmentos TM de
la LSHAT es figurativa. Los dominios trans-
membrana y los /oops citosdlicos y extracelulares
no estan dibujados a escala.
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2.1. Subunidades pesadas (HSHATS)

S6lo dos miembros constituyen las
subunidades pesadas de la familia: tBAT (elated
to b** Amino acid Transporter) y 4F2hc (reavy
chain of the surface antigen 4F2 or CD98) (Tabla
2). Presentan una identidad de secuencia de
proteina ~27% y comparten caracteristicas
estructurales y funcionales: i) son proteinas de
membrana de tipo II; ii) estan N-glicosiladas; iii)
los algoritmos de hidrofobicidad predicen un tnico
dominio transmembrana, con el extremo N-
terminal intracelular (demostrado para 4F2hc en
Fenczik et al., 2001); iv) el residuo de cisteina que
participa en la formacion del puente disulfuro se
encuentra a 4-5 posiciones del extremo del
dominio transmembrana en direccion al extremo
C-terminal; y v) presentan un voluminoso dominio
C-terminal  extracelular  con significativa
homologia de secuencia con a-amilasas; entre
éstas, maltasas de insectos (a-glucosidasas) y sus
precursores (35-40% de identidad de secuencia
aminoacidica) y a-glucosidasas bacterianas (~30%
de identidad).

La familia de las a-amilasas consiste en
un gran grupo de hidrolasas de almidén y enzimas
relacionados que comprende alrededor de 20
especificidades enzimaticas diferentes.
Actualmente se conoce con el nombre de Familia
13 de las glicosil-hidrolasas (Janecek et al., 1997).
Todos sus miembros tienen una estructura similar:
i) un dominio A catalitico con estructura de 7IM-
barrel (8 cadenas B y a alternadas); ii) un pequefio
subdominio o dominio B de unién a calcio que
interrumpe el TIM-barrel sobresaliendo entre la
tercera cadena B y la tercera hélice a; y iii) un
dominio C para el extremo C-terminal en
estructura de laminas B antiparalelas. Existen
algunas diferencias entre los miembros de la
familia en la secuencia de aminodcidos
correspondiente al dominio B (Janecek et al.,
1997). Por este motivo se han dividido en cinco
grupos, en el que el definido por la oligo 1,6-
glucosidasa de Bacillus cereus (0O1,6G) contiene
las HSHATs. En la Figura 2 se muestra el

alineamiento de O1,6G con las proteinas humanas
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Tabla 2. Transportadores Heteroméricos de Aminoacidos (HATSs)

Subunidad pesada Subunidad ligera Nomenclatura Sistema de Cromosoma Enfermedad
(HSHAT) (LSHAT) HUGO transporte humano asociada
4F2hc (CD98hc) SLC3A2 11q13
LAT-1 SLC7A5 L 16g24.3
LAT-2 SLC7A8 L 14q11.2
y*LAT-1 SLC7A7 y*L 14q11.2 LPI
y*LAT-2 SLC7A6 y*L 16g22.1
asc-1 SLC7A10 asc 19g12-13
xCT SLC7A11 X¢ 4q28-q32
rBAT SLC3A1 2p16.3-21 CiTs_it;r;”:a
bO+AT SLC7A9 bO.+ 19q12-13  Cietinuria
Tipo B
?
AGT-1 - 8g21.3
asc-2 Silc7a12 asc -
APAT @ - -

(?) no identificado; (-) no descrito; (a) la subunidad ligera APAT todavia no ha sido publicada (E. Fernandez,
J. Chillarén y M. Palacin, manuscrito en preparacion). Adaptada de (Chillarén et al., 2001).

rBAT y 4F2hc. La homologia de este alineamiento
empieza con dos residuos de triptéfano contiguos,
situados unos pocos residuos mas alla de la cisteina
implicada en el puente disulfuro con la subunidad
ligera. Podemos observar que: i) el dominio A esta
altamente conservado, manteniendo probablemente
la estructura secundaria de TIM-barrel para rBAT
y 4F2hc aunque en la zona entre las hélices a4 y
a7 el alineamiento es pobre; ii) existen tres
residuos cataliticos y dos residuos de union al
sustrato en la zona del T7IM-barrel que junto al
dominio B constituyen el centro activo de la
familia 13 de las glucosil-hidrolasas. Tres de estos
residuos (D199, D329 y H105 en O1,6G) pueden
localizarse en rBAT (en las versiones de
mamifero) pero no es el caso para 4F2hc. De
acuerdo con esto, Wells y sus colaboradores (Wells
et al., 1992) no observaron actividad a-glucosidasa
para 4F2hc expresada en oocitos de X. /aevis; iii) el
dominio B, incluyendo el motivo QPDLN
(residuos 167-171 en O1,6G), se conserva en las

proteinas rBAT pero no se encuentra en 4F2hc.

Esto sugiere que para rBAT se mantienen las
caracteristicas estructurales de este dominio, en
forma de sandwich con dos capas a-B; iv) el
dominio C, correspondiente al extremo CGterminal,
con su estructura de f-barrel con 8 laminas B
antiparalelas, se conserva en todas las HSHATS.
Sin embargo, se encuentra lejos del centro activo y
su funcion es desconocida; y v) los tltimos 30
aminoacidos de rBAT no se alinean con las a-
amilasas.

El papel fisiolégico de la subunidad
pesada parece relacionado con el reconocimiento
de la subunidad ligera y su direccionamiento a la
membrana plasmatica (Nakamura et al., 1999). La
interaccion entre ambas subunidades esta mediada
por el puente disulfuro (Figura 1), aunque la
eliminacion de este puente por sustitucion a serina
de una de las cisteinas implicadas, no altera la
expresiéon del heterodimero en la membrana
plasmatica. Esto sugiere la importancia de otras
ambas

interacciones no  covalentes  entre
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Figura 2. Alineamiento de las proteinas HSHAT y la oligo-1,6-glucosidasa

(01,6G). El alineamiento de las secuencias de rBAT y 4F2hc humano y 01,6G de Bacillus cereus se realizd
inicialmente con el programa tcoffee, las zonas de secuencia nas problematicas (entre Ab4 y Ab8) se
alinearon con el programa FUGUE vy finalmente por el alineamiento de estructuras secundarias predichas con
el programa Jpred . Los elementos principales de la estructura secundaria de 01,6G estan indicados en la
parte superior de la secuencia cuyos residuos estan subrayados (a, a-hélice; 8, Bmina B) en los tres dominios
de la proteina: (A, en color azul palido) TIM barrel; (B, en color azul) dominio de unidn a calcio; (C, en color
rosa) dominio de Bminas B antiparalelas. Las estructuras secundarias también estan predichas para rBAT y
4F2hc (residuos subrayados) con el programa Jpred . Los residuos conservados en O1,6G estan sombreados
en color gris. Los residuos afectados por mutaciones puntuales en pacientes cistindricos en rBAT estan
sombreados en negro sobre letra blanca. El residuo de cisteina conservado en HSHAT estd dentro de un
cuadrado y el dominio trans-membrana putativo estda subrayado en color negro. Los asteriscos indican los
residuos de 01,6G que posiblemente estan implicados en la catalisis del enzima. Adaptado de (Chillarén et
al., 2001) y cedido por E. Fernandez (Tesis Doctoral, 2003).

subunidades (JiménezVidal et al., 2004; Estévez El patron de expresion del gen revela que
etal., 1998; Pfeiffer et al., 1998). rBAT se expresa fundamentalmente en rifion e
intestino delgado, aunque también se ha detectado

su mRNA en higado, pancreas y cerebro (Bertran

2.1.1. rBAT (SLC3AD) et al.,, 1993; Lee et al., 1993; Wells and Hediger,

La proteina rBAT fue el primer miembro 1992; Tate et al., 1992; Bertran et al., 1992b). En

clonado de la familia HAT. Se identifico en 1992 estos tejidos se detectaron dos transcritos de 2.3 kb
por expresién funcional en oocitos de Xenopus (correspondiente al cDNA descrito) y 4 kb debido
laevis (Wells and Hediger, 1992; Tate et al., 1992; a una poliadenilacion alternativa (Markovich et al.,
Bertran et al., 1992b), donde inducia un transporte 1993). Por estudios de inmunolocalizacion, la
de aminoacidos similar al descrito anteriormente proteina se encuentra en la membrana apical de las
en blastocitos de ratén como sistema B*" (Van células epiteliales de la mucosa intestinal y del
Winkle et al., 1988): transporte de cistina y tubulo renal proximal (Furriols et al., 1993; Pickel
aminoacidos dibdsicos y zwiteriénicos de tipo et al., 1993), aunque en este ultimo existe un
sodio-independiente. gradiente creciente de expresion desde el segmento
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S1 al segmento S3 (revisado en Wagner et al.,
2001).

Por su funcidn de transporte y patrén de
expresion, rBAT se relaciond con la enfermedad
hereditaria cistinuria, provocada por un defecto en
la reabsorcion de cistina y aminoacidos dibasicos
(revisado en Palacin et al., 2001b; Palacin et al.,
2000) (apartado 2.3.1.). Efectivamente, se
encontraron mutaciones en el gen SLC341
causantes de cistinuria de tipo I (Calonge et al.,,
1995; Calonge et al., 1994). Hasta el momento se
han identificado mas de 60 mutaciones de
cistinuria en rBAT (revisado en Palacin et al,
2001b).

2.1.2. 4F2hc (SLC342)

El cDNA de 4F2hc fue clonado usando un
anticuerpo monoclonal disefiado contra un
antigeno de superficie de células de limfoblastoma
(Hemler and Strominger, 1982). Su alta identidad
de secuencia con rBAT hizo sospechar que
pudieran ser miembros de la misma familia, lo que
llevo a testar si 4F2hc inducia alguna actividad de
transporte en oocitos de Xenopus. La expresion de
4F2hc provoco la induccién de una actividad de
transporte diferente a la inducida por rBAT pero
parecida a la descrita en eritrocitos como sistema
y+L (Wells and Hediger, 1992; Bertran et al.,
1992a): transporte de alta afinidad para
aminoacidos  L-dibasicos de tipo  sodio-
independiente pero de alta afinidad para
aminoacidos zwiterionicos en presencia de sodio
(revisado en Palacin ef al., 1998).

4F2hc se expresa de forma ubicua en
raton, con un mayor nivel de expresion en
testiculo, pulmon, rifidén, cerebro y bazo y sin un
patrén claro de regulacion durante el desarrollo,
ademads de encontrarse en todas las células y lineas
celulares tumorales (Nakamura et al., 1999;
Parmacek et al., 1989). En las células epiteliales, la
proteina se encuentra en la membrana baso-lateral
y, en concreto, su localizacion en rifidon humano y
de raton se limita a la zona del tabulo proximal
contorneado (Rossier et al., 1999; Quackenbush et
al., 1987).
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Ademas de su implicaciéon a la funcion
de transporte, 4F2hc estd implicado en funciones
de activacion celular, proliferacion, adhesion,
fusiéon y diferenciacion celular (revisado en
Chillarén et al., 2001; Devés and Boyd, 2000).
También se ha descrito como proteina reguladora
de la activacion de integrinas e involucrada en la

sefializacion celular (Fenczik et al., 2001).

Distintas evidencias apuntaban a la
posibilidad de que rBAT y 4F2hc fueran
componentes de un transportador heteromérico: 1)
son proteinas poco hidrofobicas para poder
constituir un poro de paso de sustratos a través de
la membrana; ii) estudios de Western blot para
rBAT en condiciones no reductoras revelan un
complejo de alto peso molecular (250 kDa y 125
kDa) que pasa a ser de 90 kDa en condiciones
reductoras; iii) el antigeno 4F2 forma parte de un
heterodimero  constituido por una proteina
glicosilada de 85 kDa (4F2hc) unida por un puente
disulfuro a una proteina de unos 40 kDa, altamente
hidrofébica y no glicosilada (Quackenbush et al.,
1987; Teixeira et al., 1987; Haynes et al., 1981);
iv) experimentos de transfeccion de rBAT en
células COS inducen la expresion de la proteina
pero ésta no llega a la membrana, sugiriendo la
necesidad de otra proteina para que se exprese en
superficie (Palacin et al., 1996); v) el transporte
inducido por 4F2hc en oocitos de Xenopus es
saturable mientras la cantidad de 4F2hc en
superficie aumenta con los dias de expresion,
sugiriendo su unién a una proteina endogena del
oocito que es limitante (Estévez ef al., 1998); y vi)
la  incubacién con reactivos  mercuriales
impermeables a la membrana plasmatica de oocitos
inyectados con 4F2hc practicamente inactivan la
actividad de transporte y'L que induce 4F2hc. Este
efecto podia revertirse con B-mercaptoetanol,
indicando que la diana de inactivacion se trataba de
una/s cisteina/s extracelular/es. Por estudios de
mutantes de las cisteinas de 4F2hc, se presentaron
evidencias de una posible interacciéon por puente
disulfuro entre 4F2hc y otra proteina enddgena del
oocito, constituyendo un transportador de

estructura heteromultimérica (Estévez et al., 1998).



Pronto se confirmaron las hipdtesis y en
1998, el grupo de F. Verrey publicé que la proteina
ASUR4 inducia actividad de transporte L cuando
se expresaba con 4F2hc en oocitos de X. laevis
(Mastroberardino et al., 1998). ASUR4,
posteriormente llamado LAT-1, es el primer
miembro identificado de la familia de Subunidades
Ligeras de Transportadores Heteroméricos de

Aminoacidos.

2.2. Subunidades ligeras (LSHATS)

Las subunidades ligeras de la familia
HAT pertenecen a una gran superfamilia conocida
con el nombre de transportadores APC (Amino
acid/Polyamine/Choline), que incluye mas de 175
miembros tanto eucariotas como procariotas (Jack
et al., 2000).

Hasta el momento se han identificado 9
subunidades ligeras, la mayoria por homologia de
secuencia: 6 de ellas se unen a 4F2hc para dar
lugar al transportador funcional (LAT-1, LAT-2,
y'LAT-1, y'LAT-2, asc-1, xCT), una de ellas se
une a rBAT (b%" AT) y existen dos miembros
“huérfanos” (asc-2, AGT-1), que no interaccionan
con las subunidades pesadas descritas y que quizas
se unen a una posible subunidad pesada todavia
por identificar (Tabla 2). Por trabajos en nuestro
grupo, en breve se conocera un nuevo miembro de
la familia (E. Fernandez y J. Chillar6n, manuscrito
en preparacion). La asociacion de estas proteinas
con glicoproteinas de membrana de tipo II
(HSHATS) hace que también se las conozca con el
nombre gpaATs (glycoprotein-associated Amino
acid Transporters).

Las diferentes LSHAT (excepto asc-2 y
AGT-1, con identidades del 23-29%) mantienen
identidades de secuencia aminoacidica que oscilan
entre el 39 y 70% entre paralogos y entre el 85 y
98% entre ortélogos de mamifero (revisado en
Verrey et al., 2004; Chillarén et al., 2001; Wagner
et al., 2001). Presentan caracteristicas estructurales
y funcionales comunes: i) son proteinas altamente
hidrofébicas que no se glicosilan (demostrado para

LAT-1y b0’+AT), lo que provoca un aumento de su
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movilidad electroforética alrededor de los 40 kDa
cuando su peso molecular corresponde a ~50 kDa;
ii) sobre la base de su homologia y de los
algoritmos de hidrofobicidad, las subunidades
ligeras presentan una prediccion de estructura de
12 segmentos transmembrana, con extremos N y
C-terminal intracelulares, acorde con su funcién de
transportador (la demostracion experimental de
este modelo de topologia ha sido abordada durante
el transcurso de esta tesis y se presenta en los
capitulos Resultados y Discusion); iii) las LSHAT
se unen con la correspondiente HSHAT mediante
un puente disulfuro en el que interviene el residuo
de cisteina conservado que se encuentra localizado
en el dominio extracelular putativo II (y el residuo
ya descrito en las HSHATS); iv) los miembros
LSHAT necesitan la coexpresion de su
correspondiente HSHAT para alcanzar la
membrana plasmatica en un sistema de expresion
heter6logo (Chillarén et al., 2001), aunque no es
necesario que ambas se mantengan unidas por el
puente disulfuro ya que otras interacciones no
covalentes son suficientes para localizar el
heterodimero en la membrana (Nakamura et al.,
1999; Pfeiffer et al., 1998); v) las LSHAT
confieren la especificidad de transporte al
complejo heteromérico, representando una gran
diversidad de sustratos y acoplamiento a iones:
aminoacidos neutros de tamafio grande (LAT-1,
LAT-2) (Rajan et al., 2000b; Pineda et al., 1999;
Rossier et al., 1999; Segawa et al., 1999), pequefio
(asc-1, LAT-2) (Fukasawa et al., 2000), cargados
negativamente (xCT) (descrito en Resultados y
Discusién) y aminoacidos basicos y neutros
(y'LAT-1, y'LAT-2 y b®'AT) (Kanai et al., 2000;
Chairoungdua et al., 1999; Feliubadal¢ et al., 1999;
Pfeiffer et al., 1999a; Pfeiffer et al., 19990b;
Torrents et al., 1998); vi) los transportadores
heteroméricos se comportan como
intercambiadores obligatorios con una
estequiometria 1:1 y con una afinidad intracelular
aparente por el sustrato mucho menor que la
extracelular (Meier et al., 2002; Reig et al., 2002),
excepto para el caso asc-1/4F2hc, que se comporta
como un intercambiador no obligatorio (Pineda et
al., 2004a; Nakauchi et al.,, 2000); y vii) la

subunidad ligera es capaz de mediar el transporte
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en ausencia de la subunidad pesada si conseguimos
expresarla en superficie, como ocurre en un

sistema reconstituido (Reig et al., 2002).

2.2.1. LAT-1(SLC7A45)

LAT-1 es el primer miembro identificado
de la familia de subunidades ligeras, inicialmente
denominada ASUR4, clonada por expresion
funcional en oocitos de X. laevis a partir de una
libreria de cDNAs obtenido de células A6 de rifion
después de un tratamiento con aldosterona
(Mastroberardino et al., 1998). Paralelmante, el
grupo de Kanai aislé6 un cDNA de una libreria de
células de glioma C6 de rata por expresion
funcional con co-expresion con 4F2hc, al que
denominé LAT-1 (L-type Amino acid Transporter-
1) (Kanai et al., 1998). En ambos casos, la nueva
proteina identificada presentaba la capacidad de
transportar aminoacidos neutros grandes en oocitos
de Xenopus laevis cuando se expresaba con 4F2hc
(Mastroberardino et al., 1998; Kanai et al., 1998).

Esperable para una proteina asociada al
sistema de transporte de tipo L (Christensen, 1990;
Oxender and Christensen, 1963), su actividad es
cloro y sodio-independiente e inhibible por el
acido 2-(-)-endoamino-bicicloheptano-2-carbo-
xilico (BCH). No es inhibible, sin embargo, por N-
etylmaleimida (NEM). Esto sitiia al transportador
LAT-1 dentro del subsistema L1 (Novak et al.,
1994; Weissbach et al., 1982). Su espectro de
selectividad de sustratos es relativamente amplio:
aminoacidos neutros de cadena ramificada y
aromatica, con constantes de afinidad aparentes
bastante altas, en el rango micromolar (Meier et
al., 2002; Mastroberardino et al., 1998; Kanai et
al., 1998).

El heteromero LAT-1/4F2hc es un
intercambiador obligatorio, no permite ninguna
salida de aminoacido apreciable en ausencia de
aminoacido extracelular (no hay difusion
facilitada). Su funcién de captacion estd altamente
trans-estimulada por aminoacidos intracelulares y
la estequiometria del intercambio es de 1:1 (Meier
et al, 2002). La afinidad aparente para los

aminoacidos extracelulares es 100 veces mayor
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que para los intracelulares, lo que sugiere que éstos
ultimos controlan la velocidad del transporte. La
selectividad de la funcién de salida de aminoacidos
es parecida a la captacién pero presenta algunas
diferencias: en particular, L-leucina, L-isoleucina y
L-metionina son mejores sustratos de salida que de
entrada (Meier et al., 2002). En conjunto, los datos
experimentales indican que LAT-1/4F2hc no
media una captacion neta de aminoacidos sino que
mas bien estd destinado a equilibrar las
concentraciones  relativas de los  distintos
aminoacidos a través de la membrana, como si
funcionara de transportador activo terciario para el
intercambio de aminoacidos (Verrey, 2003; Meier
etal., 2002).

LAT-1, en tejidos adultos, se expresa en
cerebro (en la barrera hematoencefalica), placenta
y ovario y, con menor medida, en pulmoén, timo,
testiculos, piel, higado, musculo esquelético y
estdbmago (Nakamura et al., 1999; Prasad et al.,
1999; Kanai et al., 1998). LAT-1 también se
expresa en muchas lineas celulares tumorales, en
células en proliferaciéon y en tumores primarios
humanos (Yanagida et al., 2001; Wolfet al., 1996).
Este hecho ha sefialado a LAT-1 como un posible
marcador tumoral (Campbell and Thompson,
2001), aunque su implicacion en el proceso
tumorigénico aportando algin tipo de ventaja
nutricional a la célula todavia estd por demostrar.
Por su amplio espectro de sustratos transportados,
LAT-1 también se ha propuesto como un posible
transportador a  través de la  barrera
hematoencefalica de drogas relacionadas con los
aminoacidos, como puede ser la L-Dopa, hormonas
tiroideas, gabapentina, melfalan o conjugados de

cisteina, revisado en (Kanai and Endou, 2001).

2.2.2. LAT-2 (SLC748)

LAT-2 fue identificado en nuestro grupo
por homologia de secuencia y se caracterizd
funcionalmente en oocitos de Xenopus (Pineda et
al,, 1999). LAT-2, en asociacion con 4F2hc,
también media un transporte de tipo L pero
incluso con un rango de selectividad de sustratos

todavia mayor que LAT-1 ya que incluye los



aminoacidos neutros pequefios (Pineda et al., 1999;
Rossier et al., 1999). Se expresa fundamentalmente
en la membrana basolateral del tubulo proximal
renal (decreciendo de S1 a S3) e intestino delgado
(Bauch et al., 2003; Rossier et al., 1999).
Funcionalmente, LAT-2 intercambia
aminoacidos neutros a través de la membrana
basolateral equilibrando sus concentraciones
relativas. De manera similar a LAT-1, LAT-2
también presenta una afinidad aparente mucho
menor por los aminoacidos intracelulares que por
los extracelulares (a excepcion de la glicina). En
conjunto, podemos decir que LAT-2 participa en
una ruta de eflujo basolateral unidireccional de
determinados aminoacidos neutros. Es un eficiente
exportador de L-cisteina (Fernandez et al., 2003;
Meier et al., 2002), un aminoacido que se importa
a las células del tubulo proximal renal como Lk
cistina, mayoritariamente via el transportador
b AT/rBAT (apartado 2.2.5.) (defectivo en
cistinuria). El papel de LAT-2 /4F2hc en el eflujo
basolateral de L-cisteina ha sido demostrado
recientemente por un trabajo en nuestro grupo en
un modelo de células renales polarizadas (OK,
Opossum Kidney cells) (Fernandez et al., 2003)
(Figura 3). Esto implica que LAT2-4F2hc, al sacar
L-cisteina provinente de la reduccion de L-cistina
intracelular, tiene una funcién clave en el flujo
trans-epitelial de cistina y sugiere que SLC7A48
podria ser un gen modulador de la reabsorcion
renal de cistina (Fernandez et al., 2003). Se esta
estudiando la asociacion entre el grado de
hiperexcreciéon de aminoacidos en orina y
polimorfismos de LAT-2 en poblacion normal y en

pacientes de cistinuria y sus familiares.

2.2.3. Y LAT-1 (SLC7A47)

El ¢cDNA de y 'LAT-1 fue identificado por
homologia de secuencia a LAT-1 (52%) y cuando
se co-expresaba con 4F2hc en oocitos de X. laevis
inducia una actividad de transporte como la
descrita para el sistema y'L (Pfeiffer e al., 1999b;
Torrents et al, 1998). Los experimentos de
caracterizacion funcional mostraron que el

heterémero y'LAT-1/4F2hc es un intercambiador
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obligatorio de estequiometria 1:1 (Kanai et al.,
2000) y que media la captacion de aminodcidos
neutros juntamente al i6n sodio con una afinidad
aparente alta, preferentemente intercambiando
estos aminoacidos neutros por aminoacidos
cationicos intracelulares, esta vez sin
acomp anamiento del i6n sodio (Kanai et al., 2000;
Pfeiffer et al., 1999b; Torrents et al., 1998).

Esta funcion de eflujo de aminoacidos
catiénicos junto con la alta expresion de y LAT-1
en rifion e intestino delgado, sugirid que éste podia
ser el transportador defectivo en la enfermedad
hereditaria Lisinuria con Intolerancia a Proteinas
(LPI). De hecho, se han encontrado mutaciones en
el gen SLC7A47 de pacientes con esta enfermedad
(Borsani et al., 1999; Torrents et al., 1999), como
se describe en el apartado 2.3.2. de esta
Introduccion.

Experimentos posteriores confirmaron la
localizacién basolateral del transportador en
células del tibulo proximal renal y del intestino
delgado siguiendo un gradiente axial decreciente a
lo largo del tubulo proximal (Bauch et al., 2003),
de forma parecida a LAT-2 y b"'AT (Rossier et
al., 1999; Pfeiffer et al., 1999b) (Figura 3).

2.2.4. Y LAT-2(SLC7A46)

y LAT-2 también se encontr6 en las bases
de datos publicas por homologia de secuencia a
LAT-1 (50%). El cDNA se clon6 a partir de
mieloblastos humanos KG-1 (Nagase et al., 1996),
inicialmente con el nombre KIAA0245 (GenBank
ac. No. D87432). y'LAT-2 se expresa
fundamentalmente en cerebro (tanto en neuronas
como en astrocitos), testiculos y glandula parétida
y de forma mas débil en intestino delgado, corazéon
y rifién de raton.

En asociacién con 4F2hc, y LAT-2
induce la actividad de transporte y 'L en oocitos de
Xenopus: transporta aminoacidos basicos de forma
sodio-independiente y neutros de forma sodio-
dependiente, con afinidades en el rango
micromolar (Torrents et al., 1998). A diferencia de
y'LAT-1, que también media un transporte de tipo

y'L, tiene una especificidad de sustrato mas amplia
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en la que se incluyen la arginina, lisina, leucina,

glutamina, histidina, metionina y
sorprendentemente glutamato (Broer et al., 2000).
El transporte tiene una estequiometria de
intercambio de 1:1, igual que los otros miembros

de la familia (revisado en Verrey et al.,, 2004;

Chillaron et al., 2001). Es interesante notar que
y'LAT-2 media una entrada eficiente de varios
aminoacidos neutros y catidnicos (arginina,
leucina, glutamina) mientras el eflujo o salida de
aminodacidos catiénicos (arginina) es mucho mas

eficiente que el de los neutros (leucina, glutamina).

AA* Cssc AA°

Sistema b%+ Sistema B°

Sistema L

Sistema y*L f
AA*

Figura 3. Modelo de reabsorcion renal de cistina y de aminoacidos neutros y

basicos. El heterodimero rBAT/b0,+AT se expresa en la membrana apical de las clulas epiteliales renales y
media la captacion de cistina (CssC) y aminoacidos basicos (AA+) acoplado a un intercambio de aminoacidos
neutros (AAO) (sistema b0,+), que entran e la @lula junto con sodio a través del transportador apical
recientemente identificado, BOAT-1 (sistema B0) . La cistina se reduce a cisteina (Cys) en una reaccion
asociada a la oxidacién de glutatién. Los aminoacidos basicos son liberados al exterior celular a través de la
membrana basolateral por 4F2hc/y+LAT-1, acoplados a la entrada de aminoacidos neutros y sodio (sistema
y+L). El heterodimero 4F2hc-LAT-2, también de localizacion basolateral, intercambia aminoacidos neutros
(sistema L). Se ha demostrado en clulas OK que la direccién de este intercambio favorece la salida neta de
cisteina y la entrada neta de alanina, serina o treonina . Otro transportador (T) en la membrana basolateral,
todavia por identificar, debe ser responsable de la slaida neta de aminoacidos neutros. Adaptado de .Los
aminoacidos neutros entran junto con sodio al interior celular a través de un transportador (T AAQ) situado en
la membrana apical todavia no identificado. En las células OK knock down para LAT-2, cuando se encuentran
con una concentracion de aminoacidos similar en ambas caras del epitelio, la direccién del intercambio
favorece la salida neta de cisteina y la entrada neta de alanina, serina. Un transportador T en la membrana
basolateral de estas @lulas debe ser responsable de la salida neta de aminoacidos neutros. El sistema de
transporte responsable de esta salida todavia no se ha identificado.
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Aunque el papel fisiolégico de este
transportador todavia no esta claro, podria estar
implicado en la transferencia de arginina y
glutamina en el cerebro y otros tejidos (Broer,

2002).

2.2.5. b"AT (SLC749)

El transportador B"'AT fue identificado,
una vez mads, por homologia de secuencia con el
resto de miembros de la familia LSHAT clonados
anteriormente  (Chairoungdua et al., 1999
Feliubadal6 et al., 1999; Pfeiffer et al., 1999a). El
mRNA de b™"AT se expresa en rifién e intestino
delgado y en menor medida, ex corazén, higado,
placenta y pulmoén (revisado en Wagner et al.,
2001). Por estudios de inmunolocalizaciéon en
riidon se sabe que b**AT se encuentra en la
membrana apical de las células del tubulo proximal
pero que sus niveles de expresion decrecen desde
el segmento S1 al segmento S3 (Rajan et al.,
2000a; Chairoungdua et al., 1999; Pfeiffer et al.,
1999a), del mismo modo que YLAT-1 y LAT-2
(Bauch et al., 2003; Mizoguchi et al., 2001).

b®*AT interacciona con rBAT para
constituir el transportador funcional b AT/rBAT,
asociado a un sistema de transporte descrito
anteriormente como b '-like: transporte sodio-
independiente de alta afinidad (K., aparente <50
uM) para aminodcidos bésicos y cistina, 'y
transporte de menor afinidad (K, aparente >300
uM) para aminoacidos neutros, mediado por un
mecanismo de intercambio obligatorio 1:1
(Feliubadal6 et al., 1999).

Existe una asimetria por la afinidad del
sustrato a ambos lados de la membrana que, en
condiciones fisiologicas, favorece la entrada de
cistina (rapidamente reducida a cisteina) y
aminoacidos dibasicos mientras promueve la salida
de aminoacidos neutros (Reig et al., 2002). En la
Figura 3 se describe el papel de b*"AT/ABAT en la
reabsorcion renal de aminoacidos.

Mutaciones en el gen SLC749 causan
cistinuria de tipo no-I (Feliubadal6 et al., 1999)
que, a diferencia de la cistinuria de tipo I causada
por rBAT (apartado 2.1.1), tiene cierto grado de

dominancia ya que los heterocigotos pueden tener

Introduccion

un fenotipo similar al de los homocigotos (Dello
Strologo et al., 2002) (apartado 2.3.1).

Los patrones de expresion opuestos a lo
largo del tubulo proximal de b>*AT y rBAT han
sugerido la posibilidad de que ambas proteinas, in
vivo, pudieran interaccionar con otras subunidades
(Chairoungdua et al., 1999; Pfeiffer et al., 1999a).
Sin embargo, un trabajo realizado en nuestro grupo
demuestra, por experimentos de co-precipitacion,
que b®*AT heterodimeriza exclusivamente con
rBAT en membranas de brush border (donde se
localizan in vivo) (Fernandez et al., 2002). Por otro
lado, por inmunoprecipitaciones cuantitativas, se
demuestra que la expresion de rBAT supera
ampliamente la de AT, apoyando la hipdtesis
de la existencia de otra subunidad ligera que
pudiera heterodimerizar con rBAT y que tuviera un
patron de expresion similar (Fernandez et al,
2002).

2.2.6. xCT (SLC7AII)

La clonacion de xCT, patrén de expresion
tisular, caracteristicas  de  transporte y
determinacion de la  topologia 'y  otros
determinantes estructurales se describen en los

capitulos Resultados y Discusion de esta tesis.

2.2.7. asc-1(SLC7A410)

asc-1 (asc-type aminoacid transporter-1)
fue identificado por homologia de secuencia con
LAT-2 (66%) a partir de una libreria de cDNA de
raton (Fukasawa et al., 2000). El mRNA de asc-1
se expresa fundamentalmente en cerebro y rifidn, y
en menor medida en pulmdn, intestino delgado,
corazon, higado y placenta. En asociacion con
4F2hc media un transporte sodio-independiente de
aminoacidos neutros pequefos, como glicina, L-
alanina, L-serina, L-treonina, L-cistina, acido a-
aminoisobutirico y B-alanina. El heterémero asc-
1/4F2hc también  transporta  D-isdmeros,
incluyendo Dserina con una alta afinidad. Este
transportador es el unico de la familia que, aun
actuar preferentemente como un intercambiador,

no es un intercambiador obligatorio y puede
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transportar aminoacidos en una sola direccion
(Pineda et al., 2004a; Fukasawa et al., 2000). Estas
caracteristicas de transporte corresponden con las
descritas anteriormente para un subtipo de
transporte asc en limfocitos de sangre periférica
(Albi et al., 1994).

Fisioldégicamente, la relevancia de asc-1
todavia estd por determinar. El hecho que
transporte D-serina, un putativo modulador
endogeno de los receptores NMDA de glutamato,
le atribuye cierta implicacion en la regulacion de la
transmision sindptica (Nakauchi et al., 2000). En
rifidén, se habia sugerido su posible implicacién en
la reabsorcion renal de  cistina/cisteina,
proponiéndose como gen adicional de cistinuria
(Leclerc et al., 2001). Un trabajo reciente realizado
en nuestro grupo (Pineda et al., 2004a) descarta
esta posibilidad y propone que asc-1 podria ser el
responsable de los flujos basolaterales de los
aminodcidos neutros pequefios entre las células del
epitelio tubular y el vasa recta durante el reciclaje
de aminoacidos, implicando a asc-1 en la
regulacién y adaptaciéon osmética (Pineda et al.,
2004a). En esta direccion, el analisis del gen de
asc-1 revela la presencia de motivos TonE
(Tonicity response Enhancers), relacionados con el
aumento de la transcripcion en respuesta a
situaciones de hipertonicidad (Handler and Kwon,
2001).

2.2.8. asc-2(Sle7al2)

La clonacién de asc-2, inicialmente
llamada PK, patron de expresion e intento de
caracterizacion funcional, se describen en el

capitulo de Resultados de esta tesis.

2.29. AGT-1

La clonacion de AGT-1, inicialmente
llamada PW, patron de expresion e intento de
caracterizacion funcional, se describen en el

capitulo de Resultados de esta tesis.
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2.3. Aminoacidurias hereditarias

La pérdida de funcion en alguno de los
miembros de la familia de transportadores
heteroméricos de aminoacidos o HATSs resulta en
fallos en la reabsorcion de aminoacidos en rifién e
intestino, conocidos como cistinuria y lisinuria con
intolerancia a proteinas, respectivamente. La
primera, genéticamente asociada a AT y tBAT

y, la segunda, a y 'LAT-1.

2.3.1. Cistinuria

La cistinuria es una enfermedad
autosdémica recesiva, con una incidencia media de
1 de cada 7000 nacimientos (Chillaron et al.,
2001), aunque varia considerablemente entre
poblaciones. La enfermedad estd causada por un
defecto en el transporte de cistina y aminoacidos
dibésicos a través de la membrana apical de las
células epiteliales del tabulo proximal enal y del
intestino delgado. Aproximadamente el 99% de los
aminoacidos filtrados en el glomérulo se
reabsorben mediante mecanismos de transporte
localizados en la membrana apical de las células
epiteliales del tubulo proximal (Silbernagl, 1988).
Los pacientes cistinturicos excretan cantidades de
cistina que oscilan entre el 50 y 200% del filtrado
glomerular. Cuando la cistina llega al tubulo
colector, donde la orina tiene un pH acido, ésta
precipita debido a su baja solubilidad, formando
calculos en el rifion que producen obstruccion,
infeccion y, en ultimo lugar, insuficiencia renal. La
manifestacion clinica de la enfermedad es la
urolitiasis de cistina (Palacin et al., 2001b). La
cistinuria representa el -2% de todas las litiasis
renales y un 6-8% en casos pediatricos.

El tratamiento de la enfermedad esta
dirigido a favorecer la dilucién de la cistina y de
los calculos: se recomienda control dietético,
minimizando la ingesta de metionina (precursor de
cisteina), y entradas abundantes de liquidos y de
alcalinizantes de la orina como el bicarbonato
sodico y el citrato de potasio (Dent and Senior,
1955). En cuanto al tratamiento farmacoldgico, se

han utilizado compuestos sulfhidrilo, como la D



penicilamina (Crawhall et al., 1963) o a-
mercaptopropionilglicina  (King, 1968), que
reaccionan con la cistina, forman compuestos mas
solubles y previenen su cristalizacion, aunque
presentan efectos secundarios como fiebre,
erupciones cutaneas y proteinuria. Normalmente se
combinan varios métodos para una prevencion
efectiva (Joly et al., 1999).

Se han establecido dos tipos de cistinuria:
la de tipo I (MIM 220100) y la de tipo no-I (MIM
600918) (revisado en Chillaron et al., 2001;
Palacin et al., 2000). Los heterocigotos de
cistinuria de tipo I no presentan manifestaciones
clinicas de la enfermedad, mientras en los
heterocigotos de cistinuria de tipo no-I presentan
un fenotipo variable con distintos niveles de
hiperexcrecion en orina de cistina y aminoacidos
dibéasicos.

La cistinuria de tipo I estd asociada a
mutaciones en el gen que codifica para rBAT
(SLC3A1). Se han identificado mas de 60
mutaciones distintas para rBAT: mutaciones
nonsense, missense, de lugar de splicing, de
frameshift 'y deleciones. La mutacion mas
frecuente es M467T, asociada a un defecto de
trafico (Chillarén et al., 1997).

La cistinuria de tipo no-I, esta asociada a
mutaciones en el gen que codifica mra B AT
(SLC749). El Consorcio Internacional de
Cistinuria (ICC) ha identificado 35 mutaciones
diferentes en este gen, (Font et al., 2001). La
mutacion mas frecuente (25%) es G105R, asociada
a un problema en la estabilidad de la proteina (Font
etal.,2001).

Un analisis reciente del fenotipo de
pacientes heterocigotos portadores de mutaciones
en el gen SLC7A49, demuestra que la excrecion de
aminoacidos es normal en un 14% de bs casos
(Dello Strologo et al., 2002). Estos resultados han
obligado al ICC a establecer una nueva
clasificacion para la enfermedad: i) cistinuria de
tipo A, en la que los pacientes presentan
mutaciones en los dos alelos del gen SLC341 y los
heterocigotos presentan excrecién de aminoacidos
normal; ii) cistinuria de tipo B, en la que los
pacientes presentan mutaciones en ambos alelos

del gen SLC749 y los heterocigotos muestran
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generalmente  hiperexcrecion de cistina y
aminoécidos basicos (sdlo el 14% de los casos la
excrecion es normal); y iii) se propone la posible
existencia de cistinuria de tipo AB, en la que los
pacientes presentarian una mutaciéon en el gen
SLC3A41 y otra en el gen SLC7A9, aunque no se ha
encontrado ningun caso todavia (Dello Strologo et
al., 2002).

2.3.2. Lisinuria con intolerancia a proteinas
(LPD)

La LPI es una enfermedad autosémica
recesiva poco frecuente (se conocen ~200 casos)
causada por un defecto en el transporte de
aminodcidos dibasicos a través de la membrana
basolateral de las células epiteliales del tubulo
renal y del intestino delgado (Simell, 2001). Su
incidencia mayor es en la poblacion finlandesa
(1/60000), con un ~40% de los casos descritos
(revisado en Palacin et al., 2004; Chillaron et al.,
2001; Palacin et al., 2000).

La enfermedad se caracteriza por una
absorcion intestinal reducida, excrecion renal
aumentada, concentraciones en plasma bajas de
aminoacidos  dibésicos, aciduria ordtica y
disfuncion del ciclo de la urea por falta de
sustratos, resultando en hiperamonemia (Simell,
2001). Otras manifestaciones clinicas incluyen
vomitos, diarrea, retardo en el desarrollo
(provocado por deficiencia del aminoacido
esencial lisina), hepatomegalia, episodios de coma
hiperamonémico y osteoporosis. También se han
descrito casos de proteinosis alveolar (Simell,
2001; Santamaria et al., 1996), aunque se
desconoce el mecanismo patogénico que lo
provoca (Palacin et al., 2004).

El tratamiento de la LPI se dirige a la
correcion del defecto funcional del ciclo de la urea
para evitar los episodios de hiperamonémia. Esto
puede conseguirse mediante la administracion de
citrulina, un aminodcido neutro que puede
metabolizarse a arginina y ornitina, aportando
intermediarios al ciclo de la urea (Carpenter et al.,
1985). Por otro lado, la desnutricion provocada por

la deficiencia del aminoacido esencial lisina se
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puede corregir con la administracion de acetil-
lisina, un andlogo de la lisina que permite
aumentar la concentracion plasmatica de este
aminoacido a pesar de su poca disponibilidad y
consiguiente alto precio (Rajantie et al., 1983).

La enfermedad estd causada por
mutaciones en el gen que codifica para yLAT-1
(SLC7A47), aunque otros factores ademas de éste
deben tener alguna implicacion debido a la gran
variedad de manifestaciones clinicas que se han
descrito. Se han encontrado 31 mutaciones
diferentes en dicho gen (Shoji et al., 2002; Kamada
et al., 2001; Palacin et al., 200la), aunque la
poblacion finlandesa afectada presentan una
mutacion fundadora (IVS6-2AT) que altera un

lugar de splicing creando una proteina truncada.

Al inicio de esta tesis, el boom de la era de
la clonacion empezaba a decaer. Las bases de datos
publicas contenian practicamente la totalidad de las
secuencias de los genomas conocidos y la
identificacion de nuevas proteinas era cada vez
menos evidente. La proteémica estaba emergiendo
con fuerza como un nuevo campo de conocimiento
dirigido a la caracterizacion estructural y funcional
del conjunto de proteinas de un organismo. En este
contexto, aunque la identificacion de nuevos
miembros de la familia HAT no ha concluido, el
interés de nuestro grupo de investigacion empezo a
orientarse hacia: i) el conocimiento de las
relaciones estructura-funcion y de la estructura
tridimensional de los transportadores HAT; ii)
genomica funcional; y iii) conocimiento de los
mecanismos fisiopatologicos responsables de las
enfermedades cistinuria y lisinuria con intolerancia
a proteinas. Parte de los resultados presentados en
esta tesis se engloban dentro del primer punto, por
lo que a continuacion se dedica un apartado de la

Introduccidn a tratar este tema.
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3. Caracteristicas estructurales de
los transportadores

Las proteinas de membrana, entre las que
se encuentran los transportadores de aminoacidos,
representan el 20-30% de los genes de un genoma
(Fleming, 2000; Stevens and Arkin, 2000; Wallin
and von Heijne, 1998). Su importancia en la
industria farmacéutica es enorme; constituyen
~70% de las dianas terapéuticas (Wu and Yates,
2003). Sin embargo, menos del 1% de las proteinas
de estructura conocida son proteinas integrales de
membrana (Wu and Yates, 2003).

La cristalizacion por rayos X es la técnica
mas poderosa para la determinacion estructural de
una proteina porque da informacién a nivel
atéomico. Pero la obtencion de cristales de una
proteina de membrana es extremadamente dificil,
principalmente por dos motivos: i) su cardcter
amfipatico (compuestas por zonas altamente
hidrofobicas en contacto con los fosfolipidos y
zonas hidrofilicas en contacto con la fase acuosa a
ambos lados de la membrana) (Ostermeier and
Michel, 2004); y ii) las bajas concentraciones a las
que se encuentran en los tejidos obliga a sobre-
expresarlas en grandes cantidades, proceso costoso
en muchas ocasiones (Tate, 2001). A pesar de los
avances en las técnicas de produccion y
purificaciéon proteicas, las estructuras de alta
resolucion conocidas de transportadores y canales
corresponden a  organismos  bacterianos,
fundamentalmente E.coli (revisado en Dahl et al.,
2004; Doyle, 2004).

En la Tabla 3 se presentan los
transportadores y canales con estructura 3D
publicada, el organismo de origen, el método
utilizado para su determinacion y la referencia del
trabajo. Se confirma la estructura en a-hélice de los
dominios transmembrana, sugerida en numerosos
estudios previos (Dahl et al, 2004), y su
flexibilidad conformacional, llevando a cabo
movimientos sustanciales durante el proceso de
translocacion (Jiang et al., 2003a; Jiang et al.,

2003b). En la Figura 4 se detalla un ejemplo.



Tabla 3. Estructuras tridimensionales de alta resolucion
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Proteina Organismo Método Resolucion Referencia
NhaA
) a E. coli ECM 7-14 A (Williams, 2000)
(antiporter Na*/H*)
oxIT
X 0. formigenes ECM 12 R (Hirai et al., 2002)
(oxalato)
Transportadores Multi-drug resistentes
. (Ubarretxena-Belandia et
EmrE E. coli ECM 7R
al., 2003)
Células
MDR1 P-gp ovaricas de ECM 10 A (Rosenberg et al., 2001)
hamster
Transportadores MFS (Major Facilitator Superfamily)
LacY (lactosa) E.coli Rayos X 3.5 (Abramson et al., 2003)
GIpT (G-3-P) E.coli Rayos X 3.3A (Huang et al., 2003)
Transportadores de eflujo acoplados a H*
3.5AR Murakami et al., 2002
AcrB E.coli Rayos X (Murakami et a )
3.7 8 (Yu et al., 2003)
Transportadores ABC (ATP-Binding Cassette)
MsbA (flipasa) E.coli Rayos X 4.5A (Chang and Roth, 2001)
BtuCD
o E.coli Rayos X 3.2A (Locher et al., 2002)
(Vitamina B;53)
Aquaporinas y similares
AQP1 Células sanguineas ECM 38R (Murata et al., 2000)
humanas (Ren et al., 2001)
Células sanguineas
AQP1 (canal) ulas sangul Rayos X 2.2 R (Sui et al., 2001)
bovinas
GlpF E. coli Rayos X 2.2 R (Fu et al., 2000)
Aquapoprina Z E. coli Rayos X 2.5 A (Savage et al., 2003)
Canales de Potasio
KirBac 1.1 B. pseudomallei Rayos X 3.6 A (Kuo et al., 2003)
KcsA S. lividans Rayos X 3.2A (Doyle et al., 1998)
K,AP A. pernix Rayos X 3.24 (Jiang et al., 2003a)3)
M.
+ .
MthK (Ca*-dep) thermoautotrophicum  R2Y0S X 3.34 (Jiang et al., 2002)
Canales de Cloro
CIC E. coli Rayos X 3.0 (Dutzler et al., 2002)
CIC S. typhimurium Rayos X 3.5 (Dutzler et al., 2002)
Canales i6nicos mecanico-sensibles
MscS E. coli Rayos X 3.94 (Bass et al., 2002)
MscL M. tuberculosis Rayos X 3.54 (Chang et al., 1998)

ECM: Microscopia Crio-electrdnica (Electron Cryo Microscopy). Adaptado de (Dahl et al., 2004).
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La dificultad de obtener cristales de
proteinas integrales de membrana ha obligado a
desarrollar estrategias alternativas, menos precisas,
para los estudios de estructura-funcion (revisado en
Sorgen et al., 2002; Kaback et al., 2001; Coutre
and Kaback, 2000). Actualmente, algunas de estas
estrategias permiten obtener patrones de difraccion
de resoluciones altas que hacen pensar en un futuro
proéximo mas fructifero. En este contexto, también
se han desarrollado un elevado numero de
programas computacionales de prediccion de
topologia a partir de la secuencia de la proteina de
interés o del alineamiento por homologia de los
miembros de una familia (Krogh et al., 2001,
Tusnady and Simon, 1998; Hirokawa et al., 1998;
Persson and Argos, 1997) (capitulo de Materiales y
Meétodos). Las predicciones, aunque muy utiles y
de acceso inmediato, no siempre alcanzan los
niveles de precision deseados o incluso han
resultado ser incorrectas en algunos casos (p.ej.
canal de cloro CIC, (Dutzler et al., 2002). Un
informe reciente que ha evaluado el nivel de

fiabilidad de estos programas basandose en

estructuras de proteinas determinadas
experimentalmente, afirma que incluso los mejores
programas sélo llegan a predecir correctamente
alrededor del 60% de las estructuras (Ikeda et al.,
2003; Ikeda et al., 2002; Chen et al., 2002; Moller
etal., 2001).

La evidencia experimental, aiin con sus
limitaciones tratindose de proteinas de membrana,
es la forma mas fiable de obtener informacién de
las  relaciones  estructura-funciéon.  Existen
diferentes  aproximaciones  bioquimicas  de
resolucion grosera pero que aportan informacion
valiosa a la espera de la obtencion de cristales:
estudios de topologia, de interaccion entre hélices,
del estado de oligomerizacion, busqueda de
residuos clave, etc. La combinaciéon de
aproximaciones permite obtener una vision global
de la organizacidn estructural de la proteina.

En esta tesis se ha abordado la
determinacion experimental de la topologia de la
subunidad ligera xCT, presentada en el capitulo
Resultados y Discusiéon de esta memoria. A

continuacion se describen brevemente las

Figura 4. Estructura del canal de potasio dependiente de voltaje K ,AP. A. Vista
del canal tetramérico, aislado de Aeropyrum pernix (Jiang et al., 2003), desde el interior celular y mirando
hacia el exterior. Las a-hélices representan los segmentos S1-S6 (en colores diferentes para identificar cada
mondmero), incluyendo el dominio P. Alrededor del canal (en verde) se encuentran los fragmentos de unién
al anticuerpo (Fabs) utilizado para favorecer la cristalizacion del complejo tetramérico, forzando la adopcion
de una estructura menos dinamica. B. Clasica vision (pre-cristalizacion) de los segmentos transmembrana
de una de las subunidades de un canal de potasio dependiente de voltaje. El diagrama estd basado
basicamente en el analisis de perfiles de hidrofobicidad. El canal completo esta formado por cuatro de estas
subunidades. Extraido de la revision (Ashcroft et al., 2004).
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estrategias mas usadas y que han resuelto con éxito

su prop@sito.

3.1. Meétodos de determinacion de
topologia

En la determinacion de la topologia se
pretende definir el numero de segmentos
transmembrana que conforman la proteina a partir
de la orientaciéon de los /oops hidrofilicos que se
encuentran entre los segmentos, incluyendo los

extremos N y C terminales.

3.1.1. Insersion de puntos de N-glicosilacion

La estrategia consiste en introducir puntos
de N-glicosilacién en la secuencia de la proteina y
comprobar posteriormente si ésta se ha producido
o no. Teniendo en cuenta que la Nglicosilacién
ocurre en la cara luminal del reticulo
endoplasmatico, es un método adecuado so6lo para
la determinacién de los dominios extracelulares.

Si la proteina de interés presenta puntos
de glicosilacion nativos, se recomienda eliminarlos
(p.€j. sustituyendo los aspartatos de las secuencias
NX(S/T) por asparaginas) y comprobar
posteriormente que no comporta una pérdida de
funcion. Este es el punto de partida para la
insersidon de puntos consenso de N-glicosilacion en
los putativos loops hidrofilicos extracelulares.

Se comprueba la funcionalidad de los
mutantes, se expresan en un sistema heterélogo,
reservando un grupo en el que se inhibe la N
glicosilacién con tunamicina o bien tratando la
muestra posteriormente con endoglicosidasa F, y
se recupera el extracto proteico. Para determinar si
la Nglicosilacion ha tenido lugar, se corren las
muestras en un gel de electroforesis, dejando que
se separen largamente. Si la proteina de interés
presenta una movilidad electroforética mas baja
que en ausencia de N-glicosilacion (o en las
muestras tratadas con endo F), se puede asumir que
el lugar de N-glicosilaciéon creado es,
efectivamente, extracelular. Pueden darse falsos

negativos por impedimentos estéricos, ya que la
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capacidad de glicosilaion es criticamente
dependiente de su posicién en el loop. Esto lleva a
hacer varias insersiones independientes en una
misma zona.

Este método se ha aplicado con éxito en el
estudio de los transportadores  GAT-1
(Golovanevsky and Kanner, 1999) y GLYT-1
(Olivares et al., 1997).

3.1.2. Accesibilidad a cisteinas mediante
reactivos sulfhidrilo

Esta técnica, también conocida como
SCAM (Sustituted Cysteines Acessibility Method),
fue desarrollada inicialmente por M.H. Akabas
(revisado en Karlin and Akabas, 1998). La
estrategia consiste en introducir cisteinas
individuales en distintas posiciones de la proteina
de estudio y testar la accesibilidad de estas
cisteinas utilizando reactivos tiol-especificos (Seal
et al., 1998). Existe una gran variedad de reactivos:
permeables, impermeables y unidos a biotina.
Estos ultimos pueden detectarse facilmente con
estreptavidina-peroxidasa. En el capitulo de
Materiales y Métodos de esta memoria se describe
la técnica detalladamente.

Esta técnica es quizds la mas ampliamente
utilizada y la que se ha aplicado al estudio de la
topologia de xCT (Resultados y Discusion de esta
memoria). Se encuentran numerosos ejemplos de
su aplicacion en receptores, como el de la
acetilcolina  (Akabas et al., 1992); canales, como
el de potasio (Pascual et al, 1995); y
transportadores, como el de glutamato GLT-1
(Grunewald et al., 1998).

3.1.3. Fusion con genes de actividad

enzimatica

Esta técnica de insercién de genes,
también llamada de sandwich, fue descrita
inicialmente por Ehrmann (Ehrmann et al., 1990)
para determinar la topologia de proteinas de
membrana como una variante mas precisa de la
clasica fusion “end to end” (revisado en Doi and
Yanagawa, 1999; Clark, 1998). La estrategia
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consiste en insertar en pauta una proteina reporter,
como puede ser la fosfatasa alcalina (PA), en
varios loops celulares de la proteina de interés. La
fosfatasa alcalina es activa en el periplasma de la
bacteria, donde reside normalmente, pero inactiva
cuando se localiza en el citoplasma. El nivel de
actividad de la PA es indicativo de su localizacion:
cuando la inserciébn se produce en un loop
extracelular, la actividad enzimatica es alta y
facilmente detectable; si la insercion tiene lugar en
una zona intracelular, la actividad PA detectada es
muy pequeia o negligible.

El hecho que la proteina de fusion
contenga la totalidad de la secuencia de la proteina
de estudio la hace una técnica atractiva de aplicar.
Sin embargo, la construcciéon de estas fusiones
puede resultar relativamente complicada ya que no
todos los lugares son igual de favorables para las
inserciones. Un disefio inadecuado a menudo
conlleva la desestabilizaciéon de la proteina y su
inactivacion (Doi and Yanagawa, 1999).

La técnica puede nejorarse combinando
otro enzima bacteriano, la B-galactosidasa (Clark,
1998). En este caso, la B-galactosidasa (LacZ)
tiene propiedades complementarias a las de la PA:
es activa en el citoplasma, donde se encuentra,
pero inactiva en el periplasma. Esta
complementariedad permite a cada loop ser
doblemente asignado en su localizacion.

Existen multiples ejemplos en los que se
ha aplicado este método en proteinas de
membrana: el receptor humano B2-adrenérgico
(Lacatena et al., 1994), el receptor humano de la
vasopresina V2 (Schulein et al., 1996), el dominio
N-terminal de Mdrl Multi-drug resistance) (Bibi
and Beja, 1994), el componente hidrofébico del
transportador KpsM de la superfamilia ABC
(Pigeon and Silver, 1994), y numerosos
transportadores de aminodcidos bacterianos
(Cosgriff and Pittard, 1997; Pi and Pittard, 1996;
Ellis et al., 1995; Sarsero and Pittard, 1995).

3.1.4. Union a epitopos de anticuerpos

Esta técnica es parecida a la descrita

anteriormente. En este caso la proteina de interés
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se fusiona con el epitopo de reconocimiento de un
anticuerpo comercial en las distintas zonas a
localizar (Anand, 2000). Las fagged-proteinas se
expresan en un sistema heterdélogo y se analiza la
accesibilidad del epitopo por incubacion con el
anticuerpo especifico, antes y después de
permeabilizar las células con algun detergente
(p.ej. Triton-X-100). La deteccion de la sefial tiene
lugar, generalmente, por inmunofluorescencia.
Cuando la sefial se detecta solo después de la
permeabilizacion de las células, es indicativo de
una localizacién intracelular. Algunas veces, la
zona circundante a la insercion del epitopo puede
limitar o restringir el acceso del anticuerpo, o
incluso que la inserciéon no sea tolerada y el
plegamiento final de la proteina no sea el
adecuado. Generalmente, los extremos N y C-
terminal de las proteinas son los que mejor toleran
estas inserciones (localizacion de los extremos de
la proteina xCT, capitulo de Resultados de esta
memoria).

Recientemente se ha publicado un método
de permeabilizaciéon exclusiva de membranas
plasmaticas, permaneciendo intactas el resto de
membranas intracelulares, y limitando el acceso
del anticuerpo a los epitopos citosdlicos (Mardones
and Gonzalez, 2003). La técnica consiste en
congelar-descongelar las células fireeze-thawing)
seguido de una rapida fijacion. Esta indicada para
la determinacion de la topologia de proteinas de
membrana intracelulares localizadas en
compartimentos como el reticulo endoplasmatico,
lisosomas, peroxisomas, Golgi o nucleo (Mardones
and Gonzalez, 2003).

3.1.5. Digestién enzimatica por proteasas

Vuelve a ser una variante de la técnica de
fusiéon. Se introduce en pauta de lectura, en
distintas localizaciones de la proteina de interés,
los 144 aminoacidos del extremo Gterminal de la
proteina secretora  prolactina. También puede
usarse la proteina B-lactamasa (Cartwright and
Tipper, 1991) o la cloramfenicol acetiltransferasa
(Xie et al., 1996). La determinaciéon de la

orientacion del epitopo tiene lugar por ensayos de



proteccion de digestion enzimatica con proteasas.
Las cadenas proteicas nacientes en el reticulo
endoplasmatico (RE) estan orientadas de forma
que los dominios extracelulares se encuentran en el
lumen del RE, mientras los dominios citosolicos se
encuentran en la cara citosolica del RE. La
exposicion de estas cadenas a proteinasa K en
vesiculas de membranas de RE resulta en la
digestion de los dominios citosolicos expuestos,
mientras los dominios en el lumen del RE estan
protegidos de tal digestion (Clark, 1998). Dado que
la proteinasa K corta de forma inespecifica, todas
las regiones de la proteina expuestas al citoplasma
estaran sujetas a digestion. Con este método se ha
examinado la topologia de proteinas como la
glicoproteina-P  humana (MDRI1) (Skach and
Lingappa, 1994), el receptor de glutamato GIuR3
(Bennett and Dingledine, 1995), el receptor
nicotinico de acetilcolina (Chavez and Hall, 1992)
y el transportador GAT-1 (Clark, 1997).

3.2. Hacia la estructura-funcion de los

transportadores de la superfamilia APC

La superfamilia APC (Amino
acid/Polyamine/Choline or organoCation family)
es una de las mayores familias de transportadores.
So6lo las superfamilias ABC (ATP Binding
Cassette) y MFS Major Facilitator Superfamily)
tienen mayor nimero de miembros identificados.
Los transportadores de aminoacidos de la familia
HAT (Heteromeric Amino acid Transporters),
objeto de estudio de nuestro grupo de
investigacion, pertenecen a la superfamilia APC
(Verrey et al., 1999). Aunque incluye a miembros
con mecanismos de transporte diferentes,
estequiometrias  variadas 'y acoplamiento a
diferentes iones, existe una importante relacion
filogenética entre ellos (Jack et al., 2000). El arbol
filogenético de la Figura 5, en el que se muestran
algunos miembros representativos, evidencia estas
relaciones evolutivas y muestra la segregacion en
10 clusters que definen 10 familias. Cada una de
las familias presenta una “marca” Unica en su

secuencia pero, sin embargo, todas presentan
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caracteristicas topoldgicas uniformes (o casi
uniformes) que le dan la entidad de superfamilia
(Jack et al, 2000). Los transportadores
heteroméricos de aminoacidos pertenecen a la
familia LAT (familia 8 en la Figura 5), definida
con el nombre del primer miembro identificado.

Los algoritmos de hidrofobicidad, basados
en alineamientos multiples generados a partir de
las secuencias completas de los integrantes de cada
subfamilia, revelan: i) la gran mayoria de los
transportadores APC presentan una prediccion de
topologia de 12 segmentos transmembrana (TMs)
(en concreto, en 8 de las 10 familias), habiéndose
mantenido similares posiciones y longitudes
relativas de los diferentes segmentos y loops a lo
largo de la evolucion (Jack et al., 2000); ii) los
miembros eucariotas de la familia CAT Cationic
Amino acid Transporters) (Devés and Boyd, 1998)
presentan 14 TMs, localizados los dos segmentos
adicionales en el extremo C-terminal de la
proteina; y iii) la familia procariota SGP Spore
Germination Protein) tienen sélo 10 TMs,
provocado por un truncamiento C-terminal que
elimina los TM 11 y 12 (Jack et al., 2000).

Algunas de estas predicciones han sido
comprobadas experimentalmente para miembros
procariotas representativos de la familia APC (Hu
and King, 1998c; Cosgriff and Pittard, 1997; Pi
and Pittard, 1996; Ellis et al., 1995) (apartado
3.2.2.)). En éstos, los extremos N y C-terminal
tienen localizacion citoplasmatica y presentan 12
TMs. Los loops que connectan los TMs 1y 2; 4y
5,9y 10; y 11 y 12 son relativamente cortos
comparados con el resto. Tres de estos loops cortos
son putativamente extracelulares y el cuarto,
putativamente citosolico. El resto de loops parecen
tener tamafios mas variables y seguramente son
caracteristicos de cada familia. En cualquier caso,
los loops extracelulares parecen tener una medida
media mas corta que los intracelulares. En
resumen, tanto los perfiles de hidrofobicidad como
los tamafios de los loops parecen servir de “marca”
caracteristica o footprint de los miembros de la
superfamilia APC (Jack et al., 2000).
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3.2.1. Relaciones de estructura-funcion en los
miembros de la familia HAT

Los trabajos realizados hasta el momento
para enfocar esta cuestion se pueden dividir en tres
lineas: los dirigidos a la subunidad pesada o
HSHAT (que por su interaccion obligatoria con la
subunidad ligera los incluimos en este apartado a
pesar de no formar parte estrictamente de la
superfamilia APC) (revisado en Chillarén et al.,
2001); los dirigidos a la subunidad ligera o LSHAT
(también revisado en Chillarén ef al., 2001); y los
dirigidos a establecer la estructura cuaternaria del
complejo formado por la unidn de ambas
subunidades, fundamentalmente a través del

estudio de la oligomerizacion.

Gpt1 Ca Uga4 Sce

Aap2 Nc|

Putd4 Sce

10 Agp3 Sce

Lyp1 Sce
Tat2 Sce
Hip1 Sce
Aap3 Sce

Ina1 Tha

GabP Eco
RocE Bsu

LysP Eco

AnsP Eco
AroP Eco

CycA Eco
ProY Eco

Cat1 Afu

YbaT Eco

Cat2 Afu / Y809 Mja

EutP Zmo

PotE Rpr
PotR Rpr

EutP Rer
Orf1 Mba

Subunidades pesadas (rBAT y 4F2hc). Se han
publicado dos estudios basados en deleciones
(Deora et al., 1998; Miyamoto et al., 1996) y uno
en mutaciones (Peter et al., 2000) en el extremo G
terminal de rBAT que sugieren que este extremo es
relevante para la interacciéon con la subunidad
ligera. Los dos primeros se realizaron antes de la
identificacion de las subunidades ligeras y se basan
en la expresion de rBAT en oocitos de X. laevis
que, junto con la subunidad ligera enddgena,
induce actividad de transporte. El trabajo de
Miyamoto (Miyamoto et al., 1996) con rBAT
humano muestra que la delecion 511-685, que

elimina la ultima a-hélice del TIM-barrel, el
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Figura 5. Arbol filogenético de la superfamilia APC. La segregacién de las proteinas da
lugar a 10 clusters que definen 10 familias diferentes (indicadas con un nimero). En el analisis, realizado
con el programa TREE, se han incluido al menos 4 proteinas de cada una de las familias, a excepcién de la
familia GGA (7) donde sélo se han incluido dos miembros. Grupos: 1, familia AAT; 2, familia APA; 3, familia
CAT; 4, familia ACT; 5, familia EAT; 6, familia ABT; 7, familia GGA; 8, familia LAT (Transportadores
Heteroméricos de Aminoacidos); 9, familia SGP; y 10, familia YAT. Las barras representan la distancia
relativa en unidades arbitrarias. Extraido de (Jack et al., 2000).
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dominio C y la cola Gterminal (Figura 6), induce
una actividad de transporte muy disminuida que se
parece a la actividad y'L de 4F2hc. La expresion
de rBAT con deleciones mas largas en el extremo
C-terminal anula cualquier actividad de transporte
de rBAT en oocitos (revisado en Palacin et al.,
1998). Los resultados sugieren que el dominio G
terminal de rBAT es relevante para la interaccion
con la subunidad endogena.

El trabajo de Deora (Deora et al., 1998),
realizado con rBAT de rata, muestra que la
delecion minima 658-683, que elimina las cuatro
ultimas ldminas B del dominio B y la cola C-
(Figura 6),
transporte de rBAT. Los mutantes de la siguiente

terminal elimina la actividad de
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serie de deleciones (588-683, a partir de las seis
ultimas laminas B del dominio B) inducen una
actividad de transporte casi como la de rBAT
completo y con las caracteristicas del sistema b%".
Deleciones mas largas (566-683, eliminacidén de
todo el dominio C; 508-683, eliminacioén a partir
de la ultima a-hélice del TIM barrel) anulan
cualquier induccion de la actividad de transporte.
No hay una razoén evidente que explique la
discrepancia de resultados entre la delecién 508-
683 de rBAT de rata (Deora ef al., 1998) y la 511-
685 de rBAT humano (Miyamoto et al., 1996).
Hay que tener en cuenta que estos experimentos se
realizaron antes de la clonacion de las subunidades

ligeras y podrian interpretarse como diferentes

Dominio C

|V

dominio extracelular con homologia a

glucosidasas de rBAT. El dominio A estd compuesto por 8 cadenas a y B alternadas, formando un
TIM-barrel. El dominio B es mas pequefio y sobresale entre la tercera cadena a y B8 del dominio A. El dominio
C constituye el extremo C-terminal y presenta una estructura en laminas 8 antiparalelas. El esquema esta
basado en los resultados de modelaje molecular obtenidos a partir de los alineamientos de secuencia (R.
Roca, estudios computacionales). Actualmente se esta trabajando en la resolucién de cristales obtenidos del
dominio extracelular de 4F2hc (3. Fort, I. Fita y M. Palacin, trabajo en progreso). Estd representado el

puente disulfuro (S-S) con la subunidad ligera.
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interacciones con las subunidades ligeras
enddgenas del oocito, dependiendo de la delecion.
En trabajos posteriores se confirma el papel
relevante del extremo Gterminal de rBAT en la
interaccion con la subunidad ligera (Peter et al.,
2000). El analisis de las mutaciones de los tres
residuos de cisteina conservados (C664, C671 y
C683 en rBAT de rata), localizados en la cola C-
terminal de rBAT, muestra que la sustitucion
C664A elimina la interaccion de rBAT con su
subunidad b“AT 'y provoca la interaccién
funcional con una putativa subunidad y 'LAT-type.

Estudios paralelos realizados en 4F2hc
(Broer et al., 2001) parecen indicar,
sorprendentemente, que en este caso la asociaciéon
con la subunidad ligera requiere dominios
diferentes dependiendo del tipo de subunidad. Asi,
el trafico a la membrana del heteromero LATI-
4F2hc requiere la cola Nterminal, el TMs y 30
aminodcidos extracelulares, incluyendo el puente
disulfuro y la primera lamina ? del dominio B
(Figura 6). En cambio, el reconocimiento de LAT-
2 y y'LAT-2 requiere el dominio extracelular de
4F2hc completo. A este estudio, se le suma el
realizado por el grupo de Fenczik (Fenczik et al.,
2001), en el que se examina qué dominios de
4F2hc estan implicados en el transporte y cudles en
la regulacion de integrinas. Mediante la
construccion de quimeras, los autores demuestran
que el extremo N-terminal y el segmento
transmembrana de 4F2hc son necesarios para sus
efectos en la funcidén de las integrinas y el trafico
de LAT-1 a la membrana, mientras el dominio
extracelular glucosidasa-like es necesario para la
estimulacién de la actividad de transporte inducida
por LAT-1 (Fenczik et al., 2001). Actualmente, la
cristalizacion del dominio extracelular (y soluble)
de 4F2hc esta en curso en nuestro grupo (J. Fort,
M. Palacin, 1. Fita, resultados en progreso).

La funcibn mas evidente para la
subunidad pesada parece ser ayudar a la subunidad
ligera a llegar a la membrana (Chillarén et al.,
2001). De acuerdo con esta idea, varias de las
mutaciones de cistinuria en rBAT muestran un
defecto de trafico (Saadi et al., 1998; Chillarén et

al., 1997). Recientemente, sin embargo, se ha
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demostrado que una mutacién de cistinuria en
rBAT (R365W) puede modificar las caracteristicas
de transporte del sistema b™" (Pineda et al., 2004b).
La mutacion R365W, localizada en el dominio
extracelular de rBAT, tiene un defecto especifico
en el eflujo de arginina, pero no en su influjo, y no
afecta a las K, aparentes extra e intracelulares de
arginina. Este defecto en el mecanismo de
intercambio podria explicarse por la existencia de
dos vias alternativas de translocacion del sustrato:
una via para influjo y otra para eflujo, la cual es
defectiva en el mutante R365W (Pineda et al.,
2004b).

Subunidades ligeras. Los estudios de estructura-
funcién de las subunidades ligeras son escasos y
estan basados fundamentalmente en el estudio de
mutaciones causantes de lisinuria con intolerancia
proteica, en y'LAT-1, y causantes de cistinuria, en
b**AT. De las 7 mutaciones missense de LPI
descritas (Palacin et al., 2000;Torrents et al.,
1999), dos de ellas han sido analizadas
funcionalmente en oocitos de Xenopus: G54V (en
el putativo TMs 1) y L334R (en el cuarto putativo
loop intracelular). Ambas llegan a la membrana de
los oocitos inyectados con su cRNA, pero no
inducen actividad de transporte (Mykkanen et al.,
2000). El mismo efecto se ha observado en dos
lineas celulares humanas diferentes (Tavoularis et
al., 2003). Estas dos mutaciones, por tanto,
inactivan la funcién del transportador y 'LAT-1.

En cuanto a las 22 mutaciones de un sélo
aminoacido descritas de cistinuria, 17 de ellas
implican residuos localizados en putativos
segmentos transmembrana y el resto, en putativos
loops intracelulares de AT (Chillaron et al.,
2001). Ninguna de las mutaciones se encuentra en
un putativo loop extracelular. Lo mismo ocurre con
las mutaciones missense de LPI mencionadas
anteriormente. De forma similar en otros
transportadores de la superfamilia APC, como
PotE (Kashiwagi et al., 2000; Kashiwagi et al.,
1997) (apartado 3.2.2. de la Introduccion), o de
otras familias, como el transportador de la lactosa
(Poolman et al., 1992; Kaback, 1987) o el de la
tetraciclina (Yamaguchi et al., 1992), los

aminoacidos mas relevantes funcionalmente se



encuentran en los dominios citosélicos de la
proteina. Esta asimetria ha sido interpretada por
Kashiwagi y colaboradores (Kashiwagi et al.,
2000) como la base estructural para proporcionar
una respuesta rapida del transportador a cualquier
cambio en las concentraciones celulares de los
sustratos.

De las mutaciones missense descritas en
b0’+AT, 6 han sido analizadas funcionalmente en
células HeLa en co-expresion con rBAT (Font et
al., 2001). Los efectos sobre la induccion de
transporte varian segun la mutacion, de una caida
total de la actividad (V170M, A354T, GI1O5R,
R333W) a caidas parciales ?750% (A70V, A182T),
pero esta por determinar si se trata de un defecto de
trafico o de una inactivacion del transportador. El
andlisis de las excreciones urinarias de cistina y los
aminodacidos dibasicos arginina, lisina y ornitina en
heterocigotos portadores de estas mutaciones
revela que su severidad es mutacion-especifica
(Font et al, 2001). Es decir, los heterocigotos
portadores de mutaciones que anulan la actividad
del sistema b™" presentan niveles de hiperexecion
altos (8-18 veces por encima de los individuos
control), mientras los heterocigotos portadores de
mutaciones que provocan caidas parciales de la
actividad del sistema b"" estan asociadas a
fenotipos leves (5 veces por encima de los
controles). Si esta correlacion se extiende a
mutaciones menos comunes, se pueden extraer
algunas conclusiones (Font et al., 2001): i) las
mutaciones de B'AT y y'LAT-1 que afectan a
residuos conservados dentro de la familia de las
LSHATSs, resultan en defectos severos en el
transporte de aminoacidos o en fenotipos de
excrecion urinaria severos en los heterocigotos;
mientras mutaciones en residuos no conservados
estan asociados con fenotipos leves (el caso de
comportamientos diferentes para el mutante G63R
podria explicarse por la variabilidad individual);
ii) cuatro mutaciones asociadas a fenotipos severos
descritas en B"'AT o y'LAT-1 se encuentran en
putativos segmentos transmembrana y
corresponden a aminoacidos con cadenas laterales
pequefias (glicina, alanina o serina) en todos los

miembros LSHAT; mientras otras mutaciones
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también situadas en putativos TMs pero con
aminoacidos de cadenas laterales de tamafio
variable, estan asociadas a fenotipos leves.

Recientemente se ha sefialado la
relevancia del tamafio pequefio en las cadenas
laterales (glicina, alanina o serina) en las regiones
de contacto entre hélices a. Residuos altamente
conservados con cadenas laterales pequenas
(glicina o alanina) estan presentes en las zonas de
contacto de las hélices a de los segmentos TM de
la proteina aquaporina-I (AQP-1) (Murata et al.,
2000). Ademas, se ha descrito el motivo
GlyxxxGly (donde x corresponde a cualquier
residuo y Gly puede sustituirse por Ser) como
dominio de asociacion entre hélices a TM (Russ
and Engelman, 2000). En este sentido, las hélices 3
y 6 de la proteina AQP-1 contienen este motivo
(donde Gly puede sustituirse por Ala). De forma
similar, se han encontrado motivos SmxxxSm
(donde Sm corresponde a residuos de cadena
lateral pequefia, ya sea Gly, Ala o Ser) en los TMs
1, 6, 7y 8 de los miembros de la familia LSHAT
(Chillarén et al., 2001). Las mutaciones G259R en
b**AT y G54V en y'LAT-1 implican estos
motivos SmxxxSm de asociacion hélice-hélice en
los TM 7 y 1, respectivamente. La mutacion
G259R esta asociada a un fenotipo urinario severo
en heterocigotos; y G54V, como comentado
anteriormente, estd asociada a un fenotipo de
dramatica pérdida de actividad (Fenczik et al.,
2001;Mykkanen et al., 2000). Esto sugiere que los
residuos con cadenas laterales pequefias, que estan
conservados en los TMs & los transportadores
LSHATs, pueden estar implicados en las
asociaciones hélice-hélice.

Kanai propone un modelo para los lugares
de uniéon de las subunidades ligeras al sustrato
(Kanai and Endou, 2001) (Figura 7). Basandose en
comparaciones de varios compuestos relacionados
con la fenilalanina, como la tirosina, la L-dopa y el
3-O-metildopa,  Kanai  sugiere que la
hidrofobicidad de las cadenas laterales de los
aminodcidos sustratos es un determinante
importante de la interaccion al lugar de union del
transportador LAT-1. El reconocimiento del
sustrato por parte de LAT-1 parece recaer en la

interaccion hidrofébica entre la cadena lateral del
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Figura 7. Modelos propuestos para el lugar de union del sustrato. El reconocimiento
del sustrato propuesto para los transportadores de la familia HAT responsables del sistema L (A), sistema x.
(B) y sistema y+*L (C para aminoacidos basicos, D para aminoacidos neutros) esta compuesto por dos lugares
de unién: uno para el grupo cargado a-amino o a-carboxilo (indicado con los smbolos + y - cercanos al
carbono-a “C"), y otro para la unién de la cadena lateral del aminoacido sustrato (indicado por el rectangulo
unido con una linea). La interaccién hidrofdbica entre el la cadena lateral y el lugar de reconocimiento son
importantes para la especificidad de LAT-1 (A). Se propone que el lugar de unidén de xCT con la cadena lateral
estd equipado para aceptar cargas negativas. El de y*LAT-1, equipado para aceptar cargas positivas. Los
residuos cargados presuntamente implicados en la unién al sustrato estdn indicados con smbolos + y -.

Adaptado de Kanai and Endou, 2001.

aminoacido sustrato y el punto de union del
transportador y, ademas, en el reconocimiento de
las cargas positivas y negativas alrededor del
carbono a (grupos aamino y a-carboxi) (Kanai
and Endou, 2001). Existen muchas variaciones
posibles para las cadenas laterales que cumplen
estos requerimientos, lo que explicaria por qué
LAT-1, y los relacionados estructuralmente LAT-2
y asc-1, exhibe un amplio espectro de selectividad
de sustratos. Para el transportador y'LAT-1, se ha
propuesto que se requiere una carga positiva en la
cadena lateral de los sustratos basicos o bien
aportada por el cation inorgénico monovalente,
como el Na“ o el H', para el reconocimiento del
sustrato (Kanai et al., 2000). En la Figura 7 el
lugar de unién de y'LAT-1 es compatible
basicamente aminoacidos

con cargados

positivamente. Con la ayuda de cationes
inorgdnicos (H', Na" o Li') puede aceptar
aminoacidos neutros (Kanai et al., 2000). Para
xCT, Kanai propone un reconocimiento por carga
negativa, con un lugar de unidén posiblemente
compuesto aminoacidos

por cargados

positivamente para interaccionar con las cargas
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negativas de las cadenas laterales de sus sustratos
(Kanai and Endou, 2001). La longitud de la cadena
lateral del sustrato, es decir, la distancia del
carbono a y la carga negativa en la cadena lateral,
constituiria un determinante importante en la
aceptacion del sustrato por xCT, ya que los
residuos del punto de reconocimiento estarian
situados a wuna distancia determinada. Esto
explicaria que el glutamato y el homocisteato
fueran buenos sustratos de xCT, mientras el
aspartato no lo fuera (Kanai and Endou, 2001). En
cuanto a la cistina, la distancia entre los dos grupos
carboxilo seria la adecuada para ser reconocida
como un anion y transportada por xCT (Resultados
y Discusion de esta memoria). Precisamente la
distancia entre el carbono a y la carga positiva en
el caso de y'LAT-1 también seria el limitador
principal de su espectro de sustratos. El lugar de
reconocimiento de rBAT-b"AT parece basarse en
un principio diferente, ya que presenta un espectro
relativamente amplio de aminodcidos neutros
transportados, ademas de los basicos, sin requerir
la presencia de cationes inorganicos (Kanai and

Endou, 2001).



Estructura cuaternaria del complejo
heteromérico. Un estudio de la actividad b™" en
vesiculas de membranas brush border de intestino
de pollo ha propuesto un mecanismo secuencial
para la unién de sustratos que implica la formacion
de un complejo ternario en el que el transportador
esta unido simultineamente a los sustratos a ambos
lados de la membrana (Torras-Llort et al., 2001).
Las constantes de afinidad para el aminoacido
extracelular son mucho mayores que para el
sustrato intracelular (Reig et al., 2002; Torras-Llort
et al., 2001), sugiriendo un mecanismo ordenado
en el que se une primero al transportador el
aminodacido externo y después, se une el interno.
Un modelo similar ha sido propuesto para el
transportador mitocondrial aspartato/glutamato
(Dierks et al., 1988). Este mecanismo sugirié que
la unidad funcional de rBAT-b"*AT podria ser un
dimero de  heterodimeros (rBAT—b0‘+AT)2.
Evidencias indirectas apoyan esta hipdtesis: i) los
analisis de Western blot realizados en condiciones
no reductoras de muestras provinentes de células
transfectadas o membranas brush border, siempre
detectan rBAT y B"*AT como dos complejos de
130 y 250 kDa (Fernandez et al., 2002); ii) en
condiciones reductoras, b>"AT se detecta como
una banda de 38 kDa y como otra banda de 82
kDa, que podria ser un dimero de la anterior
(Fernandez et al., 2002); iii) cuando rBAT se
sobreexpresa en oocitos de X. laevis (Wang and
Tate, 1995), los analisis de Western blot realizados
en condiciones no reductoras detectan, ademas del
complejo de 130 kDa formado junto a b*"
endogeno, complejos de 180-200 kDa. Los autores
sugieren que debido a la sobreexpresion de rBAT,
estos complejos pueden ser homodimeros de rBAT
que no se detectan en membranas brush border
(Wang and Tate, 1995); y iv) existe un dominio de
cremallera de leucina en el extremo Cterminal de
rBAT, que no se conserva en 4F2hc, que podria
estar implicado en la interaccion con otra proteina,
bien con otra molécula de rBAT, bien con otra
proteina extracelular (Wells and Hediger, 1992;
Bertran et al., 1992b).

Los estudios de oligomerizacién se han
abordado

experimentalmente en nuestro

Introduccion

laboratorio siguiendo dos tipos de técnicas:
estructurales  (co-inmunoprecipitacion y Blue
Native PAGE) y funcionales (mutante dominante
negativo). Los datos que se presentan a
coninuaciéon son resultados preliminares (E.
Fernandez, Tesis Doctoral 2003, y M. Jiménez
Vidal, Tesis Doctoral en preparaciéon). El
transportador rBAT-b""AT apunta a un dimero de
heterodimeros (rBAT-b"'AT),: i) mediante la
técnica de electroforesis Blue Native PAGE se
detecta un complejo estable de ~550 kDa del que
b*"AT forma parte; ii) el tratamiento con SDS y
DTT es capaz de disgregar el supercomplejo de
~550 kDa en un complejo de 250 kDa; iii) b® AT
presenta dos estados de oligomerizacion, indicando
la presencia de dos moléculas en el supercomplejo;
iv) si tenemos en cuenta que las proteinas
politépicas de membrana tienen una movilidad en
Blue Native PAGE que les proporciona un tamafio
que es 1.8 el suyo (Heuberger et al., 2002), este
complejo de ~250 kDa corresponderia a un
complejo de ~139 kDa, que es un tamafio
molecular similar al observado para rBAT-b""AT
cuando se resuelve en SDS PAGE (E. Fernandez,
Tesis Doctoral 2003).

La estructura oligomérica de los
complejos 4F2hc-LAT2 y 4F2hc-xCT, en cambio,
apuntan a que estos transportadores probablemente
se encuentran en la membrana en forma de
monémero (E. Ferndndez, Tesis Doctoral 2003, y
M. Jiménez-Vidal, Tesis Doctoral en preparacion).
Esta estructura cuaternaria diferente sugiere que la
subunidad pesada es la responsable de la estructura

del complejo.

3.2.2. Relaciones de estructura-funcion en

otros miembros de la superfamilia APC

La mayor parte de los trabajos publicados
sobre relaciones estructurales de los miembros de
la superfamilia APC han sido realizados en
transportadores bacterianos, fundamentalmente de
E. coli. A la espera de informacion tridimensional
aportada por técnicas de cristalizacion, estos
estudios ofrecen resultados en la determinacion de

la topologia y la busqueda de residuos clave
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implicados en la funcion de los transportadores de
la familia.

Los modelos de prediccion de estructura
en 12 segmentos transmembrana, con extremos N
y C-terminal intracelulares, han sido comprobados
experimentalmente, siguiendo la estrategia de
fusion con actividades enzimadticas, para los
transportadores bacterianos de lisina LysP (Ellis et
al., 1995), de fenilalanina PheP (Pi and Pittard,
1996), el homoélogo de aminodcidos aromaticos
AroP (Cosgriff and Pittard, 1997), el transportador
de putrescina y ornitina PotE (Kashiwagi et al.,
1997) y, mas recientemente, el de GABA GabP
(Hu and King, 1998c). En ellos también se
mantiene la longitud relativa de los diferentes
loops  (comentado  anteriormente), siendo
especialmente cortos el +2, 9-10 y 11-12 loops
extracelulares, y el 10-11 intracelular.

Dado que los transportadores
pertenecientes a una misma familia presentan
perfiles de hidrofobicidad similares, sus estructuras
secundarias y topologias también se esperan
similares. Con ayuda de los resultados
experimentales obtenidos hasta el momento y el
alineamiento de los miembros de la superfamilia
APC descritos, se puede llegar a un “modelo
consenso” de topologia para toda la superfamilia
(Hu and King, 1998c). En este modelo, presentado
en la Figura 8, ademas de los datos experimentales
y de homologia, se aplican dos limitaciones: i) se
minimiza el numero de residuos cargados
embebidos en los dominios transmembrana; ii) los
espacios o gaps en los alineamientos multiples se
relegan a zonas correspondientes a loops,
basandose en la teoria de que “inserciones” a lo
largo de la evolucion en las estructuras secundarias
(p.¢j. hélices transmembrana) son menos toleradas
que inserciones en los /oops conectivos (Buhr and
Erni, 1993). Apoyan esta idea estudios recientes en
el transportador de la lactosa (lac permease)
(Manoil and Bailey, 1997) y la observacion que los
transportadores eucariotas de la familia APC son
sustancialmente mas largos que sus homologos
bacterianos, presentando esta longitud extra en las

zonas  “insercion-tolerantes” de los loops
hidrofilicos (Hu and King, 1998c).
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Las organizaciones
presentadas para PheP (Pi and Pittard, 1996) y
AroP (Cosgriff and Pittard, 1997) presentan una

region de controversia entre los dominios

topologicas

transmembrana 4 y 5. Mientras la topologia de
PheP maximiza las cargas consignadas al loop
citoplasmatico 4-5, como mantiene el modelo
“consenso”, la topologia de AroP, mas reciente,
minimiza la longitud del loop 4-5 y embebe en el
segmento transmembrana 5 (TMS5) a tres residuos
cargados (E151, E153, KI160), altamente
conservados entre los miembros bacterianos y de
levadura de la familia (Pi et al., 1993;Reizer et al.,
1993). La inserciéon de residuos cargados en un
entorno hidrofébico es energéticamente
desfavorable, sugiriendo una implicacién en la
funcion del transportador o en su estructura
(Kaback, 1996). Se ha
experimentalmente la relevancia funcional de estos
residuos en AroP (Cosgriff and Pittard, 1997): la

sustituciéon individual de cada residuo por un

demostrado

aminoacido neutro como la alanina, anula la
actividad del transportador.

Se reconoce de forma creciente, en
cambio, que las regiones correspondientes a los
loops pueden contener importantes determinantes
de las caracteristicas cinéticas de los
transportadores y de las propiedades de los lugares
de reconocimiento 'y uniéon al  sustrato,
particularmente en los transportadores de GABA
(Hu and King, 1998a; Tamura et al., 1995) y en
otros miembros de la superfamilia APC (Closs et
al., 1997; Closs et al., 1993). En este contexto, se
han identificado tres residuos de glutamato
funcionalmente claves en el transportador
bacteriano de putrescina PotE (Kashiwagi et al,
1997) y localizados en el lado citosolico de la
membrana. Estos residuos, E77 (entre los TMs 2 y
3), E207 (después del TMs 6) y E433 (después del
TMs 12), al ser mutados individualmente a otros
aminoacidos (A, D, N, Q), disminuyeron
significativamente tanto la captacion como el
eflujo de putrescina (Kashiwagi et al., 1997). En
un trabajo posterior, los autores identifican otros
residuos implicados en la funcién de PotE (W201,
W292 y T425; y en menor medida, T78, T90 y
W422), y proponen un modelo de lugar de
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interaccion iodnica de estos residuos con el sustrato
(Kashiwagi et al., 2000).

Hasta el momento no se han encontrado
determinantes estructurales importantes para la
funcién del transportador PotE en los dominios
periplasmicos. El andliss de mutaciones de
residuos acidicos expuestos al espacio extracelular
mostré que ninguno de ellos era esencial para la
actividad de transporte (Kashiwagi et al., 2000;
Kashiwagi et al., 1997). De hecho, los loops
extracelulares de PotE, caracteristica comun a la
mayoria de los miembros de la superfamilia APC
(Jack et al., 2000), son relativamente cortos a
excepcion del loop entre los TMs 7 y 8 (loop 7-8).
Este loop comprende aproximadamente 32
aminoacidos y estd altamente conservado entre las
especies bacterianas, aunque su funcidon es
desconocida. Por su tamafio, se hipotetizd que
podria estar implicado en la interaccién con
componentes periplasmicos o incluso con sustratos
potenciales. Dos residuos de glutamato, E253 y
E272, localizados en este loop, no resultaron
esenciales para la actividad del transportador
(Kashiwagi et al., 1997) pero recientemente, por
estudios de deleciones y mutagénesis, se ha
demostrado que esta zona es necesaria para la
captacion de putrescina por parte de PotE (Minchin
and McCoubrie, 2004). Ademdas, se han
identificado dos residuos, V249 y L.254 (Minchin
and McCoubrie, 2004), esenciales para la funciéon
de transporte y altamente conservados en
homoélogos bacterianos. La valina 249 se localiza
en una region hidrofobica en la perimembrana del
TMs 7, cerca o en la superficie de la bicapa
lipidica, y existe una buena correlacion entre la
hidrofobicidad del aminoacido introducido en esta
posicion y la constante de primer orden (first-order
rate) para la captacion de putrescina (Minchin and
McCoubrie, 2004). Las K,, a excepcion de
V249D, son similares al transportador salvaje,
atribuyéndole mas un papel en la configuracién
estructural de la proteina que en la unidon al
sustrato. El residuo L254 se encuentra en una
region hidrofilica del loop 7-8 y su sustitucion
provoca una caida del 60% en la captacion de
putrescina. El hecho que en el centro de este loop

exista una segunda zona hidrofébica que se predice
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como a-hélice, hace sugerir que parte del loop no
esté expuesto al ambiente acuoso y constituya un
re-entrant loop implicado en el movimiento del
sustrato a través del poro del transportador
(Minchin and McCoubrie, 2004). Anteriormente, el
grupo de Kashiwagi ya habia propuesto que los
loops citoplasmaticos entre los TMs 2-3 y TMs 6-7
podrian entrar a la zona del poro o canal del
transportador para configurar el lugar de union al
sustrato (Kashiwagi et al., 2000) (Capitulo de
Discusion en esta memoria). En esta direccion se
ha publicado un trabajo reciente en el transportador
de prolina PrnB de Aspergillus nidans (Tavoularis
et al.,, 2003) en el que se identifican residuos
relevantes en estas zonas: 1119 y G120 al final del
loop que connecta con el TMs 3, F278 antes del
TMs 7, y K245 y F248 en el TMs 6. Estos dos
ultimos parecen estar directamente relacionados
con la funcién del transportador y/o la unién al
sustrato (Tavoularis et al., 2003).

Otra zona relevante en los transportadores
de la superfamilia APC es la hélice 8 y el loop
citoplasmatico contiguo (Jloop 8-9). Esta zona
contiene el CAR (Consensus Amphipatic Region),
recientemente descrita en una multitud de
transportadores y que incluye a los numerosos
homologos de GabP de la superfamilia APC (Hu
and King, 1998a) y en los transportadores
cationicos de raton (MCAT) (Closs et al., 1993).
Se ha sugerido que el CAR podria estar implicado
en el paso de translocacion del sustrato debido a
que contiene elementos (firma de cisteinas en
GabP) que afectan a la velocidad de los cambios
conformacionales asociados a dicha translocacion
(Hu and King, 1998b). Se ha demostrado que la
mutacién de residuos en la cara polar de una
ventana de 20 aminoacidos del CAR (exactamente
el nimero necesario para atravesar la membrana)
es altamente deletéreo para la funcion del
transportador de GABA GabP y define la zona SPS
(Sensitive Polar Surface) (Hu and King, 1998c).
Dado que los segmentos amfipaticos parecen
capaces de hacer movimientos transitorios dentro y
fuera de la membrana (Slatin et al., 1994; Qiu et
al., 1994), la zona CAR podria aportar la base para
un mecanismo de catalisis de “barrera movil”
(Henderson, 1991). Los estudios en GabP situan



topoldgicamente la firma de cisteinas fignature
cysteine) en el dominio TM 8 (Hu and King,
1998b) y la zona SPS en el espacio citosélico. Esta
disposicion es diferente de la propuesta por los
alineamientos multiples o la asumida para las
proteinas MCAT, donde se incluye en su totalidad
en el loop que conecta los TMs 8 y 9 (Closs et al.,
1997; Closs et al., 1993). Un trabajo mas reciente
identifica la C300 (signatura cysteine) de GabP de
E.coli como la diana de inactivacion del
transportador por modificacién con reactivos tiol-
especificos (Hu and King, 1999). La reactividad
del residuo ante estos agentes depende de su
estructura: reactivos cargados o voluminosos, que
no se parecen a los sustratos transportados, no
producen modificaciones en el transportador (Hu
and King, 1999). Esta observacion es consistente
con la idea que el acceso a este residuo
funcionalmente relevante requiere solutos que
pasen a través de un espacio que imparte
selectividad estructural parecida a un poro
(channel-like occlusion).

Aparte de los estudios en transportadores
bacterianos, ultimamente también han aparecido
algunas publicaciones sobre miembros de
levaduras de la superfamilia APC (Kim et al.,
2003; Regenberg and Kielland-Brandt, 2001;
Gilstring and Ljungdahl, 2000). El modelo de
topologia presentado anteriormente por los
miembros bacterianos de la familia ha sido
confirmado por el método de N-glicosilacion para
la permeasa Gaplp de S. cerevisiae (Gilstring and
Ljungdahl, 2000). Se han seleccionado mutantes en
Gaplp y en su homologo Canlp que alteren la
selectividad de sustrato (Regenberg and Kielland-
Brandt, 2001). Los autores localizan mutaciones
distribuidas en seis clusters correspondientes a
dominios transmembrana, regiones citoplasmaticas
y loops externos. Es interesante resaltar tres
residuos altamente conservados entre diferentes
miembros de la superfamilia APC y que se han
relacionado con el reconocimiento de la arginina
como sustrato (Regenberg and Kielland-Brandt,
2001): 1) S152, localizada en el loop intracelular
entre los TMs 2-3, y conservada entre los
transportadores; ii) P313, también localizado en un

loop intracelular, entre los TMs 67 (Reizer et al.,

Introduccion

1993), aunque su sustitucion en el transportador
PheP provocé efectos modestos (Pi et al., 1998); y
iii) E367, localizado en el loop 7 extracelular entre
los TMs 7 y 8. Este loop parece ser un buen
candidato para el reconocimiento de varias cadenas
laterales de sustratos de diferentes miembros de la
superfamilia APC por su variabilidad de
secuencias y tamafios (Regenberg and Kielland-
Brandt, 2001).

El dominio transmembrana 3 se ha
propuesto por el grupo de Cosgriff (Cosgriff and
Pittard, 1997) como implicado en el
reconocimiento de sustrato de forma general en la
superfamilia APC a raiz de sus estudios de
quimeras entre AroP y PheP. En apoyo a esta idea,
los residuos T173 de Canlp y W239 de Giplp
alteran la especificidad del transportador al ser
sustituidos (Regenberg and Kielland-Brandt,
2001). Mutaciones que afectan a putativos TMs e
influencian en la preferencia de sustratos ya han
sido descritas anteriormente en otros
transportadores: el transportador de lactosa de
E.coli (Venkatesan and Kaback, 1998; Varela et
al., 1997), el transportador de purinas de
A.nidulans (Diallinas et al, 1998) y el
transportador de hexosas de S.cerevisiae (Kasahara
et al., 1996).

En resumen, se encuentran residuos
importantes en  localizaciones  citosoélicas,
extraculares e incluso en dominios transmembrana.
Seguramente, algunas de estas mutaciones afectan
al reconocimiento de sustrato de forma indirecta
aunque es probable que residuos a ambos lados de
la membrana entren en contacto con el sustrato en

los diferentes pasos del proceso de transporte.
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Objetivos

Desde finales de 1998, por aportaciones de nuestro grupo y otros, se habia demostrado
la existencia de un conjunto de proteinas implicadas en el transporte de aminodcidos y
agrupadas dentro de una misma familia conocida como HAT Heteromeric Amino acid
Transporters). La elevada homologia de secuencia (40-70%) entre los componentes de la
familia habia permitido la busqueda en las bases de datos de nuevos miembros a partir de
fragmentos de secuencia conservados y/o conocidos. Siguiendo esta estrategia, y con el

Proyecto Genoma ya muy avanzado, al inicio de esta Tesis Doctoral se propuso:

I Identificar nuevas subunidades ligeras pertenecientes a la familia HAT.

A medida que las bases de datos publicas se llenaban con las secuencias de genomas
completos, la identificacion de nuevas proteinas era cada vez menos evidente y crecia el
interés por la caracterizacion funcional y estructural de las proteinas conocidas. Definida la
familia HAT, los intereses del grupo de investigacion se dirigieron, en parte, hacia los
estudios de estructura-funcion de sus miembros. Los escasos conocimientos que se tenian del
tema se reducian a los trabajos realizados en nuestro grupo de investigacion sobre el analisis
de mutantes de lisinuria (Torrents et al., 1999) y cistinuria (Font et al., 2001) y a los estudios
iniciados por R. Estévez en su Tesis Doctoral (Diciembre 1999). En este contexto, se

planteo:

II. Determinar la topologia del transportador xCT como modelo de subunidad

ligera.

III.  Identificar residuos clave en el transportador xCT desde el punto de vista

estructural y/o funcional.
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En este capitulo, dividido en tres
apartados, se presentan los resultados obtenidos
durante la realizacion de esta Tesis Doctoral. Los
resultados publicados se incluyen en el apartado
correspondiente en forma de Articulo, junto con un
resumen del mismo. Los resultados no publicados
0 que constituyen Material Suplementario de los

Articulos acomp afian al texto en forma de Figuras.

1. Identificacion y caracterizacion
del transportador humano xCT,
responsable del sistema x_.

Los resultados correspondientes a este
apartado se encuentran recogidos en el Articulo 1.
A continuacion se presenta un resumen de los

mismos.

1.1. Obtencion de un nuevo cDNA

Como se ha comentado anteriormente, a
finales de 1998 quedd establecida una nueva
familia de transportadores de aminoacidos (Verrey
et al., 1999): la familia HAT (Heteromeric Amino
acid Transporters), formados por la uniéon de una
subunidad pesada (HSHAT) y una subunidad
ligera (LSHAT) (ver Introduccion de esta
memoria). Después de la clonacién de rBAT
(Bertran et al., 1993) y 4F2hc (Bertran et al.,
1992a) humanos, en los dos tltimos afios se habian
identificado las versiones humanas de LAT-1
(Prasad et al., 1999), LAT-2 (Rossier et al., 1999),
y'LAT-1 (Pfeiffer et al., 1999b), y'LAT-2 (Broer
et al., 2000), asc-1 (Nakauchi et al., 2000) y b* AT
(Feliubadalé et al.,, 1999). Sin embargo, la
recientemente identificada proteina de raton xCT
(Sato et al., 1999), responsable del transporte de
aminoacidos anidnicos, todavia no tenia su
ortdlogo humano.

En este contexto, el grupo de G. Borsani y
M.T. Bassi del Telethon Institute of Genetics and

Resultados

Medicine de Milan (Tigem), en colaboracion con
nuestro grupo, utilizaron la secuencia de ratén de
xCT (acc. n. AB022345) para encontrar secuencias
homoélogas en la base de datos humanos (uman
dbEST). Se identificaron dos ESTs humanas
correspondientes a los numeros de acceso
AI313891 y W00842, altamente homologas a la
proteina de raton xCT. A partir de éstas, se
sintetizaron dos oligonucleotidos especificos que
se utilizaron para amplificar un pool de cDNAs de
una linea celular humana indiferenciada de
teratocarcinoma (NT2). El fragmento resultante,
junto con el clon de IMAGE 290903 que cubria el
extremo 3’ del gen, generd un contig de 3144 kb
con un ORF (Open Reading Frame) de 1503 pb. El
producto proteico predicho presentaba un 8§9% de
identidad y un 93% de similitud con la proteina
xCT de raton (Figura 1, Articulo 1), tratandose
muy probablemente del ortélogo humano.

1.2.Caracterizacion de la proteina hxCT

La nueva proteina identificada, llamada
hxCT Guman xC7T), era altamente homoéloga al
resto de miembros humanos de la familia LSHAT
previamente descritos (43-58% de identidad)
(Figura 2, Articulo 1). Incluso con los miembros
no mamiferos de la familia se mantenian estas
homologias (IU12 de X. laevis y SPRMI de
Platyhelminth, 46 'y 40% de identidad,
respectivamente). De acuerdo con la estructura
predicha para las subunidades ligeras, el perfil de
hidrofobicidad de hxCT presentaba 12 dominios
transmembrana (Figura 9). El analisis de la
secuencia proteica revelaba que mantenia la
cisteina implicada en la formaciéon del puente
disulfuro con la subunidad pesada (residuo 158)
pero que no contenia el putativo lugar de
glicosilacion presente en el resto de miembros
humanos de la familia (Figura 2, Articulo 1). De
hecho, se habia demostrado para LAT-1 y para
LAT-2 que esta putativa glicosilacion no tiene
lugar (Segawa et al., 1999; Mastroberardino et al.,
1998).
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Figura 9. Perfil de hidrofobicidad de

hxCT. El perfil se ha obtenido mediante el
programa TMPred. Los picos muestran los 12
putativos segmentos TM. Las probabilidades de la
prediccion aumentan cuanto mayor es la altura de
los picos por encima del valor 0. El eje inferior
sefiala las posiciones de los residuos a lo largo de la
secuencia de la proteina.

En resumen, las caracteristicas de la nueva
proteina mostraban que se trataba del séptimo
la familia

miembro humano identificado de

LSHAT.

Localizacion cromosémica del gen SLC7A411

El mapaje de la localizacion cromosomica
del gen de hxCT (SLC7411) fue realizado por
M.T. Bassi utilizando hibridos de radiacion. Se
determind que el gen se encontraba en el
cromosoma 4, concretamente en la region 4q28-
q32 (entre los marcadores D4S2429 y D4S2659).
El resultado se confirmé mediante screening de
YACs (Yeast Artificial

Chromosome), dando positivo para un clon de

una libreria de

YAC del cromosoma 4. Posteriormente, el acceso
HTGS (High
Throughput Genomic Sequence Database) de una

publico a la base de datos

secuencia parcial del cromosoma 4 humano
(AC055827) también confirmo el resultado.
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Induccion de una actividad de transporte de
sistema x. en oocitos de X. laevis

Para la caracterizacion de la actividad de
transporte, la doctoranda inyectd el cRNA de hxCT
en oocitos de X. /laevis s6lo y en combinacion con
las cadenas pesadas humanas 4F2hc o rBAT. Los
indicios que la nueva proteina era el ortdélogo
humano de la proteina de raton responsable del
sistema %, llevaron a testar los sustratos propios
de este sistema de transporte (L-glutamato, L-
cistina). La inyeccion de las cadenas pesadas
4F2hc y rBAT solas no indujo ninguna o muy
pequeia actividad de transporte de L-glutamato y
L-cistina (Figura 3, Articulo 1). xCT humano solo
tampoco indujo ninguna actividad de transporte
por encima del nivel basal de los oocitos no
inyectados (Figura 3, Articulo 1). Sin embrago,
cuando hxCT era inyectado en combinacién con
4F2hc el transporte de L-glutamato y L-cistina
aumentaba significativamente (de 7-50 veces para
el L-glutamato y de 15-200 veces para la L-cistina)
y el de L-aspartato también, aunque en menor
medida. Esta actividad, ademas, era independiente
de la presencia de sodio en el medio de transporte
(Figura 3, Articulo 1). La inyeccién combinada de
hxCT con rBAT, en cambio, no provocaba este
efecto. Se demostraba que hxCT, en co-expresion
con 4F2hc, inducia una actividad de transporte que
correspondia a la descrita para el sistema x;
(Bannai, 1986).

Se habia descrito recientemente que el
sistema X era inhibido por I-lactato (Koyama et
al., 2000). De acuerdo con esta observacion,
comprobamos que la presencia de Llactato 2.5
mM en el medio de transporte inhibia al 50% la
captacion de Lglutamato 100 uM (de 12.1+1.5
pmoles/10 min -oocito a 6.0+0.7 pmoles/10 min -

oocito en presencia de L-lactato).

Los sustratos de hxCT se transportan de forma
anidnica

Se evaluaron los perfiles de captacion de
L-cistina y L-glutamato en funciéon del pH del
medio de transporte (Figura 4, Articulo 1). Los

resultados mostraron una clara dependencia de pH
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Figura 10. Trans-estimulacion de la salida de L-glutamato en presencia de

sustrato extracelular. Se inyectaron 10 ng de cRNA humano de 4F2hc y xCT (FX) en oocitos. 30 horas
después, se cargaron los oocitos en grupos de 6 con L-[3H]-Glutamato 100 uM durante 1 hora. A continuacion,
se determind la salida de L-glutamato radiactivo a distintos tiempos (0, 2, 4 y 6 min) en ausencia de sustrato
en el medio extracelular (FX none) y en presencia de L-glutamato 100 pM (FX Glu) o L-Cistina 300 uM (FX
CssC). Los controles de carga intracelular durante 1h fueron: 1.6£0.2 para W (oocitos no inyectados) y
33.4+5.0 para FX. Los oocitos inyectados Unicamente con 4F2hc tuvieron un comportamiento similar a los no

inyectados.

para el caso de la L-cistina: al aumentar el pH del
medio en el rango acido se incrementaba la
captacion mientras ésta disminuia en el rango de
pH bésico; el L-glutamato, en cambio, presentaba
una captacion practicamente independiente de este
valor, aunque con una ligera tendencia a disminuir
con un pH basico (Figura 4, Articulo 1). Este
comportamiento  es  consistente con las
caracteristicas  del  sistema  x.  descritas
anteriormente  (Bannai, 1984b; Bannai and
Kitamura, 1981b) y confirma que los sustratos de
hxCT son transportados de forma anidnica, cada
uno con una carga negativa neta.

El analisis cinético del transporte de L-
glutamato y L-cistina para el transportador
xCT/4F2hce, reveld que las K., aparentes para los
sustratos son de 92+ 14 y 4342, respectivamente
(Figura 5, Articulo 1). Estos valores son similares a
los que habian sido descritos anteriormente para el
sistema x. en fibroblastos diploides humanos

(Bannai and Kitamura, 1980). Las V,; de ambos

sustratos fueron de 16447 pmol/15 min por oocito
y 50+ 1 pmol/10 min por oocito, para L-glutamato
y L-cistina, respectivamente, con coeficientes de

Hill de 1.12+ 0.09 y 1.04+ 0.04 (Figura 5, Articulo
).

El transportador  xCT/4F2hc es un
intercambiador electroneutro con una

estequiometria de intercambio 1:1

La salida de aminodacido sustrato a través
de xCT/4F2hc es dependiente de la presencia de
sustrato en el medio extracelular (Figura 10). Esta
caracteristica atribuye al transportador un caracter
de intercambiador obligatorio, caracteristico de los
miembros de la familia LSHAT (revisado en
(Chillarén et al., 2001; Wagner et al., 2001)). Para
estudiar la estequiometria de este intercambio, se
cuantifico el glutamato que salia del oocito
después de 10 min. de incubacién en un medio con

o sin 100 pM L~cistina y se compar6 con la k
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cistina captada en el mismo tiempo (Tabla 1,
Articulo 1). Esta cuantificacion se hizo con un
analizador automatico de aminoacidos mediante
cromatografia de intercambio catidonico (R. Martin
del Rio, Centro Especial Ramén y Cajal, Madrid).
Ambos valores, entrada de cistina y salida de
glutamato, eran similares (78+3 y 89+ 12 pmol/10
min por oocito, respectivamente; Tabla 1, articulo
1). Este resultado, junto con el coeficiente de Hill
cercano a 1 para el glutamato, indica que el
intercambio cistina/glutamato tiene una ratio molar
de 1:1.

Localizacién de xCT humano en la membrana
plasmatica del oocito

Se preparo un constructo de hxCT con un
epitopo myc en el extremo N-terminal para estudiar
su localizacion celular por inmunocitoquimica.
hxCT se encuentra en el interior de la célula
cuando se inyecta solo o en combinacién con
rBAT en los oocitos de X. laevis pero llega a la
membrana plasmitica cuando la inyeccién se
combina con 4F2hc (Figura 6, Articulo 1). En
algunos casos, la sobre-expresion de una proteina
en un sistema celular heter6logo conlleva
interacciones inespecificas con otras proteinas.
Este fenomeno se ha descrito para algunos
miembros de la familia LSHAT (Rajan et al.,
2000a;Rajan et al., 1999),

posteriormente para xCT de ratébn (Wang et al,,

incluyendo

2003), que pueden interaccionar con la otra cadena
pesada no implicada en el transporte. Sin embargo,
este no es el caso de XCT humano, ya que la co-
inyeccion con rBAT humano no es capaz de llevar
xCT a la membrana del oocito (Figura 6, Articulo

1.

Patron de expresion de la proteina

M.T. Bassi estudio el patron de expresion
del gen SLC7A411 mediante Northern blot. Después
de una larga exposiciéon, que confirma la baja
expresion de este gen descrita anteriormente en
raton (Sato et al., 1999), se detectd una banda de
~12 kb, Ginicamente en cerebro (Figura 7, Articulo

1). La hibridacion con una membrana de diferentes

regiones del sistema nervioso central mostrd la
misma banda de ~12 kb en todas las zonas testadas
(cerebelo, cortex cerebral, medula, cordon espinal
y putamen). El tamafio de esta banda, también
descrito para xCT de raton (Sato et al., 1999), es
excesivamente grande en relacion al tamafio
esperado para un cDNA de 501 pb. Esto sugiere
que podria tener lugar un splicing alternativo,
poliadenilaciones alternativas o una combinacion
de ambos, tanto en el gen humano como en el de
raton. De hecho, el analisis por Northern blot de
xCT de ratén en macréfagos de ratén estimulados
con LPS (Lipopolisacaridos) y/o DEM
(Dietilmaleato), ademas de la banda de ~12 kb
descrita anteriormente, muestra dos transcritos mas
de 3.5 y 2.5 kb (Sato et al., 1999).

La baja expresion del gen humano de xCT
(SLC7A11) llevoé a examinar por RT-PCR (Retro-
Trancriptase Polymerase Chain Reaction) algunos
de los tejidos que habian dado negativo en el
analisis por Northern Blot, asi como algunas lineas
celulares humanas (Figura 8, Articulo 1). Se
detecto sefial en todas las lineas celulares testadas:
Caco 2 (epitelio intestinal provinente de carcinoma
de colon diferenciado e indiferenciado), HEK293
(linea celular de rifion embridnico) y HepG2
(hepatocarcinoma humano). En cuanto a los
tejidos, sélo se detectd en islotes pancredticos
humanos pero ni en higado ni en rifidén (Figura 8,
Articulo 1).



Articulo 1:

Identification and characterisation of human xCT that co-expresses, with 4F2 heavy

chain, the amino acid transport activity system x.

Pfliigers Archives-European Journal of Physiology 442: 286-296 ( 2001)

Maria Teresa Bassi*, Emma Gasol*, Marta Manzoni, Marta Pineda, Mirko Riboni, Rafael

Martin, Antonio Zorzano, Giuseppe Borsani and Manuel Palacin.

( ", los autores han contribuido igualmente en este trabajo)

La doctoranda ha contribuido con la caracterizacion de la actividad de transporte inducida por

xCT/4F2he en oocitos de X. laevis, el analisis cinético de los sustratos, la estequiometria de

intercambio del transportador y su localizacion celular.
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Abstract We have identified a new human complemen-
tary deoxyribonucleic acid (cDNA), for the x;~ amino
acid transporter (HGMW-approved name SLC7A11; also
known as human xCT), that, when co-expressed with the
heavy chain of surface antigen 4F2 (4F2hc, also termed
CD98), but not with rBAT, (related to the be-+ amino acid
transporter), induces system x. transport activity in
Xenopus oocytes. Human xCT is the seventh human
member of the family of amino acid transporters that are
subunits of 4F2hc or rBAT and, inview of its amino acid
sequence identity (89%) with mouse xCT, is most proba-
bly the human orthologue thereof. The amino acid trans-
port activity induced by the co-expression of human
4F2hc and xCT in Xenopus oocytes was sodium inde-
pendent and specific for L-cystine, L-glutamate and
L-aspartate. This activity also functioned in an exchange
mode (e.g. cystine/glutamate) with a substrate stoichiom-
etry of 1:1. Expression of human XCT alone in oocytes
did not induce amino acid transport activity and the ex-
pressed XCT protein was localised intracellularly. When
human xCT was co-expressed with 4F2hc, the former lo-
calised to the oocyte plasma membrane. Tissue-expres-
sion studies showed that human SLC7A11 mRNA is ex-
pressed mainly in the brain, but also in pancreas and in
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cultured cell lines. The transport characteristics of hu-
man XCT and the distribution of its tissue expression
strongly suggest that it corresponds to the human amino
acid transporter system x.~.

Keywords Human xCT amino acid transporter -
4F2 light chain - System x.~ - Oocytes

Introduction

Bannai and co-workers [6, 7], have described a plasma
membrane-localised, Na-independent, anionic amino acid
transport system that is highly specific for cystine and glu-
tamate. This system, termed X, is electroneutral, exchang-
es the anionic form of cystine for glutamate with a molar
ratio of 1:1 and is expressed amost ubiquitously in cul-
tured mammalian cell lines [3, 24]. The gradient of sub-
strate concentrations across the plasma membrane deter-
mines the direction of the exchange through system x.-.
Under physiologica conditions x.~ mediates the influx of
cystine and the efflux of glutamate because the cystine
concentration is very low in the cytosol, due to its rapid re-
duction to cysteine, and, conversely, the concentration of
glutamate is much higher inside the cells than in the extra-
cellular fluid due to the activity of different isoforms of the
amino acid transport system X 5 (Naf- and K*-dependent
glutamate transporter) [3]; this preventsthe rise in extracel-
lular glutamate levels that, in the nervous system, induces
seizures and causes excitotoxic neuronal death [16].
System X is thought to participate in a glutamine-cystine
cycle that helps cells resist oxidative stress [5]. Glutamine,
entering the cell via different transport systems (e.g. N,
ASC and A), is converted to glutamate, which is ex-
changed for cystine via system X~ The intracellular cys-
tine is then reduced to cysteine, which is incorporated in
proteins and glutathione, the latter protecting the cell
against oxidative stress. Indeed, Situations or agents that
decrease intracellular glutathione (e.g. oxidative stress) are
strong inducers of system x., this being interpreted as an
adaptive response to maintain glutathione levels[8].



Recently, Sato et al. [54] have isolated by expres-
sion cloning two complementary deoxyribonucleic acids
(cDNASs) [the heavy chain of the 4F2 cell-surface anti-
gen (4F2hc), and xCT] from mouse macrophages encod-
ing the transporter for system Xx.. The expression of
4F2hc (also known as CD98) and xXCT together, but not
separately, induces system X~ transport activity in Xeno-
pus oocytes. Mouse xCT shows significant homology
with members of the family of light subunits of hetero-
meric amino acid transporters (LSHAT). This family
comprises 12-transmembrane-domain proteins acting as
light subunits linked via a disulphide bond to the mem-
brane glycoproteins 4F2hc or rBAT (reviewed in [17, 37,
63]. These two homologous proteins are the heavy sub-
units of the heteromeric amino acid transporters, previ-
oudly identified by their capacity to induce amino acid
transport in oocytes (reviewed in [38, 39]). In the last
2 years, several LSHAT family members have been iden-
tified: human, rat, mouse, bovine and Xenopus laevis
LAT-1[12, 25, 31, 34, 60]; human, rat, mouse and rabbit
LAT-2[43, 45, 47, 55]; mouse and human asc-1 [20, 35];
human, rat and mouse cationic y*LAT-1 and human
y*LAT-2 [41, 60]; human, rat, mouse and rabbit bo+AT
[15, 19, 40, 46] and mouse XCT [54]. In addition, a
LSHAT member from the platyhelminth Schistosoma
mansoni (SPRM1) has been identified [31, 56]. The in-
teraction between 4F2hc or rBAT and the corresponding
LSHAT allows the correct localisation of the complex to
the plasma membrane, where it mediates amino acid
transport with different substrate specificity depending
upon the LSHAT involved (reviewed in [17, 37, 63]: (i)
with 4F2hc, variants of system L for LAT-1 and LAT-2;
system asc for asc-1; system y*L for y*LAT-1 and
Yy*LAT-2; system x;~ for XCT; (ii) with rBAT system bo.+
for bO*AT. The mouse protein XCT was the first LSHAT
found to express transport of anionic amino acids. The
relevance of these heteromeric transporters in amino acid
transport has been shown by the fact that mutations in
y*LAT-1, bo*AT and rBAT cause lysinuric protein intol-
erance, non-type | and type-l cystinuria respectively,
three inherited aminoacidurias [19, 13, 14, 61].

Here we report the isolation of the human ortholo-
gue of mouse xCT, termed SLC7A11 [solute carrier fami-
ly 7, member 11; Human Genome Mapping Workshop
(HGMW)-approved gene symbol and name] and the
functional characterisation of its putative protein product
human xCT. This novel protein is the seventh human
member of the LSHAT family to be described. The ex-
pression of SLC7A11 in embryonic and tumour cell lines
suggests possible induction of the x.~ system in growing
cells.

Materials and methods
Human xCT cDNA cloning
Searches in the data base for human expressed sequence tags

(dbEST) were performed as previously described [1]. The IMAGE
cDNA clone corresponding to a portion of the xCT transcript was
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obtained from the UK Human Genome Mapping Project (HGMP)
Resource Centre. The human xCT-specific oligonucleotide prim-
ers used to amplify the human xCT cDNA from NT2 (human un-
differentiated teratocarcinoma cell line) cDNA were as follows:
HCYSG1 5-ATGGTCAGAAAGCCTGTTG-3 and HCYSG2 5'-
TCTTCTGGTACAACTTCCAGTATTA-3. A cDNA pool from
NT2 was prepared using the random hexamers and the Gibco-
BRL cDNA transcription kit according to the manufacturer’s in-
structions starting from 5 pg total ribonucleic acid (RNA). The
polymerase chain reaction (PCR) was carried out in afinal volume
of 50 pl using Taq Gold (Perkin Elmer) in buffer conditions as rec-
ommended by the manufacturer, at an annealing temperature of
55 °C.

To add a poly(adenylate) [poly(A)] tail and a 5-untranslated
region (UTR) to the open reading frame (ORF) of human XCT, an
Eco RI fragment of human xCT was subcloned (after Klenow re-
action) into the Ncol/Sall fragment of pNKS2-myc "Notl” vector
(a gift from G. Schmalzing). To create an N-myc-tagged human
XCT cDNA, pNKS2-hxCT was PCR-amplified with primers 3'-
CGGACTTACCGCTTACCCTG-5 and 5-CAAGCGGTCGAC-
ATGGTCAGAAAGCCTGTTGTG-3 (containing an Accl site and
the first 21 nt of the ORF of human xCT). The PCR product was
digested with Accl and Notl. The resulting fragment was sub-
cloned into the pNKS2-myc Notl vector. The N-myc-tagged hu-
man xCT cDNA was verified by sequencing. All sequences
carried out in this work were performed on both strands with
d-Rhodamine dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit (Perkin EImer Applied Biosystems). The sequence reactions
were analysed with an Abi Prism 377 DNA Seguencer.

Computer analysis

Amino acid or nucleotide sequence homology searches and the
prediction of transmembrane segments of human XCT were per-
formed as indicated elsewhere [60].

Chromosome mapping

For radiation hybrid (RH) mapping, we used the Genebridge 4
panel (Research Genetics, Huntsville) which includes 93 hu-
man/hamster clones. For each hybrid clone 25 ng DNA was used
for PCR amplification in 96-well microtitre plates with the follow-
ing primers, located in the 3"-UTR region of xCT: HCY SG-RH1
5-ACTCCTTTTGTTTATCACCAAAG-3" and HCYSG-RH2 5'-
TGGAAGTTGTACCAGAAGAAG-3. The PCR reaction was
carried out using Taq Gold (Perkin EImer) at 55 °C as annealing
temperature under buffer conditions suggested by the Tag manu-
facturer. Results were sent to the Radiation Hybrid Mapper
server at Whitehead Institute/MIT Center for Genome Research
(http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/contig/rhmapper.pl).

Oocytes, injections and uptake measurements

Oocyte origin, management and injections were as described else-
where [11]. Defolliculated, stage-V1 Xenopus laevis oocytes were
injected with human 4F2hc, human rBAT, human xXCT or N-
myc-hxCT cRNA, aone or in combination (10 ng/oocyte). Syn-
thesis of human 4F2hc and rBAT cRNA has been described else-
where [9, 10]. Human XCT cRNA and xCT-myc cRNA was ob-
tained by cutting the cDNA with Notl and using SP6 polymerase.
Influx rates of L-[3H]glutamate, L-[14C]aspartate and L-
[35G]cystine (Amersham Pharmacia Biotech) were measured at
1 pCi/ul in 100 mM choline-Cl or 100 mM NaCl medium on the
days after injection as indicated and under linear conditions as de-
scribed elsewhere [11]. Amino acid transport rates obtained with
oocytes injected with water (50 nl) were similar to those of non-
injected oocytes (data not shown). Kinetic parameters of the in-
duced transport were estimated by using the Hill equation:
V=V, [SIV([S]"+K,), where n is the Hill coefficient, [S] the
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amino acid concentration, V., the extrapolated maximal transport
and K, the apparent Michaelis-Menten constant.

For efflux experiments, nine oocytes were incubated in 125 pl
choline-Cl medium for 10 min at 30 °C in the presence or absence
of 100 uM L-cystine. The incubation medium was acidified by
adding sulphosalicylic acid to a final concentration of 10% (v/v),
centrifuged at 12,000 g for 20 min and the supernatants containing
the free amino acids stored at —20 °C until analysis. After neutrali-
sation with NaOH, glutamate content was measured using reverse-
phase high-performance liquid chromatography (HPLC) with
O-phthalaldehyde precolumn derivatisation, as described else-
where [27]. In some cases the identity of glutamate was further
assessed by cation-exchange chromatography using a high-perfor-
mance automatic amino acid analyser (Beckman 6300) with nin-
hydrin post-column reaction. The concomitant influx of 100 uM
L-[33S]cystine (1 pCi/pl) was determined, as indicated above, in
groups of nine oocytes from the same batch used for the efflux
measurements. The free glutamate content of Xenopus oocytes
was determined by HPLC, as above, in 20-pl aliquots of homoge-
nates obtained by crushing four oocytes, resuspending in 200 pl
15% sulphosalicylic acid (w/v) solution and centrifuging (10 min,
12,000 g) with the aid of 1-mm-diameter glass beads. Superna-
tants were left to stand for 20 min at room temperature and then
stored at —20 °C until analysis.

Localisation of human xCT expression by confocal microscopy

Groups of five oocytes were prepared for immunofluorescence
2 days after injection with 10 ng human 4F2hc, human rBAT or
N-myc-human xCT cRNA per oocyte, alone or in combination.
Oocytes were placed in 500-mm3 cryomoulds (Tissue-Tek, Miles,
Elkhart, Ind., USA), then dsliced, fixed and permeabilised as de-
scribed elsewhere [18]. Slices were incubated with monoclonal
antibody 9E10 anti-myc (ATCC, Manassas, Va, USA), diluted
1:500 in 10% phosphate-buffered saline (PBS), at room tempera-
ture for 1 h. Slices were washed 3 times in PBS, incubated with
7.5 pg/ml Texas red-conjugated goat anti-mouse (Molecular
Probes, Leiden, The Netherlands) at room temperature for 1 h,
washed 3 times in PBS and mounted in immunofluore (ICN, Ma-
drid, Spain).

Northern blot and reverse transcription (RT)-PCR analyses

Two Northern blots from Clontech (Clontech, Palo Alto, Calif.,
USA), each containing 2 pg poly[A*] RNA, human 12-lane MTN
blot (containing RNA from 12 different adult tissues) and human
brain MTN Blot Il (carrying different portions of human central
nervous system) were hybridised with a probe corresponding to
the human xCT cDNA region nt 1475-2618. Hybridisation was
carried out in Express HybTM Hybridisation solution (Clontech),
and wash conditions were as recommended by Clontech.

All cDNAs used in RT-PCR experiments were prepared using
the Gibco-BRL kit for cDNA synthesis according to the manufac-
turer’s instructions starting from 5 pg total RNA. The RNAs were
prepared using standard protocols [52]. RT-PCR experiments on
human samples were carried out with the same primers (HCY SG1
and HCY SG2) used to amplify the full length S_LC7A11 cDNA
from the NT2 cDNA pool as described above. The RT-PCR frag-
ments were sequenced to demonstrate identity to SLC7A11 cDNA.
For mouse cDNA samples, the primers used for mouse xCT
cDNA were: MXCTFL 5-AAGTGGTTCAGACGATTATCAG-3
and MXCTR 5-AAGAAACGTGGTAGAGGAATG-3. The
cDNAs were then checked and normalised with respect to the
B-actin gene for the mouse samples and PGK1 gene (phospho-
glycerate-kinase gene 1) for the human samples. The sequence of
the oligonucleotide primers used for this purpose was as follows:
Actl 5-AAGAGGTATCCTGACCCTGAAGTAC-3 and Act2
5-ACCTGACCATCAGGGAGTTCATAGC-3 for p-actin and
HPGK-R1 5-TCGGCTCCCTCGTTGACCGA-3 and HPGK-R2
5-AGCTGGGTTGGCACAGGCTT-3 for PGK1. The PCR reac-

tions were carried out under standard conditions at the annealing
temperature of 53 °C and 52 °C for -actin and PGK1 respective-
ly.

Accession numbers

The SLC7A11 nucleotide sequence reported in this article was de-
posited at the EMBL/GenBank under the accession number
AJ277882. During the course of our study, a human xCT nucleo-
tide sequence was deposited at the GenBank under the accession
number AB026891. The ORF of both cDNAs shows the same
amino acid sequence.

Results
cDNA isolation

The entire nucleotide sequence of the mouse XCT cDNA
(accession no. AB022345) was used as a query to search
the human dbEST. Two highly similar human ESTs were
identified (accession nos. A1313891 and W00842) at the
5- and 3’-ends of the query sequence respectively. Oli-
gonucleotide primers synthesised on these human ESTs i
(see Materials and methods) were used to amplify a pool
of cDNAs obtained from a human undifferentiated tera-
tocarcinoma cell line (NT2) and a 1.2-kb fragment was
obtained and fully sequenced. This nucleotide sequence
was then assembled with the complete sequence of the
IMAGE clone 290903, covering the 3’-portion of the
gene, to generate a contig of 3144 kb showing an ORF of
1503 bp. The 501-amino-acid predicted protein product
shows 89% identity and 93% similarity to the mouse
XCT protein (Fig. 1), [54]) and is probably the human or-
thologue of this mouse protein.

The newly identified protein, termed hxCT, is highly
homologous to all the other human LSHAT family mem-
bers previously described (Fig. 2): y*LAT-1 (55% simi-
larity and 43% identity), y*LAT-2 (56% similarity and
44% identity), bo*AT (56% similarity and 43% identity),
LAT-2 (56% similarity and 44% identity), LAT-1 (58%
similarity and 45% identity). Moreover, significant ho-
mology is also detected with non-mammalian members
of the family such as the Xenopus protein 1U12 (58%
similarity and 46% identity) and the platyhelminth pro-
tein SPRM1 (53% similarity and 40% identity). Like its
mouse counterpart, and in accordance with the mem-
brane topology predicted for the other members of the
family, (reviewed in [17, 37, 63]) the hydrophobicity
profile of hxCT protein indicates 12 transmembrane do-
mains. The putative N-glycosylation site in the y*LAT
and LAT members and bo+AT (see Fig. 2), though cyto-
plasmic according to the predicted model, is not present
in human or mouse XCT [54], mouse asc-1 [20] or
SPRM1 [31]. Indeed, lack of glycosylation has been
shown for LAT-1 and LAT-2 [31, 55]. The cysteine resi-
due conserved in al LSHAT members and involved in
the disulphide bond with the corresponding heavy sub-
unit (e.g. rBAT or 4F2hc) [42] is aso conserved in hu-
man XCT (amino acid residue 158) (Fig. 2).



Fig. 1 Amino acid sequence
alignment of human and mouse
XCT. Alignment was performed
using the program CLUSTALW
Sequence Alignment from the
Baylor College of Medicine.
Identical amino acids are indi-
cated in grey boxes

Fig. 2 Amino acid sequence
multialignment of the six hu-
man members of the light sub-
units of heteromeric amino acid
transporters (LSHAT) family.
Multialignment was performed
using the program CLUS-
TALW Sequence Alignment.
The thin horizontal lines indi-
cate the 12 putative transmem-
brane domains determined by
computer analysis (see Materi-
als and methods). The amino
acid residues conserved in al
human LSHAT sequences are
indicated in grey boxes. The
conserved cysteine residue, in-
volved in disulphide bridge
with the corresponding heavy
subunit, isindicated with a
star. The N-glycosylation con-
sensus sequence conserved in
all LSHAT members, but not in
human and mouse xCT and
SPRM1, is boxed
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methods) on the Radiation Hybrid mapping panel Gene-
bridge 4 (Research Genetics, Huntsville). SLC7Al11
The SLC7A11 gene was mapped using a set of primers mapped on chromosome 4qg28-g32 between D4S2429
(HCYSG-RH1 and -RH2, located in the coding region and D4S2659. A yeast artificial chromosome (YAC) li-
and in the 3-UTR respectively (see Materials and brary was aso screened and a chromosome 4 YAC
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Fig. 3A, B Co-expressed amino acid transport activity by human
4F2hc and xCT. Oocytes were injected with human xCT, 4F2hc
(4F2) or rBAT complementary ribonucleic acid (cCRNA) alone and
in combination. Between 2 and 3 days after the injection, the up-
take of A 50 uM L-[35S] cystine (CssC) or B 100 pM L-[3H]gluta-
mate (Glu) and 100 pM L-[14C] aspartate (Asp) in the presence
(Na; Na*-containing medium) or absence (Cho; choline-containing
medium) of 100 mM NaCl was determined for 10 or 15 min, asin-
dicated. Transport in oocytes injected with human xCT in combi-
nation with 4F2hc is highlighted in closed bars. Amino acid up-
take was calculated by subtracting the uptake in non-injected from
that in the cRNA-injected groups. Amino acid uptake of non-
injected oocytes was. L-[35S]cystine uptake: 0.6+0.1 (Cho) and
0.6+0.1 (Na). L-[14C]aspartate uptake: 7.4+09 (Cho). L-[3H]gluta-
mate uptake: 2.8+0.6 (Cho) and 3.6+0.7 (Na). Data are meanst
SEM from representative experiments with n=6-7 oocytes/group,
and with different batches of oocytesin each case

clone positive for SLC7A11, 912A2 was obtained that
confirmed the mapping. A partial genomic sequence
AC055827 from chromosome 4 has become available
recently in the public High Throughput Genomic Se-
guence database (HTGS), which also provided confir-
mation.
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Fig. 4A, B pH profile of the uptake of L-glutamate and L-cystine.
Oocytes were injected with 4F2hc and XCT cRNA and, 2 days
after the injection, the uptake of 100 pM L-[3H]glutamate (A)
or 100 pM L-[32S]cystine (B) in the absence of sodium was
determined for 10 min a different pH values (5.75, 6.5,
6.8, 7.4, 85 and 9.5). Uptake in non-injected oocytes was
0406 pmols/10 min per oocyte for L-cystine and
0.9-2.3 pmols/10 min per oocyte for L-glutamate, and was sub-
tracted from that of cRNA-injected oocytes. Data are meanstSEM
from a representative experiment with n=11-13 oocytes/group

Induction of system x.~ activity by expression of human
4F2hc and xCT in oocytes

cRNA from human SLC7A11 was injected into oocytes
alone or in combination with an equal amount of human
4F2hc or human rBAT cRNA and the oocytes tested for
amino acid transport (Fig. 3). 4F2hc or rBAT aone
induced very little, if any, L-glutamate, L-cystine or
L-aspartate transport activity, depending on the batch of
oocytes used. Human XCT aone also did not induce ami-
no acid transport above background (i.e. transport in
non-injected oocytes). When 4F2hc and xCT were co-
injected, induction of L-glutamate, L-cystine or L-aspar-
tate transport activity increased: (e.g. 7- to 50-fold for
L-[3H] glutamate and 15- to 200-fold for L-[35S] cystine
over transport in oocytes expressing 4F2hc aone
n=3—-4 independent experiments, data not shown). The
4F2hc/xCT-induced transport activity was sodium inde-
pendent (Fig. 3). In contrast, transport activity was not
induced when xCT was co-injected with rBAT. The sub-
strate specificity of 4F2hc/xCT-induced transport activity
(i.e. sodium-independent transport of L-cystine, L-gluta-
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Fig. 5A, B Kinetic analysis of L-glutamate and L-cystine transport
co-expressed by human 4F2hc and xCT. Oocytes were injected
with human 4F2hc and xCT cRNA and, 2 days after the injection,
the uptake of L-[3H]glutamate in the absence of sodium was deter-
mined for 15 min at different substrate concentrations (10, 25, 50,
100, 250, 500 and 2000 uM, A) and the uptake of L—[35S]cystine
in the absence of sodium was determined for 10 min at different
concentrations (5, 10, 20, 40, 80 and 180 uM, B). Transport in
non-injected oocytes was subtracted from that of cRNA-injected
oocytes. Data are meanstSEM from a representative experiment
with n=6-7 oocytes/group. Inset: Lineaweaver-Burk plot (r=0.99,
P<0.001)

Table 1 L-Cystine/L-glutamate heteroexchange via system x.-
(4F2hc/xCT). Oocytes were non-injected or injected with human
4F2hc or human 4F2hc plus xCT complementary ribonucleic acid
(cRNA). In the same batch of oocytes the influx 100 uM L-[355]-
cystine and the efflux of L-glutamate were measured 2 days after
injections. Induced transport was calculated by subtracting trans-
port in non-injected oocytes from that in cRNA-injected oocytes.
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mate and L-aspartate) corresponded to that of system X~
[53]. L-Lactate is known to inhibit system x.~ [26]. In
agreement with this, L-lactate inhibited the L-glutamate
transport induced by 4F2hc and XCT in oocytes:
4F2hc/xCT-induced transport of 100 uM L-[3H] gluta-
mate in choline medium was 12.1+1.5 pmol/10 min per
oocyte and 6.0£0.7 pmol/10 min per oocyte in the pres-
ence of 2.5 mM L-lactate (mean+SE from seven oocytes
of arepresentative experiment).

The pH profiles for the L-cystine and L-glutamate
transport induced by 4F2hc and XCT in oocytes are
shown in Fig. 4. L-Cystine transport showed a marked
dependence on pH; it was strongly enhanced on elevat-
ing the pH of the uptake medium in the acidic pH range
and decreased in the basic pH range. L-Glutamate trans-
port, however, was amost independent of the pH, al-
though there was a tendency for transport to decrease
with a basic uptake medium pH. This behaviour of the
4F2hc/xCT-induced transport is consistent with that of
system x;~ in human diploid fibroblasts in culture [2, 7]
and confirms that L-cystine and L-glutamate are trans-
ported by system 4F2/xCT (i.e. system x.) with a net
negative charge. Kinetic analysis of the transport of
L-glutamate and L-cystine induced by human 4F2hc/xCT
revealed apparent K.s of 92+14 and 43+2 pM, V.
values of 164+7 pmol/15 min per oocyte and
50£1 pmol/10 min per oocyte and Hill coefficients of
1.12+0.09 and 1.04+0.04 for L-glutamate and L-cystine
respectively (Fig. 5). The apparent K,s are very similar
to that described for system x.~ in human diploid fibro-
blasts [6].

In agreement with the previous report on mouse
4F2hc and xCT, efflux via human 4F2hc/xCT-induced
amino acid transport depended on the presence of sub-
strate in the external medium. Thus, Table 1 shows that
L-glutamate efflux in trans zero conditions (i.e. no amino
acid substrate in the medium) in oocytes expressing hu-
man xCT/4F2hc was identical to that of non-injected
oocytes or oocytes expressing 4F2hc aone. In contrast,
L-glutamate efflux was high with 100 uM L-cystine in
the medium. The influx of 100 uM L-[35S] cystine and

L-cystine-dependent L-glutamate efflux was calculated by sub-
tracting efflux in trans zero (O, i.e. no cystine in bathing medium)
conditions from that in the presence of 100 pM L-cystine in the
medium, and then subtracting that efflux in non-injected oocytes.
Glutamate content corresponds to the measurement in two groups
of four oocytes each. Transport data are meanstSEM, n=7 oocytes
(influx) and 9 oocytes (efflux)

Glutamate Total transport (pmol/10 min per oocyte) Induced transport (pmol/10 min oocyte)
content
(pmol/oocyte) 100 pM L-glutamate efflux L-cystine L-cystine-dependent
L-cystine under trans conditions influx L-glutamate efflux
uptake
0 100 uM
L-cystine
Non-injected 3264; 3068 0.5+0.04 12+4 17+3 - -
4F2hc 3486; 3503 0.9+0.3 14+4 15+3 0.4+0.2 —4+3
4F2hc/xCT 3346; 3289 78+3 19+2 113+12 78+3 89+12
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Fig. 6 Human 4F2hc, but not human
rBAT, brings xCT to the oocyte plasma
membrane. Oocytes were injected with
human N-myc-tagged xCT, 4F2hc or
rBAT cRNA alone or in combination.
Oocytes were processed 2 days later for
immunocytochemistry with mAb 9E10
anti-myc as primary antibody and Texas
red-conjugated goat anti-mouse as second-
ary antibody (see Materials and methods).
Micrographs show that 4F2hc brings xCT
to the oocyte plasma membrane. The
myc-immunodetected signal is white

4F2hc

»:

N-mycxCT | -

N-myc-xCT _~

the 100 M L-cystine-dependent efflux of glutamate
through human 4F2hc/xCT (system x.) were nearly
equal (Table 1). Moreover, the expression of human
4F2hc and xCT aone or in combination did not change
the oocyte content of L-glutamate (Table 1). This free
L-glutamate pool is very large; in comparison the L-aspar-
tate and cystine/cysteine content is amost negligible
[59]. Taken together, these results and the fact that the
Hill coefficient of the glutamate transport is close to 1
(see above), indicates that cystine/glutamate exchange
via the human amino acid transporter 4F2hc/xCT oc-
curred at a 1:1 molar ratio. All these transport character-
istics induced by human 4F2hc and xCT correspond to
those of system x -, [3, 6, 7, 54].

In agreement with previous results showing that
4F2hc brings LSHAT to the oocyte plasma membrane
(e.g. SPRM1[31], LAT-2 [43] and y*LAT-1[33]), Fig. 6
shows that N-myc-tagged human xCT reached the
oocyte plasma membrane when co-injected with 4F2hc
but remained intracellular when injected alone or when
co-injected with human rBAT. The myc-immunodetected
signal is visible inside the oocyte when XCT is expressed

rBAT
“ | N-myc-xCT

alone or when it is co-expressed with rBAT, but appears
at the plasma membrane when co-expressed with 4F2hc.
The signal is amost absent in oocytes expressing
4F2hc or rBAT aone. The induced uptake of 100 uM
L-[3H]glutamate (choline medium) was 3.5+0.9 (N-myc
XCT), 4.2+0.7 (4F2hc), 75.8+10.6 (4F2hc/xCT) and
50.0£8.5 pmol/10 min per oocyte (4F2hc/myc-hxCT), in
the same batch of oocytes. The N-myc-tagged human
XCT thus also induces amino acid transport activity
when co-injected with 4F2hc in oocytes.

Expression pattern

The SLC7A11 expression pattern was first tested by
Northern analysis, using as a probe a cDNA fragment
spanning part of the coding region and a portion of the
3-UTR on a Northern blot (see Materials and methods)
as indicated in Fig. 7. A single, faint band of approxi-
mately 12 kb was only barely detectable in brain, even
after long exposure, confirming the low expression of
the human gene in adult tissues as already described for
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Fig. 7 Tissue distribution of human xCT mRNA. The comple-
mentary deoxyribonucleic acid (cDNA) probe prepared as de-
scribed in Materials and methods, was hybridised with a commer-
cial Northern blot (Clontech) containing 2 pg of polyA*+ RNA
from various human adult tissues

mouse [54]. Hybridisation of a Northern blot with differ-
ent regions of human CNS (Human Brain MTN Blot |1)
with the same probe showed the same ~12 kb signal in
all regions tested (cerebellum, cerebral cortex, medulla,
spinal cord and putamen) (data not shown). A transcript
of the same size has aso been reported in mouse adult
brain, whilst in RNA from cultured murine macro-
phages, three different transcripts have been reported
(12, 3.5 and 2.5 kb) [54]. The small size of the human
(present study) and mouse [54] cDNAs compared with
the corresponding transcript detected by Northern on
adult tissues suggests that alternative splicing, alternative
polyadenylation sites or a combination of the two could
occur either in the mouse or human genes.

To examine the possibility of a low expression level
of SLC7A11 in tissues other than brain, some of the adult
human tissues that had proven negative by Northern
analysis were tested by RT-PCR, together with human
cell lines as indicated in Fig. 8a. A comparative analysis
was also carried out on some of the corresponding
mouse adult tissues as shown in Fig. 8b. RT-PCR was
positive in mouse intestine and in human intestinal epi-
thelium from a undifferentiated or differentiated colon
carcinomacell line (Caco 2 cells) while afaint signal on-
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Fig. 8 Reverse transcriptase (RT) polymerase chain reaction
(RT-PCR) experiment on different human tissues and cell lines (A)
and mouse tissues (B). Cells from the Caco 2 line were differenti-
ated by growing the cells to confluence (18 days). Pancreatic islet
MRNA, a gift from R. Gomis and C. Benito, was obtained as de-
scribed [51]. The + and — signs indicate the presence or absence
respectively of RT in the reaction. Control DNA is human genom-
ic DNA (A) and mouse genomic DNA (B)

ly was detected in mouse kidney and no signal in the hu-
man tissue. Nevertheless, a human kidney embryonic
cell line HEK293 expresses SLC7A11. A similar strong
signal was detected in human pancreatic islets and in the
human hepatocarcinoma cell line HepG2, whereas no
signal was visible in normal liver in either species.

Discussion

In this study we report the isolation and functional char-
acterisation of a novel human cDNA, the protein product
of which shows a high sequence identity with a recently
identified mouse protein termed XCT. The amino acid se-
guence, the amino acid transport activity and the tissue
distribution of human xCT demonstrated that it is the hu-
man orthologue of mouse XCT [54]. Thus, co-expression
of human 4F2hc and XCT in oocytes resulted in the in-
duction of amino acid transport activity with characteris-
tics (e.g. sodium-independent exchange of cystine-gluta-
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mate with a molar exchange ratio of 1:1) of system X
[3, 6, 7, 54]. The anaysis of the Online Mendelian In-
heritance in Man (OMIM) makes it unlikely that
SLC7A1l gene is involved in the pathogenesis of any of
the genetic diseases mapping to the 4928-g32 chromo-
somal interval. Significant sequence identity is aso
shared with all the other members of the LSHAT family
from different species, belonging to different transport
systems such as L, y*L, asc and bo+AT. This sequence
homology, together with the conservation of the cysteine
residue within the loop between the third and fourth
transmembrane domain, which is involved in the forma-
tion of the disulphide bridge between the LSHAT and the
heavy subunits (4F2hc or rBAT), show that the novel
protein is an additional member of the LSHAT family.
Within this family it is the seventh human member so far
identified after LAT-1, LAT-2, asc-1, y*LAT-1, y*LAT-2
and hO+AT.

Induction of the amino acid transport function associ-
ated with the LSHAT members requires the expression
of either of the two identified heavy subunits, rBAT or
4F2hc (reviewed in [17, 37, 63]): LAT-1 and -2, asc-1,
y*LAT-1 and -2 and XCT require 4F2hc, whereas bo+AT
requires rBAT. Thisis based on severa lines of evidence
including amino acid transport induction, trafficking to
the plasma membrane and co-immunoprecipitation
studies in cell expression systems. Only for 4F2hc and
LAT-1 has co-immunoprecipitation from natural sources
been demonstrated [30, 34, 62]. In the present study we
showed that xCT requires 4F2hc for expression at the
oocyte plasma membrane and for the induction of system
Xs~ transport activity. Beside these natural occurring
heterodimers, promiscuous interaction between 4F2hc-
associated LSHAT members and rBAT in foreign expres-
sion systems has been demonstrated for LAT-2 (e.g. for-
mation of heterodimers; [47]) and for y*LAT-1, LAT-1
and LAT-2, eg. trafficking to the plasma membrane
and induction of amino acid transport (R. Estévez, CA
Wagner, M. Pineda, M. Camps, A. Albers, S. Broer, A.
Zorzano, F. Lang, M. Palacin, unpublished observa-
tions). Conversely, it has been reported recently that
4F2hc and the putative rBAT-associated L SHAT (bo+AT)
co-express amino acid transport activity in HRPE cells
[44, 46]. In contrast, in the present study human rBAT
did not bring the human xCT to the plasma membrane
and therefore did not co-express any amino acid trans-
port activity. To our knowledge this lack of promiscuous
interaction among LSHAT is restricted to xCT (present
study).

Evidence for the physiological role of system x.~ has
been gained in cultured cells, in which the activity of
system x.~ (i.e. influx of cystine and efflux of glutamate)
regulates the intracellular levels of glutathione, through
the availability of cysteine, the precursor of its synthesis
[3, 4]. Activators of system x.-, (e.g. lipopolysaccharide
and the electrophilic agent diethylmaleate) increase the
MRNA levels of xCT transporter in mouse macrophages
[54]. The role of system x.~ in vivo is less clear [54].
Here we showed the expression of S .C7A11 mRNA in

brain, as previously reported in mouse [54]. Expression
was present in al brain regions tested, which is consis-
tent with reports of X, cystine-glutamate exchange
activity in glia cells together with Nat-dependent
high affinity glutamate transporters belonging to the
Xag™ System [48, 49, 50]. It has been proposed also that
glia cells take up cystine and then release cysteine to
neurons for glutathione synthesis [49]. Moreover in glio-
ma cell lines, over 50% of glutamate transport is Na* in-
dependent and mediated by the x transport [64]. Re-
cently, it has been reported also that up-regulation of
cystine-glutamate exchange in conjunction with reduc-
tion-mislocalisation of Na*-dependent glutamate trans-
porters causes an unusual release of glutamate from glio-
ma cells, which in turn may contribute to tumour-associ-
ated necrosis and possibly to seizures in peritumoural
brain [64]. However, further experiments are needed to
clarify the physiological role of XCT in the nervous
system.

RT-PCR demonstrated expression of human SLC7A11
mRNA in all human tissues tested, including pancreatic
islets, with the exception of kidney and liver. Indeed,
some of the corresponding mouse tissues that had not
been tested before (intestine, ovary and spleen) or
showed no xCT expression by Northern analysis
(e.g. kidney; present study and [54]), were positive
by RT-PCR. Consistent with this tissue distribution of
SL.C7A1l, system x.~ transport activity has been reported
in human and rat pancreas [53, 58] and in rat intestinal
crypt cells [32]. The SLC7ALL expression in pancreatic
isletsisintriguing in view of the hypothesis of arole for
glutamate as an intracellular messenger in glucose-
induced insulin exocytosis. Glutamate does not initiate
the secretory response but its uptake would render the in-
sulin granules secretion competent, thus coupling glu-
cose metabolism to insulin secretion [28]. The intracellu-
lar levels of glutamate might be regulated by the activity
of system x.~. Study of the specific cell types that ex-
press XCT in pancreatic islets and of the mechanisms
which control the induction of the x system in these
cells should provide more clues about a possible in-
volvement of XCT in the insulin secretory pathway.

System x;~ transport activity has also been shown in
tumour cell lines other than glioma cells, like mouse
lymphoma, human and rat hepatoma cell lines [2, 23,
29]. In the present study, we showed expression of hu-
man SLC7A11 mRNA in the colon tumour cell line CaCo
2, in the embryonic renal cell line EK293 and in the he-
patic tumour cell line HepG2, whereas it was absent in
liver. Cystine has a higher concentration than cysteine in
the extracellular space. Activation of system x.~ in pro-
liferating cells may increase cystine availability for cell
growth. Indeed, there are other mechanisms that ensure
cystine availability for tumour growth, e.g. conversion
from glutathione through the up-regulated y-glutamyl
transpeptidase activity [21, 22, 36, 57]. The identifica-
tion of human SLC7A11 will alow the study of the role
of system X~ in cysteine/cystine availability during neo-
plastic conversion.
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2. Identificacion de PK y PW, dos
nuevas subunidades ligeras.

Después de la identificacion vy
caracterizacion de xCT humano, se continud con la
busqueda de nuevas subunidades ligeras
pertenecientes a la familia LSHAT. Los estudios
funcionales que se estaban haciendo con otros
transportadores (Fernandez et al., 2002; Pfeiffer et
al., 1999a), parecian indicar que todavia quedaban
transportadores por clonar. En esta direccion, G.
Borsani y M.T. Bassi del Tigem de Mildn, en
colaboracidon con nuestro grupo, encontraron dos
nuevas EST de ratéon (1972468 y 1907807) que

presentaban cierto grado de homologia con los

Resultados

otros miembros de la familia LSHAT. Aunque este
grado de homologia s6lo era del ~30%, bastante
por debajo del que se establecia entre los otros
transportadores LSHAT, se aposto por conseguir la
secuencia completa. En ambos casos, M.T. Bassi
aplic6 5’RACE-PCR a partir de extracto total de
RNA de rifién de raton. Se obtuvieron dos cDNAs
completos: slc7aK (siguiendo la nomenclatura de
solut carrier family 7), de 1891 pb, traducido a una
putativa proteina de 465 aminoacidos a la que
llamariamos PK y que fue la primera en resolverse;
y slc7aW, de 1691 pb, traducido a una putativa
proteina de 478 aminoacidos, que llegd un tiempo
después. Entre ellas, presentaban una homologia de

secuencia del 44%.

MLAT2 - - MEKGARQRNNTAKN - - - -HPGSDTSPEAEASSGGGG- - - - - - VALKKEIGLVSACGII 48
mASC-1 - - MRRDSDMASHIQQPGGHGNPGPAPSPSPGPGPGPGAS- - - ERVALKKEIGLVSACTII 55
mLAT1 MAVAGAKRRAVATPATAAAEEERQAREKMLEARRGDGADPEGEGVTLQRNITLLNGVAII 60
mY+LAT1 - -MVNSTKY----------~- EVAAQHEADDGSALGDGASPVAEQVKLKKEISLLNGVCLI 47
mxCT - -MVRKPVVATISKGG----- YLQGNMSGRLPSMGDQEPPGQEKVVLKKKITLLRGVSII 53
mb0_+AT - -MEETSLR--~----=-~--~~ RRREDEKSTHSTELKT- - - - - TSLOKEVGLLSGICITI 39
MPW ~ mmmmm e MAMDSKKEIRLKRELG Y (easNiml 2 4
=) S .——__———————s—s™”s8 MQLLR 16
*
MLAT2 VGNIIGSGIFVSPKGVLENAGS -VGLALIVWI VTGIITAVGALCYAELGVTIPKSGGDYS 107
mASC-1 IGNIIGSGIFISPKGVLEHSGS -VGLALFVWVLGGGVTALGS LCYAELGVAIPKSGGDYA 114
mLAT1 VGTIIGSGIFVTPTGVLKEAGS - PGLS LVVWAVCGVFSIVGALCYAELGTTISKSGGDYA 119
mY+LAT1 VGNMIGSGIFVSPKGVLMYSAS - FGLSLVIWAVGGIFSVFGALCYAELGTTIKKSGASYA 106
mxCT IGTVIGSGIFISPKGILONTGS -VGMS LVFWSACGVLSLFGALSYAELGTSIKKSGGHYT 112
mb0_+AT VGTIIGSGIFISPKSVLANTES VGPCLIIWAACGILATLGALCFAELGTMITKSGGEYP 98
mPW GﬂGIFﬂPLQHSSMNVGVELﬂL@AEEITFPYSGAHYY 84
mPK GIF /' PKAVLKYSSLNI[S/LnW Lo AEIATTYPLSGASYY 76
:*:***::*..:* : LELE Lo R kK
MLAT2 YVKDIFGGLAGFLRLWIAVLVIYPTNQAVIALTFSNYVLQPLFPTCF PPESGLRLLAAIC 167
mASC-1 YVTEIFGGLAGFLLLWSAVLIMYPTSLAVISMTFSNYVLQPVFPNCI PPATASRVLSMAC 174
mLAT1 YMLEVYGSLPAFLKLWIELLIIRPSSQYIVALVFATYLLKPVFPTCPVPEEAAKLVACLC 179
mY+LAT1 YILEAFGGFLAFIRLWTSLLIIEPTSQAVIAITFANYMVQPLFPSCGAPYAAGRLLAAAC 166
mxCT YILEVFGPLLAFVRVWVELLVIRPGATAVISLAFGRYILEPFFIQCEIPELAIKLVTAVG 172
mb0_+AT YLMEAFGPIPAYLFSWTSLIVMKPSSFAIICLSFSEYVCAAFYSGCKPPAVVVKLLAAAA 158
mPW FLKRCFG PLVING RIS A R IS NN A £ Y GVOPFYPSCSAPTLPRKGINENY 143
mPK FLKRTLGSSVAFLE W VIQCFYSGCPAP 135
* Lo * HH R .t * Ok
MLAT2 LLLLTWVNCSSVRWATRVQDIFTAGKLLALALIIIMGIVQI- - - -CKGEFFWLEPKNAFE 223
mASC-1 LMLLTWVNSSSVRWATRIQVIFTGGKLLALSLIITVGFVQI- - - -FQGHFEELRPTNAFA 230
mLAT1 VLLLTAVNCYSVKAATRVQDAFAAAKLLALALIILLGFIQMGKDMGQGDASNLOQKLSFE 239
mY+LAT1 ICLLTFINCAYVKWGTLVQDIFTYAKVLALIAVIIAGIVRLG - - - -QGATANFEN- - SFE 220
mxCT ITVVMVLNSTSVSWSARIQIFLTFCKLTAILIIIVPGVIQL- - - - IKGQTHHFKD- -AFS 226
mb0_+AT ILFITTVNALSVRLGSYVQNVFTAAKMVIVAIIIISGLVFLA————QGNVKNFQN——SFE 212
mPW LQTM-———GKKENVQRLQNAF 199
mPK KTVAWEN - ---GKKENVSRFENAL 189
* . . . . *
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Figura 11. Alineamiento muiltiple de PK y PW con las LSHAT de raton. El
alineamiento de las secuencias de aminoacidos se hizo con el programa CLUSTALW Sequence Alignment.

Resaltados en azul se encuentran los 12 putativos segmentos transmembrana de PK y PW, obtenidos

mediante el programa de prediccidn topoldgica SOSUI. Los residuos conservados en todos los miembros de la
familia se han indicado en gris y, concretamente, la cisteina implicada en la formacién del puente disulfuro
con la subunidad pesada se ha resaltado en color morado. El punto (:) y los dos puntos () indican,
respectivamente, un alto y muy alto grado de conservacion entre los miembros de la familia del residuo

sefialado.
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2.1. Estudios iniciales de caracterizacion
de la proteina de raton PK

La nueva proteina de ratén identificada,
llamada PK, presentaba homologias entre el 25-
35% con el resto de las subunidades ligeras. El
alineamiento multiple revelaba que mantenia la
cisteina responsable de la formacion del puente
disulfuro con la subunidad pesada (residuo 121)
junto con otros de los residuos conservados en la
familia (Figura 11). La prediccion de estructura
también presentaba 12 putativos segmentos
transmembrana, aunque con un extremo citosoélico
N-terminal ligeramente mas corto. A pesar de las
bajas homologias, parecia que nos encontrabamos
ante un nuevo miembro de la familia LSHAT y nos
propusimos abordar su caracterizacion funcional.

Los intentos por encontrar el ortélogo
humano de slc7aK en las bases de datos human
dbEST, Proyecto Genoma Humano y Celera
Genomics no fueron fructiferos, pareciendo indicar

que se trataba de un gen exclusivo de raton.

Patrén de expresion de la proteina

M.T Bassi realiz6 el analisis por Northern
blot de una membrana comercial de tejidos de
raton, utilizando como sonda la secuencia de la
EST 1972468 (Figura 12). De los tejidos testados
solo se obtuvo sefial en rifion, en forma de tres
transcritos: una banda muy intensa ligeramente
superior al marcador de 4.4 kb, y otras dos bandas
de menor intensidad a una altura aproximada de

1.9 y 1.5 kb, respectivamente.

Ensayos de transporte en células HeLa

El vector de expresiéon en el que se
encontraba el cDNA de PK y la optimizacion en el
laboratorio de las condiciones de transfeccion por
fosfato calcico de células HeLa puestas a punto por
J. Bertran, hacian adecuado abordar los estudios de

funcionalidad en este sistema de expresion.

Resultados
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Figura 12. Distribucion tisular del
MRNA de PK. Se hibridd una membrana
comercial de tejidos de ratén (Clontech) con una
sonda de PK. Después de una larga exposicion se
obtuvo Unicamente sefial en rifidon, en forma de
tres transcritos de ~5kb, ~1.9 kby ~ 1.5 kb.

Se desconocia el sustrato que podia
transportar la nueva proteina y cudl seria la cadena
pesada con la que formaria el puente disulfuro.
Inicialmente se probdé un aminodcido radiactivo
representativo de cada uno de los tipos existentes
(Arg, catidnico; Ala, neutro pequefio; Leu, neutro
grande; y Glu, ani6nico), a una concentracion de
50 uM (dentro del rango medio habitual de
afinidad de los transportadores de la familia y sin
que el basal de HeLa sea excesivo) y en
combinacién con cada una de las subunidades
pesadas (Figura 13A). Se eligi6 incluir sodio en el
medio por si el nuevo transportador requeria este
ion para su funcion. En un primer momento
parecié que PK podia unirse a rBAT e inducir un
pequeilo transporte de alanina o glutamato (Figura
13A) pero este resultado no se repitié ni tampoco
encontramos induccién con ninguno de los

sustratos testados (Figura 13B).
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Figura 13. Ensayos de transporte en

células Hela. Las células se transfectaron con
fosfato calcio con los DNAs indicados y a las 36
horas se evalud la captaciéon de los aminoacidos
marcados con 3H a 50 pM de concentracion y en
presencia de Na* en el medio (excepto *, sin
sodio) durante 2 min. Los valores son la media+ES
de un experimento con 4 replicados por punto.

Inmunolocalizacion de PK en células HeLa

En este punto, decidimos introducir un
epitopo myc en el extremo N-terminal de la
proteina porque no disponiamos de anticuerpo
especifico y queriamos comprobar si PK se
expresaba en superficie o permanecia intracelular
cuando se transfectaba en células HeLa, sola o en
combinacion con rBAT o 4F2hc. En ningun caso
conseguimos detectar sefial de myc asociada a PK
mientras el control positivo del experimento (asc-
1/4F2hc) si presentaba marcaje fluorescente en
superficie. Quizas la introduccion del epitopo
provoca un mal plegamiento de la proteina y ésta
es degradada por la maquinaria celular o bien la
falta de su subunidad pesada, diferente de rBAT y
4F2hc, es necesaria para su estabilizacion. En
cualquier caso, los problemas por conseguir
expresar y detectar la proteina, junto con la llegada

del cDNA completo de slc7aW hicieron que

50

centraramos los esfuerzos en caracterizar ésta
ultima.

2.2. Estudios iniciales de caracterizacion de la
proteina PW

La nueva proteina identificada, 1lamada
PW, de 478 pb, también de raton, presentaba
igualmente bajas homologias (27-33%) respecto el
resto de miembros de la familia de subunidades
ligeras (Figura 11). El alineamiento multiple, sin
embargo, revelaba caracteristicas que también
hacian pensar que formaba parte de la familia
(Figura 11): i) mantenia la cisteina implicada en la
formacion del puente disulfuro con la subunidad
pesada (residuo 129); ii) conservaba residuos clave
en la familia a lo largo de la secuencia; y iii) los
programas de prediccion de estructura también
presentaban 12 putativos segmentos
transmembrana aunque, como PK, con el extremo
citos6lico N-terminal ligeramente mas corto.

La busqueda en las bases de datos de
secuencias humanas (human dbEST, Proyecto
Genoma Humano) permitieron identificar un clon
parcial con un 72% de identidad y un 83% de
similitud que apuntaba a ser el ortélogo humano de
slc7aW. A partir de éste se obtuvo el cDNA
completo de una putativa proteina de 470
aminoacidos. El alineamiento entre las dos
proteinas evidenciaba un 70% de identidad y un

muy elevado grado de similitud (Figura 14).

Patron de expresion de la proteina

M.T Bassi realizo el analisis por Northern
blot de la expresion tanto de PW de ratén como de
la humana, utilizando en ambos casos membranas
comerciales (Figura 15, Resultados). El resultado
mostraba una expresion exclusiva de rifion entre
los tejidos testados y un poco en higado para el
caso de PW humano (Figura 15B). La abundancia
del transcrito era mayor que la de PK,
probablemente indicando una mayor expresion del

gen.
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mPwW MAMDSKKEIRLKRELGYFWGTNFLIINIIGAGIFVSPKGVLQHSSMNVGVSLCVWAVCAV 60

hPwW --MDRGEKIQLKRVFGYWWGTSFLLINIIGAGIFVSPKGVLAYSCMNVGVSLCVWAGCAT 58

mPwW LTLTSALCSAEIGITFPYSGAHYYFLKRCFGPLVAFLRLWTSLFLGPGLIASQALLLAEY 120
hpPw LAMTSTLCSAEISISFPCSGAQYYFLKRYFGSTVAFLNLWTSLFLGSGVVAGQALLLAEY 118

*

mPW GVQPFYPSCSAPILPRKCLALAMLWIVGILNSRGVKELSWLOQTVSSVLKVGILGVISLSG 180
hPw SIQPFFPSCSVPKLPKKCLALAMLWIVGILTSRGVKEVIWLOIASSVLKVSILSFISLTG 178
mPW LFLLVRGKKENVQRLONAFDAEFPEVSQLIEAIFOGYFAFSGGGCFTCIAGELKKPSKTI 240
hPwW VVFLIRGKKENVERFONAFDAELPDISHLIQAIFQGYFAYSGGACFTLIAGELKKPRTTI 238
mPwW PRCIFTGLPLVTVVYLLANISYLTVLTPQEMLSSDAVALTWTDRVIPQFTWTVPFAISAS 300
hpPw PKCIFTALPLMTVVYLLVNISYLTVLTPREILSSGAVAITWADRAFPSLAWIMPFAISTS 298
mPW LEINLVINVLETSRVLYIASENGOLPLLFCALNVHSSPFTAVLLITISMASILIVLTNLID 360
hPwW LESNLLISTIFKSSRPIYLASQEGOQLPLLFNTLNSHSSPFTAVLLLVTLGSLAITLTSLID 358
mPwW LINYLYFVVSIWTALSLIGILKLRYQEPNLHRPYKVFLPFTSIALGITLSLVLIPLVKSP 420
hpPw LINYIFFTGSLWSILLMIGILRRRYQEPNLSIPYKVFLSFPLATIVIDVGLVVIPLVKSP 418
mPwW KLHYIYVFLFLLSGLVFYVPLIHFKVKFVWEFQKLTCYLQLLFNICIPDVSDDHIHEES 478
hPwW NVHYVYVLLLVLSGLLFYIPLIHFKIRLAWFEKMTCYLQLLFNIGLPDVSEE------ 470

Figura 14. Alineamiento entre PW de raton y humana. El alineamiento de las secuencias
de aminoacidos se hizo con el programa CLUSTALW Sequence Alignment. Resaltados en gris se indican los
residuos conservados en ambas versiones de la proteina (mPW, de ratén; hPW, humana) (69% de
identidad). El asterisco sefiala el residuo de cisteina implicado en la formacion del puente disulfuro con la

subunidad pesada.

Ensayos de transporte en oocitos de X. laevis 'y

células HeLa

La caracterizacion funcional de la proteina
PW de raton se abordé tanto mediante inyeccion de
cRNA en oocitos de X. laevis como transfeccion
transitoria en células HeLa. En este caso, tampoco
conociamos que sustrato podria transportar ni ctal
seria la subunidad pesada que podria interactuar
con ella. De nuevo, se probdé al menos un
aminoacido radiactivo representativo de cada uno
de los tipos existentes (Arg, catiénico; Ala y Gly,
neutros pequefios; Leu, neutro grande; Glu,
aniénico; Trp, aromatico; y Met, Pro y CssC)
(Figura 16). Se incluyé sodio en el medio por si el
transportador requeria este i6n para su funcidon. Se
probd también una monoamina, la tiramina (Tir),
ya que al realizar un BLAST con la secuencia de la
proteina, después de todos los miembros de la
familia SLC7 aparecia el transportador de aminas
PotE (putrescina-ornitina). El alineamiento entre

ambas secuencias presentaba un 18% de identidad.

Los resultados de estos ensayos no
mostraban induccién de transporte para ninguno de
los sustratos testados, ni para PW sola ni en
combinacion con 4F2hc o rBAT. Sin embargo, la
co-expresion de la nueva proteina con la subunidad
pesada rBAT disminuia el transporte basal de ésta
provocado por la asociacion con el homdlogo de
b% AT de X. laevis (Bertran et al., 1993; Wells and
Hediger, 1992; Bertran et al.,, 1992b). Es decir,
parecia como si PW estuviera “secuestrando”
rBAT e impidiendo que éste formara un complejo
transportador con la subunidad enddégena. Esta
observacion solo se cumplia para los sustratos
propios del sistema b (L-arginina, L-leucina, I-
alanina, I-cistina y [-metionina), mientras que en
los otros (L-glutamato, L-triptéfano, L-glicina y L-
prolina) no se apreciaba ninguna diferencia entre la
inyeccion de rBAT s6lo o en combinacion con PW
(Figura 16). Este efecto no podia observarse en
células HeLa transfectadas (rBAT, 887+75 pmoles
L-[3SS]—cistina 150uM/mg prot-2min; rBAT+PW,
9754200 L-[**S]-cistina  150pM/mg

prot-2min), donde no se detecta expresion

pmoles
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Figura 15. Distribucion tisular del mRNA de PW. A. Northern blot andlisis de PW de ratén. Se
hibridé una membrana comercial de tejidos de ratén (Clontech) con una sonda de PW correspondiente a la EST
1907807. Después de una exposicion de soélo 4 horas se obtuvo una fuerte sefial en rifién, en forma de un Unico
transcrito de aproximadamente 2.5 kb. B. Northern blot andlisis de PW humano. También se utilizéd una
membrana comercial (Human Blot, Clontech) que se hibridé con una sonda a partir de la secuencia del clon parcial
de PW humano. Se obtuvo una intensa banda en rifién a la altura de las 5 kb, junto con otra de intensidad menor
y mucho mas pequefia, de 1.35 kb. En este caso, ademas, aparecidé un transcrito en higado a la misma altura que

el de rifién de ~5 kb pero con menor intensidad que éste.

endégena de la proteina b*'AT (N. Reig,

comunicacién personal).

Analisis por Western blot

Como no disponiamos del anticuerpo
especifico contra la proteina, se introdujo el
epitopo myc en el extremo N-terminal y se
transfectaron células HeLa con PW sola o en
combinacién con cada una de las subunidades
pesadas. Por trabajos realizados por M. Pineda en
nuestro laboratorio, habiamos aprendido que si se
incubaban las células a 33 °C en lugar de a 37 °C,
la expresion de proteinas que contenian mutaciones
o que se expresaban con dificultad podia
incrementarse significativamente (Pineda et al.,
2004b). Esta observacion parece estar relacionada
con un  enlentecimiento  de la  ruta
ubiquitina/proteasoma, encargado de degradar las
proteinas que se acumulan en el reticulo

endoplasmatico (RE) sin  madurar., A la
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temperatura permisiva de 33 °C se facilita su
maduracién y, por tanto, su llegada a la membrana
plasmatica. Por este motivo, se incubaron células a
37 y 33 °C, se obtuvieron los extractos celulares y
se realizd el Western blot tanto en condiciones
reductoras (+DTT) como no reductoras ¢DTT)
(Figura 17).

La proteina PW de ratén, en condiciones
reductoras (+DTT), aparecia como una banda de
unos ~40 kDa de tamafio molecular (entre los
marcadores de 51 y 34 kDa) (Figura 17A). La
expresion de la proteina a 37 °C era muy baja pero
a 33 °C la intensidad de la banda aumentaba
considerablemente. En condiciones no reductoras
(- DTT), PW sola o en combinaciéon con 4F2hc
tenia el mismo comportamiento que en condiciones
reductoras; sin embargo, en el caso de la co-
transfeccion con rBAT, la banda aparecia con un
elevado peso molecular (Figura 17B). Esta banda,
ademas, ya tenia intensidad notable en la muestra

de las células incubadas a 33 °C.
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Figura 16. PW disminuye el transporte inducido por rBAT en oocitos de X.

laevis. Se inyectaron 10 ng de cada cRNA indicado en grupos de oocitos de X. /aevis. Después de 48 h, se
determind la captacidn de los sustratos radiactivos L-glutamato, L-leucina, L-alanina, L-arginina, L-prolina, L-
metionina, L-triptéfano, L-glicina, L-cistina (CssC) y tiramina (Tir), a una concentracién de 100 pM durante 10
minutos. Los resultados estan expresados como media£ES de 7 oocitos por grupo.

El resultado confirmaba las observaciones
de los ensayos de transporte, mostrando una
interaccion entre PW y rBAT, probablemente

mediante la unién por puente disulfuro.

Inmunolocalizacion de PW en células HeLa

Se utilizé la construccion de la proteina
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que llevaba unido el epitopo myc y se transfectaron
células HeLLa con PW de raton sola y, de nuevo, en
combinacion con rBAT y 4F2hc. Después de la
experiencia con PK, también decidimos hacer una
inmunolocalizacion de PW de ratén y comprobar si
la posible interaccion con rBAT llevaba la proteina
a la membrana plasmatica o si, por el contrario,
seguia permaneciendo intracelular. (Figura 18). En

ninguna de las condiciones, PW conseguia llegar a
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Figura 17. Expresion de PW de raton en células Hela. Se cargaron 25 pg de proteina
en cada carril a partir de los extractos obtenidos de la transfeccion celular de PWmyc sola (PWmyc), con
4F2hc (F+PWmyc) o con rBAT (B+PWmyc) e incubadas a la temperatura indicada (37 o 33 °C). Como
control negativo se utilizaron células transfectadas con el vector vacio (mock). A. En condiciones
reductoras (+DTT), PWmyc aparece como una banda de ~40 kDa en las células incubadas a 33°C. B. En
condiciones no reductoras (-DTT) también aparece la banda de ~40 kDa y, ademas, en la co-transfeccion
con rBAT aparece una banda de elevado peso molecular.
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la membrana plasmatica de las células (Figura 18).
Este resultado parecia evidenciar que PW, y muy
seguramente su “hermana” PK, requeria de otra
subunidad pesada todavia por identificar para
poder llegar a la membrana y, en ese caso, realizar
su funcién de transporte. Probablemente, la
interaccion observada con TtBAT seria una
interaccion inespecifica provocada por la sobre-
expresion de ambas proteinas y que se habia
descrito para otros miembros de la familia LSHAT
(Wang et al., 2003; Rajan et al., 2000a; Rajan et
al., 1999).

Para proseguir con la caracterizacion de la
proteina PW era necesario conseguir que ésta
llegara a la membrana plasmatica de la célula.
Casualmente, acababa de salir publicado por el
grupo de Kanai, un articulo en el que se

caracterizaba un nuevo miembro de la familia de

' i 3

transportadores heterodiméricos de aminoacidos
(Chairoungdua et al., 2001). Se trataba de la
proteina PK, a la que llamaban asc-2 (del sistema
de transporte asc) y de la que decian que no
asociaba con ninguna de las cadenas pesadas
conocidas. Para que ésta llegara a la membrana y
se pudiera caracterizar su funcién de transporte,
construyeron concatenameros entre asc-2 y 4F2hc
o rBAT. Decidimos seguir con la misma estrategia
aplicandola a PW, con la sospecha que Kanai

podria estar también trabajando con PW.

Expresion del concatenidmero 4F2hc-PWmyc

Se aborddo la construccion de los
concatenameros de PWmyc con cada una de las
subunidades pesadas. Se trataba de unir al extremo
N-terminal de 4F2hc o rBAT, el extremo C-

terminal de PW en pauta de lectura. Entre ambas se

4F2hc+myc-PW rBAT+myc-PW

Fig 18. PW no llega a la membrana plasmatica ni con rBAT ni con 4F2hc. se
transfectaron células HelLa con 9 pg de cada DNA indicado (junto con pCDNA3 vacio en las tranfecciones
solas). A las 36 horas se realizd la inmunolocalizacion (descrito en Materiales y Métodos). La observacion
de las muestras en el microscopio confocal de fluorescencia evidencia la localizacion intracelular de PW
tanto cuando es transfectada sola como en combinacion con cada una de las dos subunidades pesadas
conocidas (4F2hc y rBAT). En contraste, el ultimo panel a la derecha muestra un ejemplo de localizacién

en membrana plasmatica (control+; 4F2hc+myc-ascl).



pondria un [linker suficientemente largo que
permitiera a ambas plegarse correctamente en la
membrana del oocito. El grupo de Verrey lo habia
hecho para rBAT-b""AT (Pfeiffer et al., 1999a).

4F2hc-PWmyc

4F2hc

kDa

198 ==

115 e=
93 ==

49 =

35 e=

Figura 19. Expresion de 4F2hc-

PWmyc. Se inyectaron 50 ng de cRNA en
oocitos de X. laevis. A las 48 h se procesaron
para obtener el extracto proteico y se
cargaron 150 ug de proteina en un gel. La
inmunodetecciéon se hizo siguiendo el
protocolo presentado en Materiales vy
Métodos. Se detecta una banda de ~150 kDa
correspondiente al concatendamero. Como
control negativo se inyectaron oocitos con
cRNA de 4F2hc.

Resultados

El primer concatendmero que se obtuvo
fue 4F2hc-PWmyc. Se inyect6 el cRNA en oocitos
de X. laevis y se procesaron las muestras para
visualizar la expresion del constructo (ensayo de
Western blot) (Figura 19) y comprobar que llegara
a la membrana del oocito (inmunocitoquimica). El
analisis por Western blot revelaba una banda de
elevado peso molecular (~150 kDa) que
confirmaba la correcta expresion del
concatenamero sin que éste fuera degradado por la
maquinaria celular del oocito (Figura 19). Los
moldes con los oocitos inyectados para hacer los
cortes de la inmunocitoquimica quedaron
guardados en el congelador de -80°C.
Desafortunadamente, el grupo de Kanai publicaba
un articulo en el que se caracterizaba una proteina
estructuralmente similar a asc-2, a la que llamarian
AGT-1  (Aspartate/Glutamate  Transporter-1)
(Matsuo et al.,, 2001). Se trataba de la misma
secuencia que PW.

Paralelamente al desarrollo de este
proyecto se estaban abordando otros estudios que
se presentan a continuacién, con lo que en este
punto decidimos interrumpir esta linea de
investigaciéon y concentrar los esfuerzos en el

proyecto de determinacion de la topologia de xCT.
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3. Determinacion de la topologia
de xCT e identificacion de una

estructura de reentrant-loop.

Los resultados correspondientes a este
apartado se encuentran recogidos en los Articulos
2 y 3. A continuacién se presenta un resumen de

los mismos.

3.1. Introduccion

El cercano final de la era de la clonacion y
el escaso conocimiento de la estructura proteica o
de las relaciones de estructura-funciéon entre los
miembros de la familia HAT dirigié los objetivos
del grupo en esta direccion. Estudios de
reconstitucion realizados por N. Reig en nuestro
laboratorio mostraban que la subunidad pesada no
era necesaria para la funcion de transporte (Reig et
al., 2002) y, por tanto, que los determinantes
funcionales relevantes deberian encontrarse en la
subunidad ligera. En esta direccion s6lo se habian
estudiado algunos residuos concretos,
principalmente  mutaciones identificadas en
y 'LAT-1, causantes de lisinuria con intolerancia a
proteinas (Torrents et al., 1999), y en b>'AT,
causantes de cistinuria (Font et al., 2001) (ver
Introduccion de esta memoria).

Se decidid, entonces, abordar la
determinacion experimental de la topologia de las
subunidades ligeras. Se eligi6 el método de
accesibilidad a cisteinas mediante reactivos
sulfidrilo ysteine-scanning accessibility method)
(ver Introduccidén y Materiales y Métodos de esta
memoria). Este método es menos agresivo que
otros ya que se sustituyen residuos individuales.
Ademas, las sustituciones por cisteinas suelen ser
bien toleradas y este aminoacido ofrece muchas
posibilidades de reactivos que reaccionan
especificamente con él. R. Estévez, en nuestro
laboratorio, habia iniciado estudios de sensibilidad
a reactivos especificos de cisteina (pCMB vy
pCMBS) con la subunidad ligera TU12 (isoforma
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LAT-1 de X. laevis) y habia mutagenizado sus
cisteinas enddgenas con el propdsito de determinar
su topologia (R. Estévez, Tesis Doctoral).
Finalmente, se opt6 por utilizar XCT como modelo
para la determinacién de la topologia de las
subunidades ligeras. Influyeron en la decision
varios motivos: i) la elevada induccion de
transporte provocada por 4F2hc/xCT en oocitos de
X. laevis; ii) tratarse de una isoforma humana; y iii)
el hecho de ser la proteina caracterizada
inicialmente por la doctoranda. El volumen de
inyeccién que requeriria hacer la determinacion
experimental de la topologia en oocitos de X
laevis, asi como los ejemplos de la bibliografia del
momento, recomendaban la utilizacion de células
HeLa. Por tanto, los estudios de la topologia se
realizaron mediante transfeccion transitoria en

células HeLa.

3.2. Localizacion de los extremos Ny C-
terminal de xCT

Para determinar la localizacion de los
extremos de xCT se construyeron dos versiones de
la proteina: his-xCT, con una cola de 6 histidinas y
el epitopo X-press en el extremo N-terminal; y
xCT-myc, con el epitopo myc en el extremo C-
terminal. La transfeccion de his-xCT humano solo
o en combinacion con 4F2hc resultdé en la
induccion de transporte tanto de Lglutamato (4
veces) como de L-cistina (6 veces) por encima del
nivel basal (Figura 20, Material Suplementario del
Articulo 2), con valores comparables a los
obtenidos con la proteina salvaje (88% + 9% y
84% =+ 7% del transporte de L-[**S]-cistina 25 M
y L[’H]-glutamato 50 pM, respectivamente). El
hecho que las células HeLa expresen 4F2hc pero
no rBAT (Reig et al., 2002) sugiere que el 4F2hc
endogeno conduce xCT transfectado a 1la
membrana plasmatica. Resultados similares fueron
obtenidos con asc-1 por M. Pineda en nuestro
grupo (M. Pineda, Tesis Doctoral), donde la
transfeccion de la correspondiente LSHAT sola
resultaba en una plena actividad de transporte en la
membrana plasmatica. Por simplicidad en el resto
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Figura 20. Induccion de la actividad

del sistema x. por his-xCT. se
transfectaron células HelLa con vector vacio
(pCDNA3), 4F2hc, 4F2hc y his-xCT o con his-xCT
solo, segln indicado. A. 48 h después, se
determiné el transporte de L-[35S]-cistina 25 UM

(cssc) y L-[3H] glutamato 50 pM (glu). Los
resultados estan expresados como media+ES de 3
a 5 experimentos con cuatro réplicas cada uno. B.
Las células transfectadas se cargaron durante 20
min con L-[3H] glutamato 100 pM. Se determiné la
salida de sustrato en condiciones lineales en
ausencia (none) o presencia de L-cistina 350 pM.
Sélo se detectdé trans-estimulacion en las células
transfectadas  con his-xCT. El  resultado
(Media£ES) estd expresado como porcentaje del
total de carga radiactiva por min y corresponde a
un experimento representativo con cuatro
réplicas. La Figura corresponde al Material
Suplementario del Articulo 2 (Figura A).
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de experimentos, las células se transfectaron
unicamente con la correspondiente version de la
proteina (salvaje, fagged o mutada).

Asi, las caracteristicas del transporte
inducido por his -xCT correspondian a las descritas
anteriormente por XCT y4F2hc ((Sato et al., 1999)
y presente tesis): independencia de sodio, valores
de K, para los sustratos en el rango uM (Tabla 1,
Articulo 2) y trans-estimulacion de la salida de L-
glutamato en presencia de Lcistina (Figura 20,
Material Articulo  2).

Paralelamente, el constructo xCT-myc también

Suplementario  del

presentd induccion de transporte correspondiente
al sistema x (4 veces por encima del transporte
basal de L-[*°S]-cistina 25 pM, representando el
67%+7% del transportador salvaje, n=8).

La inmunodeteccion de his-xCT y xCT-
myc ocurrid so6lo cuando las células fueron
permeabilizadas, mostrando una clara sefial en la
membrana plasmatica ademds de cierta sefial
Articulo  2). Esta

observacion evidencia la localizacién intracelular

intracelular  (Figura 1,

de los dos extremos de xCT.

3.3. Biotinilacion de cisteinas

individuales de xCT

Eliminacién de las cisteinas endégenas de xCT

Para la aplicacién de la estrategia de
accesibilidad a cisteinas es necesario partir de una
version de la proteina en la que se han eliminado
todas las cisteinas endogenas. xCT contiene siete
cisteinas endogenas (86, 158, 197, 271, 327, 414 y
435) (Figura 2A, Articulo 3). Cada una de ellas fue
mutada a serina y se evalud que la actividad no
quedara comprometida por el cambio (Figura 21).
Luego, se fueron anadiendo secuencialmente hasta
formar la version de xCT sin cisteinas ¢ysless)
(Figura 21) y ésta se paso a un vector de expresion
en células de mamifero que, en el extremo N-
terminal, contenia el epitopo Xpress y una cola de
seis histidinas. Esto permitiria detectar y purificar

la proteina posteriormente.
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Figura 21. xCT mantiene una actividad parcial después de la eliminaciéon de
las cisteinas nativas. Cada una de las cisteinas de xCT fue mutada a serina y posteriormente
combinadas de forma secuencial para obtener la version sin cisteinas de la proteina (Cysless). Se evalué la
funcién de transporte de cada mutante determinando la captacion de L-[35S]-cistina y L-[3H]-glutamato 100
uM durante 10 min en oocitos de X. /aevis. Los resultados estdn expresados en porcentaje respecto a la
actividad de la proteina salvaje (wt) (media + ES de 8 oocitos por grupo).

Las caracteristicas del transporte inducido
por la version sin cisteinas de xCT (his-Cysless)
fueron representativas del sistema x : his-Cysless
presentd una induccidon significativa en el
transporte de L-cistina 25 uM (1045 + 75
pmoles/mg proteina-min respecto los 3065 + 142
del constructo his-xCT, n=8; 34% =+ 5%) y de I-
100 uM (541 + 32 pmoles/mg

respecto los 2728 + 145 del
constructo his -xCT, n=3; 20% % 1%). El valor de

K., aparente resultd similar para la cistina y 3.6

glutamato

proteina-min

veces aumentada para el L-glutamato (Tabla 1,
Articulo 2) (Figura 22). Este incremento en la K,
aparente del L-glutamato se explica por la
mutacién de la cisteina endéogena C327 a serina
(Tabla 1, Articulo 3, M.

Demostrada la actividad de sistema x. para el

Jiménez-Vidal).

constructo his -Cysless, y por tanto, asumiendo un
correcto plegamiento de la proteina en la
membrana, éste seria la base para la determinacion

de la topologia.
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Screening de biotinilacion de cisteinas

Se eligi6 una bateria de posiciones de la
secuencia de xCT, procurando que no fueran
conservados, con

residuos altamente

representacion en cada Joop extracelular y
citosolico a partir del programa de prediccion de
topologia HMMTOP (Tusnady and Simon, 2001)
(Figura 4A, Articulo 2). Se mutd a cisteina cada
uno de ellos individualmente y se testd su funciéon
valorando la induccién de transporte de L-[3SS]-
cistina en células Hela transfectadas (Figura 2,
Articulo 2). Los mutantes con actividades de
transporte inferiores al 25% de la actividad de his -
Cysless no se consideraron para el estudio.

La figura 3A del Articulo 2 muestra un
experimento tipico de biotinilacion. Las células
HeLa
constructos de xCT son incubadas con el reactivo
(BM) v,

después de solubilizar las proteinas de membrana,

transfectadas con los correspondientes

3-(N-maleimidilpropionil)biocitina

se purifican los transportadores con la cola de

histidinas mediante una resina de acido niquel-
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Figura 22. Analisis cinético de his-

cysless. Se transfectaron células Hela con el
plasmido de his-cysless. Después de 48 h se
determiné la captacion de distintas
concentraciones de L-cistina (10, 25, 50, 150, 200,
250 y 350 uM) y L-glutamato (100, 250, 500 uM,
1, 2.5 y 5 mM) radiactivos durante 45 s
(condiciones lineales). Los parametros cinéticos
obtenidos fueron: K, de 117+41 y 827+171 uM, y
Vmax de 8709+1165 y 5073+356 pmol/min-mg
prot.,, para la L-cistina y el L-glutamato,
respectivamente. Los ajustes de la ecuacion (one
binding site) se hicieron mediante el programa
GraphPad Prism, siendo R2 (fiabilidad del ajuste de
la ecuacion) de 0.9599 y 0.9795, respectivamente.

nitrilotrisacético (Ni-NTA beads). La unién
covalente de la biotina al residuo de cisteina puede
visualizarse después de una electroforesis SDS-
PAGE en condiciones reductoras y la incubacion
con estreptavidina-peroxidasa.

La banda correspondiente a xCT
biotinilado (his-xCT) aparece con un tamafio de
~40 kDa (Figura 3A, Articulo 2), de acuerdo con la
inmunodeteccion mediante anti-Xpress  (Figura
3B, Articulo 2). La tenue banda que aparece a ~80
kDa (Figura 3B, Articulo 2) probablemente

Resultados

representa un homodimero. Esta dimerizacion ya
ha sido observada anteriormente para otras
LSHATS (Fernandez et al., 2002; Feliubadal6 et
al., 1999). Sin embargo, la biotinilacion de esta
banda de ~80 kDa no se detecta debido
seguramente a su baja expresion y a la presencia de
bandas inespecificas en este rango de mobilidad.

La preincubaciéon de las células con el
reactivo sulfidrilo impermeable (2-
trimetilamoniometil)metanotiosulfonato (MTSET)
(Karlin and Akabas, 1998) bloquea la biotinilacion
de las cisteinas extracelulares, como es el caso de
E163C (Figura 3A, Articulo 2). Por otro lado, para
detectar biotinilacion en los residuos intracelulares
es necesario permeabilizar las células con
estreptolisina O (SLO), como es el caso de E260C.
En los residuos extracelulares la permeabilizacion
con SLO no implica aumentos significativos en la
sefial de la biotina (Figura 23).

Un resultado negativo de biotinilacién
después del tratamiento con SLO es ambiguo: el
residuo puede encuentrarse en un entorno

hidrofébico dentro de la membrana plasmatica; en

L163C T102C
=
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Figura 23. La biotinilacion de los
residuos extracelulares no

depende del tratamiento con SLO.
En dos experimentos independientes se
cuantifico por densitometria la intensidad de la
banda correspondiente a L163C biotinilado
(tridangulo) después de la permeabilizacion con
SLO (SLO): 127% respecto la banda sin
permeabilizar (BM) (gel de la imagen) y 106%
(sin mostrar). El residuo interno T102C, en
cambio, sélo presenta bitinilacion después de la
permeabilizacién con SLO. N+S=incubaciéon con
NEM antes del tratamiento con SLO.
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Figura 24. Ausencia de biotinilacion de los residuos transmembrana. Los mutantes
K166C y A337C y las cisteinas enddgenas C197 y C327, en putativos segmentos transmembrana (TM4, 5y 8,
respectivamente), no mostraron sefial de biotinilacion (BM) ni después de la permeabilizacién de las células
con Streptolisina O (SLO). Los residuos intracelulares, en cambio, como H418C, presentan una evidente senal
después de la incubaciéon con SLO. N+S es la condicion de incubacion con NEM antes del tratamiento con

SLO.

un canal acuoso demasiado estrecho para permitir
el acceso del voluminoso BM; escondido en una
estructura secundaria particular del transportador
xCT o bien interactuando con otras proteinas (p.ej.,
la subunidad pesada).

En la Figura 4 del Articulo 2 se muestra
el resultado del screeming de residuos mutados a
cisteinas. Las posiciones accesibles desde el medio
extracelular fueron: N72 (oop extracelular entre
los dominios transmembrana 12, EL1-2), L163
(EL3-4), Q219 (EL5-6), A294 (EL7-8), S387
(EL9-10) y S445 (EL11-12) (Figura 4B, Articulo
2). En estos casos, la biotinilaciéon fue bloqueada

por la preincubacion con MTSET.

Los residuos localizados en el interior
celular y, por tanto, con sefial de biotinilacidon sélo
después de la permeabilizacion con SLO, fueron:
S11 (extremo Nterminal), T102 (oop intracelular
entre los dominios transmembrana 2-3, IL2-3),
S181 y F193 (IL4-5), E260 (IL6-7), E353 y H363
(IL8-9), H418 (IL10-11) y D499 (extremo C-
terminal) (Figura 4C, Articulo 2). En estos casos,
la preincubaciéon con N-etilmaleimida (NEM)
bloqued la biotinilacién de los residuos. Aparte de
estos residuos accesibles intracelularmente, otras
posiciones supuestamente intracelulares fueron
ensayadas sin ¢éxito, incluso después de la

permeabilizacion con SLO. Es el caso de las

Residue 102 110 1|20 1f|30
Topology I n IExE I n nnxx x x
xCT TTIKKSGGEYTYILEVFGPLPAFVRVWVE
y+LAT1 TTIKKSGASYAYILEAFGGFLAFIRLWTS
Y+LAT2 TTITKSGASYAYILEAFGGFIAFIRLWVS
LAT1 TTISKSGGDYAYMLEVYGSLPAFLKLWIE
LAT2 VTIPKSGGDYSYVKDIFGGLAGFLRLWIA
ascl VAIPKSGGDYAYVTEIFGGLAGFLLLWSA
b0/ *AT TMITKSG PYLMEAYGPIPAYLFSWAS
* kkk ok * * *

Figura 25. Alineamiento miiltiple del IL2-3 de las LSHATs humanas que

heterodimerizan con rBAT o 4F2hc. El alineamiento corresponde a la zona del /oop intracelular
entre los dominios TM2 y 3. H110 en xCT esta resaltado en blanco con fondo azul. Los residuos en la posicion
homodloga son: serina, resaltado en lila, en y*LAT-1 y y+LAT-2; aspartato, resaltado en azul palido, en LAT-1,
LAT-2 y asc-1; y glutamato, resaltado en gris, en bo.+AT. Topology: I, biotinilacion con BM intracelular; E,
biotinilacién con BM extracelular (H110) o acceso a los reactivos impermeables MTSES y MTSET (T112C,
activacion del transporte); n, no biotinilacién ni después de la permeabilizacion con SLO; x, la mutacién a
cisteina resulta en una pérdida de actividad acusada. El alineamiento de la secuencia completa se ha realizado
mediante el programa CLUSTALW. * indica que el residuo estd conservado en los siete miembros. Uno de ellos
es el residuo Y111. La Figura corresponde al Material Suplementario del Articulo 2 (Figura E-I).
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posiciones 1182, S185, S187, A188, 1190 y 1192,
localizadas en el IL4-5. Finalmente, también se
testaron algunas cisteinas situadas en putativos
segmentos transmembrana (TM) sin obtener sefial
de biotinilaciéon, como era esperable: K166C
(TM4), C197 enddgena (TMS5), C327 enddgena y
A337C (TMB) (Figura 24).

En conjunto, el resultado del screening de
cisteinas apoyaba experimentalmente el modelo
propuesto para xCT de 12  segmentos

transmembrana.

3.4. Localizacion de una estructura

reentrant loop-like

El mutante H110C mostré biotinilacion
desde el medio extracelular a pesar de que el
cercano residuo T102 presentaba una localizacion
intracelular (Figura 4C, Articulo 2). Esto nos llevo
a estudiar mas a fondo esta region de la proteina.
En este analisis se encontrd que el residuo E116
también presentaba una localizacion intracelular
(Figura 4C, Articulo 2). La presencia de dos
residuos intracelulares (T102 y E116) a 8 y 6

posiciones, respectivamente, de otro residuo con

his-cysless

xCT-pCDNA3

Resultados

acceso desde el exterior (H110), sugeria la
existencia de una estructura de tipo reentrant loop.
En las posiciones vecinas (Figura 4C, Articulo 2):
G109C mostré biotinilacion solo después de
permeabilizar las células con SLO; Y111 es un
residuo altamente conservado (Figura 25, Material
Suplementario del Articulo 2) que su mutacién a
cisteina provocé una caida brusca de la actividad
de transporte (Figura 2, Articulo 2) y un defecto de
trafico a la membrana plasmatica (Figura 26,
Material Suplementario del Articulo 2); los
mutantes K105C, T112C, F118C, L121C y P122C
no mostraron biotinilacion ni después del
tratamiento con SLO (Figura 4C, Articulo 2); vy,
por ultimo, las posiciones A123, F124, R126 y
E130 no puedieron ser analizadas debido a la baja
actividad de los mutantes a cisteina (Figura 2,
Articulo 2).

Se evalu6 el marcaje con BM del mutante
H110C-Cysless en presencia de reactivos sulfidrilo
impermeables. La preincubacion con el compuesto
[(2-sulfonatoetil)
metanotiosulfonato] (MTSES)  bloque6 la

cargado negativamente

biotinilacion de H110C-Cysless mientras que el
compuesto positivo MTSET, no lo hizo (Figura

5A, Articulo 2). Esta observacion reforzaba la idea

Figura 26. Localizacion
celular de los mutantes

H110C y Y111C. Se transfectaron
células HelLa con el transportador xCT
salvaje (xCT-pCDNA3), el transportador
sin cisteinas xCT en el vector de
histidinas (his-cysless), y los mutantes
H110C y Y111C en el entorno sin
cisteinas. A las 48 h las muestras
fueron permeabilizadas y procesadas

R ER D o Sl para inmunodeteccién con el anticuerpo

anti-Xpress (ver Materiales y Métodos).
Los resultados son representativos de
tres preparaciones por condicidon. Se
aprecia la sefial en la membrana
plasmatica de las muestras his-cysless
y his-H110C-cysless. El mutante
Y111C, que no llega a la membrana,
probablemente presenta un defecto de
trafico. La Figura corresponde al
Material Suplementario del Articulo 2
(Figura B). Las imagenes fueron
obtenidas del Microscopio Confocal de

LICE SRR ESIAVE-TI |05 Servicios Cientifico-Técnicos  del

Parque Cientifico de Barcelona.
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de accesibilidad exterior para el residuo HI110 y
sugeria que los reactivos negativos tendrian mayor
acceso desde fuera a esta posicion que los
positivos.

Dado que el sistema x. intercambia
sustratos anionicos (cistina y glutamato aniénico)
(apartado 1.3. de Resultados y (Sato et al., 1999)),
esta coincidencia con la carga negativa del reactivo
nos llevo a realizar experimentos de proteccion de
sustrato sobre la biotinilacién de H110C. El -
glutamato y la L-cistina, pero no la L-arginina (ni
sustrato ni inhibidor de xCT), bloquearon la
biotinilacion de H110C (Figura 5, Articulo 2). El
recientemente descrito inhibidor competitivo no
transportable del sistema x. (S)-4-carboxifenil
glicina (§-4-CPQG) (Patel et al., 2004) (Figura 27,
Material Articulo 2, M.

Jiménez Vidal), también bloqueé la biotinilacion

Suplementario del

de H110C a una concentracién saturante (ImM)
(Figura 5, Articulo 2). En conjunto, esto sugiere
que la ocupacion del lugar de unién al sustrato
impide que el residuo H110 sea accesible desde el

exterior.

Efecto de los derivados metanotiosulfonados en

los mutantes de cisteina del loop intracelular 2-3

A continuacién  investigamos la

inactivacion del transporte en los mutantes
individuales de cisteina del IL2-3 provocada por
los reactivos metanotiosulfonados (MTS). Para
compensar las diferencias de reactividad entre ellos
(Karlin and Akabas, 1998), el MTSES se utiliz6 a
una concentraciéon de 10 mM, el (2-aminoetil)
metanotiosulfonato (MTSEA) a 2.5 mM y el
MTSET a 1mM (Figura 6, Articulo 2). Como era
de esperar, la actividad de transporte de his-
Cysless no se vid afectada por la incubacion con
los reactivos MTS. De los mutantes testados, solo
H110C resulté inactivado por MTSES y, en menor
medida, por MTSEA (Figura 6, Articulo 2). El
reactivo MTSET,

transporte

en cambio, no afectd el
his-H110C-Cysless.

También se obtuvo este orden de inactivacion

inducido  por

cuando los tres reactivos MTS se utilizaron a una

misma concentracion de 1mM durante 10 min.
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Figura 27. 4-S-CPG es un inhibidor

competitivo no transportable de xCT.
A. Analisis Dixon PLot de la nhibicién por 4-S-CPG
en el transporte de L-glutamato inducido por
4F2hc/xCT en oocitos de X. laevis. Se determind el
transporte de L-[3H]-glutamato a diferentes
concentraciones (10, 100. 500 pyM y 2mM) en
ausencia y en presencia de las concentraciones
indicadas de 4-S-CPG. Todas las lineas cruzan en
valores negativos para 1/[S] y positivos para 1/V,
indicando que se trata de una inhibicion competitiva.
La estimacion de K;=24.9+5.5 pM se ha hecho con
el programa GraphPad (R2=0.8358). B. Eflujo de L-
glutamato en oocitos de X. laevis que expresan
4F2hc/xCT. Después de 60 min de incubacién con L-
[3H]-glutamato, se determind la salida de
radioactividad en ausencia de aminoacido (none) y
en presencia de 4-S-CPG o L-glutamato 2mM. Los
resultados estdn expresados en porcentaje respecto
el total de radioactividad cargado en el oocito. El
eflujo de la condicibn 4-S-CPG  resultd
estadisticamente diferente (p<0.001, t Student) del
eflujo trans-estimulado por L-glutamato pero no del
grupo none. La Figura corresponde al Material
Suplementario del Articulo 2 (Figuras C y D),
realizado por M. Jiménez.
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(Figura 28). La actividad de transporte residual fue
de 32.6% + 9.3%, 58.7% + 3.2 % y 107.0% +
8.0% después de la incubacion con MTSES,
MTSEA y MTSET, respectivamente (p<0.05 entre
los tres grupos, test t Student) (Figura 28). Estos
resultados confirmaban los estudios previos de
marcaje con biotina y apoyaban firmemente el
acceso exterior del residuo H110. La inactivacion
por MTSES, sin embargo, no fue total. A las
condiciones de maxima inactivaciéon (10 mM
MTSES durante 5 min; Figura 7, Articulo 2) se
obtuvo una actividad de transporte residual de L-
[>3S]-cistina 25 pM (17.4% + 2.9%, n=8) similar a
la obtenida a 350 uM (16.7% =+ 5.8%, n=3) (4
veces por debajo y 3 veces por encima de la K,
respectivamente; Tabla 1, Articulo 2). Estos
resultados indican que el MTSES reduce ~6 veces
la actividad de transporte de his-H110C-cysless,
probablemente afectando la V.

El tratamiento con MTSES, MTSEA y
MTSET provocéd una estimulacién en la actividad
de transporte inducida por T112C de hasta un 80%
(Figura 6, Articulo 2). Esta observacion nos sugirio

que T112 también es accesible desde el exterior. El
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Figura 28. Inactivacion de H110-

cysless por los reactivos MTS. se
transfectaron células HelLa y a las 48 h se determind
la captacion de L-[35S]-cistina después de la
incubacién durante 10 min de 1mM MTSES, MTSEA o
MTSET, segun indicado. El grupo sin inhibidor se trato
durante 10 min con tampon MGA {er Materiales y
Métodos). El grafico muestra el orden de inactivacion
MTSES>MTSEA>MTSET.
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reactivo permeable MTSEA, sin embargo, no
afect6 la actividad de transporte de T102C, G109C
o E116C (Figura 6, Articulo 2), biotinilados desde
el interior (Figura 4, Articulo 2). Estos residuos
podrian ser modificados por el MTSEA sin que
éste afectara la actividad de transporte. De hecho,
el MTSEA bloqued la biotinilaciéon de G109C y
El116C (Figura 14, Resultados), evidenciando el
acceso de este reactivo a los residuos en cuestion.
No ocurrié lo mismo con T102C (Figura 29),
sugiriendo que este residuo no es accesible al
reactivo, quizds por ser repelido por su carga
positiva.

En conjunto, los estudios de biotinilacion
y de tratamiento con reactivos MTS nos sugieren
que la accesibilidad en este reentrant loop esta
restringida a las posiciones H110 y T112 desde el
exterior, y a las posiciones T102, G109 y E116

desde el interior.

Proteccion por el sustrato de la inactivacion de
H110C

El bloqueo de la biotinilaciéon de H110C
observado anteriormente para L-glutamato, L-
cistina, 4S-CPG y MTSES, nos sugiri6 que los
sustratos podrian retrasar la inactivacion del
transporte provocada por MTSES sobre his-
H110C-Cysless. En  esta
preincubaciéon del MTSES en presencia de L-

direccion, la

cistina y L-glutamato a 25 °C (Room Temperature)
protegié significativamente de su efecto de
inactivacion (Figura 7, Articulo 2). Como era de
esperar, la presencia de L-arginina (ni sustrato ni
inhibidor), en cambio, no protegié del efecto del
MTSES. El parametro t;,,, indicativo del tiempo al
que se produce el 50% de la inhibicion total,
resulto ser de 16£3 s en ausencia de aminoacido y
de 394483 s en presencia de L-glutamato. La
estimacion de este parametro o tasa de inactivacion
se realizé mediante el programa GraphPad Prism.
Para determinar el valor de la
concentracion de sustrato al que ocurre la mitad de
la proteccién maxima (ICsy) (Figura 8, Articulo 2)
condiciones de

era preciso establecer las

concentracion de inhibidor y tiempo de exposicion
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Figura 29. Efecto del MTSEA en la biotinilacion de T102C, G109C y E116C. Los
residuos T102C, G109C y E116C fueron biotinilados sélo después de la permeabilizaciéon de las células con
SLO. La preincubacion con 2.5 mM MTSEA durante 5 min. previamente al tratamiento con SLO (MA+S)
bloqued la biotinilacion de G109C y E116C. Esta modificacidon, sin embargo, no tenia consecuencias en la
actividad de transporte. Para T102C, la preincubacién con el MTSEA no bloqued la biotinilacidn, sugiriendo que
este residuo no es accesible al reactivo o bien es repelido por su carga positiva.

que permitieran obtener el efecto maximo (~88%
inactivaciéon) con la tasa minima de inactivacion
(ti2 295 s) (Figura 30). En estas condiciones (1
mM MTSET, 10 min. a 25 °C), la proteccion
(porcentaje de la actividad de transporte residual
respecto la de las células sin tratar) ofrece una
buena estimacion del pardmetro 1Csy. Los valores
de las 1Csg para L-glutamato (1078 + 223 y 807 +
302, n=2) y L-cistina (97 + 30) (Figura 8, Articulo
2) fueron similares a los de las K., para his-
H110C-Cysless (Tabla 1, Articulo 2).

Al menos dos mecanismos podrian
explicar los experimentos de proteccion: los

sustratos compiten directamente con el MTSES por
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Figura 30. Inactivacion del transporte
inducido por H110C en presencia de
MTSES 1mM. Se determiné la captacion de L-
[35S]-cistina 25 UM a distintos tiempos de incubacion
con MTSES 1 mM en células HeLa que expresaban
his-H110C-Cysless. A los 600 s (10 min) la

inactivacion fue del 88% =+ 7% (maxima) y la tasa
de inactivacion fue de 295 s (lenta).
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el sitio de unidn o, alternativamente, un cambio
conformacional inducido por el sustrato evita el
acceso del MTSES a la cisteina 110. Esta
generalmente  aceptado que los cambios
conformacionales grandes son mucho mas
sensibles a la temperatura que la union al sustrato

(Chen and Rudnick, 2000; Seal and Amara, 1998).

Esta caracteristica se ha utilizado
experimentalmente  para  detectar  cambios
conformacionales en varios transportadores

(Androutsellis -Theotokis et al., 2001; Lopez
Corcuera et al., 2001) y en el propio xCT (Articulo
3). El transporte de xCT a 4°C es insignificante
(datos no mostrados). Se examind la curva de
modificacién en el tiempo de la inactivacion del
transporte de H110C por 10 mM MTSES en
presencia de 10mM Lrglutamato a 4°C (Figura 7A,
Articulo 2). El reactivo MTSES, como era
esperable, inhibié la captacion de sustrato de
H110C de forma mas lenta que a 25°C (t;, = 51+
20 s). El L-glutamato también protegié de la
inactivacion a 4°C (t, = 339 £ 121 s), por tanto,
seguramente esta proteccion ocurre en un paso del
ciclo del transporte anterior a los cambios
conformacionales sensibles a la temperatura
provocados por el sustrato. El grado de proteccion
del L-glutamato a 4°C (la t;/; aumentd 7 veces) fue
inferior que a 25°C (la t;, aumento6 24 veces). Esto
puede explicarse por cambios conformacionales
temperatura-sensibles adicionales o por una menor
afinidad por el glutamato a 4°C. La confirmacion
de que el wstrato bloquea la modificaciéon por
MTSES en un paso anterior a la translocacion del



sustrato no pudo realizarse con el inhibidor no
transportable 4S-CPG. Esto fue debido a que el
inhibidor no disociaba del complejo transportador

ni después de media hora de lavados.

Analisis funcional de mutantes H110

Los resultados las

secciones anteriores parecen apoyar un papel del

presentados en
residuo His110 en la union del sustrato. Por tanto,
este residuo podria ser un determinante de
especificidad dentro de la familia LSHAT. Las
posiciones homologas en las isoformas y LAT
(transportan aminoacidos cargados positivamente)
contienen un residuo de serina, un aspartato en las
isoformas LAT y asc-1 (transportan aminoacidos
neutros), y glutamato en b»'AT (transporta
aminoacidos positivos y neutros) (Figura 25,
Material Suplementario del Articulo 2). Por otro
lado, la accesibilidad del residuo H110C es mayor
para el reactivo cargado negativamente MTSES
que para el positivo MTSET, y los sustratos de
xCT, que protegen de la inactivacion por MTSES,
también estan cargados negativamente (glutamato
y cistina aniénica).

Para probar la hipotesis que el residuo

H110C esta implicado en la unién al sustrato o en

Resultados

O L-Cistina

H110C

H110D

xCT H110K

Figura 31. Actividad de los mutantes
del residuo H110. Se transfectaron células
HelLa con his-xCT vy los mutantes H110C, H110D y
H110K (también con las cola de histidinas).
Después de 48 h se determiné la captacion de L-
[35S]-cistina 25 pM y L-[3H] glutamato 50 pM. El
transporte inducido (calculado restando los valores
obtenidos en las células mock-transfected)
representa la mediazES de 10-18 determinaciones
de 3-4 experimentos independientes. La Figura
corresponde al Material Suplementario del Articulo 2

(Figura E-II).

la especificidad del transportador, mutamos el
residuo H110 a cisteina (H110C), aspartato
(H110D) (como en LAT-1, LAT-2 y asc-1) y lisina
(H110K), sobre la version salvaje de xCT con la

cola de histidinas. Se transfectaron células HelLa

40000 A
n I O control
n 35000 T O xCT his
¥ 30000 1 I OH110C WT
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g 25000 A
£ 20000 A
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Figura 32. La especificidad de sustrato de los mutantes H110C y H110D no

esta alterada. Se determiné la captacién de los sutratos propios de xCT (L-cistina 25 uM y L-glutamato
50 ? m) junto con otros sustratos caracteristicos de otras LSHAT (leudna, arginina y alanina 50 yM y 2 mM).
Los dos mutantes presentaron induccidn de transporte por encima de las condiciones basales (control)
Unicamente para los sustratos de xCT (cssc 25 y glu 50). Para el resto de aminoacidos testados el nivel de
captacion se encontraba dentro de los valores de transporte basal.
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con xCT salvaje y cada uno de los mutantes y se
Material Suplementario del Articulo 2). his-H110C
y his-HI110D mostraron actividades de transporte
similares a las de xCT salvaje para Lr[3SS]-cistina
25uM y L-[3H]-glutamato 50pM, mientras la
mutacion his-H110K anulé por completo la
funcion del transportador (Figura 31, Material
Suplementario del Articulo 2). His-H110K resulto
inactivo incluso cuando se ensay¢ el transporte de
L-glutamato a 10 mM (datos no mostrados).

El analisis cinético no reveld cambios
significativos en la K, para el glutamato o la
cistina en los mutantes de cisteina y aspartato
(Tabla 1, Articulo 2). También se probd el
transporte a 50 pM y 2mM de los sustratos

radiactivos caracteristicos de LAT-1 (leucina),

‘
‘ ‘ ==

determino la actividad de transporte (Figura 31,
LAT-2 y asc-1 (alanina), y las isoformas y'LAT y
b® AT (arginina). En ningin caso el transporte de
los mutantes estuvo por encima de las condiciones
basales (mock-transfection o xCT salvaje) (Figura
32).

La expresion de los mutantes fue
estudiada por inmunocitoquimica (Figura 33,
Material Suplementario del Articulo 2). El
transportador salvaje (his-xCT) y los tres mutantes,
his-H110C, his-H110D y his-HI110K, se
expresaron en la superficie celular con niveles
similares a juzgar por la sefial de fluorescencia. El
fenotipo inactivo de H110K, por tanto, no se debe
aun problema de trafico a la superficie celular sino

mas bien a una inactivacion del transportador.

Figura 33. Expresion en la
membrana plasmatica de los
mutantes H110. Se transfectaron
células HelLa con his-xCT y los mutantes
his-H110C, his-H110D y his-H110K, segun
inidcado. Después de 48 h se procesaron
para inmunodeteccién con el anticuerpo
especifico anti-Xpress después de
permeabilizarlas (ver Materiales y Métodos).

Confocal de Serveis Cientifico-Técnics UB-
PCB, son representativas de tres
preparaciones por condicion. Todos los
mutantes, incluso el mutante que no
presenta actividad de transporte H110K, se
expresan en la membrana plasmatica de las
células.
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Heteromeric amino acid transporters are composed of
a heavy and a light subunit linked by a disulfide bridge.
4F2hc/xCT elicits sodium-independent exchange of ani-
onic L-cysteine and L-glutamate (system x_). Based on
the accessibility of single cysteines to 3-(N-maleimidyl-
propionyl)biocytin, we propose a topological model for
xCT of 12 transmembrane domains with the N and C
termini located inside the cell. This location of N and C
termini was confirmed by immunofluorescence. Studies
of biotinylation and accessibility to sulfhydryl reagents
revealed a re-entrant loop within intracellular loops 2
and 3. Residues His!''° and Thr!'!2, facing outside, are
located at the apex of the re-entrant loop. Biotinylation
of H110C was blocked by xCT substrates, by the non-
transportable inhibitor (S)-4-carboxyphenylglycine, and
by the impermeable reagent (2-sulfonatoethyl) methane-
thiosulfonate, which produced an inactivation of H110C
that was protected by L-glutamate and L-cysteine with
an IC;, similar to the K,,. Protection was temperature-
independent. The data indicate that His''? may lie close
to the substrate binding/permeation pathway of xCT.
The membrane topology of xCT could serve as a model
for other light subunits of heteromeric amino acid
transporters.

Heteromeric amino acid transporters (HATs)! are composed
by a heavy subunit and a light subunit (LSHAT) linked by a
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conserved disulfide bridge (1, 2). The heavy subunit is impor-
tant for trafficking of the heterodimer to the plasma mem-
brane, whereas the light subunit confers transport function
and specificity. Two heavy subunits are known, 4F2hc and
rBAT, which combine with a range of LSHATS to form several
transport systems. 4F2hc heterodimerizes with xCT to elicit
sodium-independent transport of anionic L-cysteine and L-glu-
tamate by a 1:1 obligatory exchange (system x.) (3, 4). xCT is
expressed in most cell lines, in activated macrophages and in
the brain (4, 5). System x, functions physiologically for cys-
teine uptake and glutamate efflux because of the low and high
intracellular concentrations of cysteine and glutamate, respec-
tively. Cytosolic concentrations of cysteine are kept low be-
cause of its rapid reduction to cysteine, the rate-limiting sub-
strate for the synthesis of intracellular glutathione (4, 6).
Consistent with a role of xCT in cellular antioxidant defense,
the xCT gene carries an electrophil response element that may
mediate the up-regulation of system x, activity by oxygen in
macrophages and fibroblasts (5, 7). Moreover, system x, in
macrophages and microglia is envisaged as a mechanism for
glutamate efflux potentially leading to excitotoxic neural injury
in pathological states (5, 8, 9).

Little is known of the protein structure or the structure-
function relationships of HATs. rBAT and 4F2hc are believed
to be type II membrane glycoproteins with an intracellular N
terminus, a single transmembrane domain, and a bulky (V-
glycosylated) extracellular domain (1). The N terminus of
4F2hc has a cytoplasmic location (10). In contrast, LSHATS are
not N-glycosylated and show a hydrophobicity profile suggest-
ing 12 transmembrane domains. Reconstitution studies with
the b®*AT light subunit showed that the rBAT heavy subunit
is not necessary for the basic transport function (11). Then the
relevant functional determinants should lie on the LSHATS.
Our knowledge of the structure-function relationships of
LSHATS rely on a few single residues. A naturally occurring
interspecific change (W234L) slightly modified the K,, of LAT1
(12). Among the mutations identified in y "LAT1 causing lysin-
uric protein intolerance (13) and those in b®*AT causing
cystinuria (14), L334R (y*LAT1) and A354T (b®*AT) inacti-
vate the transporter (11, 15). Finally, there is evidence that
Cys®27 lies close to the substrate binding site/permeation path-
way of xCT (16).

To describe the membrane topology of LSHATS, we per-
formed cysteine scanning accessibility studies using xCT as a
model. Our results are compatible with 12 transmembrane
domains and with intracellular N and C termini. Moreover,
evidence is presented in support of a re-entrant loop between
transmembrane domains 2 and 3, the accessibility of which is
restricted by xCT substrates/inhibitor.

This paper is available on line at http://www.jbc.org
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Construction of the Cysteineless xCT and the Single Cysteine Mu-
tants—The seven native cysteine residues of the wild-type transporter
(residues 86, 158, 197, 271, 327, 414, and 435) were each replaced by
serine (Cys-less xCT) by sequential site-directed mutagenesis
(QuikChange™; Stratagene), using human xCT in pNKS2 as a tem-
plate. The mutated regions were excised by digestion and subcloned
back into the original plasmid. The Cys-less xCT was then subcloned by
enzyme digestion into the pCDNA4 HisMax vector to insert a six-
histidine tail at its N terminus (His-Cys-less). Single cysteine mutants
were made in the same way by using His-Cys-less as a template. The
mutations were confirmed by DNA sequencing with a d-Rhodamine dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit (PerkinElmer Life
Sciences) in an Abi Prism 377 DNA Sequencer.

Cell Culture and Transfections in HeLa Cells—HeLa cells were cul-
tured as described (11) and grown at 37 or 33 °C, as indicated. Tran-
sient transfections were performed by standard calcium phosphate
precipitation as described (15) in 10-cm plates with a mixture of DNA
containing 2 ug of pEGFP (Clontech) and 18 ug of the indicated
pCDNA4 HisMax xCT construct. The green fluorescence protein-encod-
ing plasmid was included to monitor transfection efficiencies, which
ranged from 70 to 90% as assessed by fluorescence-activated cell sorter
analysis for BM labeling and transport assay experiments.

Transport Measurements—Transient transfected HeLa cells were
cultured in 24-well plates. 48 h later, influx rates of 25 uM L-[3°S]cys-
teine (Amersham Biosciences) and 50 uM L-[*H]glutamate (American
Radiolabeled Chemicals) were measured for 45 s (linear conditions) as
described previously (15). Induced transport values were calculated by
subtracting transport in mock transfected cells (i.e. empty
pCDNAS3-transfected cells). Each independent experiment was per-
formed with 4—6 replicates. Efflux measurements were performed as
described in the legend to Supplemental Fig. A. Nonradioactive amino
acids and chemicals were purchased from Sigma.

Labeling with BM and Purification on Ni-NTA Beads—Labeling
with 500 um BM was carried out as described previously (17), with the
following modifications. After the biotinylation step, the cells were
lysed with 100 pl/well of a solution containing 0.3 M NaCl, 1% Triton
X-100, 0.025 M imidazole, protease inhibitor mixture (phenylmethylsul-
fonyl fluoride, aprotinin, leupeptin, and pepstatin), and 0.05 M NaPO,
(pH 7.4). The cells were scraped, transferred into a 1.5-ml tube, and
incubated on a rotating orbital. After 30 min, the insoluble material was
removed by centrifugation at 12,000 rpm for 10 min. The supernatants
were incubated with 20 ul of Ni-NTA-agarose beads (Qiagen) pre-
equilibrated in 150 ul of lysis solution for 30 min at 4 °C. After 1.5 h of
incubation at 4 °C with the solubilized cellular proteins, the beads were
washed twice in 750 ul of a PBS solution containing 0.5 M NaCl and 0.05
M imidazole (pH 7.4). The proteins were eluted with 45 ul of elution
buffer (PBS solution containing 0.5 M NaCl and 0.25 M imidazole, pH
7.4) after 15 min of shaking incubation at room temperature. When
indicated, the cells were permeabilized with streptolysin O (SLO)
(Sigma) immediately before the biotinylation step, as described (17).
The SLO buffer, as recommended by the supplier, was 10 mM phosphate
buffer (pH 7.4) supplemented with 1 mum dithiothreitol. 4-fold concen-
trated SDS-PAGE loading buffer and 100 mMm dithiothreitol were added
to the eluates from the Ni-NTA beads. After SDS-PAGE, the eluates
were transferred onto nitrocellulose, and the biotinylated proteins were
detected by using streptavidin-peroxidase (Roche Applied Science) and
ECL (Amersham Biosciences) according to the instructions of the man-
ufacturer. For each of the mutants, biotinylation was performed at least
three times. Densitometries were carried out with the program Gene
Tools from Syngene.

Effect of MTS Reagents on Transport—HeLa cells were transfected
with the indicated plasmid and cultured in 24-well plates. 48 h later the
cells were incubated for 5 min at room temperature with uptake solu-
tion without amino acid (137 mMm methyl gluconate, 2.8 mm CaCl,, 1.2
mM MgSO,, 5.4 mMm KCI, 10 mm HEPES, pH 7.5) containing the indi-
cated concentrations of MTSET, MTSEA, or MTSES. For protection
assays, unlabeled L-cysteine, L-glutamate, or L-arginine was added to 10
mM MTSES solution. Then cells were washed three times with uptake
solution (without amino acid) and subsequently assayed for transport
activity. For substrate-protection dependence curves, MTSES was used
at 1 mMm for 10 min of incubation time in the presence of a range of
L-glutamate or L-cysteine concentrations. MTS reagents (Toronto Re-
search Chemicals) were dissolved as a 1 mM stock solution in Me,SO.
After dilution in the medium to the final concentration, the reagents
were used immediately.

Immunofluorescence Microscopy—HeLa cells were transfected on
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Permeabilized

Non-permeabilized

his-xCT

xCT-myc

Fic. 1. Immunofluorescence detection of N- and C-tagged xCT
transporters. HeLa cells were transfected with Nterm-His-Xpress-
xCT (His-xCT) or with xCT-myc-Cterm (xCT-myc). After 72 h, the cells
were subjected, before and after permeabilization, to immunofluores-
cence detection with anti-Xpress or anti-Myc-specific antibodies. Un-
tagged xCT-transfected cells showed no signal even after permeabiliza-
tion (data not shown). Two independent experiments gave similar
results.

cover slides (Marienfeld) with the indicated plasmid and 2 ug of pEGFP
(Clontech). After 48 h, the cells were fixed with 3% paraformaldehyde in
PBS solution and permeabilized for 10 min with PBS with 0.1% Triton
X-100. After 30 min of incubation with 1% bovine serum albumin, each
cover slide was incubated for 1 h at room temperature with anti-Xpress
antibody (Invitrogen), diluted 1:100 in PBS containing 20 mwm glycine
and 1% bovine serum albumin. The slides were washed twice in PBS-
glycine and incubated for 45 min at room temperature with Texas
Red-conjugated goat anti-mouse (Molecular Probes), diluted 1:100. Af-
ter two washes in PBS, the slides were mounted on microscope slides
(Menzel-Glaser) with mowiol. The images were obtained from the Leica
TCS NT confocal microscope, at the Scientific Services of the Barcelona
Science Park (Fig. 1). Transfection efficiencies in these experiments (i.e.
green fluorescence protein signal) ranged from 50 to 70%.

Western Blot Analysis of His-tagged xCT—Eluates from the purifica-
tion on Ni-NTA beads containing 4-fold concentrated SDS-PAGE load-
ing buffer and 100 mM dithiothreitol were loaded for SDS-PAGE (10%
polyacrylamide) and transferred onto Immobilon (Millipore Iberica).
The membranes were blocked with 3% bovine serum albumin in Tris-
buffered saline (0.05 M Tris-HCI, 0.15 M NaCl, pH 7.5) for 1 h at 37 °C.
Anti-Xpress antibody (Invitrogen) was used at a 1:5000 dilution in 1%
bovine serum albumin and 0.05% Tween 20 in Tris-buffered saline,
according to the manufacturer’s instructions. Horseradish peroxidase-
conjugated goat anti-mouse antibody (Sigma) was used as a secondary
antibody at 1:50,000 dilution. Antibody bonding was detected using
ECL Western blot detection system (Amersham Biosciences).

Oocyte Dixon Plot and Efflux Studies—Oocyte origin, management,
cRNA synthesis, and injections were as described elsewhere (18). Dixon
plot of 4-S-CPG inhibition of transport and efflux determination via
4F2hc/xCT were performed as described in the legends to Supplemental
Figs. C and D.

Kinetic Data Analysis—Nonlinear regression fits of experimental
and calculated data to estimate V,, and K,, (Michaelis-Menten equa-
tion), half-life times (¢1,) for transporter inactivation, IC;, values for
substrate protection, and K; for 4-S-CPG were performed with Graph-
Pad Prism as described (16).

RESULTS

Localization of the N and C Termini of xCT—Two tagged
versions of XCT were constructed, His-xCT (i.e. His-Xpress at
the N terminus) and xCT-myc (i.e. myc at the C terminus).
Transfection of human His-xCT alone or in combination with
human 4F2hc resulted in the induction of both 50 um L-[3H]
glutamate (4-fold) and 25 um L-[33S] cysteine (6-fold) uptake
over background (Supplemental Fig. A). The His-xCT-induced
transport was similar to that elicited by nontagged xCT (88 =
9 and 84 * 7% of the transport of 25 um L-[>®S]cysteine and 50
uM L-[°H]glutamate in nontagged xCT-transfected cells, respec-
tively; data not shown; n = 5 independent experiments). The
characteristics of the His-xCT-induced transport agree with
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TaBLE I
Kinetic parameters of xXCT mutants
The number of independent experiments with four replicas each is shown in parentheses. ND, nondetected activity. xCT mutants in the wild-type
background were grown at 37 °C, whereas xCT mutants in the cysteine-less background were grown at 30 °C. His-xCT, His-tagged xCT at the N
terminus; His-H110C, His-H110D, and His-H110D, mutants at position His''® in the His-xCT background; His-Cys-less, His-tagged cysteine-less
xCT at the N terminus; His-H110C-Cys-less, H110C mutant in the His-Cys-less background.

Glutamate Cysteine
K, Vinax K, Vinax
M pmol/min-mg protein M pmol/minmg protein
His-xCT 224 + 78 (4) 6087 = 897 110 =19 (3) 9597 * 886
His-H110C 192 = 53 (4) 5654 + 1997 89 + 36 (3) 7665 = 1360
His-H110D 154 =41 (1) 8121 = 599 85 = 27 (1) 12696 = 1411
His-H110K ND ND
His-Cys-less 827 = 171 (1) 5073 * 356 117 =41 (1) 8709 = 1165
His-H110C-Cys-less 1036 + 144 (1) 10365 + 544 143 = 46 (2) 9960 = 1456
2 150
2 r
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e
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Fic. 2. Transport activity of His- 5
tagged single cysteine mutants of 90 ~ - r
xCT. The indicated native residues were % 80 T _
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Fic. 3. Biotinylation of His-xCT and the single cysteine derivatives L163C, S187C, and E260C. A, cells expressing His-tagged
derivatives of wild-type xCT (His-xCT), of cysteineless xCT (His-Cys-less), and of the mutants L.L163C, S187C, and E260C in the His-Cys-less
background were pretreated or not with 1 mm MTSET and then biotinylated with BM (left panel). In the right panel, the single cysteine residues
were biotinylated before (BM) or after streptolysin O treatment (SLO). In the latter case, when indicated, a preincubation step with 1.5 mm
N-ethylmaleimide for 10 min was carried out prior to SLO. The apparent molecular masses (kDa) of the prestained markers (New England Biolabs)
are on the left. The ¢riangle indicates the position of the ~40-kDa xCT monomer. B, Western blot analysis of Ni-NTA eluates from HeLa cells
transfected with untagged (xCT) or tagged (His-xCT) xCT blotted with a-Xpress. The apparent molecular masses (kDa) of the markers are on

the right.

those obtained previously with wild-type xCT and 4F2hc (3, 4,
16): sodium independence (data not shown), K,, values for
substrates in the um range (Table I), and L-cysteine trans-
stimulation of L-glutamate efflux (Supplemental Fig. A). Sim-

ilarly, xCT-myc also elicited system x_ transport activity (4-
fold of 25 um L-[*°Slcysteine over background, representing
67 = 7% of the untagged transporter; n = 8). Tag immunode-
tection of His-xCT and xCT-myc occurred only when the cells
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were permeabilized (Fig. 1). In this case, in addition to intra-
cellular signal, a clear label of the plasma membrane was
obtained. This strongly supports the intracellular location of
both ends of xCT.

HeLa cells express 4F2hc and are devoid of rBAT expression
(11). This suggests that endogenous 4F2hc drives transfected
xCT to the plasma membrane. This is in agreement with pre-
vious results obtained in HeLa cells for asc-1? and xCT in
NIH3T3 cells (19), where transfection of the corresponding
LSHAT alone resulted in full transport activity in the plasma
membrane. For simplicity in the rest of experiments, the cells
were transfected with the corresponding wild-type, tagged, or
mutated human xCT versions alone.

Biotinylation of Single Cysteine xCT Subunit—To study the

2 M. Pineda and M. Palacin, unpublished results.

8 &

membrane topology of human xCT, a cysteine accessibility
strategy was performed (17). An N-terminal His-tagged cys-
teineless xCT (His-Cys-less) was obtained by mutating the 7
endogenous cysteine residues to serine. His-Cys-less showed
transport characteristics similar to those of wild-type xCT. In
cells grown at 33 °C to increase transport induction, as learned
with rBAT/b® AT (20), 25 uM L-[>5S] cysteine xCT-induced
transport was 3065 * 142 pmol/mg protein min in His-xCT-
transfected cells and 1045 *= 75 pmol/mg protein min in His-
Cys-less-transfected cells (i.e. 34% = 5% of His-xCT) (n = 8).
This represents 7.6- and 3.3-fold transport activity over back-
ground conditions (462 = 50 pmol/mg protein min in mock-
transfected cells; n = 8) in His-xCT- and His-Cys-less-trans-
fected cells respectively. His-Cys-less showed similar apparent
K,, for cysteine and 3.6-fold higher apparent K,, for glutamate
than His-xCT (Table I). Mutation of cysteine residue 327 to
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serine is responsible for the increased glutamate K,, (16).
Therefore, we have used His-Cys-less as the basis for the to-
pology determination. Fig. 2 shows the positions where single
cysteine residues were introduced in His-Cys-less and the
transport activity of L-[2S]cysteine induced upon transfection
in HeLa cells. Single cysteine mutants with transport activities
below 25% of His-Cys-less were not considered for further
studies.

A typical experiment, in which biotinylated xCT derivatives
are visualized, is shown in Fig. 3A. HeLa cells expressing the
xCT constructs were reacted with BM. After solubilization of
the membrane proteins, the His-tagged transporters were pu-
rified on Ni-NTA beads. The covalently bound biotin was
readily visualized after SDS-PAGE in reducing conditions by
probing the blotted proteins with streptavidin peroxidase. The
biotinylated His-tagged xCT (His-xCT) ran as a band around 40
kDa, which is consistent with the mobility of immunodetected
His-xCT (Fig. 3B). Other labeled bands are not specific because
they were detected in nontagged xCT-transfected cells (data
not shown) and in His-Cys-less. Preincubation of the cells ex-
pressing His-xCT with the membrane-impermeable sulthydryl
reagent MTSET (21) blocked biotinylation only partially. This
suggests that some of the seven endogenous cysteines are ac-
cessible from the external medium (i.e. MTSET-sensitive la-
bel), whereas others are accessible to the slightly permeable
BM, suggesting access to the internal milieu. As shown in Fig.
3B, overexpressed His-xCT showed another faint band of ~80
kDa, representing most probably a homodimer. This dimeriza-
tion in reducing SDS-PAGE has been previously reported for
other LSHATS (e.g. b®*AT; Refs. 14 and 22). Biotinylation of
the ~80-kDa band was not detected, most probably because of
the low expression of this band and the presence of nonspecific
biotinylated bands in this mobility range.

When Leu'®® was replaced by cysteine (in His-Cys-less back-
ground), biotinylation was again apparent as a specific ~40-
kDa band. Preincubation with MTSET completely blocked this
biotinylation. This suggests that the cysteine introduced at the
163 position is accessible from the external medium. In con-
trast, cysteine residues introduced at positions 187 (S187C) or
260 (E260C) did not result in biotinylation of the 40-kDa band.
This lack of biotinylation seems not to be due to a loss of
expression of the mutants as they showed significant transport
activity (Fig. 2). When SLO was used to permeabilize HeLa
cells expressing E260C, the transporter became biotinylated
(Fig. 3A). In this case, preincubation with the highly membrane
permeable N-ethylmaleimide blocked this biotinylation. As ex-
pected, SLO permeabilization did not increase biotinylation of
the externally located residue 163 (E163C) (data not shown).
This suggests that the cysteine introduced at the 260 position
is accessible from the inside. In contrast, S187C was not bioti-
nylated after SLO (Fig. 3A). This negative result is ambiguous;
it may mean that this residue is located in hydrophobic sur-
roundings within the membrane, is facing an aqueous access
channel too narrow to be accessible to the bulky BM, or is
hidden within a particular secondary structure of the xCT
transporter or by interacting proteins (e.g. the heavy subunit
4F2hc). Biotinylation of two bands around ~80 kDa (Fig. 34) is
unspecific because biotinylation of these bands are also visible
in nontagged xCT- and His-Cys-less-transfected cells (data
not shown).

Biotinylation Screening to Establish the Membrane Topology
of xCT Subunit—To identify the membrane topology of addi-
tional sites, we introduced single cysteines at many other po-
sitions of His-Cys-less. Fig. 4A shows a 12-transmembrane
domain model of xCT based on the HMMTOP algorithm (23).
Residues with an expected extracellular location at positions
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Fic. 5. Blockade of biotinylation of residue H110C. A, HeLa
cells expressing H110C in the His-Cys-less background were processed
for biotinylation with BM. When indicated, the cells were left untreated
(none) or pretreated with 10 mm (MS), 1 mm MTSET (MT), or 2.5 mMm
MTSEA (MA) for 10 min. Biotinylation was performed in the absence
(none) or presence of 10 mM L-arginine (Arg), 1 mm 4-S-CPG (CPG), 10
mM L-glutamate (Glu), or 350 uM L-cysteine (CssC). The ¢riangle indi-
cates the position of the ~40-kDa xCT monomer. Prestained markers
are on the left. B, quantitative analysis of the biotinylation of the xCT
monomer (means = S.E.; n = 3-6), expressed as percentages of the
biotinylation without pretreatments or additions (none). MTSEA data
are the means of two independent experiments.

Asn” (EL1-2), Leu'®® (already shown in Fig. 34), GIn?*® (EL5—
6), Ala®** (EL7-8), Ser®®” (EL9-10), and Ser**> (EL11-12)
when mutated to cysteine showed biotinylation, which was
blocked by MTSET (Fig. 4B). This showed that these residues
are accessible from the external medium, as expected. Fig. 4C
shows biotinylation of residues expected to be located inside
(Fig. 4A). Positions Ser'! (N terminus), Thr'?? (IL2-3), Ser!8!
and Phe!®® (IL4-5), Glu?%° (IL6-7; also shown in Fig. 3A),
Glu®5% and His®%® (IL8-9), His*!® (IL10-11), and Asp*®® (C
terminus) when mutated to cysteine become strongly biotiny-
lated only after permeabilization with SLO. Moreover, N-eth-
ylmaleimide blocked biotinylation of these residues. Several
residues (S11C, T102C, E260C, H363C, H418C, and D499C)
showed slight biotinylation without permeabilization. This is
most probably due to the fact that BM has some permeability
through the plasma membrane (17). Indeed, this biotinylation
was MTSET-insensitive (data not shown), and biotinylation
increased strongly after permeabilization with SLO. This
shows that all these residues are accessible from inside. Bioti-
nylation of residues within putative IL4-5 was difficult. Thus,
in addition to the intracellularly accessible residues Ser'®! and
Phe'®3, other residues within this loop (Ile!®?, Ser!85, Ser!®”
(Fig. 3A), Ala'®8, 11e'%°, and Ile!®?) showed no biotinylation
even after permeabilization (data not shown). The inside loca-
tion of the N and C terminus suggested by the biotinylation
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Fic. 6. Effect of MTS reagents on
single cysteine mutants in IL2-3.
HeLa cells expressing His-tagged cys-
teineless xCT (His-Cys-less) and the indi-
cated mutants, in the same cysteineless
background, were left untreated (none) or
treated with 10 mm MTSES, 2.5 mm MT-
SEA, or 1 mm MTSET for 5 min. Then the
cells were washed and assayed for 25 um
L-[**S]cysteine  transport. The data
(means = S.E.; n = 2—-4) represent per-
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of His-H110C-Cys-less by MTSES and

MTSEA was statistically significant (p < 30

0.001; Student ¢ test). This MTSES inac- 20 -
tivation was greater than that by MTSEA

(p < 0.05; Student ¢ test). Stimulation of 10
His-T112C-Cys-less activity by MTSES, 0 -
MTSEA, and MTSET was statistically his-
significant (p < 0.001; Student ¢ test). Cysless

studies confirms the immunofluorescence results shown in Fig.
1. Finally, residues predicted to be located within transmem-
brane domains (Lys'®® in transmembrane domain 4, Cys'®? in
transmembrane domains 5, and Cys®?” and Ala®*" in trans-
membrane domain 8) showed no biotinylation even after per-
meabilization with SLO (data not shown). In all, these results
give experimental support to the 12-transmembrane domain
model of xCT.

Biotinylation of Single Cysteine Residues within IL2-3—Mu-
tant H110C showed biotinylation from the external medium
(biotinylation is blocked by the membrane impermeable MT-
SES; Fig. 5), whereas the neighboring residue Thr'°? (mutant
T102C) showed biotinylation from inside (Fig. 4C). This fos-
tered more extensive screening of the intracellular loop 2-3
(Fig. 4C). Residues Thr'°? and Glu''®, flanking position His!?
at 6 or 8 residues, showed biotinylation from inside. This sug-
gests a re-entrant loop-like structure within IL2-3. One of the
closest His''%-flanking positions, G109C showed biotinylation
only after permeabilization with SLO (Fig. 4C). The other clos-
est flanking position, Tyr!!!, is a fully conserved residue (Sup-
plemental Fig. E), which when mutated to cysteine resulted in
very little transport activity (Fig. 2) and mistrafficking to the
plasma membrane (Supplemental Fig. B). Other positions
within IL2-3 gave no accessibility information. Thus, positions
Lys1%%, Thr''2, Phe!!®, Leu'?!, and Pro'?? (data not shown)
when mutated to cysteine showed no biotinylation even after
permeabilization (Fig. 4C). Positions Ala'?3, Phe'?*, Arg!?6
and Glu'3® were not analyzed because of the very low residual
transport activity of the corresponding cysteine mutants
(Fig. 2).

The biotinylation of His-H110C-Cys-less from outside
prompted studies with membrane-impermeable cysteine re-
agents. Preincubation with the negatively charged MTSES
blocked biotinylation, whereas the positively charged MTSET
did not (Fig. 5). This supports the external accessibility of
residue His''? and suggests that negatively charged reagents
may have greater accessibility to this residue from outside than
positively charged reagents. System x, exchanges anionic sub-
strates (glutamate and anionic cysteine) (3, 4). This coincidence
in negative charge fostered substrate protection experiments of
H110C biotinylation. L-Glutamate and L-cysteine, but not L-
arginine (neither a substrate nor an inhibitor of xCT), blocked
biotinylation of H110C (Fig. 5). Recently it has been shown that
4-S-CPG is a nonsubstrate competitive inhibitor of system x_
with a K; in the low uMm range (24). Similarly, 4F2hc/xCT-
induced transport in Xenopus oocytes was competitively inhib-
ited by 4-S-CPG with a K; of 24.9 = 5.5 um (Supplemental Fig.
C). As expected for a nonsubstrate inhibitor, 4-S-CPG failed to
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trans-stimulate L-glutamate efflux through 4F2hce/xCT (Sup-
plemental Fig. D). Interestingly, a saturating concentration of
4-S-CPG (1 mm) blocks H110C biotinylation to a similar extent
to a saturating concentration of L-glutamate (10 mwm) (Fig. 5).
This suggests that occupation of the substrate binding site
prevents accessibility of residue His''° from outside.

Effect of Methanethiosulfonate Derivative Reagents on Single
Cysteine Residues within IL2-3—Next, we investigated trans-
port inactivation by MTS reagents of single cysteine residue
mutants of IL2-3. To compensate the differential reactivity of
the MTS reagents used with free cysteine in solution (MTSES
is 10 and 4 times less reactive than MTSET and MTSEA,
respectively (21)), MTSES was used at 10 mm, MTSEA was
used at 2.5 mm, and MTSET was used at 1 mm (Fig. 6). As
expected, His-Cys-less transport activity was unaffected by the
MTS reagents. Interestingly, only His-H110C-Cys-less was in-
activated by MTSES and to a lesser extent by the membrane
permeable MTSEA. In contrast, MTSET did not inactivate
His-H110C-Cys-less-induced transport. This order of inactiva-
tion was also obtained when the three MTS reagents were used
at 1 mm for 10 min. Residual transport activity was 32.6 = 9.3,
58.7 + 3.2, and 107.0 = 8.0% after MTSES, MTSEA, and
MTSET treatment, respectively (p < 0.05 between the three
groups; Student ¢ test; means = S.E.; representative experi-
ment with five replicas). This confirms the previous biotinyla-
tion studies and strongly supports the outside accessibility of
residue His!!®. MTSES did not abolish completely His-H110C-
Cys-less-induced transport. Thus, at maximal conditions of
inactivation (10 mm MTSES for 5 min; Fig. 7), similar residual
transport activity was obtained at 25 um (17.4 = 2.9%; n = 8)
and 350 um (16.7 * 5.8%; n = 3) L-[>5S]cysteine (i.e. four times
below and three times above apparent K,,, respectively; Table
D). This indicates that MTSES reduces ~6-fold the transport
activity of His-H110C-Cys-less, probably affecting V. .. Treat-
ment with the impermeable MTSES and MTSET and the per-
meable MTSEA resulted in the stimulation of His-T112C-Cys-
less transport activity (up to 80% increase) (Fig. 6). This
suggests that Thr'!? is accessible from the outside. The perme-
able MTSEA did not affect the transport activity of T102C,
G109C, or E116C (Fig. 6), which are biotinylated from the
inside (Fig. 4). These residues might be modified by MTSEA,
but transport activity was not affected. Indeed, MTSEA did
block biotinylation of G109C and E116C (data not shown),
showing the accessibility of MTSEA to these residues. In con-
trast, MTSEA did not block biotinylation of T102C, suggesting
that this residue is not accessible to the reagent. In all, bioti-
nylation and MTS reagent treatment studies suggest that the
accessibility within this re-entrant loop is restricted to posi-
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Fic. 7. Substrate protection from H110C-dependent MTSES-
mediated transport inactivation. HeLa cells expressing H110C in a
cysteineless background (His-H110C-Cys-less) were pretreated with 10
mM MTSES and then assayed for 25 uM L-[**S]cysteine transport. A,
time-dependent inactivation of His-H110C-Cys-less-induced transport
after MTSES preincubation at 25 °C or 4 °C, alone or in the presence of
10 mM L-glutamate (Glu). The data (means + S.E.) are expressed as the
fractional remaining activity. His-Cys-less-induced transport in un-
treated cells for the protection experiments at 25 and 4 °C was 769 +
105 and 1118 * 152 pmol/min-mg protein, respectively (five replicas in
each of the representative experiments shown). B, protection by differ-
ent amino acids (ea) from MTSES inactivation of His-H110C-Cys-less-
induced transport. The cells were pretreated or not with MTSES for 30 s
alone or in combination with 10 mM L-arginine (Arg), 10 mm L-gluta-
mate (Glu), or 350 puM L-cysteine (CssC). Transport is expressed in
pmol/min-mg protein (means * S.E. from a representative experiment).

tions His''® and Thr''? from outside and to positions T102C,
G109C, and E116C from inside.

Substrate Protection of MTSES Inactivation of His-H110C-
Cys-less—The blockade by glutamate, 4-S-CPG, and MTSES of
His-H110C-Cys-less biotinylation strongly suggests that sub-
strates would delay the reaction of MTSES inactivation, as it is
shown in Fig. 7. Preincubation with L-cysteine and L-glutamate
strongly protected against inactivation by MTSES at 25 °C.
Indeed, the #14 calculated for 10 mm MTSES were 16 * 3 s in the
absence of amino acid and 394 * 83 s in the presence of
glutamate (data from a representative experiments done with
four replicas). As expected, L-arginine, neither a substrate nor
an inhibitor, did not protect. Moreover, half-maximal protec-
tion occurred at substrate concentrations (Fig. 8) similar to the
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Fic. 8. Concentration dependence of the substrate protection
from H110C-dependent MTSES-mediated transport inactiva-
tion. HeLa cells transfected with H110C in a cysteineless background
were treated or not with 1 mm MTSES for 10 min at 25 °C, alone or in
combination with different concentrations of L-cysteine (10, 25, 50, 75,
150, 250, and 350 uM) (upper graph) or L-glutamate (50 puMm, 100 pM, 250
uM, 500 pM, 750 puM, 1 mm, 2 mM, 5 mM, and 10 mm) (lower graph). Then
transport of 25 um L-[**S]cysteine was measured. These conditions of
inactivation by MTSES were chosen because maximal inactivation was
accomplished (88% *+ 7%) with a low inactivation rate (¢, = 295 *
114 s; representative experiment with five replicas) (data not shown).
In this instance, residual transport activity is a good estimation of the
rate of inactivation. The data represent the percentages of protection
respect to the transport elicited without MTSES treatment (means *+
S.E. from a representative experiment).

K,, for His-H110C-Cys-less (Table I); The IC;, values for L-
glutamate and L-cysteine were 1078 + 223 and 807 + 302 um
(in two independent experiments) and 97 = 30 uM (represent-
ative experiment), respectively. This suggests that substrate
protection of the Cys'' residue occurs at a step within the
transport process.

At least two mechanisms may account for protection: sub-
strates may directly compete with MTSES for the substrate
binding site/permeation pathway, or alternatively a substrate-
induced conformational change may prevent the access of MT-
SES to Cys!'1. It is generally accepted that large conforma-
tional changes in proteins are much more sensitive to
temperature changes than substrate binding (25, 26). This
feature has been exploited experimentally to detect conforma-
tional changes in various carriers, such as the serotonin trans-
porter (27), the neuronal glycine transporter (28), and the xCT
transporter (16). Indeed, xCT-induced transport is completely
abolished at 4 °C (data not shown), even though the tempera-
ture dependence of xCT substrate binding is unknown. We
examined the time course of the modification of His-H110C-
Cys-less by 10 mm MTSES in the presence of 10 mm glutamate
at 4 °C (Fig. 7TA). MTSES, as expected, inhibited uptake more
slowly than at 25 °C (¢, = 51 * 20 s) (representative experi-
ment). L-Glutamate also protected from the inactivation at 4 °C
(ty, = 339 = 121 s) (representative experiment). Thus, L-gluta-
mate protects the Cys'1° residue at a step in the transport cycle
most likely prior to temperature-sensitive substrate-induced
conformational changes. The degree of protection by glutamate
was lower at 4 °C (¢1, increased 7-fold) than at 25 °C (¢, in-
creased 24-fold). This can be explained by additional tempera-
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F1G. 9. Topological model of human
xCT. The 12 transmembrane domains are
numbered, and the re-entrant loop is
marked (I). The dark circles indicate bi-
otinylation from outside, and the stars in-
dicate biotinylation from inside. The large
white circles indicate no biotinylation
even after SLO permeabilization, and the
crossed circles indicate very low activity
when substituted by cysteine (<25% of
His-Cys-less xCT). The black circle within
the open circle (Thr''?) indicates the ac-
cessibility from the outside to MTSES and
MTSET but not to BM. Cys'®® involved in
the disulfide bridge with 4F2hc is indi-
cated with a C in a square.

ture-sensitive substrate-induced conformational changes or by
a lower affinity for glutamate at 4 °C. Confirmation that sub-
strates block the modification by MTSES at a step prior to
substrate translocation could not be carried out with the non-
substrate inhibitor 4-S-CPG because the inhibitor did not dis-
sociate even after a 30-min wash (data not shown).

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first experimental evidence for
the overall membrane topology of transporter xCT as a model
for the LSHATSs. Our data (Figs. 3 and 4) revealed residues of
the xCT transporter compatible with 12 transmembrane do-
mains and the N and C termini located intracellularly (Fig. 9).
This is in agreement with predictions by membrane topology
algorithms (e.g. HMMTOP; Fig. 4A). Independent evidence for
the intracellular location of the N and C termini was obtained
by immunodetection of N- and C-tagged versions of xCT only
after plasma membrane permeabilization (Fig. 1). The intra-
cellular location of the C terminus of LSHATS is in agreement
with functional concatenamers Nterm-b® " T-rBAT-Cterm (29)
and Nterm-xCT-4F2hc-Cterm.? The N terminus of 4F2hc is
located intracellularly (10), and therefore these concatenamers
would only be functional with light subunits with an intracel-
lular C terminus. Similarly, the extracellular location of resi-
due Leu'®® (extracellular loop EL3-4) (Figs. 3A and 4B) is in
agreement with the participation of the conserved neighbor
residue Cys'®® in the disulfide bridge that covalently links the
light and heavy subunits of HATSs (3, 30). The 12-transmem-
brane domain model of xCT gives structural support to the
transport function of LSHATSs in the absence of the heavy
subunit, as has been demonstrated for b® AT (11).

Biotinylation of residues after permeabilization with SLO
within the putative IL4-5 of xCT was difficult. IL4-5 com-
prises residues 180-193 (Fig. 9). Biotinylation was only accom-
plished at the ends of this loop (S181C and F193C). Cysteine
substitution mutants of residues Ile!®2, Ser'®®, Ser!8”, Ala'®®,
I1e'®°, and I1e'®2 showed no biotinylation after SLO permeabi-
lization (Fig. 9). Similarly, no topology information is available
on the C-terminal half of the IL2-3. Residues Phe''®, Leu'?!
(Fig. 4C), and Pro'2? (data not shown) showed neither biotiny-
lation nor inactivation with MTS reagents, and residues Ala'22,
Phe'?4, Arg!?5, and Glu'®° do not tolerate replacement by cys-
teine (Table I). This suggests that most of IL4-5 and the
C-terminal half of IL2-3 is hidden. Whether this is due to
insertion in the plasma membrane or interaction within these
intracellular loops or with the intracellular N terminus of

3 C. del Rio, N. Reig, and M. Palacin, unpublished data.
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4F2hc is unknown at present. Further studies are needed to
test these possibilities.

Biotinylation of residues within the N-terminal half of the
putative IL2-3 suggests a re-entrant loop structure (Fig. 9).
Residues Thr!??, Gly'%®, and Glu''® are biotinylated from in-
side, whereas residue His''? is biotinylated from outside (Figs.
4c¢ and 5). Moreover, mutants H110C and T112C, in a cysteine-
less background, are inactivated or stimulated by the mem-
brane-impermeable reagent MTSES, respectively (Fig. 6).
Thus, there are two residues (His''® and Thr''?) with accessi-
bility from outside flanked by residues with accessibility from
inside (Thr'°2?, Gly'°°, and Glu''®) within a stretch of 15 resi-
dues (Fig. 9). This arrangement is reminiscent of pore loops
from ion channels (31, 32), glutamate receptors (33) and more
recently described transporters (e.g. glutamate transporters
GLT1, EAAT1, and GItT; the Na*/Ca?" exchanger NCX1; and
the citrate/malate transporter CimH) (17, 34-39). The re-en-
trant loop of XxCT shares common characteristics with those
mentioned above: 1) Substrates (L-glutamate and L-cysteine)
and the nontransportable inhibitor (4-S-CPG) protect against
the modification of the key residue H110C (Figs. 5, 7, and 8). 2)
The re-entrant loop has a restricted external accessibility, ap-
parently to residues His'!? and Thr!!2. Topology of Tyr!!! could
not be determined with the methodology available because of a
plasma membrane trafficking defect of His-Y111C-Cys-less
(Supplemental Fig. B). His!'!? is, among the residues studied
within IL2-3, the only one with BM accessibility from outside.
(Figs. 4C and 5). This suggests that this residue is located
within the apex of the re-entrant loop. 3) As indicated by the
solved structure of potassium channels, it appears that the
apex of re-entrant pore loops does not reach the levels of
the phospholipids head groups on the other side of the mem-
brane (31). BM reacts only with cysteines exposed to the aque-
ous phase. The clear biotinylation of H110C from outside sug-
gests few steric restrictions within the external access channel
to the apex of the xCT re-entrant loop. Residue G109C, next to
the external apex of the re-entrant loop, is biotinylated from
inside. Thus, the internal face of the transporter should be wide
enough to allow access to the bulky BM at this position.

We also provide evidence that His!!® lies close to the sub-
strate binding/permeation pathway of xCT: 1) BM biotinylation
of H110C is blocked by substrates and the nontransportable
inhibitor 4-S-CPG (Fig. 5). 2) His!!°-dependent transport inac-
tivation by MTSES is protected by xCT substrates with an IC;,
similar to the K,, (Fig. 8). This protection is temperature-
independent (Fig. 7), suggesting that no large conformational
changes are involved. 3) Replacement of His''® by cysteine
(His-H110C) or aspartate (His-H110D) (mimicking LSHATS



31236

with neutral amino acid substrates like LAT1, LAT2, and ascl;
Supplemental Fig. E) had no significant effect on the K,, for
xCT substrates (Table I) nor the substrate specificity of the
transporter. Thus, His-H110C and His-H110D did not induce
transport of amino acids specific to other LSHATs (e.g.
L-leucine, L-alanine, and L-arginine) (data not shown). In con-
trast, replacement of His!!? by lysine (His-H110K) resulted in
an inactive transporter that reached the plasma membrane
(Supplemental Fig. E), suggesting that the large side chain of
lysine is not tolerated at this position. This suggests that
His'!%, within the apex of a re-entrant loop, is close to the
substrate binding/permeation pathway of the transporter, but
it might not interact with the substrate in the transport cycle.
MTS reagent modification of His!'® may produce steric hin-
drance for substrate occupancy of the binding site or perme-
ation through the transporter. Alternatively His''® might be
located within a water-filled substrate translocation pathway
that extends to the cytoplasm-membrane interface. Perhaps
this issue can only be solved after successful crystallization and
structure determination of LSHATS.

Only two critical xCT residues have been described: Cys®27
(16) and His''? (present study). Both residues show external
accessibility, and inactivation by their modification is protected
by xCT substrates with an ICg, similar to the K,, and in a
temperature-independent manner. In addition, the two resi-
dues present clear differences: 1) C327S and C327A increases
glutamate K,, 1.5-2-fold, suggesting a role in substrate binding
or permeation. 2) His!!® is located in the external apex of
re-entrant loop I, whereas Cys®?” is most probably located
within transmembrane domain 8 (Fig. 9). 3) These residues
present striking differences in their reactivity to thiol reagents.
Cys3?7 is reactive with PCMB and PCMBS but is not accessible
to MTS reagents. For these latter reagents, H110C shows a
range of accessibility: MTSES > MTSEA > MTSET (Figs. 5
and 6). The size of the reagent does not appear important
because H110C is accessible to BM. Similar results have been
reported for residue Arg??° within the external apex of a re-
entrant loop in the citrate and malate transporter CimH (36). It
is tempting to explain the different reactivity of the MTS re-
agents in these residues by assuming that the entrance path-
way for the substrate from the outside would be optimized for
negative substrates (glutamate and anionic cysteine for xCT
and citrate and malate for CimH) and the negative membrane-
impermeable MTSES. In all, this suggests different roles and
locations for His''? and Cys®2” in xCT. A preliminary model of
the amino acid-binding site has recently been proposed for the
LSHATSs LAT1 and y "LAT1 (40, 41). The authors suggest three
recognition subsites: one for the a-carboxyl group, one for the
a-amino group, and one for the side chains. The first two may
be similar or conserved among all LSHATS, and Cys®27 might
be part of these subsites. In contrast, His''® might be close to
the side chain subsites, which would recognize a carboxylate
group in the case of xCT.

Our results provide experimental support for 12 transmem-
brane domains for xCT, indicate a re-entrant loop-like struc-
ture between transmembrane domains 2 and 3, and identify
His'? at the apex facing outside of this re-entrant loop, acces-
sibility to which is restricted by substrates and the inhibitor
4-S-CPG. Functional studies of substituted residues and cys-
teine accessibility analyses are in progress to gain a more
detailed knowledge of the functional key residues and mem-
brane topology of xCT.
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We measured sensitivity to thiol modification of the
heteromeric glutamate/cystine transporter 4F2hc-xCT ex-
pressed in Xenopus oocytes. p-Chloromercuribenzoate
(pCMB) and p-chloromercuribenzenesulfonate (pCMBS)
rapidly blocked transport activity. Cys®??, located in the
middle of the eighth transmembrane domain of the light
subunit (xCT), was found to be the main target of inac-
tivation. Cysteine, an impermeant reducing reagent, re-
versed pCMB and pCMBS effects only when applied
from the extracellular medium. L-Glutamate and L-cys-
tine, but not L-arginine, protected from the inactivation
with an IC;, similar to the K,,. Protection was not tem-
perature-dependent, suggesting that it did not depend
on large substrate-induced conformational changes.
Mutation of Cys®2” to Ala and Ser slightly modified the
K,, and a C327L mutant abolished transport function
without compromising transporter expression at the
plasma membrane. The results indicate that Cys®?” is a
functionally important residue accessible to the aque-
ous extracellular environment and is structurally
linked to the permeation pathway and/or the substrate
binding site.

Heteromeric amino acid transporters (HATs)! are composed
of a heavy subunit and a light subunit (LSHAT) linked by a
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conserved disulfide bridge (1, 2). The heavy subunit is impor-
tant for trafficking of the heterodimer to the plasma mem-
brane, whereas the light subunit confers transport function
and specificity (3, 4). Two heavy subunits are known, 4F2hc
and rBAT (1, 2). The light subunit xCT bound to 4F2hc elicits
sodium-independent transport of anionic L-cystine and L-gluta-
mate by a 1:1 obligatory exchange (system x, ) (5, 6). xCT is
expressed in most cell lines, in activated macrophages, and in
the brain (5, 7). System x,~ functions physiologically for cystine
uptake and glutamate efflux because of the low and high in-
tracellular concentrations of cystine and glutamate, respec-
tively. Cytosolic cystine concentrations are kept very low be-
cause of its rapid reduction to cysteine, the main source for the
synthesis of intracellular glutathione. Indeed, transport of cys-
tine and its intracellular reduction to cysteine are the rate-
limiting steps in glutathione biosynthesis (5, 8). This is consist-
ent with the known regulation of xCT; its mRNA and x,”
activity are induced by lipopolysaccharide in macrophages, and
this induction is modulated by the ambient oxygen concentra-
tion (i.e. hypoxia decreases xCT expression and activity) (9).
Moreover, the xCT gene carries an electrophil-response ele-
ment that may mediate some of these effects (10). The authors
concluded that xCT provides an antioxidant defense for these
cells, especially in regions of inflammation. In the brain, the
localization of xCT suggests that it contributes to the mainte-
nance of the redox state in the cerebrospinal fluid (7).

Little is known about the structure-function relationships of
the HAT family. Reconstitution studies with the b®*AT light
subunit have shown that the rBAT heavy subunit is not nec-
essary for the basic transport function (4). The relevant func-
tional determinants should lie on the LSHATS. The topology of
LSHATS has not been tested experimentally but is believed to
adopt the classic model of 12-transmembrane domains. An
approximation to the substrate binding site of LAT1 has been
proposed based on substrate specificity and semi-empirical
computational analysis (11, 12). Recently, Boado et al. (13)
reported a naturally occurring interspecific change (W234L)
that slightly modified LAT1 K,,. Finally, the y"LAT1 L334R
mutant found in lysinuric protein-intolerant patients inacti-
vates transport as does the cystinuria mutation, A354T in
bO*AT (4, 14).

Here we report that Cys®2? in transmembrane domain 8 of
the xCT light subunit is the target for transport inactivation
caused by organic mercury compounds. We provide evidence
that this residue may be closely linked to the substrate perme-
ation pathway. To our knowledge, this is the first report to
provide significant experimental insight into the structure-

This paper is available on line at http://www.jbc.org
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function of the LSHATS as well as a framework for a systematic
study (15) of this family.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Site-directed Mutagenesis—Construction of human 4F2hc Cysless
has been described elsewhere (16). The human xCT in pNKS2 was used
as the template for site-directed mutagenesis (QuikChange™, Strat-
agene). A Cysless xCT was engineered by replacing the seven endoge-
nous cysteine residues with serine. The mutated regions were excised
by digestion with the appropriate restriction enzymes and subcloned
back into the original plasmid. At position 327, cysteine was also mu-
tated to Ala, Leu, and Thr, and the mutated region was then subcloned
into N-terminally Myc-tagged human xCT (in pNKS2) with the appro-
priate restriction enzymes. Cysteine 327 was reintroduced into Cysless
xCT by restriction enzyme digestion and subcloning into the Cysless
construct. Mutations were confirmed by DNA sequencing. Sequencing
was performed on both strands with a d-Rhodamine dye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (PerkinElmer Life Sciences). The
sequence reactions were analyzed with an Abi Prism 377 DNA
sequencer.

¢cRNA Preparation and Microinjection into Xenopus Oocytes—Syn-
thesis of human wild type and Cysless 4F2hc cRNAs has been described
elsewhere (16). In vitro synthesis of human xCT construct cRNAs was
conducted with the NotI-linearized plasmid template using the protocol
provided by Ambion (mMessage mMachine, Ambion, Austin, TX). The
quality and the amount of transcribed RNA were checked by gel inspec-
tion and 260 nm absorbance before microinjection into Xenopus oocytes.
The procedure for Xenopus oocyte isolation and the microinjection tech-
nique are described elsewhere (17). Defolliculated stage VI Xenopus
laevis oocytes were injected with 50 nl of human 4F2hc and human xCT
constructs alone or in combination (10 ng/oocyte).

Transport Measurement—Influx rates of L-[*H]glutamate (American
Radiolabeled Chemicals) and L-[**S]cystine (Amersham Biosciences)
were measured at 1 uCi/ul in 100 mM choline-Cl medium 2 or 3 days
after injection and under linear conditions as described elsewhere (6).
Amino acid transport rates obtained with oocytes injected with water
(50 nl) were similar to those of noninjected oocytes (data not shown).
Results for transport experiments are given as mean = S.E. for 6—8
individual oocytes. For the determination of the kinetic parameters of
the different human xCT Cys®?” mutants, the oocytes were incubated
with different concentrations of L-glutamate (5, 10, 25, 50, 100, 250, 500
uM, 1 and 2 mm). V. and K,, values were derived by the Michaelis-
Menten equation using GraphPad Prism. Each experiment was per-
formed at least twice on different batches of oocytes. Nonradioactive
amino acids and chemicals were purchased from Sigma.

Determination of the Effect of Sulfhydryl Reagents—Qocytes were
incubated for 5 min at room temperature with choline-Cl medium
containing 1 mMm p-chloromercuribenzoate (pCMB), 1 mM p-chloromer-
curibenzenesulfonate (pCMBS), 5 mMm N-ethylmaleimide (NEM), 1 mm
[2-(trimethylammonium)ethyl] methanethiosulfonate (MTSET), 2.5 mm
2-aminoethyl methanethiosulfonate (MTSEA), 10 mm 2-sulfonatoethyl
methanethiosulfonate (MTSES), 1 mM [4-(N-maleimido)benzyl] trim-
ethylammonium (MBTA), 1 mMm iodoacetamide, or 1 mM mersalyl acid
and washed three times in choline-Cl medium. Subsequently transport
of L-[*H]glutamate or L-[**S]cystine was assayed. To test whether meth-
anethiosulfonate (MTS) reagents, iodoacetamide, NEM, and mersalyl
acid reached the human xCT 327 cysteine, a second incubation was
performed with 1 mM pCMB for 5 min before uptake measurement. For
the protection assays, 2 mM L-glutamate, 2 mM L-arginine, or 300 um
L-cystine was added to the choline-Cl medium with pCMB or pCMBS
and incubated at room temperature for 10 min (if not otherwise indi-
cated on the figure). For some experiments different concentrations of
unlabeled L-glutamate (5, 10, 25, 50, 100, 250, or 500 uM or 1 or 2 mm)
or L-cystine (6 , 15, 30, 60, 90, 150, or 300 um) were included along with
50 uM pCMB during the 10-min preincubation step. For protection
experiments at 4 °C, the preincubation step was done at 4 °C at the
times indicated on Fig. 4. Then, oocytes were washed three times at
room temperature in choline-Cl medium to remove unbound sulthydryl
reagent and amino acids. Transport was then measured as described
above. In reactivation experiments, following incubation with the sulf-
hydryl reagents, either 10 mm free cysteine or 5 mM B-mercaptoethanol
was added to the medium for 5, 10, and 20 min. At the end of the
incubation, the oocytes were washed three times in choline-Cl medium,
and transport was then measured as described above. The MTS re-
agents and pCMBS were purchased from Toronto Research Chemicals,
Inc. pCMB, mersalyl acid, iodoacetamide, and NEM were purchased
from Sigma. Each of the sulfhydryl reagents was dissolved as a 1 M
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stock solution (MTS reagents, NEM, and iodoacetamide) or as a 100 mm
stock solution (pCMB and pCMBS) in Me,SO. After dilution in cho-
line-Cl medium to the final concentration, the reagents were used
immediately.

Immaunofluorescence Microscopy—Groups of five oocytes were pre-
pared for immunofluorescence 3 days after injection with 10 ng of
human 4F2he, N-myc-human xCT wild type, or Cys®?” mutant cRNA/
oocyte, alone or in combination. Oocytes were placed in 500-mm? cryo-
molds (Tissue-Tek, Miles, Elkhart, IN) and then sliced, fixed, and
permeabilized as described elsewhere (16). Slices were incubated with
monoclonal antibody 9E10 anti-Myc (ATCC, Manassas, VA), diluted
1:500 in 10% phosphate-buffered saline, at room temperature for 1 h.
Slices were washed three times in phosphate-buffered saline, incubated
with 7.5 pg/ml Texas Red-conjugated goat anti-mouse (Molecular
Probes, Leiden, The Netherlands) at room temperature for 1 h, washed
three times in phosphate-buffered saline, and mounted in Immun-
ofluore (ICN, Madrid, Spain).

Data Analysis—Nonlinear regression fits of experimental and calcu-
lated data were performed with GraphPad Prism. The half-life times
(t1,) and IC;, values were determined by plotting the fraction of uptake
remaining (F' = uptake after/uptake before) as a function of the concen-
tration or time of incubation of the reagent and then fitted to a nonlin-
ear regression equation for one-phase exponential decay (F =
Fmax X e %% 4+ Fmin or F = Fmax X e %*® 4+ Fmin) where ¢ is the
incubation time in seconds, ¢ is the concentration of reagent, and K, and
K, are the pseudo first-order rate constants (when concentration or time
were fixed, respectively). IC,, values were calculated as 0.6932/K, and
ty, as 0.6932/K,. Fmin was set to zero, as both pCMB and pCMBS
completely inhibited transport. In Fig. 3C, a nonlinear regression fit to
a one-site binding (hyperbola) curve determined the ICy, values.

RESULTS

We have started a systematic approach (15) to the study of
the structure-function relationships of the light subunits of the
HAT family. The xCT light subunit was chosen as a model
because of (i) its high activity in the oocyte expression system
(5, 6); (i1) its narrow substrate selectivity (i.e. glutamate and
cystine); and (iii) its sensitivity to organic mercurials (as shown
by preliminary experiments; see below and Fig. 1).

The 4F2hc-xCT Heterodimer Is Inactivated by Mercurial Re-
agents—We tested the ability of pCMB and its impermeant
derivative pCMBS to modify the transport elicited by the
4F2hc-xCT heterodimer in Xenopus oocytes. Both reagents
completely inhibited glutamate transport in a dose-dependent
manner with fast kinetics (at 1 min of incubation, the ICj,
values were 75.5 = 11.2 um for pCMB and 300.4 *= 89.7 um for
pCMBS; see also Figs. 3A and 4). The permeable reducing
reagent B-mercaptoethanol completely reversed the inhibition
when applied for 10 min at 5 mwM, verifying that a cysteine(s)
residue was the target of mercury compounds (data not shown).
The impermeant reagent cysteine (10 mm for 10 min) also
reversed the inhibition (49.7 = 13.5% of control value). The
spontaneous reactivation was negligible for 10 min (data not
shown).

Cys327 in Transmembrane Domain 8 Is the Main Target for
pCMB and pCMBS Transport Inactivation—We next examined
which subunit carried the targeted cysteine(s). 4F2hc has two
cysteines, one (Cys'®®) forming a disulfide bond with the xCT
light subunit (Fig. 1). Early studies reported that 4F2hc cys-
teines are not essential for transport activity (16, 18). The
expression of XCT together with 4F2hc without cysteines (Cys-
less 4F2hc) did not severely affect transport function (Fig. 1).
pCMB and pCMBS fully inhibited glutamate transport, indi-
cating that the target cysteine(s) was located in xCT. The seven
endogenous cysteines of xCT (Fig. 2A) were mutated to serine
in different combinations and transport activity, and pCMB/
pCMBS reactivity was assayed. As shown in Fig. 2B, 100 um
L-glutamate uptake was relatively unaffected by the muta-
tions, indicating that neither of the cysteines was essential per
se for function. Strikingly, only C327S completely lost sensitiv-
ity to both pCMB and pCMBS, suggesting that this cysteine
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FiG. 1. The xCT light subunit of the 4F2hc-xCT heteromeric
transporter confers sensitivity to the mercury compounds
pCMB and pCMBS. Oocytes were injected with the xCT c¢cRNA to-
gether with the 4F2hc wild type cRNA or Cysless 4F2hc (4F2CL). The
top panel depicts the intracellular N terminus, the transmembrane
domain (smaller cylinder), and the extracellular domain (larger cylin-
der) of 4F2hc with the location of the replaced cysteines. After 3 days
the oocytes were preincubated with pCMB, pCMBS, or vehicle prior to
assay L-glutamate uptake as stated under “Experimental Procedures.”
A representative experiment is shown.

was the main target of the reagents. The result was confirmed
by generating a Cysless form of the xCT (Cysless xCT) and
reintroducing Cys®?” (Cysless-C327) in this background (Fig.
2C). The Cysless xCT was 10-20% active compared with the
wild type (which is enough for functional studies, given the
high transport activity of the wild type). As expected, Cysless-
C327, but not Cysless, was sensitive to both pCMB and
pCMBS. We concluded that Cys®2” is the main target of pCMB
and pCMBS.

Topology predictions for xCT with a variety of different com-
puter algorithms locate Cys>27 in the middle of transmembrane
domain 8 (2, 5) (Fig. 2A). Results from our group using the
3-(N-maleimidylpropionyl)biocytin labeling procedure (19)
show that the preceding loop is extracellular, whereas the next
loop is intracellular.? Despite transmembrane localization, the
sensitivity of Cys®27 to the impermeant reagents pCMBS and
cysteine indicate that it is accessible to the extracellular aque-
ous environment.

Cys327 Is Located in a Structurally Restricted Environment—
The effect of other cysteine-specific reagents (MTS reagents,
NEMV, iodoacetamide, ([4-(N-maleimido)benzyl] trimethylam-
monium, and mersalyl acid; see “Experimental Procedures”)
was tested. At the concentrations used, none of them inhibited
4F2hc-xCT L-glutamate uptake even when this amino acid was
present with the reagent during the preincubation time (data

2 E. Gasol and M. Palacin, manuscript in preparation.
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FiG. 2. The xCT residue Cys®?7 is the target for transport inac-
tivation by pCMB and pCMBS. A, the predicted topological model for
the xCT transporter. The protein has 12 transmembrane domains with
intracellular N and C termini. Location of the seven endogenous cys-
teines is shown. B, different Cys to Ser substitutions were generated in
a wild type xCT background. xCT cRNAs were injected together with
4F2hc cRNA. L-glutamate uptake was tested after preincubation with
pCMB, pCMBS, or vehicle, as described in the legend to Fig. 1. A
representative experiment is shown. The results from another inde-
pendent experiment are similar. C, an xCT devoid of cysteines was
constructed (Cysless), and Cys®?” was re-introduced in this background
(Cysless+C327). L-Glutamate transport in oocytes was assayed as de-
scribed previously. A representative experiment is shown.

not shown). The same result was obtained with the Cysless-
C327 xCT (data not shown). The reagents may have not reacted
with any cysteine, or the reaction may have not affected trans-
port activity. To distinguish between the two possibilities, oo-
cytes expressing 4F2hc-xCT were preincubated with the differ-
ent cysteine reagents, washed, and incubated again with
pCMB under conditions that should normally lead to transport
inhibition. The preincubation did not modify pCMB inhibition,
indicating that they did not have access to Cys®27 (data not
shown). Given the diversity of the reagents used (in size, struc-
ture, reaction mechanism, and membrane permeability),
pCMB and pCMBS may gain access to Cys®27 via a structurally
restricted pathway.

xCT Substrates Protect from Transport Inactivation—The
above data indicate that Cys®?7 is accessible at least to the
extracellular medium during the transport cycle. This raised
the possibility that this residue may be part of (or close to) the
substrate permeation pathway. If this is true, amino acid sub-
strates should delay the reaction of pCMB and pCMBS. Indeed,
glutamate (Fig. 3A) and cystine (data not shown) strongly
protected 4F2hc-xCT r-glutamate uptake from pCMB and
pCMBS inhibition. The calculated ¢, values were, for pCMB,
83.5 = 7 s in the absence of amino acid, 1475 = 690 s in the
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FIG. 3. Substrate protection from pCMB and pCMBS-mediated transport inactivation. A, time-dependent inactivation of L-glutamate
transport measured in oocytes injected with 4F2hc and xCT cRNAs after the preincubation with either pCMB (¢op) or pCMBS (bottom) alone or
in combination with L-glutamate or L-arginine. The results are expressed as the fractional remaining activity compared with the transport without
prior preincubation. B, oocytes injected with 4F2hc and Cysless C327 xCT cRNAs were preincubated with the indicated reagents and washed, and
L-glutamate uptake was assayed as described previously. C, oocytes injected with 4F2hc and xCT ¢cRNAs were preincubated with vehicle or with
pCMB, alone or together, with the indicated concentrations of either L-glutamate (fop) or L-cystine (bottom), washed, and L-glutamate uptake was
measured. L-Cystine concentration was not increased because of its poor solubility in the uptake medium. Results are expressed as the percentage
of protection from pCMB-mediated transport inactivation compared with the control without amino acids. Representative experiments are shown.

presence of L-glutamate, and 72.5 + 21.7 s in the presence of
L-arginine; and for pCMBS, 230.7 = 51.4 s in the absence of
amino acid, 3081 = 959 s in the presence of L-glutamate, and
319.4 = 39 s in the presence of L-arginine. As expected, L-
arginine, neither a substrate nor an inhibitor, did not protect.
Similar results were obtained with the Cysless-C327 xCT (Fig.
3B). Moreover, half-maximal protection (Fig. 3C) occurred at
substrate concentrations similar to the K|, measured in Xeno-
pus oocytes (in the presence of pPCMB, IC;, was 138 * 16.3 um
for L-glutamate and 99.2 * 9.2 um for L-cystine) (see Refs. 5 and
6 and Table I), suggesting that substrate protection of the
Cys3?7 residue occurs at a step within the transport process.
At least two different mechanisms may account for protec-
tion: (i) substrates may directly compete with pCMB and
pCMBS for the substrate binding site/permeation pathway, or
alternatively, (ii) a substrate-induced conformational change
may occlude the access of mercury compounds to Cys®?7. It is
generally accepted that large conformational changes in pro-
teins are much more sensitive to temperature changes than
substrate binding (20, 21). This feature has been exploited
experimentally to detect conformational changes in different
carriers such as the serotonin transporter (22) and the neuro-
nal glycine transporter (23). We carried out a time course of the
modification of xCT by pCMB (50 um) in the presence of gluta-

TasBLE I
Kinetic parameters of Cys®*?” mutants

Oocytes were injected with 4F2hc cRNA together with cRNA from the
wild type xCT or Cys®?” mutations to serine, alanine, leucine, or thre-
onine. After 3 days, transport of 5 - 2000 um L-[*H]glutamate was
measured and kinetic parameters determined. Values represent the
means = S.E. of n = 2-4 determinations. ND, not determined.

K, Vimax

M pmol/oocyte/ 10 min
Wt 173.7 = 15.3 1314 +9
C327S 359.8 = 62¢ 125.6 = 7.2
C327A 267.6 = 19.9° 112.8 + 2.6
C327L ND ND
C327T 186.3 + 31.2 71.3 =34

¢ Statistically significant (F test, p < 0.005) compared with the wild
type.

mate (2 mm) at 25 and 4 °C (Fig. 4). pCMB completely inhibited
uptake at both temperatures although, as expected, at a slower
rate at 4 °C (¢, = 63.6 = 9 s at 25 °C and 436 = 110 s at 4 °C).
Glutamate equally protected from the inhibition both at 25 and
4°C (t, = 1272 + 455 s~ at 25 °C and 6932 + 4852 s at 4 °C).
Thus, glutamate protects the Cys®27 residue at a step in the
transport cycle, most likely prior to temperature-sensitive sub-
strate-induced conformational changes.



25°C

« pCMB

» pCMB+L-Glu
0.6
0.4

0.2 1

0.0 ¥ ¥ T T T 1
0 300 600 900 1200 1500 1800
time (sec)

& 1.0j 4°C
= « pCMB
2 o8- + pPCMB+L-Glu
80
£
= 4
= 0.6 I
g
= 04
[
g
s 027
E : _
&

0.0

T T T T 1 1
0 600 1200 1800 2400 3000 3600
time (sec)

FiG. 4. Temperature dependence of substrate protection. The
experiment described in Fig. 3A legend was repeated at 25 °C (top) and
4 °C (bottom). In the latter case, preincubations were made at 4 °C, and
subsequent washes and transport assay were done at 25 °C. Note the
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pCMB at 4 °C. A representative experiment is shown. Similar data was
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Analysis of Cys**” Mutants—Cys3?” residue is either con-
served or changed to Thr in the known mammalian LSHAT
sequences (see Fig. 5A). Therefore, it is not expected to be a
determinant of substrate specificity. Nevertheless, our results
are consistent with a role for this residue in substrate binding.
To test this hypothesis, we mutated Cys®27 to Ser, Ala, Thr, and
Leu and measured the transport function and expression (Figs.
5B and 6, and Table I). No significant differences were found
between wild type and C327S, C327A, and C327T when 100 um
L-glutamate uptake was assayed. However, we observed a clear
tendency of L-glutamate transport to decrease in the C327S
mutant (72.5 = 6% compared with the wild type) (Fig. 5B). The
C327L mutant was inactive (Fig. 5B) even when 10 mm gluta-
mate uptake was assayed (data not shown). Kinetic analysis
revealed a slight increase in the K,, for glutamate in the Ser
and Ala mutants (2- and 1.5-fold, respectively) (Table I), which
was statistically significant (F-test, p < 0.005). Cysless xCT
showed a 1.9-fold increase in the K,, for glutamate (328.8 =
66.2 um) compared with wild type (Table I). Interestingly, re-
introducing the Cys®27 in the Cysless xCT background de-
creased by 2.6-fold the K,, for glutamate (124.1 = 23 um),
resembling the K,, for glutamate in wild type xCT (Table I).
Thus, mutation of Cys>27 to Ser produces a similar increase in
the K, for glutamate in the wild type and Cysless backgrounds.
Moreover, the pH dependence of the xCT-mediated cystine
transport (6) was not modified when Cys®27 was re-introduced
in the Cysless background (K, 5 values were 7 = 0.20 and 6.7 =
0.25 for Cysless xCT and xCT Cysless-C327, respectively). On
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Fic. 5. Transport activity of Cys*?” mutants. A, LSHAT align-
ment of the transmembrane (TM) domain VIII (underlined) (only the
human proteins are shown). The residue corresponding to xCT Cys®?7 is
bolded. ClustalW software was used for the alignment, and the HM-
MTOP algorithm was used for transmembrane domain assignment.
Although the limits of the transmembrane domains slightly vary be-
tween different algorithms, Cys®?” is always located in the middle of
transmembrane domain VIII, somehow biased to the C-terminal half.
B, oocytes were injected with 4F2hc ¢cRNA and the different Cys®2?
mutant cRNAs. After 3 days 100 uM L-glutamate uptake was measured.
The values represent the means = S.E. of 3-5 determinations. No
significant differences were found between groups (except for the
C327L mutant).

the other hand, there was a tendency to shift the K 5 to more
basic values when compared with the wild type (K, ; was 6.3 =
0.25), suggesting that other cysteines (but not Cys®27) might
have a role in the pH dependence.

To check for transporter expression, Myc-tagged wild type
and mutant xCT transporters were constructed. Their activity
and sensitivity toward pCMB and pCMBS were indistinguish-
able from the untagged versions (Fig. 6A and data not shown).
All xCT variants (in the presence of 4F2hc) were expressed at
similar levels on the oocyte surface as judged by immunofluo-
rescence experiments (Fig. 6B). Therefore, large changes in
transporter expression at the plasma membrane do not account
for the functional differences among the Cys®27 variants. More
important, the inactive phenotype of the C327L xCT is not due
to folding/trafficking alterations and may reflect a defective
transport cycle. Together, the results suggest a location of
Cys3?7 close to the substrate binding site.

DISCUSSION

Here we provide evidence suggesting that Cys®27 is located
close to the substrate permeation pathway of xCT. When mu-
tated, residues involved in the binding of substrates are ex-
pected to modify the K,, and the substrate selectivity (24, 25).
Cys3?7 is either a cysteine or a threonine in the mammalian
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Fic. 6. Transport activity, mercury compounds sensitivity,
and localization of Myc-tagged wild type (w#) xCT and Cys®%?
mutants. A, oocytes were injected with 4F2hc cRNA and the indicated
xCT cRNAs. After 3 days, L-glutamate uptake (100 uMm) was measured.
Sensitivity to pCMB and pCMBS was tested as described in Fig. 2B
legend. A representative experiment is shown. B, oocytes expressing
xCT alone (xCT wt), together with 4F2hc (+4F2hc), the Cys®2” mutants
(C>A,L,S,T) together with 4F2hc, or uninjected were subjected to im-
munofluorescence experiments (see “Experimental Procedures”) with
the anti-Myc-specific antibody (all xCT versions were Myc-tagged). Two
different batches of oocytes gave similar results.

LSHAT proteins (Fig. 5A). No correlation is found with sub-
strate selectivity of the different transporters; as an example,
y*LAT1 and -2, LAT1, and xCT light subunits transport basic
and neutral amino acids, large neutral amino acids, and acidic
amino acids, respectively (1, 2). Therefore, variations in sub-
strate selectivity are not expected in the Cys32” xCT mutants.
In this sense, neither transport of L-arginine nor L-leucine was
detected in the C327S xCT mutant (data not shown). On the
other hand, we observed a higher K,, in the C327S and C327A
mutants but not in the C327T mutant (Table I). Threonine is
the residue found in this position in some LSHAT proteins (see
Fig. 5A). Although low (1.5-2-fold), the increase in K, is in the
range of those found in other studies; Cys!** of the creatine
transporter (CreaT) is located close to the substrate binding
site, and a C144A mutant displays a 1.7-fold higher K, (24); on
the well studied lactose permease (LacY) Cys'*® mutants (to
Ala, Ser, Thr, and Val) either decrease or increase the K,, for
lactose from 1.5 to 2.6-fold (25). Analyses of the Cys®2” mutants
show that a small side chain is required at this position and
bulky amino acids are not tolerated (C327L mutant; see Figs.
5B and 6), indicating that this residue, if not essential, is at
least important for the transport cycle. Preliminary results
show that size restrictions may be even more important in
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other LSHAT proteins; mutation of the homologous cysteine to
serine in y" LAT1 abolishes transport (data not shown). There-
fore, we favor a scenario in which Cys®27 could be close to the
xCT substrate binding site; small side chains at this position
are permissive for substrate binding and/or translocation, al-
though they do not bind substrate, and bulky amino acids may
impose a strong steric restriction to the transport cycle. Al-
though structurally unrelated to xCT, it is interesting to note
that the recently reported crystal structure of LacY (26) indi-
cates that the K, effects of Cys148 mutants (see above) are
explained by steric hindrance of the substrate binding site.

Independent support for a link of the Cys®2? residue to the
permeation pathway comes from our studies with pCMB and
pCMBS. First, Cys®2?"-dependent transport inactivation by
pCMB and pCMBS is protected by substrates with an ICj,
similar to the K,, (Fig. 3). This protection is temperature-
independent, suggesting that no large conformational changes
are involved (20, 21). We do not exclude the possibility, how-
ever, that minor conformational changes were not detected by
the temperature dependence experiment. Second, despite its
location in the middle of transmembrane domain 8, Cys327 is
targeted by the impermeant reagents pCMBS and cysteine,
indicating that it is accessible to the aqueous environment (Fig.
2). Cys®2” may be facing the extracellular medium, as pCMB,
pCMBS, and cysteine were unable to react with this residue
when injected into the oocytes at a high millimolar final con-
centration (data not shown). Spontaneous reactivation of the
pCMB or pCMBS inactivation was not observed but may occur
at a extremely slow rate. However, these data must be inter-
preted with caution (27); the sulthydryl reagents may be
quenched by a large excess of thiols in the oocyte cytosol, and
intracellular cysteine may be rapidly incorporated to glutathi-
one. Moreover, as xCT mediates cystine/glutamate antiport,
intracellular binding sites may be saturated by the large con-
centration of L-glutamate in oocytes (28), preventing access of
the reagents to Cys®?”.

A striking feature of Cys®?7 is its inaccessibility to a variety
of other thiol-reactive compounds. A similar reaction pattern
has been described for the V165C mutation in GLUT1 (glucose
transporter-1 (27)) and for Cys3°° in GABP (Escherichia coli
y-aminobutyric acid permease (29)). In both cases a similar size
and shape of the aromatic ring of pCMB and pCMBS and
substrates of those transporters were invoked to explain the
rapid access of these reagents compared with some MTS re-
agents (29), iodoacetate, and NEM (27, 29). This can hardly
apply to the xCT transporter, and as expected, millimolar con-
centrations of pCMB or pCMBS did not inhibit transport when
assayed on the C327S mutant (data not shown). The specific
effect of pCMB and pCMBS may be related to the stacking of
the aromatic ring with vicinal Phe or Tyr residues; there are
three Phe residues in transmembrane domain 8 (Phe®!?,
Phe®?2, and Phe®?%; see Figs. 54 and 7).

Amino acid residues surrounding Cys®27 in transmembrane
domain 8 lie on a highly conserved region in the LSHAT family
(Figs. 5 and 7), and therefore they are not expected to play a
major role in substrate selectivity. However, this region might
be important for some general transport step(s). A preliminary
model of the amino acid binding site has recently been proposed
for the LSHATSs LAT1 and y*LAT1 (11, 12). The authors sug-
gest three recognition subsites: one for the a-carboxyl group,
one for the a-amino group, and one for the side chains. Whereas
the latter would be divergent in each member of the family, the
first two may be similar or conserved among all the members.
Cys®27 might be part of these subsites.

To gain more insight into the functional role of Cys32", we
closely inspected the region including transmembrane domain
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Fic. 7. Transmembrane domain 8 region in three different APC subfamilies. A ClustalW alignment was performed with the LSHAT
mammalian proteins (only the human orthologues are shown) (subfamily 2.A.3.8), the APA proteins (subfamily 2.A.3.2), and gabP from E. coli, a
member of the 2.A.3.1 subfamily. The dots (period and colon) indicate conserved residues. The predicted transmembrane domain VIII was found with
the HMMTOP algorithm. The eight residues from the two overlapping (G/S/A)XXX(G/S/A) motifs (I and II) are shown in bold. Note that only motif IT
is conserved in gabP. PCMB- and pCMBS-sensitive cysteines in both human xCT and in gabP proteins are shown as white letters within black squares.
Residues within white squares have been shown to be important for transport activity. Phe residues in xCT very close to or within the transmembrane
domain are shown in gray; the conserved Phe residue in LSHAT proteins is also in gray (it is substituted by Ile only in b®*AT). See “Discussion” for
details. GenBank™ accession numbers for human LSHATSs are: xCT, AB026891; LAT1, AF077866; LAT2, AF171669; y*LAT1, AF092032; y"LAT2,
D87432; ascl, NM_019849; b> AT, AF141289. GenBank™ accession numbers for the APA proteins are: E. coli cadB, AAP76293; E. coli yjdE, P39269;
E. coli potE, NP_415219; Haemophilus influenzae potE, P44768; Pseudomonas aeruginosa arcD, P18275; Corynebacterium glutamicum lysl,

CAA42855; E. coli gabP, NP_31551.

8 and compared it with related transport proteins. The LSHAT
proteins belong to the 2.A.3.8 family of APC (amino acid/poly-
amine/organic cation) transporters (30). Within the APC super-
family, the LSHATS can be aligned along the whole sequence,
despite the low identity (14—-16%), with the prokaryotic trans-
porter proteins PotE, YjdE, CadB, and LysI (2.A.3.2 family or
APA (basic amino acid/polyamine antiporters)) (30). The align-
ment over transmembrane domain 8 and part of intracellular
loop 4 of these proteins with the human LSHATSs (including
xCT) interacting with 4F2hc or rBAT is shown in Fig. 7. Two
overlapping (G/S/A)X,X,X5(G/S/A) motifs (see Fig. 7, motifs
and II) are found, which have been reported to constitute a
framework for transmembrane helix-helix association (31, 32).
X represents any amino acid. It is possible that in the xCT
context a bulky side chain like Leu in the X; of motif I may
cause alterations in helix packing leading to transport inacti-
vation. In PotE, three important residues for transport are
located in this transmembrane domain; one of them is the
cysteine at the same position of the alignment (33). Interest-
ingly, Cys3°° in the GABP protein (see above) is also located in
transmembrane domain 8, and is the X; of a (G/S/A)X, X,X5(G/
S/A) motif; it corresponds to motif IT in the alignment among
LSHATS and the proteins from family 2.A.3.2 (Fig. 7), and it
seems to be conserved among proteins from the 2.A.3.1 AAT
family (amino acid transporter) to which GABP belongs and the
2.A.3.10 YAT family (yeast amino acid transporter) (34). Cys3°°
in GABP is targeted by sulfhydryl reagents in a manner similar
to xCT Cys®2” (29). Mutation to Ala renders a protein 5% active
compared with the wild type. Although the mutant retains
substrate binding, no comparison with the wild type protein
was made, and therefore its role in substrate binding is unclear

(35). The GABP Cys800 seems to initiate a 20-amino acid resi-
due amphipathic a-helix comprising the C-terminal half of
transmembrane domain 8 and extending into the fourth intra-
cellular loop connecting TM8 and TM9. The authors have spec-
ulated that this structure may be conserved among the mem-
bers of the 2.A.3.1 and 2.A.3.10 families (29, 34, 35, 36).
Further studies are needed to address whether a similar struc-
ture may exist in other APC families (i.e. LSHAT family, APA
family, etc). Indeed, there is evidence indicating an important
function for this region; the type B cystinuria mutation,
R333W, and the lysinuric protein intolerance mutation, L334R,
impair transport (human b% AT and human y"LAT1, respec-
tively) and lie on intracellular loop 4 (14, 37). On the CAT
(cationic amino acid) transporters (the 2.A.3.3 family of APC),
this loop modulates substrate affinity (38, 39).

We have therefore identified Cys®27 of xCT as the target of
inactivation by mercurial reagents. Substrate protection exper-
iments and analysis of Cys®2” mutants favor a view in which
this residue lies close to the substrate binding site. Our data
are still compatible with slight conformational changes occur-
ring upon substrate binding, together with a partial overlap
between substrate and pCMB/pCMBS binding sites. A non-
transported substrate analogue (21), not yet available for the
4F2hc-xCT transporter, would be useful in distinguishing these
possibilities. To our knowledge, this is the first systematic
effort to elucidate the structure-function relationships in the
LSHAT family. The Cys2” active mutants and the Cysless xCT
protein will provide an excellent background for probing resi-
dues in transmembrane domain 8 and other domains by cys-
teine-scanning mutagenesis.
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1. Identificacion de nuevos
miembros de la familia LSHAT

Como se ha presentado en la Introduccion
de esta memoria, existen 9 miembros publicados
de la familia de subunidades ligeras de
transportadores de aminoacidos heteroméricos
(LSHATS) (revisado en Verrey et al., 2004). Seis
de estos miembros son subunidades de 4F2hc:
y'LAT-1 y y'LAT-2, que inducen la actividad de
transporte de sistema y'L; LAT-1 y LAT-2, que
inducen la actividad de tipo L; asc-1, que induce el
sistema asc; y XCT, que induce la actividad
correspondiente al sistema x . Uno de estos
miembros, la subunidad b0’+AT, se asocia con
rBAT para inducir el sistema b™". Y paralelamente,
los miembros asc-2 y AGT-1 son subunidades de
una cadena pesada desconocida hasta el momento
e inducen, respectivamente, el sistema asc y un
sistema no descrito previamente de transporte de
aminodcidos anidnicos. Existe una décima
subunidad ligera llamada apAT (aromatic-
prefering Amino acid Transporter) pendiente de
publicacion (E. Fernandez, J. Chillaron y M.
Palacin, manuscrito en preparacion).

En la presente tesis se ha descrito la
clonacion y caracterizaciéon funcional de la
isoforma humana de xCT, asi como la
identificacion e intento de caracterizaciéon de los
dos miembros “huérfanos”, PK y PW, que
posteriormente se conocerian como asc-2 y AGT-

1, respectivamente.

1.1. Identificacion y caracterizacion de

xCT humano

La busqueda por homologia de secuencia en
las bases de datos permiti6 aislar un nuevo cDNA
humano cuyo producto proteico presentaba una
elevada identidad de secuencia con una proteina de

raton recientemente identificada y llamada xCT.
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La secuencia de aminoacidos, la actividad de
transporte inducida y la distribucién tisular que
presentaba la nueva proteina demostraron que se
trata del ortdlogo humano de xCT de ratén (Sato et
al., 1999).

Asi, la co-expresion de 4F2hc y xCT
humanos en oocitos de X. /Jaevis resultd en la
induccién de una actividad de transporte con las
caracteristicas del sistema x  (Sato et al., 1999;
Bannai, 1986; Bannai and Kitamura, 1981a;
Bannai and Kitamura, 1980): intercambio
equimolar 1:1 de cistina y glutamato de forma
sodio-independiente (Articulo 1). XxCT comparte
una significativa similitud de secuencia con el
resto de miembros de la familia LSHAT
pertenecientes a los diferentes sistemas de
transporte, como L, y'L, asc y b>"AT, e incluso de
distintas especies. Esta homologia de secuencia,
junto con la conservacion del residuo de cisteina
localizado en el loop entre el tercer y cuarto
dominio transmembrana, implicado en la
formacién del puente disulfuro con la subunidad
pesada, evidencia que la nueva proteina es un
miembro adicional de la familia LSHAT. De
hecho, constituia el séptimo miembro humano
identificado hasta ese momento, después de LAT-
1, LAT-2, asc-1,y 'LAT-1,y 'LAT-2 y b*"AT.

Por el analisis de la Online Mendelian
Inheritance in Man (OMIM) parece improbable
que el gen SLC7A411, mapado en el intervalo
cromosomico  4q28-q32, esté implicado en la
patogénesis de alguna de las enfermedades
genéticas descritas. En este locus se localiza el gen
de la glycophorin A (Sato et al., 2002), que
anteriormente se habia relacionado con la
enfermedad de Alzheimer (Race, 1959). Analisis
mas estrechos de ligamiento, sin embargo,
excluyeron esta asociacion (Spence et al., 1986).

La induccion de la funciéon de transporte de
aminoacidos asociada a las LSHAT requiere la
expresion de su correspondiente subunidad pesada
(rBAT y 4F2hc, hasta el momento) (revisado en
Palacin and Kanai, 2004; Chillarén et al., 2001).
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Dentro de las familias de transportadores de
aminodcidos eucariotas superiores, la familia HAT
es la Unica que presenta una estructura
heteromérica. El papel de la subunidad pesada esta
principalmente relacionado con el trafico del
holotransportador a la membrana plasmatica
(Introduccion de esta memoria). La expresion de
4F2hc o rBAT determina la localizacion de los
heterodimeros correspondientes en la membrana
basolateral o apical de los epitelios,
respectivamente (Bauch et al., 2003; Bauch and
Verrey, 2002). La subunidad ligera, en cambio,
parece determinar el tipo de transporte y la
especificidad de sustrato (Introduccion de esta
memoria). Se ha demostrado que la subunidad
ligera b®"AT es funcional en ausencia de rBAT en
un sistema reconstituido, evidenciando su papel
como subunidad catalitica del transportador
b**AT/ABAT (Reig et al., 2002).

Existen otros ejemplos de complejos de
proteinas de membrana heterodiméricas en los que
cada proteina posee un papel distinto en el
complejo. 4F2hc y rBAT tienen una estructura de
glicoproteina de membrana de tipo II muy similar a
la subunidad B de la Na,K-ATPasa. Este enzima de
membrana plasmatica tiene una unidad funcional
compuesta por un heterodimero de subunidades
a- 3 no unidas covalentemente. En este caso, la
subunidad B, ademas de ser necesaria para el
transporte de la subunidad catalitica a desde el
reticulo endoplasmatico a la membrana, también es
necesaria para su estabilidad y maduracion
funcional (Geering et al., 1989).

En la presente tesis se demuestra que xCT
necesita a 4F2hc para su expresion en la membrana
plasmatica y para la induccién de la actividad de
transporte de sistema ¥, tanto en oocitos de X
laevis como en células HeLa. Serian necesarios
estudios de co-inmunoprecipitacion para demostrar
la heterodimerizaciéon de 4F2hc/xCT en tejidos
nativos. De hecho, la heterodimerizacion en tejidos
en la familia de los HATs s6lo ha sido demostrada
para 4F2hc/LAT-1 (Mannion et al., 1998),
4F2hc/LAT-2  (Merlin et al., 2001) vy
BAT/b**AT (Ferndndez et al., 2002). En
cualquier caso, por estudios de hibridacion in situ

en cerebro de raton se ha detectado presencia de
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RNAm de 4F2hc en todas las regiones del cerebro
donde se expresa RNAm de xCT (Sato et al.,
2002).

Aparte de estos heterodimeros naturales, se
han descrito interacciones promiscuas entre
diferentes LSHAT y la no correspondiente
subunidad pesada en sistemas de expresion
heter6logos: formaciéon de heterodimeros entre
LAT-2 y rBAT (Rossier et al., 1999); trafico ala
membrana plasmatica e induccion de transporte de
aminoacidos con rBAT y y 'LAT-1, LAT-1 y LAT-
2 (R. Estévez y M. Pineda, resultados sin publicar);
y co-expresion de actividad de transporte en
células HRPE de 4F2hc/b®'AT (Rajan et al.,
2000a; Rajan et al., 1999). En la presente tesis, sin
embargo, se muestra que rBAT humano no es
capaz de llevar XCT humano a la membrana
plasmatica del oocito (Figura 6, Articulo 1) y, por
tanto, expresar ninguna actividad de transporte
(Figura 3, Articulo 1).

Hasta recientemente, esta falta de interaccion
promiscua de las LSHAT estaba restringida a xCT
(para asc-1 no se ha publicado este estudio). El
aflo pasado, el grupo de Bannai publico un trabajo
en el que mostraba que xCT de ratéon puede
asociarse con rBAT de ratéon en oocitos de X.
laevis y en células NIH3T3 para inducir la
actividad de transporte de sistema x~ (Wang et al.,
2003). Segun ellos, la razén de esta discrepancia de
resultados entre ks dos isoformas de xCT podria
deberse a una diferencia en la habilidad de rBAT
de raton y humano para interaccionar con la
subunidad b"*AT-like endogena presente en
oocitos de X. laevis: si la afinidad de rBAT
humano por B"AT-like fuera significativamente
mas alta que la de rBAT de ratén, la posible
expresion de la actividad del sistema x por xCT
humano y rBAT humano quedaria enmascarada
(Wang et al.,, 2003). Podria comprobarse si
realmente existe interaccion entre rBAT y xCT
humanos en un sistema celular sin b* AT o 4F2hc
endogenos o mediante una estrategia similar a la
usada para las células NIH3T3, en la que
silenciaban la expresion endogena de 4F2hc.

La expresion de xCT humano se detectd
por Northern blot en cerebro (Figura 7, Articulo 1),

de acuerdo con los resultados publicados para la



isoforma de raton (Sato et al., 1999). En concreto,
todas las regiones del cerebro testadas (cerebelo,
cortex, medula, putamen y cordéon espinal)
resultaron positivas para xCT humano, en
concordancia con los trabajos que describen
actividad del sistema x en las células de la glia
junto con transporte sodio-independiente de alta
afinidad asociado al sistema X,g (Sagara et al.,
1996; Sagara et al., 1993a; Sagara et al., 1993b).
Estudios posteriores de la distribucién de xCT en
cerebro de raton por hibridacion in situ muestran
expresion del RNAm en el area postrema, 6rgano
subfornical, nucleo habenular, area hipotalamica,
células ependimales de la pared lateral del tercer
ventriculo y meninges (Sato et al., 2002).

Aunque la baja expresion del gen
SLC7A11 permitiera detectar sefial unicamente en
cerebro, experimentos de RT-PCR demostraron
que el RNAm de xCT humano se expresa también
en células del epitelio intestinal e islotes
pancreaticos, mientras que no lo hace en rifiéon o
higado (Figura 8, Articulo 1). Paralelamente,
encontramos expresion de xCT de raton en tejidos
que aun no habian sido testados o que habian
resultado negativos para Northern blot: intestino,
ovario, bazo y rifién (Figura 8, Articulo 1).
Consistente con estas observaciones, se ha descrito
actividad del sistema x en pancreas humano
(Sweiry et al., 1995) y de rata (Sato et al., 1998) y
en células cripticas intestinales de rata (Mordrelle
etal., 1997).

También se ha observado actividad del
sistema X, en numerosas lineas celulares
tumorales: gliomas (Ye et al., 1999), linfomas de
raton (Hishinuma et al., 1986), hepatomas
humanos y de ratéon (Bannai, 1984b; Makowske
and Christensen, 1982a) y en lineas de cancer
ovarico humano (Okuno et al., 2003). En esta tesis
se muestra expresion del RNAm de SLC7411
humano en la linea celular tumoral de colon CaCo2
y en la linea tumoral hepatica HepG2.

El papel fisioldgico que puede desempeiiar

xCT se presenta en el apartado 2 de esta Discusion.
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1.2. Identificacion de dos subunidades
ligeras “huérfanas"

La busqueda en las bases de datos permitid
identificar dos nuevos cDNAs (slc7aK y slc7aW)
que, aunque presentaban homologias de secuencia
inferiores a las establecidas entre los diferentes
miembros de las LSHAT (~28%), mostraban
caracteristicas propias de sus integrantes que hacia
incluirlas dentro de la familia: la secuencia
proteica de PK y PW podia alinearse con el resto
de subunidades ligeras de la familia HAT,
presentaban la estructura de 12 putativos
segmentos transmembrana y ambas conservaban la
cisteina responsable de la formacion del puente
disulfuro con la subunidad pesada (Figura 11,
Resultados). En el arbol filogenético de la Figura
34 se pueden apreciar las distancias genéticas entre
las distintas LSHATS y la posicién relativa de PK
(asc-2) y PW (AGT-1).

Los patrones de expresion para PK y PW,
ambas con una fuerte sefial en rifién, las hacian
candidatas, en un primer momento, a ser otra
posible subunidad de rBAT. Por trabajos
realizados en nuestro grupo se sabia que el 70% de
rBAT que se expresa en las membranas brush
border del tubulo proximal de raton forma parte de
un complejo con otra proteina (rBAT/X) unido por
un puente disulfuro (Ferndndez et al., 2002). Pero
los experimentos de co-expresion de estas dos
nuevas proteinas con las subunidades pesadas
4F2hc y tBAT no indujeron ninguna actividad de
transporte de los sustratos testados (Figuras 13 y
16, Resultados). De hecho, PK y PW ni siquiera
conseguian llegar a la membrana plasmatica de los
oocitos de X. laevis ni de las células HeLa (Figura
18, Resultados). PK presentaba problemas de
expresion, quizas por degradacion celular al
faltarle la subunidad pesada adecuada y, en el caso
de PW, aunque existia algun tipo de interaccion
con rBAT (Figura 17, Resultados), ésta era de
caracter inespecifico (seguramente a nivel de RE)
ya que no llevaba a PW hasta la membrana celular.
Estas fueron las primeras evidencias de la
existencia de otra/s posibles subunidades pesadas
aparte de 4F2hc y rBAT.
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b%* AT_HS

bo* AT_MMU
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—
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L asc1l_MMU
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xCT_HS 01

Figura 34. Arbol filogenético de la familia LSHAT. El arbol muestra los miembros mamiferos
de la familia de subunidades ligeras, incluyendo la proteina APAT (E. Fernandez, J. Chillarén y M. Palacin,
manuscrito en preparacién). El alineamiento se ha realizado con el programa CLUSTALW y para la
representacion del arbol se ha utilizado el programa Phylodendron. HS (Homo sapiens), MMU (Mus musculus),
RNO (Ratus norvergicus). Para comparaciones con el resto de subfamilias APC ver Figura 5 de la Introduccion.

Experimentos de localizaciéon en rifion de
ratébn por andlisis inmunocitoquimico realizados
por el grupo de Kanai revelaron que asc-2 se
encuentra en los tubulos colectores, tanto en el
cortex como en la medula (Chairoungdua et al.,
2001), y AGT-1 se encuentra en la membrana
basolateral de la medula exterior de los tubulos
proximales y en el cortex de los tubulos distales
contorneados (Matsuo et al., 2001).

Aunque asc-2 y AGT-1 no interaccionen in
vivo con las subunidades pesadas conocidas hasta
el momento, el grupo de Kanai utilizé la habilidad
de 4F2hc y rBAT para llevar las subunidades
ligeras de la familia HAT a la membrana
plasmatica para generar proteinas de fusiéon con
asc-2 y AGT-1. De esta manera fue posible
expresarlas en superficie y determinar su actividad
de transporte (Chairoungdua et al., 2001; Matsuo
et al, 2001): asc-2 (asc type amino acid

transporter-2) expresa el sistema de transporte
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sodio-independiente asc con una especificidad de
sustratos mas restrictiva que asc-1 (Fukasawa et
al., 2000) ya que es estereoselectivo y no acepta ni
AIB ni B-alanina, coincidiendo con la variante
descrita en eritrocitos de trucha (Albi et al., 1994);
AGT-1 (4spartate/Glutamate  transporter-1)
expresa un sistema de transporte sodio-
independiente de aminoacidos anidnicos que no
habia sido descrito anteriormente y que es
diferente del sistema % en que no acepta cistina,
homocisteato o L-aminoadipato pero presenta
elevada afinidad por el aspartato y el glutamato.
Las proteinas de fusion hechas con rBAT y
4F2hc mostraron una especificidad de sustratos
idéntica en cada caso, apoyando la hipotesis que la
subunidad pesada no esta implicada en la funcion
de transporte del holotransportador
correspondiente. Busquedas por homologia en las
bases de datos de los genomas secuenciados no

han resultado en la identificacion de nuevos



miembros de la familia SLC3 (Palacin and Kanai,
2004). Sera necesario abordar otras estrategias para
identificar las subunidades pesadas de asc-2 y
AGT-1 y evaluar si son homologos lejanos de la
familia SLC3 o pertenecen a una nueva familia de
subunidades pesadas de la familia HAT (revisado
en Palacin and Kanai, 2004).

1.3. ;Quedan nuevos miembros LSHAT

por identificar?

Como se ha presentado en la Introduccion de
esta memoria, estudios recientes realizados por los
Drs. Josep Chillaron y Esperanza Fernandez de
nuestro grupo han identificado en el genoma de
ratébn una nueva subunidad ligera de la familia
LSHAT. La han Ilamado APAT (dromatic
Preferring Amino acid Transporter) y presenta una
identidad de secuencia con el resto de miembros de
la familia del 32-43%. Su caracterizacion funcional
muestra que induce transporte de aminoacidos
neutros, preferentemente aromaticos,
independiente de  sodio, trans-estimulable,
estereoselectivo y de baja afinidad (E. Fernandez,
J. Chillaron y M. Palacin, manuscrito en
preparacion). Podria representar una variante del
sistema de transporte de aminoacidos T (Figura 3,
Introduccioén), ya que se cloné por RT-PCR a partir
de rifion de raton (E. Fernandez, Tesis Doctoral).
Su actividad de transporte se induce tanto cuando
APAT se expresa sola como con rBAT o 4F2hc en
células HeLa. El ortdlogo humano de APAT
parece estar silenciado en el genoma humano (E.
Fernandez y J. Chillarén, comunicacién personal).

Como se ha comentado anteriormente, rBAT
forma complejos en el tubulo proximal de rifién de
ratén con otra proteina (rBAT/X), posiblemente de
la familia LSHAT (Fernandez et al., 2002).
Resultados recientes han demostrado que la
heterodimerizacion de rBAT con esta otra proteina
tiene lugar en rifiones de ratones machos pero no
en hembras (E. Ferndndez y J. Chillardn,
comunicacion personal). Estos resultados estan de
acuerdo con los obtenidos a partir del raton
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“Stones”, knock out para b*'AT (Feliubadalé et
al., 2003): en ratones knock out machos rBAT se
acompleja con otra proteina pero esto no ocurre en
las hembras knock out (L. Feliubadalo y M.
Palacin, comunicacién personal). Esperariamos
que esta nueva LSHAT no transportara cistina, ya
que si fuera asi cabria esperar que los pacientes
cistindricos de tipo B presentaran una excrecion de
cistina inferior a los de tipo A y esto no es asi
(Font et al., 2001; Crawhall and Segal, 1967).

Es atractivo pensar que la proteina APAT
pudiera ser la subunidad X de rBAT. Experimentos
de Northern blot presentan sefial de APAT en
rifién, intestino delgado, cerebro, higado y corazon
pero al aumentar la astringencia de lavado, sélo
aparece expresion en cerebro e intestino delgado,
perdiendo la senal en rifion (E. Fernandez, Tesis
Doctoral). Experimentos de hibridacion in situ
parecen confirmar que APAT no se expresa en
rifidon (E. Fernandez y J. Chillarén, comunicacién
personal). En este caso, cabria descartar la
posibilidad de que APAT fuera la subunidad X y,
por tanto, todavia faltaria por identificar, al menos,
otra subunidad ligera.

La busqueda por BLAST de nuevas
subunidades ligeras de la familia HAT en el
genoma humano y de ratén no revela la existencia
de miembros adicionales para esta familia (Junio
2004), aunque podrian existir nuevos miembros
con bajas homologias a las LSHAT ya conocidas
hasta el momento. En vertebrados se han descrito
34 secuencias de LSHATSs correspondientes a 10
miembros paralogos. La identidad de secuencia de
aminoacidos oscila entre el 21-70% para los
diferentes paralogos en mamiferos y del 69-98%
para los diferentes ortélogos de vertebrados.
También han sido descritas LSHATs en
invertebrados: SPRM-1 de Schistosoma mansoni
(Mastroberardino et al., 1998), la permeasa de
metionina MUP-1 y la hipotética MUP-3 de
levadura (Isnard et al., 1996) y diversas secuencias
de Caenorhabditis elegans (Veljkovic et al., 2004)
y Drosophila melanogaster (Jack et al., 2000).
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2. Papel fisiologico de xCT

El sistema de transporte X, es un
intercambiador de cistina y glutamato. En
condiciones fisiologicas, debido a los elevados
niveles  intracelulares de  glutamato, la
direccionalidad de este intercambio consiste en la
entrada de cistina a la célula y la salida de
glutamato (revisado en Chillarén et al., 2001). La
cistina intracelular es rapidamente reducida a
cisteina y ésta es utilizada para la sintesis de
proteinas y glutation (GSH). El GSH es un
tripéptido sintetizado intracelularmente a partir de
glutamato, cisteina y glicina. El glutamato y la
glicina son relativamente abundantes, por tanto, la
disponibilidad de cisteina intracelular determina la
capacidad de sintesis del GSH. La concentracién
extracelular de cisteina es muy baja porque
tipicamente se encuentra en forma de cistina,
haciendo crucial el transporte de este aminoacido
para mantener los niveles necesarios de GSH
intracelular (Christensen, 1990; Bannai, 1984b).

Tradicionalmente, por su  expresion
relativamente ubicua en condiciones normales,
aunque a bajos niveles, en diferentes tipos
celulares (neuronas, astrocitos, gliomas, células
retinales de Muller, fibroblastos, hepatocitos,
células alveolares de tipo II, células pancreaticas y
del tubulo renal, entre otras) (revisado en Ishii et
al.,, 1992), el sistema de transporte X, se ha
considerado el principal responsable de la
captacion de cistina al interior celular para la
sintesis del glutatiéon y su mantenimiento (Sagara
et al., 1993b; Christensen, 1990; Bannai and
Tateishi, 1986). Los niveles de GSH intracelular
decrecen rapidamente con la inhibicion del
transporte de cistina o la deplecion de la cistina en
el medio extracelular (Cho and Bannai, 1990). El
glutatién tiene funciones de defensa celular en
contra de especies reactivas de oxigeno y otros
electrofilos. En esta direccion, la actividad del
sistema % es inducida por el oxigeno (Bannai et
al., 1989) y por agentes electrofilicos, como el
dietilmaleato (DEM) o el H,O, (Sato et al., 1998;
Miura et al., 1992; Bannai et al., 1986; Bannai,

1984a). En macréfagos de raton la actividad del
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sistema % es activada por lipopolisacaridos (LPS)
(Sato et al, 1995a) De esta manera puede
compensarse la caida de la concentraciéon de GSH
provocada por estos agentes (revisado en Chillarén
etal., 2001).

La identificacion a nivel molecular de la
entidad responsable del sistema %, es decir, xCT
((Sato et al., 1999) y presente tesis), ha permitido
profundizar en la regulacion del sistema x y en su
papel en la sintesis del glutation. En este sentido se
ha identificado la presencia de elementos EpRE-
like (Electrophile Response Element) en la regién
5’ flanqueante del gen de xCT, tanto de raton
(Sasaki et al., 2002) como humano (Sato et al.,
2000). Cuando las células son tratadas con agentes
electrofilicos, el factor de transcripcion Nfr2
transloca al nucleo, se une a los sitios EpRE en
presencia de Maf pequeila (otro factor de
transcripcion), y estimula la transcripcion del gen
(Itoh et al., 1999). En el trabajo de Sasaki (Sasaki
et al., 2002) se identifica la secuencia de EpRE-1
del gen de xCT de raton como la responsable del
efecto provocado por el DEM y se comprueba que
la respuesta desaparece en células deficientes en el
factor Nfr2.

El RNAm de =xCT se expresa
fundamentalmente en cerebro ((Sato et al., 1999) y
presente tesis). Se ha propuesto que en este tejido
las células de la glia tienen la funcion de mantener
los niveles de GSH neuronal aportando cisteina a
las neuronas, ya que éstas tienen menos actividad
de sistema x.” (Wang and Cynader, 2000; Sagara et
al., 1993b). A la vez, los astrocitos pueden liberar
parte de la produccion de GSH al medio
extracelular, en la cercania de las neuronas (Sagara
et al., 1996). En situaciones de estrés oxidativo en
el cerebro, es necesaria la entrada de cistina o
cisteina desde la sangre al cerebro a través de la
barrera hematoencefalica (BBB, Blood Brain
Barrier) (Meister and Anderson, 1983). La cisteina
puede entrar via sistema L (Boado et al., 1999)
pero su concentracion en el plasma es 100 veces
inferior que la de cistina (Droge et al., 1991). En
estos casos la induccion de xCT en la BBB es
esencial para garantizar la entrada de cistina y
mantener las concentraciones de GSH en el

cerebro (Hosoya et al., 2002). La deplecion de



glutation en el sistema nervioso central provoca
importantes disfunciones cerebrales (Herrera et al.,
2001; Skullerud et al., 1980). De hecho,
enfermedades  neurodegenerativas como la
enfermedad de Parkinson, de Alzheimer, la Corea
de Huntington y la esclerosis lateral amiotropica
estan asociadas a situaciones de estrés oxidativo en
el cerebro (Herrera et al., 2001; Karelson et al.,
2001; Maksimovic et al., 2001; Sewa et al., 2001).
De esta manera se ha propuesto que xCT
también contribuye a conducir el ciclo
cistina/cisteina y, por tanto, el estado redox del
fluido cerebro-espinal (CSF, Cerebro Spinal Fluid)
(Sato et al., 2002). La expresion de xCT en zonas
del cerebro en contacto con el CSF hacen pensar
que, como se muestra en la Figura 35, la captacion
de cistina a través del sistema X" y la liberacion de
cisteina a través de los transportadores de

aminoacidos  neutros puede  contribuir  al

Medio
extracelular
o CSF

GSH

Proteinas

'ti‘ Sistema L

CySH

Sistema x -

Glu Cyp 0,
CyS
Figura 35. Modelo del ciclo

cistina/cisteina. La cisteina (Cys-Cys) es
captada del medio extracelular o del fluido
cerebrospinal (CSF) a través del sistema x_ y es
reducida a cisteina (CySH), que es
principalmente usada para la sintesis del
glutation (GSH). Alternativamente, parte de la
cisteina (CySH) sale al exterior a través de los
transportadores de  aminoacidos  neutros
(sistema L). Aunque la cisteina es rapidamente
oxidada a cistina en el medio extracelular o CSF,
el sistema x. es el encargado de recuperarla.
Extraido de (Bannai et al. 1989) y adaptado de
(Sato et al. 2002).
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mantenimiento del estado reducido en el CSF en
contra del estrés oxidativo producido por el alto
consumo de oxigeno en este tejido (Sato et al.,
2002). En cualquier caso, el papel de XCT en las
enfermedades neurodegenerativas merece estudios
adicionales.

Hay que tener cuenta que la sobre-
expresion de xCT puede implicar dafio neuronal
debido a un aumento en la concentracion
extracelular de glutamato (Espey et al., 1998; Piani
and Fontana, 1994). Esto puede ser especialmente
grave en situaciones de isquemia (Seki et al., 1999)
y, de hecho, la multinacional Aventis estd
trabajando en un inhibidor de XxCT para estos casos
(M. Palacin, comunicacién personal). Por otro
lado, analogos que bloquean el sistema x,” también
pueden exacerbar la excitotoxicidad como
consecuencia de una atenuacién en los niveles de
GSH y una limitacién en la proteccion del dafio
oxidativo, como puede ser el caso del Llactato
(koyama et al 2000). Existen evidencias que
sugieren que el dafio oxidativo y la excitotoxicidad
son procesos que interactian (Schubert and
Piasecki, 2001; Trotti et al., 1998; Zeevalk et al.,
1998) y la demostracion directa que h deplecion
del GSH en células corticales primarias de raton
incrementa la extension de la excitotoxicidad
mediada por los NMDA (Bridges et al., 1991).

Existe otra situacion en que la actividad
de xCT esté asociada a un aumento en el glutamato
extracelular: el efecto quiscualato (Chase et al.,
2001; Harris et al., 1987; Robinson et al., 1986).
Aunque no se conoce la relevancia fisiolégica de
este proceso, se ha descrito que el quiscualato
provoca la liberaciéon de glutamato, y éste puede
activar receptores que despolarizan células
neuronales (Harris et al., 1987). El L-quiscualato
se ha demostrado capaz de actuar como sustrato de
xCT y de provocar el intercambio de éste por
glutamato intracelular (Patel et al., 2004).

Aparte del sistema nervioso central, XCT
se expresa o se induce en otros tipos celulares
(revisado en Chillarén et al., 2001; Wagner et al.,
2001). Entre éstos se encuentra la retina, un tejido
particularmente expuesto al estrés oxidativo y
donde xCT ejerceria funciones paralelas a las
descritas en el SNC (Tomi et al., 2002; Bridges et
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al.,, 2001), con especial relevancia en las células
Miiller (Tomi et al., 2003). Patologias como la
retinopatia diabética (Baynes and Thorpe, 1999) y
la degeneracion macular de la edad (Winkler et al.,
1999) estan relacionadas con el dafio oxidativo.

La expresion de SLC7A11 en islotes
pancreaticos (Sato et al., 1998; Sweiry et al., 1995
y presente tesis) ha llevado a hipotetizar un posible
papel para el glutamato como mensajero
intracelular en la exocitosis de la insulina
(Maechler and Wollheim, 1999). El glutamato no
inicia la respuesta secretora pero su captacion haria
competentes los granulos de secrecion, acoplando
el metabolismo del glutamato con el de la glucosa
(Maechler and Wollheim, 1999). Seria necesario
hacer estudios mas dirigidos para establecer si hay
implicacién de xCT en la ruta de secrecion de la
insulina.

También se ha observado actividad del
sistema X, en lineas celulares tumorales de glioma,
linfoma y hepatoma (Ishii et al., 1992; Hishinuma
et al,, 1986; Bannai, 1984b y presente tesis). La
activacion de xCT en células proliferativas podria
estar relacionada con el aumento de la
disponibilidad de cistina para el crecimiento
celular a través de su entrada o de la conversion del
GSH por la
glutamiltranspeptidasa (Hanigan, 1995; Hanigan
and Ricketts, 1993; Ozono et al., 1985; Solt et al.,
1985).

estimulada gama-

Es notable destacar el papel de xCT en la
resistencia al cisplatino (CDDP), uno de los
quimioterapéuticos mas usados para el tratamiento
del cancer ovarico y otros tumores (Perez et al.,
1993; Rosenberg, 1985). Se ha descrito que el
incremento de la detoxificacion celular mediante el
aumento de GSH en las células tratadas es un
factor clave de resistencia al CDDP (Godwin et al.,
1992; Mistry et al., 1991; Behrens et al., 1987). Se
ha demostrado que la exposicién prolongada al
CDDP provoca la adquisicién de una expresion
alta y estable de xCT, presentando una actividad
del sistema x, mucho mas importante en las
células resistentes que en las células sensibles,
aunque se desconoce qué cambios genéticos
provocan esta induccién (Okuno et al., 2003).
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3. Topologia de xCT

En esta tesis se describe la primera evidencia
experimental de la topologia de membrana del
transportador xCT (Articulo 2), como modelo de
subunidad ligera de la familia de transportadores

heteroméricos de aminoacidos (LSHATS).

3.1. Modelo de 12 segmentos TM

Siguiendo la estrategia de cysteine-scanning
mutagenesis con Dbiotinilacién, los resultados
presentados revelan una topologia compatible con
el modelo de 12 segmentos transmembrana
propuesto por los programas de prediccion de
estructura (p.ej. HMMTOP; Figura 4A, Articulo
2). También se muestran evidencias
independientes, mediante inmunodeteccion, de la
localizacion intracelular de los extremos N y G
terminal (Figura 1, Articulo 2). La localizacién
intracelular del extremo C-terminal esta de acuerdo
con los concatendmeros funcionales N-b*'AT-
rBAT-C (Pfeiffer et al., 1999a) y N-xCT-4F2hc-C
(C. del Rio, resultados no publicados). El extremo
terminal de 4F2hc es intracelular (Fenczik et al.,
2001) y, por tanto, solo serian funcionales los
concatenameros con subunidades ligeras con el
extremo C-terminal intracelular. De forma similar,
la localizaciéon extracelular del residuo L163C
(loop extracelular 34, EL3-4) (Figuras 3A y 4B,
Articulo 2) concuerda con la participacion del
residuo conservado C158 en la formacion del
puente disulfuro que une covalentemente las
subunidades ligera y pesada de los HATs (Articulo
1). El modelo de 12 dominios transmembrana
apoya estructuralmente la funcion de transporte de
las LSHATS en ausencia de la subunidad pesada,
como ha sido demostrado para b®*AT (Reig et al.,
2002).

Los estudios de biotinilacién después de la
permeabilizacion con SLO en el loop intracelular
IL4-5 resultaron dificiles. IL4-5 comprende los
residuos 180 a 193 (Figura 9, Articulo 2;

reproducida a continuacion, Figura 36). Sélo se



consiguié biotinilar los residuos de los extremos
del loop (S181C Y F193C). La sustitucién por
cisteina de los residuos 1182, S185, S187, A188,
1190 y 1192 no mostré biotinilacion después del
tratamiento con SLO en ninguna de las ocasiones
ensayadas (Figura 9, Articulo 2; reproducida en
Figura 36). De forma similar, no tenemos
informacidn topoldgica de la mitad C-terminal del
loop 1L2-3: los residuos F118, L121 y P122 no
mostraron ni biotinilacién ni inactivaciéon por los
reactivos MTS (Figura 6, Articulo 2); y los
residuos A123, F124, R126 y E130 no toleran la
sustitucion por cisteina (Figura 2, Articulo 2). Esto
sugiere que la mayor parte de IL4-5 y la parte G-
terminal de IL2-3 estan escondidas. Que esto se
deba a una insercion en la membrana plasmatica o
a una interaccion entre estos loops intracelulares o
con el extremo N-terminal de la subunidad pesada
4F2hc se desconoce por el momento. Serian
necesarios mas experimentos para probar las

distintas posibilidades.
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3.2. Estructura reentrant loop-like en el
loop citosdlico 1L.2-3

Se habla de una estructura de reentrant
loop cuando parte de un loop citoplasmatico o
extracelular traviesa la membrana plasmatica
haciéndose accesible desde el exterior en el primer
caso, o desde el interior en el segundo. Estas
estructuras de reentrant loop han sido descritas en
numerosos canales idnicos (MacKinnon, 1995) y
se ha confirmado por cristalografia de Rayos X
para el canal de potasio de S. lividans (Doyle et al.,
1998). El primer reentrant loop descrito en un
transportador fue por mutagénesis dirigida en el
transportador de glutamato GLT-1 de rata por el
grupo de B. Kanner (Grunewald et al., 1998).

En el caso de xCT, la biotinilacion de los
residuos de la mitad Nterminal del loop IL2-3
sugiere la existencia de una estructura de reentrant
loop (Figura 9, Articulo 2 reproducida en Figura
36). Los residuos T102, G109 y E116 presentan
biotinilacién desde el interior, mientras el residuo

H110 es biotinilado desde el exterior (Figuras 4C y

Figura 36. Modelo Topologico de xCT humano. Los 12 dominios transmembrana estan
numerados y el reentrant loop estd marcado (I). Los circulos negros indican biotinilacion desde el exterior
y las estrellas, biotinilacién desde el interior. Los circulos blancos indican ausencia de biotinilacion incluso
después de la permeabilizacion con SLO y los circulos con una cruz interior indican una actividad de
transporte muy baja (<25% de his-cysless). El circulo que contiene un circulo negro (T112) indica
accesibilidad desde el exterior al MTSES y MTSET pero no al BM. C158, sefialado en un cuadrado) es el
residuo implicado en la formacion del puente disulfuro con 4F2hc. Extraido del Articulo 2, Figura 9 (Gasol

et al., 2004).
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5, Articulo 2). Ademas, los mutantes HI10C y
T112C en un entorno sin cisteinas son inactivados
o estimulados, respectivamente, por el reactivo
impermeable MTSES (Figura 6, Articulo 2). Por
tanto, existen dos esiduos (H110 y T112) con
accesibilidad desde el exterior y flanqueados por
tres residuos (T102, G109 y E116) accesibles
desde el interior en un intervalo de 15 residuos
(Figura 9, Articulo 2 reproducida en Figura 36).
Esta disposicion es reminiscente de los pore loops
comentados anteriormente, presentes en canales
i6nicos (Doyle et al., 1998; MacKinnon, 1995),
receptores de glutamato (Kuner et al., 1996) y mas
recientemente, descritos en transportadores (p.ej.
transportadores de glutamato GLT-1, EAATI y
GItT; el intercambiador de Na*/Ca** NCXI1, el
transportador de citrato/malato CimH) (Krom and
Lolkema, 2003; Shigekawa et al., 2002;
Grunewald and Kanner, 2000; Iwamoto et al.,
2000; Seal et al., 2000; Slotboom et al., 1999;
Grunewald et al., 1998).

El reentrant loop de xCT comparte
caracteristicas comunes con los mencionados: 1)
sus sustratos (L-cistina y L-glutamato) y el
inhibidor no transportable 4-S-CPG protegen de la
inactivacion del residuo clave H110 (Figuras 5, 7 y
8, Articulo 2); ii) el reentrant loop tiene
accesibilidad exterior restringida, aparentemente a
los residuos H110 y T112. La topologia del residuo
Y111 no pudo ser evaluada con la metodologia
disponible debido a un defecto de trafico del
mutante his-Y111C-Cysless (Figura 26,
Resultados). H110C es, de los residuos estudiados
en el IL2-3, el Gnico con acceso exterior a La
biotina-maleimida (BM) (Figuras 4C y 5, Articulo
2). Esto sugiere que este resiudo esta situado en el
apice del reentrant loop. Y iii) a partir de la
resoluciéon de la estructura de los canales de
potasio parece que los apices de los reentrant pore
loops no alcanzan los niveles de las cabezas de
fosfolipidos en el otro lado de la membrana
plasmatica (Doyle et al., 1998). El BM reacciona
solo con cisteinas expuestas a la fase acuosa. La
clara biotinilacion de H110C desde el exterior
sugiere que hay pocas restricciones estéricas en el
canal de acceso exterior al apice del reentrant

loop. El residuo G109C, vecino al apice externo, es
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biotinilado desde el interior y, por tanto, la cara
interna del transportador deberia ser
suficientemente ancho como para permitir el

acceso del voluminoso BM a esta posicion.

3.3. Implicacion del residuo H110

Los resultados de esta tesis aportan
evidencias de que el residuo H110 se encuentra
cercano al lugar de union del sustrato / ruta de paso
del mismo (close to substrate binding/permeation
pathway): 1) como se ha comentado anteriormente,
la biotinilacion con BM de H110C se bloquea por
los sustratos y el inhibidor no transportable 4-S-
CPG (Figura 5, Articulo 2); ii) la inactivacion
provocada por MTSES en el transporte de H110C
también es protegida por los sustratos con una ICs,
similar a la de la K, para cada sustrato (Figura 8,
Articulo 2). Esta proteccion es independiente de la
temperatura (Figura 7, Articulo 2), sugiriendo que
no implica grandes cambios conformacionales; y
iii) la sustitucion de H110 por una cisteina
(H110C) o un aspartato (H110D), imitando las
otras LSHAT con aminodcidos neutros como
sustratos, es decir, LAT-1, LAT-2 y asc-1 (Figura
E de Material Suplementario, Articulo 2), no tuvo
ningin efecto significativo en la K, para los
sustratos de xCT (Tabla 1, Articulo 2) ni para la
especificidad del transportador. Asi, his-H110C y
his-H110D no indujeron ninguna actividad de
transporte especifica de otras LSHATs (p.ej.L-
leucina, L-alanina y L-arginina) (Figura 32,
Resultados). En cambio, la sustitucion de H110 por
una lisina (HI110K) result6 en un transportador
inactivado que llegé a la membrana plasmatica
(Figura E de Material Suplementario, Articulo 2),
sugiriendo que la larga cadena lateral de la lisina
no es tolerada en esta posicion.

Estos resultados sugieren que el residuo
H110, en el apice del reentrant loop, se encuentra
cercano al lugar de union al sustrato / ruta de paso
del mismo, pero probablemente no interacciona
directamente con el sustrato en el ciclo del

transporte. En el caso de un residuo implicado



directamente en la union al sustrato esperariamos
que los valores de K, para los sustratos variaran
significativamente al ser sustituido por otro
aminoacido o, incluso, que se anulara su funcion
de transporte o alterara su especificidad (Dodd and
Christie, 2001; Jung et al., 1994). Por otro lado, si
fuera un residuo clave de la ruta de translocacion
(gate residue), su accesibilidad deberia ser
extremadamente  sensible a los  cambios
conformacionales asociados al transporte (Chen
and Rudnick, 2000). Podria ser que 1la
modificaciéon de H110C por los reactivos MTS
provocara un impedimento estérico al sustrato para
ocupar el lugar de unién al transportador o su ruta
de paso. Alternativamente, HI110 podria
encontrarse en un entorno acuoso de la ruta de
translocacion que se extiende hasta la interfase
citoplasma-membrana. Probablemente esta
cuestion s6lo podra resolverse después de la
cristalizaciéon y determinaciéon estructural de las
LSHATs. De hecho, N. Reig y M. Ratera de
nuestro grupo, en colaboracién con D. Fotiadis en
Basilea, estan trabajando en la obtencion de la

estructura de homologos bacterianos de la familia.

3.4. Implicacion del residuo C327

En el Articulo 3 que se incluye en esta
tesis se presentan evidencias de otro residuo de
xCT importante para el ciclo de transporte. El
trabajo, desarrollado por M. Jiménez en nuestro
grupo, muestra que la cisteina 327 (Cys327) esta
asociada al lugar de union del sustrato / ruta de
paso (binding site/permeation pathway) de xCT.

De acuerdo con otros estudios publicados
sobre residuos implicados en la unién al sustrato
(Dodd and Christie, 2001; Jung et al.,, 1994), y
como se ha comentado anteriormente, se espera
que su mutacion implique una modificacion de la
K. por los sustratos y/o en su especificidad. Asi, la
mutacion de Cys327 a serina (C327S) o alanina
(C327A) provoca un aumento en la K, del
transportador por el L-glutamato (Tabla 1, Articulo

3), aunque no es el caso de la mutacién a treonina
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(C327T), residuo presente en la misma posicion en
otras LSHAT (Figura 5A, Articulo 3). No se ha
encontrado  correlacion  alguna  entre la
especificidad de sustrato de los otros
transportadores LSHAT (p.ej. y'LAT-1, y' LAT-2
y LAT-1) y el aminoacido presente en la posicion
correspondiente a C327 de xCT. Por tanto, no se
esperaban variaciones de selectividad de sustrato
entre los mutantes de C327 (M. IJiménez,
Resultados Tesis Doctoral en preparacion).

El analisis de los mutantes de Cys327
muestra que en esta posicidbn se requiere un
aminoacido de cadena lateral pequefia. Los
aminodcidos voluminosos no son tolerados,
aboliendo la actividad del transportador, hecho que
refuerza la idea de que se trata de un residuo clave
para la funcion de transporte (C327L; Figuras 5B y
6, Articulo 3). Aunque quizas Cys327 no participe
directamente de la union al sustrato, las cadenas
laterales cortas permiten su unién pero las
voluminosas imponen restricciones estéricas.

Existen otras observaciones que relacionan la
Cys327 con la ruta de paso del sustrato: i) a pesar
de su localizacion en el medio del segmento
transmembrana 8 (TM8), la Cys327 es diana de
inactivacion del reactivo impermeable p-
(PCMBS),

indicando que es accesible al entorno acuoso

cloromercuriobencenosulfonato

(Figura 2, Articulo 3). Este residuo podria estar
expuesto al exterior, aunque intentos por marcarlo
con el reactivo BM en un entorno cysless no
mostraron biotinilacion para C327 (Figura 24,
Resultados). Y ii) la inactivacion de Cys327
provocada por PCMBS, y también por el reactivo
p-cloromercuriobenzoato (PCMB), es protegible
por los sustratos de XCT con valores de ICsg
similares a las K., del transportador (Figura 3,
Articulo 3). [Esta proteccion también es
independiente de temperatura, como en el caso de
H110, sugiriendo que no son necesarios grandes
cambios conformacionales para que tenga lugar
(Chen and Rudnick, 2000; Seal and Amara, 1998).

Ensayos de inactivacién con otros reactivos
tiol-especificos muestran que la accesibilidad a la
Cys327 se limita al PCMB y PCMBS. Puesto que
no pueden establecerse paralelismos con los

sustratos de xCT, como ocurre con otros residuos
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de otros transportadores (Hu and King, 1999;
Mueckler and Makepeace, 1997), quizas esta
restriccion es debida al anillo aromatico presente
en la molécula y su apilamiento con los anillos de
fenilalaninas (Phe) y tirosinas (Tyr) cercanas:
existen tres residuos de Phe en el segmento TMS8
(Phe315, Phe322, Phe328; Figura 5A y 7, Articulo
3). Los aminoacidos que rodean la Cys327 en el
segmento TM8 forman una region muy conservada
dentro de la familia LSHAT (Figura 7, Articulo 3)
y por este motivo no se espera que tengan un papel
esencial en la determinacién de la especificidad de
sustrato. Por otro lado, esta zona podria ser
relevante para algunos pasos generales del ciclo

del transporte.

4. Relaciones de estructura-

funcion

El andlisis de estructura-funcién de xCT ha
revelado dos residuos criticos hasta ahora: H110 y
C327. En resumen, ambos residuos muestran
accesibilidad exterior y la inactivacion del
transporte por inhibidores MTS es protegible por
los sustratos de XCT con una ICs, similar a la K,y
de forma temperatura-independiente. A pesar de
estas similitudes, ambos residuos presentan claras
diferencias: i) C327S y C327A, a diferencia de las
sustituciones de H110, aumentan de 1.5 a 2 veces
la Ky, del glutamato, sugiriendo una implicaciéon en
la unién al sustrato; ii) mientras H110 se encuentra
en el apice externo de un reentrant loop entre los
dominios transmembrana 2 y 3, C327 se encuentra
en un dominio transmembrana (TMS8); iii) ambos
residuos presentan diferencias sustanciales en
cuanto a la naturaleza de los reactivos tiol-
especificos que actuan sobre ellos: C327 reacciona
con PCMB y PCMBS pero no es accesible a los
reactivos MTS, NEM, iodocetamina, [4-(N-
maleimido)benzil] trimetilamonio (MBTA) y 4cido
mersalilo. Se ha justificado esta especificidad por
la interaccion del anillo aromatico del PCMB y
PCMBS con residuos cercanos de fenilalanina
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(F315, F322 y F328). El residuo H110, por otro
lado, presenta  accesibilidad al reactivo
impermeable cargado negativamente MTSES y al
permeable  positivo MTSEA, con mayor
inactivacion por el primero que por el segundo.
Sorprendentemente, sin embargo, H110 no es
accesible al reactivo impermeable cargado
positivamente MTSET. El MTSET es mas grande
que el MTSEA (MW de 278.24 Da y 236.15 Da,
respectivamente)  pero  probablemente  este
argumento no pueda aplicarse ya que también es
accesible al voluminoso BM MW de 523.6 Da).
Quizas la carga positiva permanente del MTSET
impide el acceso al residuo H110 mientras la del
MTSEA depende del pH del entorno (pK, ~
8.5)(Karlin and Akabas, 1998). Se han publicado
resultados similares para el transportador de
citrato/malato CimH de Bacillus subtilis (Krom
and Lolkema, 2003). Es tentador explicar estas
diferencias de reactividad en H110C de xCT y
R240C de CimH (MTSES>MTSEA>MTSET)
aludiendo a que el camino de paso del sustrato esta
optimizado para sustratos negativos (glutamato y
cistina anidnica para xCT, y citrato y malato para
CimH).

En conjunto, los resultados sugieren
diferentes funciones para los residuos HI110 y
C327 de xCT. Como se ha comentado en la
Introduccion (Figura 7), se ha establecido un
modelo tedrico preliminar, un poco a grosso modo,
del lugar de unién al sustrato para las LSHATSs
(Uchino et al., 2002; Kanai and Endou, 2001). Los
autores sugieren tres sub-lugares de
reconocimiento: uno para el carbono a del grupo
carboxilo, uno para el grupo a-amino, y otro para
la cadena lateral. Mientras este ultimo podria ser
divergente para cada miembro de la familia, los
dos primeros podrian ser similares o conservados
entre todos los miembros. La posicion homologa a
H110 de =xCT en otras LSHATs muestra
correlacion  sustrato-especifica (His en xCT,
transportador de sustratos anidnicos; Asp en
isoformas LAT y asc-1, de aminodcidos neutros;
Ser en isoformas y+LAT, de aminoacidos basicos;
y Glu en b*"AT, de aminoacidos neutros y béasicos)
(Figura 25, Resultados); en cambio, C327 es un

residuo conservado o sustituido sélo por Thr en las



otras LSHATSs. De acuerdo con el modelo de sub-
lugares de reconocimiento, C327 podria ser uno de
los dos primeros, mientras H110 podria ser el de la
cadena lateral. En cualquier caso, H110 no es
suficiente para determinar la especificidad de
sustrato como se deduce de los transportes con
H110D (Figura 32, Resultados).

Para obtener mayor informacién del papel
funcional que pueden desempefar los residuos
His110 y Cys327 se puede inspeccionar la region
que los contiene y compararla con la de otras
proteinas similares. Como se ha presentado en la
Introduccion de esta memoria, las proteinas
LSHAT pertenecen a la superfamilia de

transportadores APC  (Amino acid /poly-
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amine/organic Cation) (Jack et al., 2000). Dentro
de la superfamilia APC, las LSHATs pueden
alinearse a lo largo de toda su secuencia a pesar de
su baja identidad (14-16%) con los transportadores
procariotas de la subfamilia 2.A.3.2 (familia APA,
basic Amino acid Polyamine Antiporters) (p.ej.
PotE, YjdE, cadB y LysI).

En la Figura 7 del Articulo 3 (reproducida a
continuacion, Figura 37) se muestra el
alineamiento de las secuencias de las LSHATSs
humanas con algunos de los miembros procariotas
de la familia APC a lo largo del dominio TMS,
donde se localiza C327, y parte del cuarto loop
intracelular. Pueden observarse dos motivos
(G/S/A)XX,X5(G/S/A) solapados (motivos 1 y II),

xCT FSLAVPIFVAL SFGSMNGGVFAVSRLFY VASREGHLPET
LAT1 MSWIIPVEVGLSCFGSVNGSLFTSSRLFFVGSREGHLPST
LAT2 MAWIMPISVAL STFGGVNG SLFTSSRLFFAGAREGHLPSV
y'LAT1 FNWIIPLSVALSCFGGLNASTVAAS RILFFVGSREGHLPDA
y LAT2 FSWTIPIAVAL SCEGGLNASIFASSRLFFVGSREGHLPDL
ascl FSWVMPVSVAL STFGGINGYLFTYSRLCFSGAREGHLPSL
b’ * AT ASWIVPL FVAFSTIGAANG TCFTAGRLIYVAC[REGHEMLKY
cadB AAPLVSAFTAFACLTSLGS WMMLVGQAGVRAANDGNFEKYV
yidE AGAIVSFCAAAGCLGSLGGWTLLAGQTAKAARRDDGLFPPI
potE_ECOLT VGKVIMALMVM S[cCRSLLGWDFTIAQVFK SSSDEGYFPKT
potE HAEIN VGKVIMGLMVM SCFGSLLGWQFTIAQVFKSSAEEGYFPAF
arcD GAVLISVGLLI SLLGALLS WVLLCAEIMFAAAK DHTMPEF
lysI GAALISLGLCL SVLGAYVSWOMLCAEPLAL MAMDGLIPSK
gabP AKLIMDCVILLSVT SELNSALYTASRMLY SLSRRGDAPAV

Figura 37. Dominio transmembrana 8 en tres familias APC diferentes. Para el
alineamiento se ha utilizado el programa CLUSTALW, cogiendo todas las secuencias LSHAT de mamifero

. .

(aunque soélo se presentan los ortélogos humanos) (subfamilia LAT 2.A.3.8), las proteinas APA (subfamilia
2.A.3.2) y GabP de E. coli (subfamilia 2.A.3.1). Los puntos en la parte inferior indican residuos conservados.
El putativo dominio transmembrana 8 se ha obtenido del programa HMMTOP. Los ocho residuos de los dos
motivos (G/S/A)XXX(G/S/A) solapados (I y II) se muestran en negrita. Sélo el motivo II estad conservado en
gabP. Las cisteinas sensibles a PCMB y PCMBS de xCT humano y gabP estan recuadradas en negro. Los
residuos recuadrados en blanco son importantes para la actividad del transportador. Los residuos de Phe en
XCT en el dominio TM 8 o cercanos a él aparecen en gris. Paralelamente, el residuo de Phe conservado en las

LSHAT también se muestra en gris (s6lo en bo+AT es sustituido por una Ile). Extraido de la Figura 7 del

Articulo 3 (Jiménez-Vidal et al., 2004).
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que han sido reconocidos como =zonas de
asociacion entre hélices transmembrana (Russ and
Engelman, 2000; Senes et al., 2000). X representa
cualquier aminoacido. Es posible que en el
contexto de xCT un residuo con cadena lateral
voluminosa, por ejemplo leucina, en la posicion X;
del motivo I produzca alteraciones en el
empaquetamiento de las hélices, llevando a una
inactivacion de la funcién de transporte.

En PotE, tres residuos importantes para el
transporte (Cys285, Cys286 y Trp292) se localizan
en este dominio transmembrana, siendo uno de
ellos la cisteina en la misma posicion del
alineamiento (Cys285) (Kashiwagi et al., 2000).
También la Cys300 de gabP, presentada en la
Introduccién de esta memoria, se encuentra en el
dominio TMS, constituyendo la X; del motivo
(G/S/A)X1X,X5(G/S/A) 11 correspondiente  al
alineamiento entre las LSHATS y las proteinas de
la subfamilia 2.A.3.2. Este residuo esta conservado
entre los miembros de la subfamilia 2.A.3.1 AAT
(Amino Acid Transporter), a la cual pertenece
gabP, y los de la 2.A.3.10 YAT (Yeast Amino acid
Transporter) (Hu and King, 1998a). La Cys300 de
gabP es diana de los reactivos sulfidrilo de forma
similar a la Cys327 de xCT (Hu and King, 1999).
La mutacién a alanina (C300A) deja una proteina
con s6lo un 5% de actividad respecto a la version
salvaje. Aunque el mutante retiene la capacidad de
unién al sustrato, no se compara con la proteina
salvaje y, por tanto, su papel en la unién al sustrato
queda poco claro (Hu and King, 1998b). La
Cys300 de gabP parece iniciar una a-hélice
amfipatica de 20 aminoacidos que comprende la
mitad C-terminal del dominio TM8 y que se
extiende hacia el cuarto loop intracelular, que
conecta los TM8 y TM9 (IL8-9). Los autores
especulan que esta estructura podria estar
conservada entre los miembros de las familias
2.A3.1 y 2.A3.10 (Hu and King, 1999; Hu and
King, 1998a; Hu and King, 1998b; Hu and King,
1998c). Son necesarios mas estudios para
determinar si existe una estructura similar en otras
familias de la superfamilia APC (p.ej. familia
LSHAT, familia APA, etc.). En cualquier caso,
tenemos evidencias que indican una funcién

importante de esta region: la mutacion de cistinuria
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de tipo B, R333W; y de lisinuria con intolerancia a
proteinas, L334R, afectan la funcidn de transporte
(b“"AT y y'LAT-1 humanos, respectivamente) y
se encuentran en el cuarto /oop intracelular (Font et
al., 2001; Mykkanen et al., 2000). En los
transportadores CAT (Cationic Amino acid
Transporters), familia  2.A.3.3 de los
transportadores APC, este loop modula la afinidad
por el sustrato (Habermeier et al., 2003; Closs et
al., 1993).

Podemos realizar un alineamiento similar al
anterior con las secuencias de aminoacidos de las
proteinas pertenecientes a la familia LAT (que
incluye las LSHATS) junto con otros miembros de
la  superfamilia ~APC: los transportadores
procariotas PotE (familia APA)y GabP (familia
AAT); los de levadura, Canlp y Gnplp (familia
YAT); y CAT1 humano (Figura 38). La zona
correspondiente al IL2-3, como se ha comentado
en la Introduccion de esta memoria, aparte del
residuo H110 de xCT, contiene otros residuos
relevantes para la funcion del transportador. En la
posicion 105 de B"'AT se encuentra la mutacién
mas frecuente de cistinuria de tipo A, GI1O0S5R,
asociada a un fenotipo severo de la enfermedad.
Estudios funcionales en células HelLa con este
mutante muestran que la actividad de transporte se
encuentra practicamente anulada, probablemente
debido a un problema de estabilidad de la proteina
o del RNAm ya que los niveles de proteina
mutante expresada son muy bajos (~10%)
comparados con los de la version salvaje (Font et
al., 2001).

Los estudios realizados con PotE han
revelado que la mutaciéon del glutamato en la
posicion 77 (incluso por un aspartato) provoca una
caida significativa de la captacion y excrecion de
putrescina, atribuyéndole una contribucién directa
en la union del sustrato (Kashiwagi et al., 1997).
De forma similar, la mutacién Y92L y C62A
también afectd la funcién de captacion y excrecion
de PotE, mientras la mutacion de las tirosinas Y78
e Y90 provocd un mayor efecto en la captacion
que en la excrecion (Kashiwagi et al., 2000). El
importante aumento de la K, para la putrescina en
comparacion con el de la Vi en estos dos ultimos

residuos lleva a los autores a afirmar que éstos



deben estar implicados en la alta afinidad de
captacion de PotE (Kashiwagi et al., 2000).

En cuanto a los trabajos en levaduras,
estudios de mutantes han revelado la existencia de
13 residuos clave, situandose tres de ellos en la
zona homologa correspondiente al IL2-3 de Canlp
(P148, V149 y S152) (Regenberg and Kielland-
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S152F amplian la especificidad de sustrato del
transportador Canlp a L-citrulina, aunque
manteniendo la capacidad de transportar L-
arginina a unos valores de K, dentro del rango del
transportador salvaje (3-10 uM), sugiriendo cierta
implicacion en el reconocimiento del sustrato o en

el paso del mismo. Los autores sefialan diferentes

Brandt, 2001). Las sustituciones P148L, V149F y aspectos de interés: i) los tres residuos se

TM2  J ™3

LAT bo +AT GALCFAELGTMITKSGGEYPYLM-EAY' - ---PIPAYLFSWASL
Apat GALCYAELGSLVPESGGIYAYIL-RTFG- - - -SLPAFLVIYVYV

asc2 SALCNAEIATTYPLSGARSYYFLK-RTLG- - - -SSVAFLSLWIKL

AGT1 STLCSAEISISFPCSGAMYYFLK-RYFG- - - -STVAFLNLWTSL

SPRM1  GAIVYAELGVTIPRSGGIZYVYIL-QTFG- - - -PLLAFLAFWITF

y+LAT-2 GALCYAELGTTITKSGAEYAYIL-EAFG----GFIAFIRLWVSL

y+LAT-1 GALCYAELGTTIKKSGASYAYIL-EAFG----GFLAFIRLWTSL
LAT-2 GALCYAELGVTIPKSGGINYSYVK-DIFG- - - -GLAGFLRLWIAV
asc-1 GSLCYAELGVAIPKSGGINYAYVT-EIFG- - - -GLAGFLLLWSAV
LAT-1 GALCYAELGTTISKSGGINYAYML -EVYG----SLPAFLKLWIEL
xCT GALSYAELGTTIKKSGG YTYIL-EVFG----PLPAFVRVWVEL
MND GALCYAELGTMIPKSGGINYAYIG-TAFG----PLPAFLYLWVAL
AAT1 GAYCYAELGTLIKKSGGINYAYIM-EAFG----PFVAFIRLWIEA
AAT3 GAFCYAELGTLIRKSGGINYAYIM-EAFG----PFLAFLRLWIES
MUP1 GLYVYMEFGTAIPKNGGHKNYLE-AIFR- - - -KPKFFITCMYAA
YKBA GGLTIAEIGTKIPKTGGMYTYLE-EVYG- - - -EFWGFLCGWVQI

CAT CAT1 AGLCYGEFGARVPKTGSLWYLYSY-VTVG- - - -ELWAFITGWNLI

YAT CAN1P VIQSLGEMATFI ;- /TS FTVFS-QRFLSPAFGAANGYMYWFSW
GNP1P ITQACGELAVIYSDL IGEFNTYP -LFLVDPALGFSVAWLFCLQW

AAT GABP IMRMLAEMAVATPDT - GEF STYADKAIG-RWAGYTIGWLYWWFW

APA POTE AWAFAK GMFSRKSGGMGG A AFG- - --KSGNFMAN (T} G

Figura 38. Alineamiento miiltiple del IL2-3 en miembros de la superfamilia APC.
El alineamiento se ha realizado con el programa tcoffee utilizando todas las secuencias de la familia LAT
(aunque sdélo se muestran los ortdlogos humanos de bo.+AT, y+LAT-1 y 2, LAT-1y 2, asc-1y xCT; el ortdlogo
de ratén para asc-2 y APAT; el miembro de S. mansoni SPRM1; los miembros de C. elegans AAT1 y 3; MND
(minidiscs) de D. melanogaster; el miembro de S.cerevisiae MUP1 vy el procariota Ykba), CAT1 humano y PotE
de E.coli. Para el alineamiento de las permeasas de S. cerevisiae Canlp y Gnplp y gabP de E. coli se ha
utilizado el programa CLUSTALW junto con las secuencias humanas de las LSHAT y se han incorporado al
alineamiento anterior. Finalmente el alineamiento se ha modificado a mano. Se muestra el final del dominio
TM2 (para todas) y el principio del TM3 (ligeramente diferente para las LSHATs y el resto de proteinas) segun
el programa de prediccion HMMTOP. Los residuos conservados en mas de la mitad de los miembros que se
muestran aparecen resaltados en gris. En azul claro estdan marcados los residuos que tienen implicaciones en
la funcién del transportador: G105 de BP+AT (Font et al., 2001); H110 de xCT (presente tesis); P148, V149 y
S152 de Canlp (Regenberg and Kielland-Brandt, 2001) y C62, E77, Y90 y Y92 de PotE (Kashiwagi et al.,
2000). Las proteinas estan agrupadas por subfamilias APC a la que pertenecen, indicado a la izquierda de los
nombres de cada proteina.
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encuentran en un cluster en el segundo loop,
enfatizando la importancia de este dominio; ii)
P148 y S152 son residuos muy conservados dentro
de la familia de permeasas: P148 estd conservada
en todos los miembros de levadura excepto en
Gnplp, Agplp y Tatlp; siendo los dos primeros
los unicos capaces de transportar L-glutamina y L-
asparagina (During-Olsen et al., 1999; Schreve et
al., 1998). Ademas, una prolina en esta posicion
podria suponer algun tipo de restriccion estérica en
la permeasa, impidiendo el transporte de
determinados aminoacidos como I-asparagina, I-
glutamina y Lcitrulina (Regenberg and Kielland-
Brandt, 2001). Y iii) S152 es interesante por el
hecho que estd conservada entre los
transportadores cationicos bacterianos, fungicos e
incluso entre los de mamifero (entre los que se
encuentra CAT-1 humano). Segun los autores, esta
serina podria ser importante para el reconocimiento
de la L-arginina como sustrato.

Hay que afiadir en este punto que la posicion
homologa de esta serina (S152) coincide con el
residuo H110 de xCT (ampliamente discutido en el
apartado anterior). Es interesante recordar que en
la subfamilia LSHAT el aminodcido que se
encuentra en esta posicion no esta conservado y
que, aparentemente, parece ser especifico de grupo
de transportador: como se mostraba en la Figura 25
de Resultados (Material Suplementario del
Articulo 2), las isoformas humanas que transportan
aminoacidos neutros presentan una D (LAT-1y 2y
asc-1); las que transportan aminoacidos neutros
dependiente de sodio y basicos, una S (y LAT-1 y
2); la que transporta basicos, neutros y cistina, una
E (b0’+AT); y finalmente, xCT que transporta
glutamato y cistina  aniénicos, una H.
Precisamente, que en las subunidades ligeras
responsables del transporte de aminodcidos basicos
(y'LAT-1 y y'LAT-2) se encuentre una serina en
esta posicion apoyaria la observacion propuesta
anteriormente como responsable de especificidad
de sustrato y, en concreto, del transporte de
arginina (Regenberg and Kielland-Brandt, 2001).
Sin embargo, un alineamiento mas extenso de
diferentes miembros de la familia LAT, asi como
de otras familias APC, revela que esta afirmacion

podria ser un tanto arriesgada (Tabla 4).
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Tabla 4. Correlacion sustrato-residuo

Transportador Sustratos Residuo
LAT1 aa’ grandes
LAT2 aa’
L- y D- aa’
ascl ~ D
pequenos
AAT1 aa’ pequefios D
AAT3 aa’ pequefios D
aa’
APAT L D
aromaticos
MND ? D
YKBA Ser, Thr
GNP1P GIn, Asn G
L-aa°
asc2 ~ S
pequefios
y*LAT1 aa*, aa’/Na S
y*LAT2 aa*, aa’/Na S
CAN1P Arg S
GABP GABA S
CAT1 aa* A
Putrescina,
POTE N M
aa
b0+ AT aa*, aa’, CssC E
SPRM1 aa*, aa’ E
MUP1 Met E
Glu, CssC
xCT L H
anionica
AGT1 Asp, Glu G

aa%: aminoacidos neutros; aa®: aminacidos neutros con
dependencia del ién sodio; aa*: aminoacidos bdsicos; ?:
por determinar.

En la Figura 38 puede apreciarse: i) que el
alineamiento del miembro humano CAT-1
desplaza la serina una posicién a la izquierda de
forma que la posiciéon homologa a H110 de xCT y
S152 de Canlp es una alanina en CAT-1. El hecho
que la secuencia se alinee correctamente con las
otras zonas conservadas nos hace confiar en el
alineamiento de fcoffee (Poirot et al., 2003)




mostrado en la en esta Figura. ii) transportadores
de otras familias, como la AAT (p.ej., gabP en la
figura, AroP, LysP, PheP, etc.), que no transportan
arginina conservan una serina en esta posicion (Hu
and King, 1998c)y Figura 8 de la Introduccion de
esta memoria). iii) la especificidad de grupo entre
las LSHAT de este residuo (marcado con una
flecha, homologo a H110 en xCT) parece perderse
al incorporar el miembro “huérfano” de subunidad
pesada asc-2 y el procariota Ykba (transporta
serina y treonina; N. Reig y M. Palacin, resultados
no publicados); y iv) los experimentos con los
mutantes H110D y H110C no resultaron en una
alteracion de la especificidad del transportador
(Figura 32, Resultados). Estas observaciones hacen
dudar de la hipdtesis que HI10 sea un residuo
implicado en la especificidad de sustrato de la
familia LAT, de su subfamilia LSHAT o incluso
parte de los miembros de la superfamilia APC. En
cualquier caso, los resultados de inhibicién y
proteccion presentados en esta tesis, junto con el
hecho que el mutante HI10K inactive
completamente la funcién del transportador aun
encontrandose éste en la membrana plasmatica de
la célula, actua a favor de tratarse de un residuo
implicado en la unién al sustrato y/o en la ruta de
paso del mismo. Hay que afiadir, de todas formas,
que es un poco simplista tratar de reducir la
especificidad de sustrato de un transportador a un
solo residuo. Seguramente sea necesario identificar
otros residuos cercanos fisicamente en la estructura
tridimensional del transportador que actuen
coordinados con HI110; C327 podria ser un
candidato a tener en cuenta. Quizas entonces el
paralelismo entre grupo de transportador y tipo de
residuos que presentan cuadre exactamente. En
este sentido, la cristalizacion de miembros
bacterianos homologos serd de gran ayuda (N.
Reig, C. del Rio, M. Ratera, D. Fotiadis y M.
Palacin; resultados en progreso).

A la espera de la obtencién y resolucion de
cristales, otra estrategia para abordar estudios de
estructura-funcion son los ensayos de competicion
con inhibidores o analogos de sustratos, que
permiten delinear los requerimientos estructurales
necesarios del lugar de union del sustrato al

transportador. Un trabajo publicado recientemente
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evalua las caracteristicas de los inhibidores de xCT
y cudles de ellos son transportables (Patel et al.,
2004). Los inhibidores aciclicos mas potentes son
aquellos que contienen esqueletos carbonados
comparables en longitud al glutamato, como son el
L-homocisteato y el L-homocisteina sulfinato.
Incluso el Lsserina-O-sulfato resultdé mas potente
que los propios sustratos. Estructuralmente,
incrementos adicionales en la longitud de la cadena
también fueron tolerados en el lugar de union,
como por ejemplo el L-a-aminoadipato y el S
carboximetil-L-cisteina. Segun los autores, la
habilididad de acomodar estas cadenas mas largas
no es sorprendente atendiendo que la L-cisteina es
sustrato de xCT (Patel et al., 2004). Hay, sin
embargo, un limite a esta relacion de estructura-
actividad: incrementar la longitud de la cadena
hasta la de la homocistina o el L-djencolato resulta
en pérdidas muy significativas de potencial
inhibidor. Comparaciones de actividad entre el L-
cistation, el S-carboxietil-L-cisteina y la L-cistina,
sugieren que las distancias entre grupos COOH no
es el unico factor determinante de la capacidad
inhibidora de un compuesto y que la presencia de
enlaces SS en la L-cistina puede tener efectos
conformacionales que potencian la unioén al lugar
del sustrato comparado con otras moléculas en las
que el atomo S se ha sustituido por un metileno
(Patel et al., 2004). Una estrategia para conseguir
buenos inhibidores consiste en restringir las
rotaciones de los enlaces de forma que los grupos
funcionales adopten una configuracion que
mimetice la conformaciéon presumiblemente
adoptada por los sustratos endogenos al unirse al
transportador. En el caso de los transportadores
EAATSs (Excitable Amino Acid Transporters), esto
se ha conseguido mediante la introduccion de
anillos aromaticos en el esqueleto carbonado del
analogo (Chamberlin et al., 1998). Cuatro de estos
compuestos inhiben mas eficazmente que la propia
L-cistina: ibotenato, (RS)-4-bromohomoibotenato,
L-quisqualato y (S)-4-carboxifenilglicina (S-4-
CPG).

Una limitacion de los ensayos de competicion
es que no aportan informacién sobre las
caracteristicas que requiere la translocacion del

sustrato. Diferenciar inhibidores sustratos de los
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no-sustratos y, por tanto, distinguir los compuestos
que sdlo se unen de los que se unen y se
translocan, si puede hacerlo. En este sentido, el
grupo de Bridges concluye que los compuestos que
resultan ser los mejores inhibidores competitivos
(p.ej. L-quisqualato y 4S-CPG) han resultado ser
los peores sustratos, sugiriendo que las
caracteristicas estructurales que determinan la
unidn al sustrato son diferentes de las que permiten

la translocacion del mismo (Patel et al., 2004).

5. Proximas direcciones

La localizacion de una estructura de reentrant
loop durante la determinacion de la topologia de
xCT nos anim¢ a intentar analizar con mas detalle
algunas zonas que pudieran albergar nuevos
reentrants. Las zonas candidatas eran los loops que
tuvieran una longitud suficiente como para poder
entrar en la membrana y luego volver a salir: el
loop extracelular entre los TMs 1-2 (ELI-2), el
también extracelular entre los TMs 7-8 (EL7-8) y
el loop intracelular entre los TMs &9 (IL8-9). El
analisis preliminar de los nuevos mutantes parecia

indicar que el mutante 1354C tenia acceso al BM
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Figura 39. Acceso extracelular a los

residuos I354C y L355C. La aplicacién
extracelular de BM es capaz de biotinilar los
mutantes 1354C y L355C (BM) pero no el mutante
345C, que sbélo lo hace después de la
permeabilizacion con SLO (S). La biotinilacién
extracelular es bloqueada por la pre-incubacién de
las células con los reactivos MTSES (MS) y MTSEA
(MA), pero no por el MTSET. Geles de R. Brauner y
L. Rodriguez.

desde el exterior. En esta zona se habia definido
que los residuos E353 y H363 tenian acceso
intracelular (Figuras 4 y 9, Articulo 2) por lo que
podriamos encontrarnos ante otra estructura de
reentrant loop parecida a la descrita anteriormente:
un residuo con accesibilidad exterior flanqueado
por dos residuos intracelulares.

R. Brauner y L. Rodriguez, en nuestro

(L) 12

C

Figura 40. Modelo de topologia de xCT con dos reentrant loops. En el esquema aparecen
representados los 12 dominios TM, con extremos N y Cterminal intracelulares. La longitud de los /oops esta
dibujada a escala. Se han sefialado los residuos clave: H110 y T112 (reentrant loop 1), 1354 y L355 (reentrant
loop 1I) y el residuo C327, localizado en el segmento TM8. La C158 esta implicada en la formacion del puente

disulfuro con la subunidad pesada.
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laboratorio, estan realizando un estudio mas
pormenorizado de las diferentes zonas (EL1-2 y
EL7-8) y, en concreto, del IL8-9 y se puede
concluir de sus resultados que, efectivamente,
existe un nuevo reentrant loop en esta region. En
la Figura 39 se muestra la accesibilidad
extracelular al BM de los mutantes 1354C y L355C
y como esta biotinilacién es sensible al MTSES y
al MTSEA, pero no al MTSET (como ocurria con
H110C). Actualmente, R. Brauner y L. Rodriguez
estan realizando experimentos de inhibicion del
transporte y de proteccion de sustrato para
caracterizar mejor estos residuos. Precisamente en
la proteina PotE existen dos residuos en esta zona
(K301 y Y308) que parecen estar implicados en el
reconocimiento de la ornitina (Kashiwagi et al.,
2000).

Discusion

La existencia de dos reentrants loopsen una
misma proteina, a veces de orientacién opuesta,
esta descrita en canales (Murata et al., 2000;Fu et
al., 2000) y transportadores (Brocke et al., 2002).
La proximidad fisica en el espacio de estas
estructuras ha sido demostrada experimentalmente
(Brocke et al., 2002; Murata et al., 2000; Fu et al.,
2000), asi como su implicaciéon en la ruta de paso
del sustrato. Seran necesarios estudios de cross-
linking para poder afirmarlo de los dos reentrants
loops de xCT. Probablemente el residuo C327
también pueda estar préximo a ellos dada su
implicacion en la ruta de paso/unién del sustrato al
transportador. Seran los primeros datos de
informaciéon tridimensional a la espera de la
resolucion de los cristales de un homdlogo
bacteriano de las LSHATs (N. Reig, M. Ratera y

D. Fotiadis, resultados en progreso).
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II.

II1.

Conclusiones

El transportador humano xCT pertenece a la familia de subunidades ligeras de
los transportadores heteroméricos de aminoacidos (LSHAT). La co-expresion
de 4F2hc y xCT humanos en oocitos de X. laevis y en células HeLa induce un
transporte sodio-independiente de cistina y glutamato, caracteristico de la

actividad del sistema x. .

La falta de heterodimerizacion funcional de las LSHAT asc-2 y AGT-1 con
4F2hc y rBAT soporta firmemente la hipdtesis de la interaccion de estos

transportadores con subunidades pesadas todavia no identificadas.

La determinacién de la topologia de xCT es compatible con un modelo de 12

segmentos transmembrana, con extremos N y C-terminal intracelulares.

El loop intracelular entre los dominios transmembrana 2 y 3 (IL2-3) presenta
una accesibilidad que es compatible con una estructura de reentrant loop, con

apice extracelular en el residuo H110.

El residuo H110 de xCT presenta accesibilidad restringida por la presencia de
los sustratos glutamato y cistina y el inhibidor no transportable 4-S-
carboxifenilglicina. Esta restriccion es débilmente afectada por la disminucion
de temperatura. Esto sugiere que H110 se encuentra cercano al lugar de union

y/o de la ruta de paso de los sustratos en el transportador xCT.
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1. Herramientas bioinformaticas

1.1. Bases de datos

MEDLINE Entrez. Es una base de datos
de publicaciones que pertenece a la National
Library of Medicine (NLM). Dispone de
informacién bibliografica del campo de la
biomedicina, con citas a mas de 4500 revistas
publicadas en EEUU, Europa y otros paises, la
gran mayoria de ellas de lengua inglesa. Se
actualiza semanalmente. La busqueda puede
hacerse por palabra clave, titulo, autor, revista, afio
de publicacion o una combinacion de éstos. El
resultado aparece en forma de listado de
referencias, con acceso libre al abstract de cada
articulo y, en la mayoria de casos, al texto
completo. Sin embargo, algunas publicaciones
requieren suscripcion para acceder al texto u
ofrecen la posibilidad de “comprarlo”. El acceso, a
través del PubMed, se encuentra en la direccion:

http://www.ncbi.n Im.nih.gov/entrez/query.fcgi.

GenBank. Es la base de datos de
secuencias del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) y dispone de las secuencias de
DNA de todas las fuentes publicas disponibles
(Benson et al., 1998). Las secuencias son enviadas
directamente por los laboratorios que las han
identificado o bien son adquiridas de las bases de
datos publicas internacionales, como el European
Molecular Biology Laboratory (EMBL) o el DNA
Database of Japan (DDBJ). Cada secuencia de
DNA se acompafia de la secuencia de proteina
derivada de ella y de la informacion proporcionada
por la fuente que la somete: publicacion,
localizacion cromosomica, localizacion de motivos
funcionales, etc. Las secuencias disponibles se
encuentran en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez
/query.fcgi?db=Nucleotide. Las secuencias nuevas
se someten mediante conexién on line a la
direcciéon:  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BanklIt/

index.html .
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Expressed Sequence Tag database
(dbEST). Las Expressed Sequence Tags (ESTs)
son secuencias cortas correspondientes a genes
expresados que se seleccionan al azar a partir de
librerias de cDNA  de diferentes tejidos y
organismos (Boguski et al, 1993). Estas
secuencias estan incluidas en la base de datos
Expressed Sequence Tag database (dbESTs), una
division del GeneBank, y estan disponibles en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/. Ademas de
las secuencias, aporta informacién sobre la
procedencia de la libreria, la longitud del clon en el
que se encuentran y la localizacion cromosdmica
del gen.. Las especies mas representadas son la
humana y la de ratéon, aunque también pueden
encontrarse secuencias correspondientes a otras
especies. La disponibilidad comercial de los clones
de cDNA de dbEST y la posibilidad de un facil y
rapido analisis on line de estas secuencias hacen de
dbEST una poderosa fuente para la identificacion
de cDNAs. Sin embargo, cuando se trabaja con
ESTs se deben tener en cuenta algunas
consideraciones: i) algunas ESTs pueden contener
errores ya que se secuencian a partir de una sola de
las cadenas de cDNA; ii) los clones de cDNA en
los que se incluye la secuencia de dbEST son
generalmente fragmentos parciales de un cDNA
completo. So6lo los cDNAs cortos (<2 kb) pueden
estar completos en el clon: iii) la mayoria de
librerias de ¢cDNA se construyen utilizando un
oligonucledtido poli-d(T) en el paso de la
retrotranscripcion. Esto favorece el
enriquecimiento de clones parciales
correspondientes al extremo 3° del cDNA e
implica una escasa representacion de ESTs que
contienen secuencia codificante; iv) algunos
cDNAs estan representados por mas de una EST.
Cada clon se identifica con un nimero y cada EST
por un codigo; v) algunas ESTs no estin
correctamente clasificadas y no corresponden a la
informacién asociada por la base de datos, y vi)
algunos clones contienen intrones, indicando
contaminacion por DNA gendémico en las librerias
de cDNA.
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Unigene. Esta base de datos contiene mas
de 50000 clusters o alineamientos de secuencias
humanas no redundantes, cada uno de ellos
representando el producto de transcripciéon de un
gen diferente. Los clusters son generados por
comparacion de ESTs entre si para determinar
cuales de ellas provienen de la transcripcion de un
mismo gen y excluir aquéllas que, ain siendo
similares, provienen de wun gen diferente.
Teoéricamente, contiene el 100% del numero
estimado de genes humanos. Aunque inicialmente
la base de datos fue creada para las especies
humana, raton y rata, actualmente se pueden
encontrar clusters de otras especies como la vaca,
el arroz, el maiz, etc. Ademas de las ESTs que
forman un determinado cluster, Unigene también
proporciona informacién sobre su localizacion
cromosdémica, la existencia de cDNAs completos
relacionados que se encuentran disponibles, situdes
con proteinas conocidas o el contenido de motivos
funcionales. = Unigene se  encuentra en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db

=unigene.

Ensembl. Es una base de datos fundada
inicialmente por la fundacion privada The
Wellcome Trust y que ahora forma parte de un
proyecto comun entre el Instituto Sanger y el
EMBL-EBI. Dispone de secuencias de DNA
gendémico de humano, ratén, rata, mosquito,
D.melanogaster y C.elegans, entre otras. Estas
secuencias son proporcionadas por laboratorios
que forman parte de los proyectos de
secuenciacion del genoma, de ESTs y del
intercambio regular de informacioén de secuencias
del NCBI. Ademas, proporciona informacion sobre
la localizacion de un gen conocido en el genoma y
la prediccion de su estructura. Las secuencias se
hacen publicas cada semana y son sometidas en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/TraceArchive
RFC.html. El acceso puede realizarse en

http://www.ensembl.org.
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1.2. Analisis de secuencias

Basic Local Alignment Tools (BLAST).
Los programas BLAST se utilizan para encontrar
en las bases de datos secuencias similares de DNA
y proteinas. Estos programas comparan una
secuencia “problema” de proteina o de DNA, con
todas las secuencias de las bases de datos. El
resultado se muestra como wuna lista de
alineamientos, de mas a menos calidad, entre las
secuencias encontradas en la base de datos y la
secuencia “problema”. El tiempo requerido para
obtener el resultado es proporcional al tamafio de
la secuencia y de la base de datos utilizada en la
busqueda. Los programas mas recientes como el
Gapped BLAST son mas sensibles que el BLAST
original, ya que dejan pequefios agujeros donde la
homologia de secuencia puede interrumpirse. De
esta manera se pueden encontrar con mas facilidad
secuencias homoélogas en zonas con pequeias
inserciones, deleciones o errores de secuencia.
Gapped BLAST puede encontrarse en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/. Existen
diferentes subprogramas que pueden utilizarse para
buscar en diferentes bases de datos. Las bases de
datos son las siguientes: i) non-redundant (nr), la
cual recopila secuencias de DNA no redundantes
que suelen ser cDNAs enteros (no ESTs), y
secuencias de proteinas (a partir de bases de datos
como el SwissProt, EMBL, Spupdate y secuencias
de DNA traducidas que pertenecen al GeneBank);
ii) gendmico, que comprende todas las secuencias
conocidas, mas o menos ordenadas y localizadas,
pertenecientes a una determinada especie y, iii)
dbEST, descrita anteriormente. Los diferentes
subprogramas BLAST son:

BLASTn compara una secuencia
“problema” de DNA con las secuencias presentes
en la base de datos de DNA.

BLASTp compara una secuencia
“problema” de proteina con las secuencias
presentes en la base de datos de proteina.

BLASTX traduce a proteina una secuencia
“problema” de DNA segun las seis pautas de
lectura posibles y las compara con las secuencias
presentes en la base de datos de proteina.



tBLASTn compara una secuencia
peptidica “problema” con las secuencias peptidicas
obtenidas de la traduccién del DNA de la base de
datos.

tBLASTx traduce tanto la secuencia de
DNA “problema” como las secuencias de DNA de
las bases de datos y compara todas las secuencias

peptidicas resultantes.

CLUSTALW. Este programa compara
multiples secuencias de DNA o de proteina y
muestra el mejor alineamiento posible entre ellas.
Pueden utilizarse dos accesos diferentes al
programa: el Baylor College of Medicine (BCM;
http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/multi-align
/Options/clustalw.html) que permite alineamientos
de hasta treinta secuencias diferentes de DNA o de
proteina sin mostrar los residuos conservados, y el
Eureopean Bioinformatic Institute (EBI;
http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html) que,
ademas de indicar los residuos conservados,
describe la identidad en porcentaje entre las
secuencias enviadas y permite la construccion de

arboles filogenéticos.

1.3. Analisis de proteinas

Hydrophobicity Search Server. Es un
servidor del Weizmann Institute of Science de
Israel dirigido a la representacion, comparacion y
busqueda de perfiles de hidrofobicidad de
proteinas. Asigna a cada aminoacido un valor
numérico o indice de hidrofobicidad a medida que
avanza por la cadena peptidica. Los valores
asignados corresponden al método de Kyte-
Doolittle (Kyte and Doolittle, 1982) o al de Hopp-
Woods (Hopp and Woods, 1981). El resultado
final es un grafico con el perfil hidrofébico de la
proteina. Se encuentra en la direccion:

http://bioinformatics.weizmann.ac.il/hydroph/.

ExPASy (Expert Protein Analysis
System) Proteomics Server. Es un servidor del
Instituto Suizo de Bioinformatica (SIB) dedicado

especialmente al analisis de secuencias de proteina
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y estructuras. Fue creado en 1993 y ofrece acceso
libre a un amplio espectro de bases de datos,
programas y enlaces que permiten desde la
identificacion de proteinas hasta la prediccion de
su estructura y la creacién de un modelo 3D. Se
accede a través de la direccion:
http://us.expasy.org/. A continuacién se destacan
los mas relevantes para la realizacion de este

trabajo:

HMMTOP (Hidden Markov Model for
TOpology Prediction). Es un programa
desarrollado en The Institute of Enzimology,
dentro de la Hungarian Academy of Biological
Sciences Research Center en Budapest, para la
prediccion de hélices transmembrana y la topologia
de proteinas. El método se basa en el principio de
la maxima divergencia en la composiciéon de los
segmentos de aminoacidos (Tusnady and Simon,
1998). Al someter la secuencia de la proteina de
interés, el programa hace una prediccion del
numero de segmentos transmembrana,
especificando el intervalo de residuos de cada
segmento, indica la localizacion de los extremos
terminales y la entropia del modelo. Testado para
148 proteinas conocidas, el programa fue capaz de
predecir correctamente las hélices transmembrana
en 131 de ellas y, la topologia, en 105. Se puede
encontrar directamente en:

http://www.enzim.hu/hmmtop.

TMHMM. Es un programa de prediccion
de hélices transmembrana del Center for
Biological Sequence Analisis de Dinamarca
(CBS). Aunque se basa en el mismo método que el
HMMTOP (Moller et al., 2001), tiene varias
ventajas: i) asocia un valor de probabilidad para la
prediccién de cada segmento, dando una idea de la
fiabilidad de dicha prediccion, ii) presenta el
resultado también de forma gréfica y, iii) permite
someter varias secuencias a la vez, como
alineamientos de proteinas de una misma faa,
aumentando la fiabilidad del resultado. Se puede
encontrar en :
http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM-2.0.
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TMpred. Es un programa de prediccion
de segmentos transmembrana y de su orientacion
de la organizacion suiza independiente EMBnet. El
resultado se presenta en forma de algoritmos,
basandose en en el analisis de la base de datos de
proteinas de membrana TMbase (K.Hofmann and
W.Stoffel, 1993). No es tan preciso como los
anteriores pero da el perfil de hidrofobicidad de la
proteina y es 1til para tener una aproximacion
inicial del numero de segmentos transmembrana
que puede presentar y su orientacion. Es parecido
al Hydrophobicity Search Server. Se encuentra en
http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_ for

m.html.

Swiss-Prot Database. Es una base de
datos de proteinas desarrollada en el propio
Instituto Suizo de Bioinformatica (SIB) desde
1987. Ofrece informacidon acerca de la funcidn,
dominios estructurales, modificaciones post-
traduccionales, etc. de las proteinas que contiene.
Se actualiza permanentemente y estd integrada a
una amplia red de bases de datos diferentes a la
propia. Esta disponible en:

http://us.expasy.org/sprot/.

SWISS-MODEL. Es un programa de
modelaje molecular a partir de estructuras
proteicas homdlogas a la proteina de interés. Se
inicié en 1993 y estd en evolucidén constante pero
hay que tomar los resultados con mucha
precauciéon ya que es un procedimiento no
experimental. Se accede por:
http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-
MODEL.html.

1.4. Otras paginas web de interés

Radiation hybrid maps at the Stanford Human
Genome Center (SHGC): util para la localizacion
cromdsomica de secuencias.

http://www-shgc.stanford.edu/sitemap.html

Membrane Proteins of Known  Structure:

recopilacion actualizada de las proteinas de
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membrana con estructura resuelta. Aparecen
clasificadas e incluye las condiciones de
cristalizacion y las referencias bibliograficas. Es
una pagina de Hartmut Michel (Universidad de
Frankfurt).

http://www.mpibp-frankfurt. mpg.de/michel/public/

memprotstruct.html

HUGO Gene Nomenclature Committee: contiene
la base de datos de los genes humanos descritos
agrupados por familias. Muestra el nombre del
gen, el simbolo aprobado, su localizaciéon y el
numero de acceso a la secuencia con el enlace
correspondiente.

http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature

Celera Genomics: pagina privada que, con
suscripcion, permite acceder a todas las secuencias
disponibles de los proyectos de secuenciacion de
genomas.

http://www.celera.com/

Toronto Research Chemicals: pagina de la empresa
canadiense suministradora de todos los reactivos
MTS utilizados en esta tesis. Aporta amplia
informacion bibliografica sobre estos productos.

http://www.trc -canada.com

Universitat de Barcelona: tiene conexion
electréonica a la mayoria de revistas de interés
ademas de otros links y servicios.

http://www.ub.es/

2. Obtencion y microinyeccion de

oocitos de Xenopus laevis

Desde la demostracion por el grupo de K.
Sumikawa (Miledi et al., 1982) que los canales
ionicos y los receptores podian expresarse
funcionalmente en oocitos de Xenopus, este
sistema ha pasado a ser un método estdndar para la
expresion de proteinas heterdlogas y para la

clonacion funcional de transportadores y canales



(Romero et al., 1998; Shih et al., 1998; Sigel,
1990).

El hecho que el oocito maduro tenga un
tamafo grande (1.0-1.2 mm) por la acumulacion de
proteinas de reserva, junto con el importante
contenido de mRNAs y maquinaria celular de
traduccion (ribosomas, tRNAs, etc.) para su
desarrollo embrionario, lo convierten en una util y
practica herramienta para los estudios de expresion

funcional de proteinas (Colman et al., 1984).

2.1 Adquisicion de ranas Xenopus laevis

Esta especie de ranas es autdctona del sur
de Africa. Actualmente en nuestro laboratorio se
compran a la empresa sur-africana African
Xenopus Facility (afxeno@mweb.co.za), aunque
anteriormente se habian comprado a Nasco
(Wisconsin, EUA) y a Horst Kihler (Hamburgo,
Alemania). En este trabajo aparecen resultados de
oocitos de ranas de distinta procedencia. La ventaja
de las ranas salvajes sur-africanas es que tienen
oocitos de mejor calidad que las criadas en
estabulario. Se trabaja con hembras, de 12 a 15 cm

de longitud.

2.2. Condiciones de mantenimiento

El mantenimiento de las manas durante la
ejecucion de este trabajo tuvo lugar en el
estabulario de la Facultad de Biologia (actualmente
en las instalaciones del Parque Cientifico de
Barcelona), siguiendo las recomendaciones del Dr.
Bruno Hagenbush de la Universidad de Zurich. Se
mantienen en una sala termostatizada a 19-21 ?C,
siguiendo ciclos continuos de 12 horas de luz y
oscuridad. Se distribuyen en grupos de 10 a 12
animales en acuarios de 200 litros de capacidad,
con una tapa para prevenir que salten y mueran de
deshidratacion.  Para la  identificacion vy
seguimiento de cada animal, se implanta un chip
interno en el torax de la parte dorsal de cada rana
con un ndmero de identificacion (Implantable

Transponder ID 100; Trovan). Un lector
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electrénico (Hand Held Reader LID500, Trovan)
permite la lectura del nimero de cada chip.

Los pasos de instalacion de los acuarios
son los siguientes: i) forrar los acuarios con papel
adhesivo azul hasta la mitad de su altura para
evitar que los animales vean el movimiento de
personas en la sala, ii) rellenar los acuarios con
agua del grifo que previamente ha pasado un filtro
de organoclorados, iii) instalar bombas filtrantes,
con carbono activo y zeolita (2224 Professional
Canister Filter, Eheim), iv) colocar un prefiltro
cilindrico poroso en el extremo anterior de cada
bomba para evitar que se aspiren restos de comida
o0 excrementos que podrian obturarla, v) instalar un
compresor de aire en forma de piedra porosa en
cada acuario para garantizar una correcta
oxigenacion, vi) previamente a la instalacion de las
ranas en los acuarios, inocular bacterias
degradadoras de amonio (Tetra Bactozum, Tetra)
en los filtros internos de las bombas y dejarlas en
funcionamiento durante 2-3 dias. Después de este
tiempo, las bacterias han de ser capaces de
degradar el amonio. En este momento, ya podemos
introducir las ranas en los acuarios.

Para mantener a los animales en
condiciones Optimas es necesario controlar la
calidad del agua periddicamente (3 veces por
semana) mediante distintos pardmetros: i) pH:
entre 6.5y 7.5 (tiras de papel de pH, Merck), ii)
amonio: inferior a 2.5 mg/l (Kit Ammonium-Test,
Merck), iii) nitratos: inferior a 50 mg/1 (Kit Nitrat-
Test, Merck) y, iv) nitritos: inferior a 0.15 mg/l
(Kit Nitrit-Test, Merck).

Si la calidad del agua no es h apropiada,
se renueva parcialmente el agua del acuario o bien
se cambia parcialmente el contenido de carbono
activo y zeolita del interior de la bomba. Esta se
limpia una vez a la semana y el sistema de tubos,

una vez al mes.

2.3. Alimentacion

Los animales se alimentan dos veces por
semana (lunes y jueves) con corazon de ternera

cortado a pedazos y una vez al mes, con grillos
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vivos. Aunque anteriormente las ranas habian sido
alimentadas con pienso comercial, las Xenopus

sur-africanas lo rechazan.

2.4. Extraccion de los oocitos

Los oocitos se extraen de la rana un dia
antes de la inyeccién. La preparacion de los
oocitos se realiza segln esta descrito en (Goldin,

1992) con ligeras modificaciones.

Materiales y Reactivos:

- Etil-ester del acido 3aminobenzoico (A-5040,
Sigma)

- Material de cirugia: tijeras, pinzas, seda
trenzada.

- Placas de petri de 10 mm de diametro (Sterilin)

- Colagenasa D de Clostridium huistolyticum
(1088866, Roche). Es preferible que tenga una
actividad baja (<0.05 U/mg liofilizado) ya que
actividades muy altas pueden lesionar los oocitos
durante la digestion.

- Incubador HotCold-S (Selecta)

- Agua miliQ autoclavada para preparar todos los
tampones.

- Tampén ORIl 4x: 330mM NaCl, 8mM KClI,
4mM MgCl, 20mM HEPES ajustado a pH 7.5
con NaOH. Se autoclave y se mantiene a 4° C.

- Tampoén OR 1x: diluciéon del tampon ORII 4x
con agua Q estéril.

- Tampéon BARTH: 88mM NaCl, ImM KCl,
330uM Ca(NO;),"4H,0, 410uM CaCl,2H,0,
8207M MgSO47H,0, 2.4mM NaHCO;, 10mM
HEPES, pH 7.5. Para agilizar la preparacion de
este tampon pueden prepararse distintas
soluciones estoc autoclavadas y guardadas a 4°
C.

- BARTH suplementado: tampén BARTH con 50
mg/l de gentamicina (G-1397, Sigma) y 50 mg/1
de tetraciclina (T-7660, Sigma; alicuotada a 50
g/l y guardada a -20° C), siguiendo las

recomendaciones de (Elsner et al., 2000).

Procedimiento:
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Se anestesia a los animales por inmersion
en una solucion de 1 g/l de etil-ester del acido 3-
aminobenzoico en agua del grifo durante unos 20
minutos. A continuacion se pone al animal
tumbado dorsalmente sobre una superficie con
hielo para que se mantenga el efecto del anestésico
durante la operacion (las ranas son animales
poiquilotermos).

Los oocitos se extraen haciendo una
incision de 1 cm de largo en uno de los lados
ventrales del abdomen. Primero se corta la piel vy,
debajo de ella, el musculo. Normalmente se
extraen 3 ¢ 4 l6bulos del ovario y se dejan el resto
para que se regenere y siga la produccién de
oocitos. La incision se cierra haciendo 3-4 puntos
de cirugia en el musculo y, a continuacion, en la
piel. Mientras la rana & despierta se mantiene
huimeda pero no sumergida. Un mismo animal
puede usarse para unas 8 extracciones, dejando el
suficiente tiempo de recuperacidon para cada lado
(unos 3 meses). Cuando los oocitos no son de
suficiente calidad, la rana es sacrificada por
sobredosis de anestésico (4 g/l).

Los 16bulos ovaricos extraidos se ponen
en una placa de petri con tampén ORII 1x y se
cortan en fragmentos pequeflos. Para separar las
células foliculares de los oocitos se digieren con
colagenasa. Para ello se prepara en un tubo Falcon
de 15 ml una solucién de 10 ml a 2 mg/ml de
colagenasa D en tampoén ORII 1x. Se introducen
los oocitos con ayuda de unas pinzas hasta un
volumen maximo de 3 ml, y se dejan en agitacion
orbital durante 45 minutos en un incubador a 18°
C. Pasado este tiempo, se hacen tres lavados con
ORII 1x y se inicia una segunda digestion con
colagenasa fresca en las mismas condiciones que la
anterior. Esta segunda digestion se controla a
tiempos cortos, unos 10-15 minutos. Cuando la
digestion es completa, se hacen 4 lavados con
tampon ORIl 1x y 4 mas con tampon BARTH
suplementado. Finalmente, los oocitos se ponen en
una placa de petri con tampén BARTH
suplementado y se mantienen en el incubador de
18° C.



2.5. Seleccion y mantenimiento de los
oocitos

La ovogénesis en Xenopus es un proceso
asincronico, es decir, existen oocitos en todos los
estadios de desarrollo a la vez. Por este motivo, es
necesario seleccionar manualmente a la lupa
binocular los oocitos maduros para ser inyectados.
Estos corresponden al estadio VVI de desarrollo
(Dumont, 1972), con un didmetro de 1.0-1.2 mm y
los dos hemisferios claramente diferenciados.

Una vez hecha la seleccion (el mismo dia
de la extraccion), los oocitos se mantienen en
tampon BARTH suplementado dentro de viales de
cristal (Liquid scintillation vials V-7130; Sigma) y
en un incubador a 18° C en la oscuridad.

Cada dia se observan los oocitos a la lupa
binocular, se desechan los que no presentan un
aspecto Optimo y se cambia la solucion de BARTH

por solucidn fresca.

2.6. Microinyeccion

En este trabajo, los oocitos se han
inyectado con diferentes cRNAs, sintetizados por
transcripcion in  vitro a partir del cDNA
correspondiente (apartado 6.1).

Algunos vectores son disefiados para
aumentar la expresion de proteinas exdgenas en

oocitos (Shih et al., 1998). Estos vectores, aparte
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de presentar algiin promotor de la RNA polimerasa
esencial para la transcripcién, afiaden extremos 5’
y 3’ no traducidos de mensajeros muy estables en
oocitos, como por ejemplo el de la B-globina. El
vector pNKS2 utilizado en este trabajo incluye los
extremos no traducidos del mRNA de la subunidad
B5 de laNa"/K'-ATPasa (Gloor et al., 1995).

Material:

- Incubador HotCold-S (Selecta)

- Lupa binocular (Nikon 546225)

- Inyector semi -automatico (Inject+Matic,
Géneve)

- Aparato para hacer micropipetas (Inject+Matic
Puller, Geéneve)

- Micromanipulador (Narishige MN-15)

- Capilares (Disposable micro-pipettes,

Drummond)

- Fuente de luz (Intralux 5000, Volpi)

Procedimiento:

La microinyeccion de los oocitos de
Xenopus se realiza con un dispensador unido a un
micromanipulador que permite el movimiento en
tres dimensiones. El procedimiento es el siguiente:
i) se construye una aguja o micropipeta mediante
un aparato que estira capilares (ver material a
continuacion), ii) se calibra con agua con ayuda de
una tira de papel netrado para que el volumen de
inyeccién sea de 50 nl, iii) se centrifuga el cRNA
que ha de inyectarse para precipitar cualquier

impureza que pudiera obturar la aguja durante la

Figura 41. Manipulacion de los oocitos de Xenopus laevis. A. Ejemplar hembra de
Xenopus laevis, de las que se extraen los oocitos. B. Placa de petri con los oocitos extraidos y digeridos con
colagenasa y mantenidos en medio BARTH. C. Visidn a la lupa de los oocitos seleccionados y preparados
para la inyeccion. Imagenes extraidas del buscador Google.
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inyeccion, iv) se coloca un trozo de parafilm
tensado sobre una placa de 35 mm y sobre él se
pone el cRNA. Se aspira la gota, controlando el
proceso con la lupa y evitando aspirar aire. v) se
colocan los oocitos a inyectar (no mas de 70) en
una placa de 35 mm de diametro con tampoén
BARTH. Para mantener los oocitos inmobilizados
en la placa, previamente se engancha (con unas
gotas de cloroformo) una rejilla de polipropileno; y
finalmente, vi) se posiciona la aguja sobre el polo
vegetal de cada oocito y se hace bajar lentamente
hasta que lo atraviesa. Se inyectan los 50 nl de
cRNA 'y se retira la aguja cuidadosamente para

dirigirse al siguiente oocito.

3. Cultivos celulares

3.1. Normas generales de manipulacion

Cuando se manipulan células en cultivo
se deben seguir unas normas muy estrictas de
limpieza. Se trabaja siempre dentro de una
campana de flujo laminar vertical que se limpia
con etanol al 70% antes de empezar a trabajar. El
uso de llama dentro de ésta es opcional. Para evitar
contaminaciones no se debe pasar las manos o
cualquier objeto no estéril sobre el material estéril.
Los medios de cultivo, las soluciones y todos lo
materiales que entran en contacto con las células
han de esterilizarse, bien por filtracion con filtros
de 0,22 ?m de didmetro de poro o por otros
métodos (autoclave, irradiacién, etc.). Estas
condiciones se nantienen cuando las botellas se
abren y cierran sélo dentro de la campana.
Ademas, estas soluciones se atemperan a 37° C
antes de ser utilizadas. Los restos bioldgicos se
tratan con lejia al 30% y los materiales utilizados
se autoclavan. Una vez finalizado el trabajo dentro
de la campana se limpia la superficie con etanol al
70% vy se reduce el flujo a las condiciones de
mantenimiento. Generalmente, las células se

mantienen en incubadores con las siguientes
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condiciones: 37° C, 90% de humedad relativa y
5% de COs,.

3.2. Medios de cultivo

Los medios que se utilizan dependen de
cada tipo celular. Estos medios se guardan a 4° C
hasta la fecha de caducidad que indica la casa
comercial y, una vez suplementados, se mantienen
como maximo un mes a esta temperatura. La
suplementacion consiste en la adicién de
sustancias como L-glutamina, antibidticos o suero
a partir de un stock que se mantiene a —20° C. Los
antibidticos utilizados rutinariamente son la
penicilina y la estreptomicina: la primera es un
agente bacteriostatico que so6lo elimina bacterias
en crecimiento  (inhibe la  sintesis de
peptidoglicanos de la pared bacteriana), y la
segunda es un aminoglucésido que inhibe
especificamente la sintesis proteica del ribosoma
bacteriano 70S. La geneticina es un antibiotico
analogo a la neomicina que actua sobre las células
eucariotas inhibiendo la sintesis proteica y se
utiliza para  seleccionar lineas  celulares
transfectadas de manera estable. El suero que se ha
utilizado es Fetal Bovine Serum (FBS). Segtn la
linea celular, el suero se somete a un tratamiento
previo de inactivacion (30 min. a 56° C) del
sistema del complemento y de anticuerpos que
pueden estar presentes. En algunos casos, si el
medio sin suplementar no contiene HEPES, éste se

aflade para mantener el pH.

3.3. Condiciones de cultivo de células
HeLa

Durante la realizacion de esta tesis se ha
trabajado con el tipo de linea celular llamado
HeLa. Las células HeLa (ATCC CCL-2) proceden
de adenocarcinoma de cérvix humano. Presentan
un fenotipo epitelial y tienen incorporado
secuencias del papilomavirus humano 18 (HPV-
18). Estas células son ampliamente utilizadas para

el estudio de diferentes proteinas expresadas de



manera transitoria. Proliferan muy rapido por lo
que deben subcultivarse al menos dos veces por
semana. El numero de pases afecta a Ia
transfeccion transitoria. A partir del pase 35-40 el
porcentaje de células transfectadas decae
considerablemente.

Las células HeLa se han mantenido en
incubadores con 90% de humedad relativa, 5% de
CO, y temperatura de 37 o 33°C, segun indicado.
Han crecido en el medio de cultivo DMEM
(Dulbelcco’s Modified Eagle’s Medium, 41966-
029 GIBCO; con L-glutamina y Dglucosa y sin
HEPES) suplementado con 100 U/ml de penicilina
y 100 pg/ml de estreptomicina (17-602A,
BioWhitaker) y 10% (v/v) de FBS previamente

inactivado (ver apartado 3.2).

3.3.1. Subcultivo

El subcultivo consiste en la separacion de
las células de la superficie donde estan adheridas
por accion de una proteasa y su redistribucion
posterior en placas para realizar experimentos o,

simplemente, mantenerlas en crecimiento.

Material y reactivos:

- PBS (Sodium Phosphate Buffer) estéril

- Tripsina —EDTA (5% y 2%, respectivamente)
(25300-062, GIBCO)

- Medio de cultivo suplementado

Procedimiento:

Normalmente se subcultivan células a
partir de placas de 100 mm de diametro que
alcanzan el 100% de confluencia o incluso el
150%. Se elimina el medio que cubre las células y
se hace 2 lavados con 10 ml de PBS. Se afiade 1
ml de tripsina y se incuba a temperatura ambiente
durante 3 min. aproximadamente. El proceso
puede tener lugar a 37° C pero evitando siempre
una sobre-exposicién a la tripsina ya que ésta
puede causar dafios importantes en las células.
Una vez tripsinizadas, se acaban de desenganchar
de la placa con ligeros golpes contra la palma de la
mano e inmediatamente se afiaden 9 ml de medio
suplementado. Las células se resuspenden con una

pipeta de 10 ml hasta conseguir una suspension
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que se plaquea diluida en funcién de la cantidad y
del tiempo en el que necesitemos las células. Asi,
si una placa de 100 mm confluente al 100% se
tripsiniza y se siembra a un 10% de confluencia
tardara 2-3 dias en volver a un 100% de
confluencia. En el caso de que se utilicen para una
transfeccién transitoria, a partir de una placa
confluente al 100% se siembra a un 20% a primera
hora de la mafiana, de manera que si se transfecta
por la tarde estara a un 30-40% de confluencia. No
conviene hacer diluciones mayores ya que la
homogeneidad de la poblaciéon podria verse

alterada.

3.3.2. Congelacion y descongelacion

Las células tripsinizadas se sedimentan a
1200 r.p.m. (200 g) durante 4 min. y se
resuspenden en 10 ml de medio de cultivo DMEM
(previamente en hielo) que contiene 20% de FBS y
10% de DMSO (D2650, Sigma) como agente
crioprotector. La suspensién se distribuye en
criotubos (tres por placa de 10 cm confluente),
enfriados previamente en hielo, que se colocan en
un recipiente de isopropanol para congelar células
y se congela a —80° C. Después de 24 h. se pasan a
un tanque de nitrégeno liquido. Es muy importante
que el proceso de congelacion sea lento. Por esto,
se recomienda el uso del tanque de isopropanol en
el que la temperatura disminuye 1° C por minuto.

La descongelacion, en cambio, es un
proceso que debe llevarse a cabo de manera muy
rapida. El criotubo se saca del tanque de nitrégeno
liquido y se descongela a 37° C. La suspension de
células se diluye en 10 ml de medio de cultivo que
esta a 37° C y se precipita a 200 g durante 3 min. a
temperatura ambiente. Se elimina el sobrenadante,
las células se resuspenden en 10 ml de medio de
cultivo fresco y se siembran en una placa de 100
mm. Al dia siguiente se cambia el medio para
eliminar las células muertas no adheridas a la

placa.

3.3.3. Deteccion de micoplasma

El micoplasma es un parasito intracelular

que puede afectar a los cultivos celulares sin
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indicios aparentes de contaminacion. Por eso es
aconsejable realizar un test de micoplasma
periddicamente. En este trabajo se ha utilizado el
EZ PCR Mycoplasma Test Kit (Biological
Industries Co.) basado en la amplificacion por
PCR del genoma del parasito. Contiene
oligonucleotidos  degenerados  capaces  de
amplificar un trozo de secuencia de las ocho
especies mas comunes del parasito. Para que el
test sea fiable se utiliza 1 ml de medio de cultivo
que haya estado en contacto con las células un

minimo de 48 horas.

3.4. Transfeccion celular transitoria

El estudio funcional de una proteina
requiere, en muchos casos, su expresion transitoria
en una linea celular. En este trabajo se ha utilizado
el método de transfeccion basado en Ia
introduccion de un coprecipitado de DNA exdgeno
y fosfato calcico dentro de la célula (Sambrook et
al., 1989; Wigler et al., 1979). El mecanismo por
el cual el precipitado entra en la célula no estd
muy claro, aunque se cree que inicialmente se
adhiere a la superficie de la célula y por
endocitosis se incorpora al interior de ésta. Este
precipitado se forma al mezclar dos soluciones,
una salina que contiene cloruro célcico y otra de
tamponacion que contiene el fosfato; el DNA
presente queda incorporado en los cristales del
precipitado formado.

Uno de los parametros mas importantes
en este método es el pH de la soluciéon que
contiene el fosfato. Pequenas variaciones en este
factor determinan el tamafio del precipitado y por
consiguiente su endocitosis en la célula. Se
recomienda probar la eficiencia de transfeccion
con soluciones de fosfato de diferente pH dentro
de un rango o6ptimo tedrico de 67. Este rango
puede variar considerablemente entre las
diferentes lineas celulares y la calidad del DNA
que se utiliza.

Para monitorizar la eficiencia de
transfeccion, en este trabajo se ha utilizado un

plasmido que codifica la Green Fluorescent
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Protein (GFP). Las células se transfectan con el
plasmido de interés y un 10% de plasmido GFP.
De esta manera, se puede conocer el porcentaje de
células transfectadas cuando se cuentan en un
citometro de flujo. Normalmente las eficiencias de
transfeccion oscilan entre el 50-90%. Muestras
con eficiencias inferiores al 40% son descartadas.

Un parametro que puede ser importante
en la formacion del precipitado es la cantidad de
DNA. En este trabajo se ha utilizado siempre la
misma cantidad en funcion del nimero de células
a transfectar: 20 pg de DNA en una placa de 100
mm; 40 pg de DNA en una placa de 150 mm, y 4
pg en un pocillo de una placa de 6.

Finalmente, se debe tener en cuenta la
densidad del cultivo celular en el momento de la
transfeccion. Este parametro depende del tipo
celular y del método de transfeccion que se
utilizan. Las transfecciones con fosfato calcico de
células HeLa se realizan sobre cultivos que se

encuentran entre un 20% y un 40% de confluencia.

Material y reactivos:

- Solucién de calcio: CaCl, 500 mM y BES 100
mM (Fluka). El pH se ajusta a 6.95, se filtra y se
conserva a temperatura ambiente. Si se prepara
mas de 50 ml se hacen alicuotas que se
mantienen a -20° C.

- Solucién de fosfato: NaCl 50 mM, Na,HPO,
0.75 mM, NaH,PO,4 0.75 mM y BES 50 mM. Se
hacen alicuotas que oscilan entre si 0.02 puntos
de pH con NaOH. Se filtran y se guardan a
temperatura ambiente.

- Agua inyectable de Braun (Aqua B. Braun, B.
Braun Medical SA) o agua Q estéril.

- Preparaciones de DNA concentradas a 1mg/ml
obtenidas a partir de un cultivo bacteriano de
500 ml por MaxiPrep (12163, Qiagen).

- PBS estéril.

Procedimiento:

Todo el proceso de transfeccion se lleva a
cabo en una campana de flujo laminar ya que
implica la manipulacioén de células en cultivo. Las
células se siembran el dia antes o el mismo dia por
la mafiana teniendo en cuenta que deben alcanzar

el 20-40 % de confluencia en el momento de la



transfeccion. El medio de cultivo se reemplaza por
medio fresco antes de la transfeccion. La mezcla
de DNAs ! se prepara en un tubo estéril de 15 ml:
18 ug del DNA de interés, 2 pg de plasmido GFP
y hasta 250 pl de agua. Si se trata de una
transfeccion doble o triple, se mezclan cantidades
equimolares de DNA. Se afiade 250 pl de Ia
soluciéon de calcio y se agita vigorosamente para
mezclar el calcio y el DNA. Se introduce una
pipeta de 2 ml y con el pipeteador automatico se
hacen burbujas mientras se afaden 500 pl de la
solucién de fosfato gota a gota. Se deja reposar 15
min. a temperatura ambiente para favorecer la
formacién de los precipitados. Es importante que
la temperatura de la campana no sea elevada.
Transcurrido este tiempo, se vuelve a hacer
burbujas con el pipeteador automatico durante 15-
20 s y se afiade a las células gota a gota mientras
se agita la placa para distribuir la solucién de
transfeccion.

Pasadas 12-20 h. se sacan las células del
incubador, se lavan dos veces con PBS y se afiade
medio de cultivo fresco. Alternativamente, las
células se pueden tripsinizar y volver a sembrar
segun el experimento que se quiera realizar (p.ej.
placas de 24 pocillos para experimentos de
transporte 'y placas de 6 pocillos para
experimentos de marcaje). Es conveniente que se
reserve una alicuota de cada grupo (5-10%) para
sembrar en un pocillo de una placa de 12 y se
destine para saber el porcentaje de transfeccion en
el citometro de flujo. El método se basa en la
distribucion de las células segun su fluorescencia.
Las células transfectadas contienen el plasmido de
GFP vy, por tanto, emiten fluorescencia en
comparacion con el resto. Al cabo de 24-48 h de la
transfeccion se puede realizar la monitorizacion de
la transfeccion y el experimento.

Todos los porcentajes de transfeccion
evaluados durante esta tesis se han realizado en la

unidad de citometria de los Serveis Cientifico-

1 Las cantidades de DNA y soluciones estan indicadas para transfectar células
crecidas en una placa de 100 mm de diametro. Si se transfectan células en una placa
de 150 mm las cantidades aumentan el doble mientras que si se transfectan en un

pocillo de una placa de 6, las cantidades disminuyen a la quinta parte.
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Técnics de la Universitat de Barcelona. La
eficiencia minima necesaria para los experimentos
de transporte esta en el 50% y para los
experimentos de marcaje, en el 75%.
Generalmente, las transfecciones obtenidas

oscilaban alrededor del 85%.

4. Ensayos de transporte

El andlisis funcional de las proteinas de
estudio de este trabajo se ha realizado mediante
ensayos de transporte. Estos ensayos consisten en
medir la cantidad de aminodcido marcado
radiactivamente que entra o sale de las células
después de la incubacion de éstas con el medio de
transporte. Los ensayos de transporte sobre células
enteras es una manera de estudiar la actividad
transportadora de proteinas que se encuentran en

la membrana plasmatica.

4.1. Ensayos de transporte en oocitos de

Xenopus laevis

Los ensayos de transporte en oocitos se
realizan a partir de las 48 horas de la inyeccién
para garantizar un nivel suficiente de expresion de

la proteina de estudio.

4.1.1. Ensayos de entrada de sustratos

Material y Reactivos:

- Tampoén de transporte Cho 2x (para ensayos en
ausencia del i6n sodio): 200 mM Cloruro de
colina, 4 mM KCIl, 2 mM CaCl,.2H,0, 2 mM
MgCl,-6H,0, 20 mM HEPES, 10 mM Tris Base,
pH 7.4.

- Tampon de transporte Cho 1x: se prepara
diluyendo el tampon Cho 2x con agua estéril.

- Tampoén de transporte Na 2x (para ensayos en
presencia del i6n sodio): 200 mM NaCl, 4 mM
KCl, 2 mM CaCl.2H,0, 2 mM MgCl-6H,0, 20
mM HEPES, 10 mM Tris Base, pH 7.4.

- Tampoén de transporte Na 1x: se prepara

diluyendo el tampdon Na 2x con agua estéril.
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- Solucion de Stop o parada: tampdn de transporte
(Cho 6 Na 1x) en presencia de 10 mM de los
aminoacidos que se transporten, a 4° C.

- Stocks de aminoacidos: generalmente disueltos
en agua a 50 mM o bien a la maxima
concentracion posible. Se guardan a -20° C.

- Medio de transporte: tampoén de transporte 1x en
presencia de aminodacido radiactivo (10 pCi/ml)
y aminoacido frio (sin marcar) hasta Ia
concentracion deseada. En experimentos de
inhibicion, se afiade al medio de transporte una
determinada concentracion del inhibidor. Si el
inhibidor es un aminoacido, éste se pone sin
marcar (frio) y en exceso (generalmente 1000x).

- Solucioén de lisis: SDS 10%

- Liquido de centelleo (ICN).

- Contador beta (Beckman LS 6000TA).

- Tubos de transporte (Sml polypropilene tub 000-
2053-001; Elkay)

- Pipetas Pasteur de plastico (Rubilabor)

- Viales de cristal [Liquid scintillation vials V-
7130; SIGMA)

Procedimiento:

Cada grupo de transporte consta de 7
oocitos. Se ponen los 7 oocitos en un vial de
cristal con tampon de transporte 1x (Cho o Na,
segin sea en presencia o en ausencia de sodio) y
se mantinen en él durante unos 30 segundos. A
continuacion, se recogen con una pipeta pasteur de
plastico y se pasan a un tubo de transporte. Se
aspira el tampon sobrante cuidadosamente con una
micropipeta (para no diluir el medio de transporte)
y se afaden 100 pl de medio de transporte
radiactivo (10 pCi/ml). Se agita ligeramente el
tubo (con el dedo indice) y se dejan los oocitos en
incubacion en este medio durante el tiempo
deseado. Después de este tiempo, se aspira el
medio radiactivo y se hacen tres lavados de 4 ml
de solucion de stop frio. El exceso de aminoacido
no marcado de la soluciéon de stop permite
desplazar el aminoacido marcado que pudiera
haberse unido a la superficie del oocito. Cada
oocito por separado se pone en un vial de centelleo
en presencia de 200 pl de solucion de lisis y se
deja en agitacion a temperatura ambiente hasta que

el oocito esta totalmente disuelto. Entonces se
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afiaden 3 ml de liquido de centelleo y se ponen a
contar en un contador beta. Es necesario contar
también (y por triplicado), 10 pl del medio de
transporte radiactivo sobrante para determinar su
actividad especifica. La entrada de sustratos
inducida en los oocitos inyectados se calcula
restando la entrada que se produce en los oocitos
no inyectados. Los resultados se expresan en

pmoles de aminoacido/unidad de tiempo y oocito.

4.1.2. Ensayos de salida de sustratos

Los ensayos de salida de sustratos
requieren cargar el oocito con medio radiactivo.
Este proceso puede realizarse por dos métodos
diferentes: i) por preincubacién de los oocitos en el
medio de carga, o bien, ii) por microinyeccién del
medio de carga en el oocito. A continuacion se
detalla el primero, que es el que se ha utilizado en

este trabajo.

Material y Reactivos:

- Tampon de transporte Cho 1x 6 Na 1x: se
preparan  diluyendo el tampén 2x respectivo
con agua bidestil.lada estéril (ver composicion
en el apartado anterior).

- Stocks de aminoacidos: generalmente disueltos
en agua a 50 mM o bien a la maxima
concentracion posible. Se guardan a -20° C.

- Medio de carga: tampdn de transporte 1x en
presencia de aminoéacido radiactivo (30 pCi/ml)
y aminodcido frio hasta la concentracion
deseada.

- Medio de salida: tampén de transporte 1x en
ausencia o presencia de aminoacido frio (sin
marcar) a una determinada concentracion.

- Solucién de lisis: SDS 10%

- Liquido de centelleo (ICN).

- Contador beta (Beckman LS 6000TA).

- Tubos de transporte (5ml polypropilene tub 000-
2053-001; Elkay)

- Pipetas Pasteur de plastico (Rubilabor)



Procedimiento:

Cada grupo de transporte consta de 7
oocitos. Se ponen los 7 oocitos en un vial de cristal
con tampoén de transporte 1x (Cho o Na) durante
unos 30 segundos. Se recogen con una pipeta
pasteur de plastico y se pasan a un tubo de
transporte. Se aspira el tampén sobrante. A
continuacion, se ailaden al tubo 100 pl de medio de
carga (30 pCi/ml) y se incuban los oocitos en este
medio durante una hora (tiempo necesario para
cargar los oocitos). Transcurrido este tiempo, se
aspira el medio radiactivo. 7 oocitos de cada grupo
de inyeccion se usaran para el control de carga v,
el resto, para el ensayo de salida.

Los oocitos usados para el ensayo de
salida se lavan cuatro veces con 4 ml de tampodn de
transporte 1x a temperatura ambiente. De nuevo, se
aspira el tampén sobrante y se afiade el medio de
salida. El volumen necesario de medio de salida
va en funcion del nimero de alicuotas que se
quieran sacar a distintos tiempos. Se sacan
alicuotas de 200 pl de medio, desde el tiempo cero
(justo después de anadir el medio) en adelante.
Cada una de las alicuotas se pone en un vial con 3
ml de liquido de centelleo y se cuenta en un
contador beta.

Los oocitos de control de carga se lavan 3
veces con 4 ml de tampdén de stop frio y se
distribuyen en viales de centelleo en presencia de
200 pl de solucion de lisis. Se dejan en agitacion a
temperatura ambiente hasta que se disuelven
completamente y se ponen a contar en un contador
beta en presencia de 3 ml de liquido de centelleo.
Esto nos permite determinar la radiactividad total
cargada en el oocito.

A partir de los valores anteriores, se puede
calcular la velocidad de salida del aminoacido
radiactivo como porcentaje de radiactividad que
sale a un tiempo determinado: radiactividad
liberada al medio / radiactividad total en el oocito
x 100.
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4.2. Ensayos de transporte en células
HeLa

En este trabajo se han utilizado &lulas
HeLa transfectadas transitoriamente y sembradas
en placas de 24 pocillos. Cada pocillo corresponde
a un punto de transporte. El valor de cada
condiciéon de transporte se determina por la media
de los valores obtenidos en 4 - 6 pocillos + el error
estandar. El experimento de transporte se realiza a
partir de las 36 horas de la transfeccion si las
células se han incubado a 37° C y, a partir de las
48 horas si se han incubado a 33° C. Las células
transfectadas con los mutantes de xCT en el
entorno sin cisteinas (cysless) se han incubado a
33° C. A esta temperatura se consigue incrementar
la expresion en membrana de los mutantes (Pineda
et al., 2004b).

4.2.1. Ensayos de entrada de sustratos

Material y Reactivos:

- Tampén de transporte MGA 1x: 137 mM N-
metil-D-glucamina (MGA) (66930, FLUKA),
reemplazado por 137 mM NaCl en los
transportes dependientes de sodio; 5.4 mM KClI;
2.8 mM CaCl,-2H,0; 1.2 mM MgSQO,4-7H,0; 10
mM HEPES. El pH se lleva a 7.4 a temperatura
ambiente con HCI si el tampon es MGA y con
Tris Base si el tampdn contiene NaCl. El tampon
se puede preparar con anterioridad y mantenerlo
a 4° C autoclavado. También puede prepararse
una solucion de MGA 2x y diluirla con agua Q
cuando vaya a usarse.

Solucién de Stop: tampon de transporte MGA
Ixa4°C.

- Stock de aminoacidos 80 mM, excepto L-cistina

350 pM (por su baja solubilidad). Se preparan
en tampon de transporte MGA 1x y se congelan
a —20°C.

- Medio de transporte: son soluciones radiactivas.
Se preparan utilizando como base el tampon de
transporte y a partir del stock, se afiade la
cantidad de aminoacido frio hasta la

concentraciéon deseada. Antes de iniciar el
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transporte se aflade el isdtopo radiactivo, 0.5
pCi/ pocillo.

- Soluciodn de lisis: SDS 0.1%, NaOH 100 mM.

- Liquido de centelleo EcoLite (ICN)

- Cabina termostatizada a 37° C.

- Bafio de agua a 37° C.

Procedimiento:

Las células se mantienen en el incubador
a 37° C o 33° C hasta el inicio del transporte. Se
aspira el medio de cultivo y se hacen 2 lavados
con 1 ml. de tampdén de transporte aemperado a
37° C. El medio se aplica contra la pared del
pocillo teniendo especial cuidado en que las
células no se despeguen de la placa. Se afiade 190
pl de medio de transporte radiactivo (atemperado a
37° C) y se deja en contacto con las células
durante el tiempo establecido de transporte.
Transcurrido este tiempo, se aspira el medio
radiactivo y se hacen 3 lavados con el tampén de
transporte frio (solucion de stop).

Para determinar la union inespecifica del
aminoacido marcado a la superficie de las células,
se reservan dos pocillos de cada grupo de
transfeccion y se lavan 3 veces con tampoén de
transporte frio, se afiade 190 pl de solucion
radiactiva fria, se aspira inmediatamente y se
vuelve a lavar 3 veces con tampon de transporte
frio (solucién de stop).

Finalizado el transporte, se aflade 250 pl
de solucion de lisis a cada pocillo y se lisan las
células con una micropipeta hasta que la solucion
quede totalmente fluida. Puede acelerarse este
proceso dejando una breve incubacion de las
células a 37° C con el tampédn de lisis. 100 ?1 de
este lisado se afiaden a un vial que contiene 3 ml
de liquido de centelleo y se cuenta la radiactividad
en un contador beta. 20 pl del lisado se utilizan
para valorar la concentracién de proteinas por el
método BCA (apartado 7.3.2). Paralelamente, se
aflade 10 pl de solucion radiactiva a un vial de
centelleo y se cuentan las c.p.m. totales para
calcular la actividad especifica del medio de
transporte. El resultado del transporte se expresa
en picomoles de aminodcido transportado por mg

de proteina en un tiempo determinado.
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4.2.2. Ensayos de inhibicion de entrada de
sustratos o de inactivacion

Es una variante de los ensayos de entrada
de sustratos. Los materiales y reactivos necesarios
son los mismos, ademas del inhibidor/es en
cuestion. En la realizacion de esta tesis la mayoria
de los experimentos de inhibicién se han hecho con
reactivos del tipo MTS (MTSES, MTSEA,
MTSET, Toronto Research Chemicals). Debido a
su sensibilidad a ser hidrolizados a tiempos cortos,
todas las soluciones se prepararon inmediatamente
antes de su uso a partir de stocks congelados a -20
°C (IM en DMSO). La dilucién a la concentracion
final deseada se realizé en tampén de transporte
MGAx (apartado anterior).

Procedimiento:

Igual que en los experimentos de entrada
de sustratos, las células se mantienen en el
incubador a 37° C o 33° C hasta el inicio del
transporte. Se aspira el medio de cultivo y se hacen
2 lavados con 1 ml. de medio de transporte
atemperado a 37° C. Se aflade 200 pl del inhibidor
(que estd en hielo) a cada pocillo y se deja en
incubacion el tiempo correspondiente. Se aspira el
inhibidor y se lavan las células 3 veces con tampon
de transporte atemperado a 37° C. A continuacion
se aflade los 190 pl de medio de transporte
radiactivo y se procede igualmente que para los
experimentos de entrada de sustratos, es decir, se
aspira el medio pasado el tiempo establecido y se
lava 3 veces con solucion de stop (ver apartado
anterior). Después del lisado, se cuenta la
radiactividad y se corrige por la cantidad de

proteina para expresar el resultado final.

4.2.3. Ensayos de salida de sustratos

Material y Reactivos:

- Tampon de transporte MGA 1x 6 Na 1x, segun
si es en ausencia o presencia de sodio.

- Solucion de Stop: tampon de transporte MGA 1x
a4°C.

- Stock de aminoacidos, generalmente a 80 mM y
guardados a -20° C.



- Soluciones radiactivas. Se preparan utilizando
como base el tampon de transporte y a partir del
stock, se anade la cantidad de aminoacido frio
hasta la concentracion deseada. Para los ensayos
de salida o eflujo se utiliza 1 pCi/pocillo de
radiactividad.

- Medio de salida o eflujo: Tampdn de transporte
(NaCl o MGA) que contiene aminoacidos sin
marcar capaces de transestimular la salida del
aminodcido cargado dentro de la célula.

- Solucion de lisis: SDS 0.1%, NaOH 100 mM.

- Liquido de centelleo EcoLite (ICN)

- Cabina termostatizada a 37° C.

- Bafio de agua a 37° C.

Procedimiento:

Las células se mantienen en el incubador
a 37° C o 33° C hasta el inicio del transporte. Se
aspira el medio de cultivo y se hacen 3 lavados
con 1 ml. de medio de transporte atemperado a 37°
C. El medio se aplica contra la pared del pocillo
teniendo especial cuidado en que las células no se
despeguen de la placa. Se afiade 190 pl de
solucion radiactiva (atemperada a 37° C) y se
incuban durante el tiempo establecido de carga (p.
ej. 20 minutos). Para determinar este punto es
recomendable hacer pruebas de acumulacion a
distintos tiempos y escoger aquél que garantice
una sensibilidad suficiente en el experimento sin
comprometer la adherencia de las células a la
placa.

Transcurrido el tiempo de carga, se aspira
el medio y se hacen 3 lavados con el tampon de
transporte a temperatura ambiente. Se aspira el
ultimo lavado y se afiaden 500 ul de medio de
eflujo. Inmediatamente se sacan 50 pl de este
medio (considerado tiempo cero) y después se van
sacando a diferentes tiempos establecidos. Se debe
tener en cuenta que la cantidad de medio de eflujo
que se afade inicialmente depende del nimero de
tiempos a los que saquemos el medio.
Transcurridos todos los tiempos, se lavan las
células con el medio de transporte frio y se afladen
250 pl de solucion de lisis a cada pocillo. Se lisan
las células y la radiactividad se cuenta en el
contador de centelleo del mismo modo que para la

entrada o influjo (apartado anterior). Los valores
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de radiactividad en los 50 pl del medio de eflujo
se multiplican por el volumen total del medio que
se encuentra en el pocillo y a este valor se le
suman las c.p.m. contenidas en los 50 pl sacados
en los tiempos anteriores. La carga total de cada
pocillo se calcula sumando la radiactividad del
lisado celular y la radiactividad total del medio de
eflujo (calculada en el ultimo tiempo). El eflujo en
cada tiempo se calcula como el porcentaje de
radiactividad que sale en cada tiempo respecto a la

carga total.

5. Técnicas de obtencion, mani-

pulacion y deteccion de DNA

El trabajo con DNA y bacterias requiere
la utilizacion de material estéril para evitar
contaminaciones con DNAsas, otras bacterias y
DNAs ajenos. El material se esteriliza en un
autoclave a 1 atmosfera de presion a 120° C
durante 20 min. Las bacterias se manipulan junto a
un mechero Bunsen que proporciona un area
estéril de trabajo. Los reactivos se preparan con un
agua de calidad ultrapura (sistema Q de pore) y
finalmente, se esterilizan en un autoclave o por
filtraciéon con filtros de 0.22 pm de didmetro de
poro.

La manipulacion del DNA ha sido
esencial en la realizacion de esta tesis y las
técnicas utilizadas son mas o menos las comunes

en todos los laboratorios de Biologia Molecular.

5.1. Técnicas basicas generales

A continuacion de describen brevemente
las técnicas bésicas generales de manipulacion del
DNA. Toda esta metodologia se puede encontrar
ampliamente detallada en los manuales "Molecular
Cloning. A Laboratory Manual" (Sambrook et al.,
1989) y "Current Protocols in Molecular Biology"
(Ausubel et al., 1998).
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5.1.1. Bacterias competentes

Para mantener y amplificar plasmidos,
éstos se transforman en las cepas de E. coli DH5a
y XLBlue desarrolladas por Stratagene. El
protocolo de obtencién de bacterias competentes
que se ha utilizado en este trabajo es una
adaptacion del protocolo descrito por Cohen en
1972 en el que las bacterias se tratan con una
solucion de cloruro de calcio para alterar la pared
bacteriana y facilitar la entrada de DNA exdgeno
(Cohen et al., 1972).

5.1.2. Transformacion

Consiste en la incorporacion de DNAs
exdgenos por parte de las bacterias. Estos DNAs
circulares son plasmidos que pueden contener el
DNA que nos interesa e incluyen en su secuencia
un gen que garantiza la seleccion de las bacterias
que incorporan el plasmido, generalmente un gen
de resistencia a un antibidtico como la ampicilina
o la kanamicina.

En este trabajo se han utilizado dos
métodos de transformacion: i) con una solucion de
CaCl,, y ii) con un electroporador (Cell Porator,
Gibco), cuyo protocolo se detalla en el manual de
instrucciones del mismo. La eleccion de uno u otro
método depende de la cantidad de plasmido a
transformar y de la dificultad de la ligacion.
Cuando se disponde de poco DNA circular y/o la
ligaciéon incluye varios pasos de digestion y
purificacion, se suele elegir la electroporacion
porque su nivel de eficiencia es mayor (aunque es

mas costoso econdomicamente).

5.1.3. Recuperacion del DNA plasmidico

Para purificar los pldsmidos a partir de
cultivos bacterianos se utilizan kits comerciales en
funcién de la cantidad y de la calidad de DNA que
se necesita: preparaciones a pequefia escala con
fines analiticos (Miniprep Kit, 27106 Qiagen) y a
gran escala para obtener del orden de 15 mg
(Maxiprep Kit, 12163 Qiagen).
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5.1.4. Analisis de DNA con enzimas de

restriccion

La digestion de DNA con enzimas de
restriccion se realiza siguiendo las instrucciones de
las casas comerciales que los suministran. En
general, se utiliza entre 1 y 5 unidades (U) de
enzima por pug de DNA, en presencia del tampdén
comercial adecuado y a la temperatura indicada.

La cantidad de enzima nunca debe
sobrepasar el 10% del volumen final ya que el
glicerol al 50 % que contiene puede inhibir la
reaccion enzimatica. Cuando se trata de
digestiones dobles o triples y el tampdén de los
enzimas es incompatible, el DNA digerido se
extrae del tampon y del enzima con fenol-
cloroformo o bien se purifica en un gel de agarosa
antes de proceder con la siguiente digestion (ver

apartados siguientes).

5.1.5. Extraccion de DNA con fenol-cloroformo

y precipitacion con etanol

Al volumen de digestion se anade agua
destilada hasta llegar a un volumen final de 200-
300 pl. Se afiade un volumen equivalente de fenol-
cloroformo 1:1, se mezcla en un agitador vortex
durante 30 s y se centrifuga 2 min. a 14000 r.p.m.
en una centrifuga de sobremesa a temperatura
ambiente. Se recupera el sobrenadante, se afiade
1/10 del volumen de acetato sddico 3 M, se mezcla
y se afiaden 2.5 volimenes de etanol absoluto. La
precipitacion ocurre durante al menos 1 h. a -80° C
y se centrifuga a 14000 r.p.m. durante 30 min. a 4°
C. El precipitado se lava dos veces con etanol al
70% previamente enfriado a -20° C y se deja secar
a temperatura ambiente. El DNA se resuspende en

agua Q hasta el volumen deseado.

5.1.6. Electroforesis en geles de agarosa

La electroforesis en gel de agarosa no
desnaturalizante es un método estandar que se
utiliza para separar fragmentos de DNA. La
migracion de estos fragmentos en el gel es
inversamente proporcional al logaritmo de su peso

molecular. El porcentaje de agarosa que se utiliza



depende del tamafio de los fragmentos a separar
(1% de agarosa separa fragmentos de entre 0.4 y 6
kb). Para separar fragmentos mas pequefios se
recomienda un porcentaje superior 0 una
electroforesis en un gel de acrilamida. En paralelo
a las muestras, siempre se carga un patrén de
marcadores de masa molecular (1 kb DNA;
15615-016 Gibco BRL).

5.1.7. Purificacion de fragmentos de DNA a

partir de un gel de agarosa

Los fragmentos de DNA separados en un
gel de agarosa se pueden recuperar con el objetivo
de ligarlos a otros fragmentos o utilizarlos como
sondas, entre otras finalidades. Para su
purificacion se ha utilizado un kit comercial (DNA
and band gel purification kit; 27-9602-9
Amersham,) siguiendo las instrucciones de la casa

proveedora.

5.1.8. Otros enzimas utilizados

Cuando se hacen construcciones de
fragmentos de DNA en plasmidos es necesario el
uso de otros enzimas. En este trabajo se han
utilizado enzimas como la fosfatasa alcalina, que
corta el grupo fosfato del extremo 5' de un
fragmento de DNA e impide asi la religacion del
fragmento; la T4 DNA ligasa, que une fragmentos
de DNA con extremos compatibles, y la subunidad
Klenow de la DNA polimerasa, que transforma un
extremo 3’ protuberante de un fragmento de DNA
en un extremo romo. Estos enzimas se utilizan

como indica la casa comercial que los suministra.

5.2. PCR

La Polimerase Chain Reaction (PCR) es
una reaccion que consiste en la amplificacion de
un fragmento de DNA a partir de un DNA molde.
El enzima responsable de esta amplificacion es la
DNA polimerasa. En este trabajo se han utilizado
dos polimerasas diferentes en funcion de las

caracteristicas que ofrece cada una: i) la Tag DNA
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polimerase  (1430-000;  Roche), altamente
procesiva en direcciéon 5°-3°, sin actividad
exonucleasa 3’-5’ y estable durante incubaciones
prolongadas a elevadas temperaturas; y ii) la
Expand High Fidelity Taq polimerase (1732650;
Roche), que si posee actividad exonucleasa 3'S' y
que se utiliza para amplificar fragmentos de cDNA
que deben mantener una elevada fidelidad en su
secuencia.

Las cantidades de enzima, tampdén, DNA
molde, dNTPs y oligos se indican en la hoja
informativa que acompafia el enzima. La
temperatura de fusion de los oligos depende de su
Tm (melting Temperature) y la temperatura de
extension es caracteristica de cada polimerasa. En
cuanto al tiempo de extension es recomendable al
menos 1 minuto para sintetizar 1 kilobase de DNA
aunque puede variar en funcién de la polimerasa
que se utilice.

En la mayor parte de las PCRs realizadas
en esta tesis se ha utilizado la Expand High
Fidelity Taq polimerase, siguiendo el programa
que se detalla a continuacion: 30 s de
desnaturalizacion a 94° C, 30 s de anillamiento a
94° C y 3 min. de elongacion a 68° C repetido
durante 35 ciclos, y un paso de elongacion final de
10 min. a 68° C seguido de una bajada de
temperatura hasta 4° C.

5.3. Mutagénesis dirigida

Esta técnica ha sido ampliamente
utilizada en esta tesis. La eliminacion de cisteinas
enddgenas para la construccion de xCT-Cysless
(sin cisteinas) y su posterior introduccion
individualizada en las posiciones determinadas se
realizd6 mediante mutagénesis dirigida. Existe un
kit comercial (QuickChange  Site-Directed
Mutagenesis Kit, 200518 Stratagene) que permite
la obtencion rapida de los plasmidos mutantes a
partir de DNA de doble cadena con una eficiencia
de alrededor del 80%.

El método se basa en una amplificacion
del DNA por PCR con dos oligonucledtidos o

primers complementarios a cada una de las
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cadenas de DNA parental y que contienen la
mutaciéon deseada. Se utiliza como polimerasa la
Pfu Turbo, que replica ambas cadenas del plasmido
con alta fidelidad sin desplazar el primer mutado.
Después de la amplificacioén, un tratamiento con
Dpn I (endonucleasa especifica de DNA metilado)
nos sirve para digerir la cadena parental y
seleccionar las cadenas sintetizadas in vitro. A
continuacién se transforma el DNA en células
E.coli XL1-Blue supercompetentes y se analizan
por restriccion y/o secuenciacion  los clones
seleccionados.

Los mutantes generados durante esta tesis
(excepto casos puntuales) han seguido el programa
de PCR que se detalla a continuacion, partiendo de
20 ng de DNA parental: 30 s de desnaturalizacion
a 95° C, 1 min. de anillamiento a 55° C y 14 min.
de elongacion a 68° C, repetido por 16 ciclos; y
una bajada final de temperatura hasta 15° C 0 4° C.

En el apéndice I se encuentran detallados
los oligonucledtidos de mutagenesis utilizados en
la realizacion de esta tesis. En su disefio se tuvo en
cuenta: i) situar la mutacién en el centro del oligo,
ii) cercano a los 30 pares de bases de longitud, y
iii) asegurar un contenido de GC minimo del 40%,

procurando terminar en una o mas G o C.

5.4. Secuenciacion

Es una reaccion que se utiliza para
conocer la secuencia de un fragmento de DNA
después de una amplificacion por PCR, una
mutagénesis, una construccion, etc. En este trabajo
se ha utilizado el kit comercial ABI PRISM™ Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction.
Esta reaccion consiste en una PCR cuya
amplificacion es aritmética y en la que se incluyen
dideoxinucleotidos fluorescentes. El programa de
PCR utilizado se detalla a continuacion: 30 s de
desnaturalizacion a 96° C, 15 s de anillamiento a
37° C y 4 min. de elongacion a 60° C, repetido
durante 25 ciclos; y bajada final de temperatura
hasta 15° C.

Finalizada la amplificacion, se procede a

la precipitacion de la muestra con etanol y EDTA:
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se afaden 10 pl de agua destilada, 63 ul de etanol
95% y 5 ul de EDTA 125mM, se agita con vortex
y se deja incubando durante 15 min. a RT. A
continuacion, se centrifuga 20 min. a 14000 rpm a
4° C, se aspira el sobrenadante y se lava el pellet
dos veces con etanol 70%.

Las reacciones de secuencia de esta tesis
han sido analizadas por los Serveis Cientifico-
Técnics de la Universitat de Barcelona. Con esta
técnica se han confirmado todas las mutaciones
introducidas por mutagénesis dirigida y la
fidelidad del cDNA restante.

6. Técnicas de obtencion Yy
deteccion de RNA

El RNA es una molécula muy sensible a
la accion de las RNAsas. Por tanto, para evitar su
degradacion  durante  su  manipulacion y
almacenaje, es esencial que todo el material y las
soluciones que entran en contacto con €l sean
RNAsa-free  (libres de RNAsas). Algunas
indicaciones son: uso constante de guantes, uso de
material estéril, reservar reactivos para este
proposito en los que no se introduzcan espatulas u
otros y preparar las soluciones con agua Q

previamente tratada con DEPC.

6.1. Transcripcion in vitro

Este método consiste en la sintesis in vitro
de cRNA a partir de cDNA plasmidico. Es
necesario que el vector contenga un promotor para
la RNA polimerasa del fago T7, T3 o SP6 y que el
cDNA de interés presente una cola poli A y
extremos 5° y 3’ no traducidos (UTR) para
asegurar la eficiencia de su traduccion y la
estabilidad de la molécula de cRNA.

El c¢cDNA plasmidico se corta por
digestion mas alla del extremo 3’ no codificante
del cDNA de interés. Esta linearizacion asegura
que los transcritos resultantes tengan un tamaflo

definido. Es preferible utilizar un enzima que deje



extremos 5’ protuberantes o romos, ya que los
extremos 3’ protuberantes pueden actuar como
cebadores para la sintesis de cRNA anti-sentido. El
plasmido linearizado se purifica por extraccion en
fenol-cloroformo para que los elementos de la
digestion no inhibian la transcripcion. Se precipita
con etanol y se resuspende en agua-DEPC.

Para la reaccion de transcripcion se ha
utilizado el kit mMessage mMachine (Ambion, T7
RNA Polymerase 1334; T3 RNA Polymerase
1348; SP6 RNA Polymerase 1340), siguiendo las
instrucciones de la casa comercial. Al finalizar el
protocolo, se valora al espectrofotometro Ia
concentracion del cRNA sintetizado y se carga una
pequeiia alicuota del mismo en un gel de agarosa-
formaldehido (apartado 6.2.). Esto nos permite
comprobar que el cRNA obtenido corresponde al
tamafio esperado y no presenta degradacion. Se
guarda a -80° C, aunque frecuentes procesos de
descongelacion/congelacion pueden provocar la
degradacion de la muestra.

El cRNA usado en la microinyeccion de
los oocitos de Xenopus ha sido obtenido por esta

técnica.

6.2. Electroforesis en gel de agarosa-
formaldehido

Los geles de agarosa-formaldehido
constituyen un sistema de electroforesis
desnaturalizante que asegura la migracion
electroforética del RNA proporcionalmente a su
tamafio. Con este tipo de geles se han visualizado

los cRNAsS sintetizados in vitro.

Material y Reactivos:

- Tampoén de electroforesis MOPS 10x: MOPS
400mM pH 7; acetato sdédico 100mM y EDTA
10mM. Se guarda a temperatura ambiente y
protegido de la luz.

- Gel de agarosa-formaldehido: agarosa 1% en
tampon MOPS 1x y formaldehido 0.66M.

- Tampén de muestra 2x: se ha utilizado un
tampon comercial (Ambion 1344).

- Bromuro de etidio a 400pug/ml en agua DEPC.

Materiales y Métodos

- Marcador de masas moleculares 0.24-9.5 Kb
(Gibco 15620-016).

Procedimiento:

El portageles, la pinta y la cubeta de
elctroforesis se lavan con etanol y se aclaran con
agua DEPC. Se disuelve la agarosa en tampon
MOPS 1x en el microondas. Se deja enfriar un
poco (al menos 50° C) y, en la campana extractora,
se aflade el formaldehido hasta una concentracion
final de 0.66M (2.7ml de formaldehido 37% en 50
ml de agarosa). Se vierte la mezcla en el portageles
con la pinta y se deja polimerizando en la
campana. A continuacién, se coloca en la cubeta
cubierto de tampon MOPS 1x.

Para la preparacion de las muestras, se
pone en un tubo 1 pl de cRNA (provinente de la
sintesis in vitro), 1 pl de solucion de bromuro de
etidio, 3 pl de tamp 6én de muestra y 5 pl de agua
estéril. El marcador de masas moleculares también
se prepara como una muestra mas a partir de 1 pl
del tubo comercial. A continuacién se
desnaturalizan durante 5 min. a 85° C y se cargan
en el gel. La cubeta se connecta a 60V durante
media hora aproximadamente y luego se visualiza
la banda en la franja del UV.

7. Técnicas de obtencion,
manipulacion y deteccion de

proteinas

7.1. Obtencion de proteinas de oocitos

de Xenopus laevis

7.1.2. Obtencién de proteinas totales

Material y reactivos:

- Tampon de lisis: 120mM NaCl; 50mM Tris-
HCI pH=38; 0.5% NP-40.

- Inhibidores de proteasas: aprotinina 10 U/ml;
PMSF 0.1M; leupeptina 2mM; pepstatina
2mM.
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- Homogenizador de teflon tamafio ependdorfs.

Procedimiento:

Después de 48 horas de la inyeccion, los
oocitos se distribuyen en eppendorfs por grupos de
30-50 y se aspira cuidadosamente el medio con una
pipeta. A continuacion, se afiade 20 pl de tampén
de lisis/oocito suplementado con los inhibidores de
proteasas (aprotinina 1U/ml, PMSF 1 mM,
pepstatina Smg/ml y leupeptina 5Smg/ml). Con
ayuda del homogeneizador de teflon, efectuando
suaves movimientos ascendentes y descendentes,
se rompen los oocitos. Todo el proceso debe
realizarse en hielo para mantener la integridad de
las proteinas. El homogenado se centrifuga dos
veces a 12000 rpm durante 10 min. a 4° C para
eliminar el vitelo, recuperando el sobrenadante
cada vez. El sobrenadante final se congela a -80°
C. Para valorar la concentracion resultante de
proteina se utiliza el método de BCA (apartado
7.3.2). Si se quiere concentrar la muestra, pueden
precipitarse las proteinas con TCA (acido

tricloroacético) (Sambrook et al., 1989).

7.1.2. Obtencion de proteinas de membranas

totales

Este protocolo permite enriquecer la
muestra con proteinas de membrana. Esto nos
puede interesar si la proteina con la que estamos
trabajando se expresa en la membrana del oocito,
como es el caso de los transportadores.

Material y reactivos:

- Tampén de  homogeneizacion:  250mM
sacarosa; 2mM EDTA; 25mM Hepes, pH=7.4.

- Inhibidores de proteasas: aprotinina 10 U/ml;
PMSF 0.1M; leupeptina 2mM; pepstatina
2mM.

- Homogenizador de teflén tamafio ependdorfs.

- Eppendorfs para ultracentrifuga (Beckam).

Procedimiento:
Igual que en el método anterior, después
de 48 horas de la inyeccidon, los oocitos se

distribuyen en eppendorfs por grupos de 30-50 y se
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aspira cuidadosamente el medio con una pipeta. Es
muy importante que todo el proceso se realice en
hielo para mantener la integridad de las proteinas.
Se aflade 5 pl de tampdén de homogenizacidén/
oocito suplementado con los inhibidores de
proteasas (aprotinina 1U/ml, PMSF 1 mM,
pepstatina Smg/ml y leupeptina 5Smg/ml) y con
ayuda del homogenizador de teflon se efectuan 20
movimientos suaves de ascenso y descenso para
homogenizar la muestra. Se centrifuga 2 veces el
contenido a 5000 rpm durante 5 min. a 4° C,
recuperando el sobrenadante cada vez. A
continuacion, se vuelve a centrifugar a 15000 rpm
durante 2 min. a 4° C y el sobrenadante resultante,
se centrifuga en una ultra-centrifuga (equilibrando
los eppendorfs) a 60000 rpm durante 2 horas a 4°
C. En el pellet obtenido se encuentran las proteinas
de membrana, que se resuspenden con 1 pul de
tampoén de homogenizacion por oocito. Para la
valoracion de las proteinas se utiliza el método de
Bradford (apartado 7.3.1).

7.2. Obtencion de proteinas totales de

células en cultivo

Este método se ha utilizado para la
obtencion de muestras de proteina a partir de
células HeLa transfectadas para analizarlas
posteriormente por Western Blot. Para ello, se ha
elegido un tampdén de solubilizacién general
(Immunomix). Para otras aplicaciones, como
purificacion de histidinas en Ni-NTA beads, el
tampén de homogeneizacion o lisis presenta

variaciones (apartado 7.7.).

Material y Reactivos:

- Células en cultivo (en pocillos de placa de 6 o
en placa de 10 cm)

- NEM (N-ethylmaleimide E-1271, Sigma)

- Tampoén Immunomix estoc: 0.2% TritéonX-100;
0.2% SDS; deoxicolato sdédico; 0.1% BSA

(Albumina Sérica Bovina) en PBS.



- Inhibidores de proteasas: aprotinina 10 U/ml;
PMSF 0.1M; leupeptina 2mM; pepstatina
2mM.

- PBS

Procedimiento:

Se prepara el tampon de homogeneizacion
o Immunomix diluyendo el estoc con PBS en una
proporcion de 3:7 y se afiaden los inhibidores de
proteasas, haciendo una dilucion 1/100 de los
estocs de aprotinina y PMSF y una dilucion 1/1000
de los de pepstatina y leupeptina. Se colocan las
células sobre hielo y se lavan dos veces con PBS.
Si se quiere preservar el puente disulfuro entre las
subunidades pesada y ligera del transportador (p.ej.
4F2hc/xCT) es recomendable hacer una
preincubacion con NEM 20mM en PBS frio
durante 5 min. (Wang et al., 1994). Se aspira la
solucion de NEM vy se afiade 100 pl de
Immunomix diluida a cada pocillo de 6 0 300 pl si
se trata de una placa de 10. Se rascan hs células
con ayuda de un scrapper, se recoge el contenido
con una micropipeta y se pone en un eppendorf en
agitacion orbital durante 30 min. a temperatura
ambiente para que se produzca una lisis
homogénea. Para precipitar los restos celulares sin
lisar, se centrifuga la muestra a 4° C durante 10
min. a 12000 rpm. El sobrenadante contiene las
proteinas totales solubilizadas, que se guardan a -
20°C.

7.3. Determinacion de la concentracion

de proteinas

Existen distintos métodos para la
valoracion de h concentracién de proteinas. En
esta tesis se ha utilizado dos de ellos: el método de
Bradford y el método de BCA. La eleccion de uno
u otro depende de la presencia de detergentes en la
muestra, en cuyo caso se recomienda el uso del
método de BCA para evitar interferencias en la

lectura de la absorbancia.

Materiales y Métodos

7.3.1. Método de Bradford (1976)

El método se basa en el cambio del pico
de absorbancia en una solucién 4cida de
Coomassie Brillant Blue G250 cuando se une a
proteinas. El cambio del méximo de absorbancia
es de 465 a 595 nm. No se aconseja para muestras
que contengan concentraciones significativas de
detergentes ya que pueden interferir en la lectura

de la absorvancia.

Material y reactivos:

- Solucién comercial “BioRad Protein Assay”
(Coomassie Brillant Blue, acido fosférico y
metanol) diluida 1/5 con agua Q (BioRad,
500,0006)

- Solucién de gama-globulinas bovinas (1mg/ml)
en tampon fosfato (Na,HPO, 50 mM, NaH,PO,
50 mM) pH 7.4. Se conserva a —20° C.

- Cubetas de plastico para espectrofotometro de
1.5 ml de capacidad (aunque también puede
hacerse en placas de 96 pocillos para un lector
de ELISA).

Procedimiento:

Se prepara la cantidad necesaria de
reactivo Bradford diluido teniendo en cuenta que
se afiade 1 ml por cubeta y que todas las muestras
se hacen por duplicado (incluyendo la curva
patrén). La curva patron comprende de 0 a 20 pg
de gama-globulinas. En las cubetas se depositan de
2 a 10 pl de las muestras. Se agitan las cubetas por
inversion evitando siempre la formacion de
espuma y se mide la absorbancia a 595 nm.
Cuando las proteinas estin  demasiado
concentradas es necesario hacer diluciones en agua
miliQ.

7.3.2. Método de BCA (1951)

En el caso que la muestra contenga
detergentes se utiliza el método de BCA, de la casa
comercial Pierce (Pierce BCA Protein Assay
Reagent 23225). Se basa en la reaccion de Biuret.
Las proteinas reaccionan con el cobre en la forma
Cu®*, formando Cu'" en medio alcalino que

reacciona con el reactivo BCA y forma un
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compuesto de color purpura. La lectura de la
absorbancia se hace a 562 nm y se utiliza una
solucion de albimina 2mg/ml para hacer la curva-

patrén.

Material y reactivos:

- Pierce BCA Protein Assay Reagent (23225,
Pierce)

- Albumina 2 mg/ml (Pierce, 23225)

- Placas de plastico de 96 pocillos

- Lector de ELISA (Biowhittaker Microplate
Reader 2001)

Procedimiento:

El reactivo que contiene el Cu’" se diluye
1:50 con la solucién de dilucion y se afiade 200 pl
de esta solucion por cada 10 o 20 pl de muestra,
en el caso de utilizar placas de 96 pocillos. Se
debe tener en cuenta que las muestras se hacen por
duplicado, incluida la curva patrén que comprende
de 0 a 10 pg de proteina. Como indican las
instrucciones del kit, se incuba durante 30 min. a

37° Cy se procede a la lectura de la absorbancia.

7.4. Tratamiento con Enzimas

7.4.1. N-Glicosidasa F (PNGasa F)

PNGasa F es una amidasa que hidroliza
casi todo tipo de glicidos unidos a péptidos o
proteinas. El sitio de corte se encuentra entre el
residuo de asparagina y el primer residuo de N
acetilglucosamina de la cadena de carbohidratos.
La digestion con este enzima se realiza siguiendo
las instrucciones de la casa comercial que lo
suministra (704S, New England BioLabs): i) paso
inicial de desnaturalizacioén, 1ii) reaccion de
digestion a 37°C con el tampon indicado y, iii)
parada de l reaccion y almacenaje a -20°C hasta

que se carguen en un gel de SDS-poliacrilamida.

7.4.2. Endoglicosidasa H (Endo H)

En las células de mamifero, las
glicoproteinas que aun no han salido del reticulo

endoplasmico hacia el Golgi son, en general,
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sensibles a Endo H. Una vez alcanzado el Golgi,
sufren un proceso de maduracién de la
glicosilacion por el que se vuelven insensibles a
este enzima. El tratamiento con este enzima
permite determinar si se ha producido el trafico de
una proteina desde el reticulo endoplasmatico al
aparato de Golgi, donde la N-glicosilacion ha sido
modificada. La reaccidon de este enzima se realiza
siguiendo las instrucciones de la casa comercial
que lo suministra (702S, New England BioLabs),

siguiendo un protocolo similar al de PNGasa F.

7.5. Ensayos de marcaje con 3-N-

(maleimidilpropionil)biocitina

Con la estrategia del cysteine scanning
mutagenesis (SCAM, Akabas et al., 1994) se puede
determinar la orientacién (intra o extracelular) de
un residuo concreto de una proteina inserida en la
membrana plasmatica. El método se basa en el uso
de reactivos que unicamente reaccionan con el
grupo sulfidrilo de la cisteina, combinando
reactivos impermeables con reactivos unidos a
biotina que luego son detectables en un gel (Seal et
al., 1998). Para ello es necesario construir una
version de la proteina que no contenga cisteinas
endogenas (cysless) y sustituir el residuo a analizar
por una cisteina. Es importante que las mutaciones
no comprometan la funcién de la proteina para
poder asumir que su plegamiento en la membrana
no esta alterado. Aunque el proceso de seleccion
de los residuos a estudiar es relativamente
empirico, hay dos factores que pueden tenerse en
cuenta: i) que presumiblemente se encuentre en un
entorno acuoso, como seria esperable en residuos
de loops extracelulares o citoplasmaticos, ii) que
pueda tolerar el cambio a cisteina, bien porque es
un residuo poco conservado en la familia o bien
porque el aminoacido correspondiente se parece a
la cisteina (alanina, serina).

En la determinacion de la topologia del
transportador xCT, presentada en este trabajo, se

ha utilizado esta técnica.
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Figura 42. Estructura molecular de
3-N-(maleimidilpropionil)biocitina.
Estructura del reactivo impermeable unido a un
grupo de biotina utilizado en los marcajes para la
localizacién intra o extracelular de los mutantes
de cisteina.

Material y reactivos:

- Células en cultivo en pocillos de placa de 6.

- PBSCM: PBS suplementado con 1mM CaCl, y
ImM CaCl,

- Solucién de BM: 500pM 3-N-
(maleimidilpropionil)biocitina M-1602,
Molecular Probes) en PBSCM (alicuotas
congeladas a -20° C).

- Estocs 1M en DMSO congelados a -20° C de

los reactivos tipo MTS: ([2-
(trimethylammonium)
ethyl]methanethiosulfonatebromide (MTSET);
(Sodium(2-

sulfonatoethyl)methanethiosulfonate (MTSES);
(2-aminoethyl methanethiosulfonate (MTSEA);
T795900; S672000; A6091000,
respectivamente, Toronto Research Chemicals).

- Estoc 5SmM en agua miliQ de S-4-CPG
congelado a -20° C (S-4-carboxifenilglicina;
0323 Tocris).

- Estocs de aminoacidos L-glutamato y L-
arginina 80mM en MGAIx (tamp6n de
transporte, apartado 4.2.) y congelados a —20°
C.

- Solucién ImM MTSET en PBSCM.

- Solucion 10mM MTSES en PBSCM.

- Solucién 2.5 mM MTSEA en PBSCM.

- Soluciéon 1mM S-4-CPG diluido en solucién de
BM.

- Solucién de Lglutamato y I-arginina 10mM

diluidos en solucién de BM.

Materiales y Métodos

- Soluciéon de L-cistina 350uM con BM 500uM
en PBSCM (se guarda congelada a —20° C).

- Solucién de 2% B-mercaptoetanol en PBSCM.

- Solucion de lisis: 300mM NaCl; 25mM
imidazol; 1%  TritonX-100; coctel de
inhibidores de proteasas (aprotinina 1U/ml,
PMSF 1 mM, pepstatina Smg/ml y leupeptina
Smg/ml); tampdn fosfato SOmM, pH 7.4.

- Scrapper (Cell lifter, Kultek).

Procedimiento:

Todos los experimentos se han llevado a
cabo en células HelLa transfectadas con el
plasmido de  histidinas correspondiente  al
mutante/es a analizar, incubadas a 33° C vy
plaqueadas en pocillos de placa de 6. Después de
48 horas de transfeccidn, se procede al ensayo de
marcaje. Se lavan las células dos veces con 2 ml de
PBSCM frio y se afiade 1 ml de solucion de [2-
(trimetilamonio)etil|metanotiosulfonato MTSET),
sodio-(2-sulfonatoetil)
(MTSES) o
(MTSEA) segun corresponda. Estas soluciones se

metanotiosulfonato)

(2-aminoetil)metanotiosulfonato

preparan justo antes de ser utilizadas y se
mantienen en hielo debido a la rapida hidrolizacion
de los reactivos de tipo MTS. En los pocillos que
no han de ser tratados, se afiade 1 ml de PBSCM
frio. Se dejan incubando a temperatura ambiente
durante 10 min. Se aspira la solucion y se lavan
tres veces con PBSCM. A continuacidn, se procede
a la biotinilacién o marcaje: se afiade 900 pl de
solucion de BM a cada pocillo y se deja en
incubacién durante 30 min. a temperatura
ambiente.

Cuando se desea hacer un ensayo de

proteccion del marcaje, ya sea por los sustratos del

"00C,
4 COO
Hs N C,HgNO,
+

MW=195.17

Figura 43. Estructura molecular de 4-
S-carboxifenilglicina. Esta molécula ha sido
descrita como un inhibidor no transportable del
sistema x_- (Patel et al. 2004).
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transportador o por algin otro reactivo (p.ej.
inhibidores del mismo), se realiza en paralelo al
paso de biotinilacion. En los pocillos destinados al
ensayo de proteccion, se afade 900 pl de la
solucién de L-glutamato, L-arginina, L-cistina o 4-
S-CPG, segun corresponda. Igualmente, se deja en
incubacién durante 30 min. a temperatura
ambiente.

Finalizado este tiempo, se pone las células
encima de una placa metdlica sobre hielo para
continuar el proceso en frio. Se aspira el medio y
se lavan las células, primero con 3 ml de soluciéon
de B-mercaptoetanol para neutralizar el exceso de
BM que ha quedado @uenching) y, luego, dos
veces con 2 ml de PBSCM frio. A continuacion, se
procede a la lisis celular para obtener el extracto de
proteinas que posteriormente se purificaran por
histidinas en Ni-NTA beads. Por este motivo, el
tampon de lisis utilizado no corresponde al descrito
en el apartado de obtencién de proteinas totales a
partir de células en cultivo (apartado 7.1.2.). Para
la lisis celular, se afiade 100 pl de solucion de lisis
a cada pocillo (con los inhibidores de proteasas
anadidos al momento), con ayuda de un scrapper
se rascan las células y con una pipeta se transfieren
a un tubo de 1.5 ml. clavado en hielo. Se dejan en

agitacion orbital a temperatura ambiente durante

MTSEA
A~ NH,+
—s © 37A

| MTSET

Nt_
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@]
[ MTSES
V™
=1 48A

Figura 44. Estructura molecular de

los reactivos MTS. El bloqueo del marcaje
con BM de los residuos de cisteina con acceso
extracelular se realiza mediante pre-incubacion
con reactivos de tipo MTS. El MTSET y MTSES
son de naturaleza impermeable mientras que el
MTSEA puede atravesar la membrana celular.

30 min. y se centrifugan a 12000 rpm durante 10

min. a 4° C. En el sobrenadante se encuentran las
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proteinas extraidas para su purificacion (apartado
7.6.). Si no van a utilizarse inmediatamente, se

pueden guardar a —20° C.

7.6. Tratamiento con Streptolisina-O

La Streptolisina O (SLO) es una toxina
que se libera al medio extracelular durante el
crecimiento de algunas cepas de bacterias del
grupo Streptococcus 'y se utiliza para la
permeabilizacion de células o la hemolisis.
Requiere un paso inicial de activacion en presencia
de agentes reductores (DTT o cisteina) previo a su
incubacion con las células; un segundo paso &
union al colesterol de la membrana; y un tercer
paso de permeabilizacién en el que la SLO produce
poros en la membrana de las células.

Aprovechando la propiedad de
permeabilizacion, en este trabajo se ha utilizado
para permitir la entrada en la célula del reactivo 3-
N-(maleimidilpropionil)biocitina para el marcaje
de residuos de cisteina de localizacion intracelular.
Se ha adquirido de la casa comercial Sigma
(Streptolysin O; S0149).

Material y reactivos:

- Células en cultivo en pocillos de placa de 6.

- PBSCM (apartado anterior)

- Estoc de SLO resuspendida en agua Q (segun
las instrucciones de la casa comercial) en
alicuotas de 20 pl congeladas a —20°C.

- NEM (N-etilmaleimida)

- Estoc de tampdén fosfato 10 mM, pH 7.4,
autoclavado y guardado a 4°C.

- Tampdén de SLO: tampén fosfato 10 mM
suplementado con DTT 2mM, pH 7.4.

- Solucién de SLO: dilucion 1/100 del estoc de
SLO en tampén de SLO.

- Cabina termostatizada a 37° C

Procedimiento:

Se utilizan células HeLa transfectadas 48
h con el pldsmido de histidinas correspondiente,
incubadas a 33° C y plaqueadas en pocillos de

placa de 6. Se empieza con el control negativo, que



son células preincubadas con NEM 1.5mM en
PBSCM. Se lavan los pocillos del control dos
veces con 2 ml de PBSCM, se afiade 1 ml de
solucion de NEM (preparada justo antes de ser
utilizada) y se deja 10 min. de incubaciéon a
temperatura ambiente. Se aspira la solucion y se
lava con 3 ml de PBSCM. A continuacion, el resto
de pocillos incluidos los controles negativos, se
lavan 2 veces con 2 ml de tampén de SLO frio y se
aflade 1 ml de soluciéon de SLO (previamente
incubada durante 10 min. en hielo para activarla).
Se ponen las células encima de una placa metalica
sobre hielo y se dejan en incubacién durante 15
min. Se aspira el exceso de SLO que no se ha
adherido a las células y se hace un lavado con 2 ml
de tampdn de SLO frio. A continuacion, se afiade 2
ml/pocillo de tampéon de SLO previamente
atemperado a 37° C y se trasladan las células a una
cabina termostatizada a esta temperatura. Se dejan
en incubacion durante 30 min., en los cuales la
SLO actua permeabilizando las membranas. Se
lavan las células con 2 ml de tampén de SLO y dos
veces con 3 ml de PBSCM. El siguiente paso
consiste en la biotinilacién o marcaje, enlazando

con el protocolo descrito en el apartado anterior.

7.7. Purificacion de una His-proteina
con agarosa de Ni-NTA
Se ha utilizado el Ni-NTA Spin Kit

(Qiagen) para purificar proteinas con un tag de 6
residuos de histidinas situado en la regién N-
terminal de la proteina. El kit contiene una resina
de agarosa de acido niquel-nitrilotriacético con
iones niquel inmovilizados en su superficie
capaces de interaccionar fuertemente con estos
residuos de histidinas. Este método permite la
purificacion de proteinas expresadas en diferentes
sistemas celulares en condiciones tanto nativas
como desnaturalizantes. Las condiciones de
purificacion establecidas en este trabajo estan
basadas en las sugeridas por el libro de

instrucciones de la casa comercial (Qiagen).

Materiales y Métodos

Material y reactivos:

- Ni-NTA Spin Kit (Agarose (50); 30230
Qiagen).

- Extractos de proteinas totales obtenidos de los
ensayos de marcaje.

- Tampon de lisis (apartado 7.4.)

- Tampén de lavado: 500mM NaCl, 50mM
imidazol, en PBS, pH 7.5 (con HCI).

- Tampoén de elucion: 500mM NaCl, 250mM
imidazole, en PBS, pH 7.5 (con HCI).

Procedimiento:

Antes de la purificacion, la resina se
equilibra con el tampon de lisis utilizado para la
obtencion del extracto de proteinas. Para ello se
pone por cada muestra un tubo eppendorf con 20
pl de resina y 150 pl de tampon en agitacion
orbital a 4° C. Una vez terminado el equilibrado
(con un pulso se precipita la resina y se aspira el
tampon), se afaden los 100 pl de extracto de
proteinas. Estas proteinas son las obtenidas
después del ensayo de marcaje, realizado el mismo
dia o en otro y congeladas a —20° C. La resina y las
proteinas se dejan en agitacion orbital a 4° C
durante 1 h 30 min. Transcurrido este tiempo, la
resina se precipita con un pulso, se aspira el
sobrenadante (que contiene las proteinas que no se
han unido a la resina) y se hacen dos lavados de
750 pl de tampoén de lavado frio de 2 min. Las
proteinas se eluyen con 45 ul de tampdn de elusion
durante 15 min. a temperatura ambiente (25° C) en
un termomixer. Este eluido, del que se recuperan
40 pl, después de anadirle 100mM DTT y tampon
de carga (preparacion de las muestras, apartado
7.7.) serd posteriormente cargado en un gel de
SDS-PAGE para visualizar la biotinilacion de los

residuos de xCT.

7.8. Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis de proteinas en un gel
de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) es uno
de los sistemas mas comunmente utilizados para

separar proteinas en funcién de su masa molecular
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(Laemmli, 1970). Previo a la electroforesis, se
afade a la muestra de proteinas tampdn de carga
que contiene una cantidad de SDS suficiente para
desnaturalizarlas y conferirles carga negativa. De
esta manera, se mantiene constante su relacidon
carga/masa. Cuando estas muestras se someten a
un campo eléctrico establecido sobre un gel que
contiene una malla del polimero acrilamida-
bisacrilamida, las proteinas se resuelven en
funciéon de su tamaflo. En este tipo de
electroforesis se preparan dos geles de diferente
pH vy concentracion de acrilamida: gel
concentrador 'y gel separador. En el gel
concentrador las proteinas se mueven muy rapido
debido al gran tamafio de poro facilitando asi que
todas entren a la vez en el gel separador. El
porcentaje de acrilamida del gel separador varia en
funcién de la masa molecular de las proteinas que
nos interesa separar. Para el caso de las
subunidades ligeras de la faa de transportadores de
aminoacidos heteroméricos, que se encuentran
alrededor de los 40-50 kDa, un gel del 10% de
archilamida permite que se separen bien.

En paralelo a las muestras, se corren
estandares preteflidos de diferentes tamafos
moleculares, lo que nos permite visualizar la
separacion de las proteinas y calcular
aproximadamente su tamaflo molecular.

En este trabajo se ha utilizado el sistema
de electroforesis Mini-Protean (BioRad). Permite
trabajar con volumenes de muestra relativamente
pequefios (20-100 ul) y manipular facilmente los
geles. Una vez hecha la electroforesis, las
proteinas pueden visualizarse directamente
mediante una tinciéon con Coomassie Blue o
Nitrato de plata. Si se quiere detectar una proteina
concreta se hace un analisis Western-blot. Para
detectar proteinas Dbiotiniladas se utiliza la

estreptavidina-peroxidasa.

Material y reactivos:

- Tampoén de carga Laemmli x3 (LSB x3): 4 ml
Tris'HCI 1.5 M pH 6.8, 12 ml glicerol 87%, 1.2
g SDS, 1 mg Azul de Bromofenol y agua Q
hasta 20 ml. A partir de éste se hacen diluciones
en agua Q para obtener LSB x2 y LSB x1.
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- Gel concentrador o stacking gel: Archilamida
3.3%; bis-N,N’-metilenbisacrilamida 0.088%;
Tris-HCI 0.125 M pH 6.8; SDS 0.1%; Persulfato
amonico 0.1%, y TEMED 6.6 nM. Se preparan
3 ml

- Gel separador o running gel: Acrilamida 6%,
7.5%, 10%, o 12% segun el tamafio de proteinas
que queremos separar; bis-N,N’-
metilenbisacrilamida 0.27%; Tris-Base 0.375 M
pH 8.8; SDS 0.1%; Persulfato amdnico 0.1%, y
TEMED 2.2mM. Se preparan 7.5 ml.

- Tampén de electroforesis x10: Tris-Base 250
mM, glicina 1.9 M y SDS 0.1%. Se guarda a
temperatura ambiente.

- Marcadores de tamafio molecular pretefiidos
(Broad range molecular weight markers,
BioRad, 161-0318).

- DTT 2 M en agua destilada. Se conserva a —20°
C y cuando se descongela se mantiene en hielo.

- MiniProtean (BioRad)

- Jeringas Hamilton de 25, 50 y 100 ul.

- Isopropanol

Procedimiento:

a) Polimerizacion de los geles: Se montan los
vidrios del sistema de electroforesis segun las
instrucciones del fabricante. Se prepara el running
gel teniendo en cuenta que el TEMED es
catalizador de la reaccion de polimerizacion por lo
que se afiade en ultimo lugar. El gel se vierte entre
los vidrios hasta que el volumen ocupe 3/4 de
éstos aproximadamente. Se deposita una ligera
capa de isopropanol para nivelar el gel, eliminar
burbujas de aire y evitar que el oxigeno inhiba la
polimerizaciéon. Una vez polimerizado el gel (tarda
10-15 min. aproximadamente), se decanta el
isopropanol 'y se afilade el running gel.
Inmediatamente se coloca el peine sumergiéndolo
en el gel y se deja que polimerice a temperatura
ambiente.

b) Preparaciéon de las muestras: En un tubo
eppendorf se deposita la cantidad de proteinas
deseada teniendo en cuenta el volumen maximo
final que entra en el pocillo del stacking gel: 80 ?1
en un peine de 10 pocillos de 1.5 mm. de grosor y

40 ul en un peine de 15 pocillos de 1.5 mm de



grosor, ambos para un sistema MiniProtean. Se
aflade LSB x3 necesario para que la concentracion
de LSB final sea x1. En el caso de que el volumen
de la muestra sea muy grande se utiliza LSB x4.
Cuando las muestras se tratan con DTT (para
eliminar interacciones por puentes disulfuro), éste
se afiade sobre la muestra con LSB a una
concentracion final de 100 mM. Se mezcla, se
hierven las muestras a 95° C durante 5 min. y se
centrifugan a 12000g durante 30 s a temperatura
ambiente. Mientras no se cargan, se mantienen en
hielo.

¢) Electroforesis: Una vez preparadas las
muestras y polimerizado el stacking gel se sacan
los peines, se colocan los geles en el sistema y se
sumerge en una cubeta con tampon de
electroforesis. Se cargan las muestras y los
marcadores de peso molecular con una jeringa
Hamilton. Se coloca la tapa con los electrodos y se
conecta a una fuente de alimentacion. Se fija el
amperaje a 30 mA por gel y se corre durante 1-2 h
a temperatura ambiente. Finalmente, se desmonta
el sistema y se separan los vidrios. A continuacion,
el gel se puede tefiir para visualizar las proteinas
(apartado 7.9.) o transferirse a una membrana de
PVDF para detectar proteinas biotiniladas
(apartado 7.12.) o para un analisis de Western blot
(apartado 7.11).

7.9. Métodos de tincion de geles

La deteccion de proteinas en geles de
poliacrilamida es esencial para la purificacion y el
analisis de proteinas. Todos los protocolos
implican la fijacion de la proteina al gel. En esta
tesis se han utilizado 2 métodos de tinciéon para
monitorizar los pasos de purificaciéon de xCT por
histidinas: i) con Coomassie brilliant blue, que es
un método barato, sencillo y capaz de detectar 0.1
ug de proteina, y ii) con plata, que es un método
mas sensible que el anterior capaz de detectar 1-10

ng de proteina.

Materiales y Métodos

7.9.1. Tincion Coomassie Brilliant Blue

Material y reactivos:

- Soluciéon de tincidén: 4acido acético 7.5%,
isopropanol 25%, Coomassie Brilliant Blue
0.05.

- Solucion destefiidora: acido acético 7.5%,

isopropanol 7.5%.

Procedimiento:

Se sumerge el gel en una cubeta con
solucion de tincion y se deja aproximadamente dos
horas a temperatura ambiente en agitacion suave.
Se hacen varios lavados de 15 min. a 37° C con la
solucién destefiidora hasta que se observan las
proteinas fijadas tefiidas en el gel. También se
puede dejar destifiendo toda la noche a
temperatura ambiente. De manera optativa, se
puede secar el gel en un secador durante 2 h. a 80°

C para conservarlo.

7.9.2. Tincion de plata

Existe un kit comercial de la casa Pierce
(GelCode SilverSNAP Stain Kit, 24602) para la
tincion con plata de proteinas. Incluye cinco pasos:
fijacion del gel, lavado, tincion, revelado y parada.
Los volumenes necesarios para teflir un gel del
sistema Miniprotean son la mitad de los indicados
en el manual de instrucciones. Todos los
recipientes que se utilizan han de ser de vidrio y el
que contiene el gel debe utilizarse exclusivamente
para este tipo de tincion.

7.10. Electrotransferencia

Cuando las proteinas separadas por
electroforesis se quieren destinar a analisis por
Western blot o otros revelados como deteccion de
proteinas biotiniladas, es necesario transferirlas a
una membrana de PVDF o nitrocelulosa, de forma

que quedan inmobilizadas por adsorcion.

Material y reactivos:

- Tampén de transferencia pH 8.3: Tris-base
25mM, glicina 192 mM, metanol 20%.

- Membrana PVDF  (Immobilon™-P; pore,
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IPVH00010).
- papel Whatmann 3MM
- Mini-Protean TransBlot Cell (BioRad)

Procedi miento:

Después de la electroforesis se descarta el
stacking gel y el running gel se sumerge en el
tampon de transferencia. Se corta un trozo de
membrana del mismo tamafio que el gel, se activa
en metanol durante 1 min. y después se hidrata en
agua destilada durante 1 min. Se cortan dos trozos
de papel Whatmann del mismo tamafio. Se prepara
una bandeja que contiene 500 ml de tampdn de
transferencia en la que se hace el montaje. Sobre la
parte negra del sistema y en el siguiente orden se
colocan una esponja, un papel Whatmann, el gel, la
membrana, un papel Whatmann y una esponja. La
membrana se puede marcar con lapiz en la parte
superior izquierda para controlar la orientacion con
respecto al gel y saber el orden de carga de las
muestras o hacer un pequefio corte con la tijeras
como punto de referencia. Es muy importante que
no queden burbujas entre el gel y la membrana
porque eso impide la transferencia de las proteinas.
Finalmente, se cierra el sistema procurando que no
se muevan los elementos que hay en el interior. Se
coloca en una cubeta de transferencia orientado
hacia el polo negativo de manera que las proteinas
migren del gel a la membrana al desplazarse hacia
al polo positivo. El sistema dispone de un bloque
de hielo que evita un calentamiento excesivo. Se
llena la cubeta con tampdn de transferencia y se
aplica una corriente constante de 250 mA durante
1h. Si las proteinas que se quieren detectar tienen
un peso molecular superior a 200 kDa, es
conveniente resolverlas en un running gel con un
6% de acrilamida. En este caso, la transferencia se
hace a 100 mA durante 16 h a 4° C. Una vez
acabada la transferencia se desmonta el sistema

procurando que la membrana no se seque.

7.11. Analisis de Western blot o

immunodeteccion

El andlisis de Western-blot permite que
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una proteina separada por electroforesis y
transferida a una membrana, sea identificada
mediante un anticuerpo que la reconoce
especificamente.

Este proceso consiste en i) el bloqueo de
la membrana mediante la incubacién en una
solucion rica en poteinas que evita la adsorcion del
anticuerpo a la membrana, ii) incubacion con el
anticuerpo primario, iii) incubaciéon con el
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa
HRP (Gorse radish peroxidase) y, iv) la posterior
deteccion con el sistema ECL (Enhanced
Chimioluminiscence) de la casa comercial

Amersham.

Material y reactivos:

- Solucién de bloqueo: depende del tipo de
anticuerpo primario que se utiliza. En este
trabajo se ha utilizado leche en polvo desnatada
al 5% en PBS para el anticuerpo anti-myc y
albumina bovina al 3% en TBS para el
anticuerpo anti-Xpress .

- Solucién de anticuerpo primario: generalmente
se prepara en la solucion de bloqueo diluida y
depende del tipo de anticuerpo: dilucién 1/1000
del anti-myc en leche 1% en PBS, dilucién
1/5000 del anti-Xpress en 1% BSA, 0.05%
Tween-20 en TBS.

- Tampén de lavado: Tween-20 al 0.3% en PBS
para el anti-myc y Tween-20 al 0.05% en TBS
para el anti-Xpress.

- Solucidon de anticuerpo secundario: producido en
cabra 'y acoplado a HRP (Horseradish
Peroxidase) contra IgG de raton (HRP-
conjugated gota  anti-mouse-IgG  solution,
Sigma). Se ha utilizado tanto contra el anti-myc
como el anti-Xpress, con una dilucion 1:50000
leche desnatada 1% en PBS (para el anti-myc) o
en 1% BSA en TBS-0.05% Tween-20 (para el
anti-Xpress).

- Reactivo ECL: este reactivo permite la deteccion
de los anticuerpos conjugados con HRP debido a
que la peroxidasa cataliza una reaccion quimica
que produce un sustrato  luminiscente.
(Amersham, RPN 2209).

- Filmes para autorradiografia.

- Soluciones de revelado y fijacion (Kodak)



Procedimiento:

Para evitar al maximo la adsorcion de
anticuerpos en la membrana, ésta se preincuba con
una solucién rica en proteinas. Las incubaciones
posteriores con los anticuerpos primario y
secundario también se hacen en soluciones que
contienen proteinas. Este bloqueo se lleva a cabo
durante 1 h a 37° C (leche 5% o BSA 3% en PBS).
Finalizado este tiempo se incuba con 5 ml de
solucién de anticuerpo primario (membrana de 9x5
cm) durante 16 h a 4° C o 1h 15 min a temperatura
ambiente. Para eliminar el exceso de anticuerpo y
las interacciones inespecificas de éste, se hacen 3
lavados de la membrana con tampoén de lavado
durante 10 min. a 37° C y en agitaciéon. Una vez
lavada, se incuba con la solucion de anticuerpo
secundario durante 45 min a temperatura ambiente
y se hacen 3 lavados de 5 min. a temperatura
ambiente. Se eliminan los restos de tampon de
lavado con PBS, se cubre la membrana con un
plastico para evitar que se seque y se afiade 500 ?1
del reactivo ECL sobre la cara de la membrana que
contiene las proteinas. Después de 1 min. se
limpian los restos de reactivo y las proteinas se
detectan con una exposicion a un film

autoradiografico.

7.12. Revelado de los geles SDS-PAGE

con estreptavidina-peroxidasa

El conjugado de estreptavidina-peroxidasa
permite la deteccion de sustancias, proteinas y
anticuerpos marcados con biotina. En esta tesis se
ha utilizado para visualizar los residuos de xCT
biotinilados después de los ensayos de marcaje con

el reactivo 3-N-(male imidilpropionil)biocitina.

Material y Reactivos:
- Estoc de
(Streptavidin-POD conjugate, 1089153 Roche),

resuspendida en agua Q y mantenida a 4° C,

estreptavidina-peroxidasa

siguiendo las instrucciones de la casa

comercial.

Materiales y Métodos

- Membranas transferidas de los geles SDS-
PAGE con las proteinas de los ensayos de
marcaje.

- Solucién de bloqueo: 1.5% BSA (Albumina
Bovina Sérica) en PBS.

- Solucion de estreptavidina-POD:  diluciéon
1/5000 del estoc en PBS, 2% BSA, 0.1%
TritonX-100.

- Solucion de lavado: 0.1% TritonX-100 en PBS.

- Bafoa37°C.

- ECL (Amersham)

- Papel fotografico para autoradiografia (Agfa)

Procedimiento:

El primer paso consiste en el bloqueo de
la membrana para intentar evitar al maximo
uniones inespecificas de la estreptavidina. Al
desmontar el sistema de la transferencia (apartado
7.9.) se incuba la membrana con la solucioén de
bloqueo durante 1 h en agitacién en un bafio a 37°
C. Después de este tiempo, se descarta la solucion
de bloqueo y se afiade la solucion de
estreptavidina-POD (preparada justo antes de ser
utilizada), que se deja incubando a temperatura
ambiente durante 1 h. Para eliminar el exceso de
estreptavidina que haya quedado, se hacen tres
lavados generosos en volumen (unos 100 ml por
membrana) de 10 min. cada uno en agitacion a 37°
C. Después del ultimo lavado se aclara la
membrana con PBS y se hace la reaccion ECL
durante 1 min. El revelado del film se hace de
igual manera que en los analisis por Western blot,
aunque los tiempos de exposicion suelen ser muy

cortos (30 s a 5 min.).

7.13. Estudios de inmunolocalizacion

En este trabajo se ha utilizado esta técnica
para detectar la expresion de proteinas en cortes de
oocitos o en células HeLa en cultivo transfectadas
transitoriamente. La inmunolocalizacion se basa
en el reconocimiento de las cadenas pesadas del
anticuerpo primario por un anticuerpo secundario

que esta conjugado a un fluorocromo. La
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combinacion  de  anticuerpos  secundarios
conjugados a distintos fluorocromos facilita la
localizacion simultanea de al menos dos proteinas

diferentes.

7.13.1. Inmunolocalizacion en cortes de oocito

de Xenopus

Material y reactivos:

- Criomoldes (Cryomold 4565; Tissue Tek)

- OCT (Agar Scientific Ltd., Essex, England)

- Criostato (Criocut 2800 E, Reichert-Jung)

- Portaobjetos previamente tratados con gelatina
0.5%.

- PBS

- Rotulador PapPen (de grasa)

- Solucién de fijacion: paraformaldehido 3% en
PBS.

- Glicina 100mM en PBS

- Soluciéon de permeabilizacion: Triton X-100
1% en PBS.

- Solucién de bloqueo: FBS 10% en PBS.

- Anticuerpo primario anti-myc diluido 1/500 en
10% FBS-PBS. Cada anticuerpo se utiliza a
una concentracion  determinada. Si  se
desconoce, puede empezarse provando una
dilucion 10 veces mas concentrada que la que
se utiliza para Western blot con el mismo
anticuerpo.

- Anticuerpo secundario Goat anti-mouse Texas
Red (Molecular Probes) diluido 1/100 en 10%
FBS-PBS. Es fotosensible y por este motivo se
guarda protegido de la luz.

- Medio de montaje para inmunofluorescencia
(ICN 622701).

- Cubreobjetos

- Microscopio confocal (Leica TCS NT, Serveis

Cientifico-Técnics, Universitat de Barcelona).

Procedimiento:

a) Preparacion de los cortes de oocito: Se pone a
enfriar una placa metalica sobre una superficie de
nieve carbonica. Cuando ya esta fria, se ponen los
criomoldes encima y también se espera que se
enfrien. Se les aflade una gota de OCT vy,

rapidamente, dipositamos con cuidado un grupo de
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5-10 oocitos/molde. Intentamos que queden
separados entre ellos (podemos ayudarnos con una
punta de pipeta para posicionarlos bien) y los
cubrimos con OCT. Dejamos que el OCT se
congele completamente y guardamos los moldes a
—80° C hasta el momento de hacer los cortes. Para
hacer los cortes es necesario pre-enfriar la cdmara
del criostato, los moldes y la cuchilla a —20° C
durante 10 horas. Luego se hacen secciones de 15
pm siguiendo las instrucciones de (Shih et al,
1998). Es facil que los cortes se adhieran
facilmente al portaobjetos debido a la diferencia de
temperatura entre ambos. Hechos los cortes, se
guardan en una caja a —20° C hasta el momento de
hacer la inmunocitoquimica.

b) Inmunolocalizacion en secciones de oocito:
Los portaobjetos con las secciones de los oocitos
se atemperan a 37°C durante 10 min. sobre una
placa calefactora. Para evitar que se escape por los
lados del portaobjetos volumen de las soluciones a
utilizar, se dibuja un 6valo con el rotulador PapPen
alrededor de las secciones. A partir de aqui todo el
proceso se realiza a temperatura ambiente. Se
incuban los cortes en solucion de fijacion durante
10 min. Para disminuir la autofluorescencia de las
células debido al proceso de fijacion con
paraformaldehido, se incuban los cortes con glicina
100 mM en PBS durante 10 min. A continuacion,
se incuban en solucion de permeabilizacion
también durante 10 min. y se hacen tres lavados
con PBS. Después del ultimo lavado se bloquean
los cortes durante 30 min. en la solucion de
bloqueo. Mientras, se puede preparar la dilucion de
los anticuerpos en FBS 10% en PBS. Se utiliza un
volumen de 200 ul de anticuerpo diluido para cada
portaobjetos. Se preparan las diluciones y se
centrifugan a maxima velocidad a 4°C durante 5
min. para precipitar cualquier posible impureza.
Los sobrenadantes se transfieren a nuevos tubos y
se mantienen en hielo hasta su uso. Finalizado el
bloqueo, se hace la incubacién con el anticuerpo
primario durante 1 hora, seguido de tres lavados
con PBS. A continuacion, se incuba los cortes
(protegidos de la luz) durante 1 hora con la
dilucion del anticuerpo secundario. B importante
decir que algunas de las proteinas de reserva del

oocito son fluorescentes a la misma longitud de



onda que la fluoresceina. Por este motivo se
recomienda utilizar anticuerpos secundarios
conjugados a otros fluorocromos, como la
rodamina y el Texas Red (Molecular Probes).
Después del secundario, se lavan los cortes tres
veces con PBS, se secan a 37°C y, finalmente, se
les afiade el medio de montaje y se cubren con el
cubreobjetos. Las preparaciones se dejan secar 12
h a temperatura ambiente y protegidas de la luz,
aunque luego se mantienen a 4°C hasta la

observacion en el microscopio confocal.

7.13.2. Inmunolocalizacion sobre células en

cultivo

Material y reactivos:

- PBS

- Solucidén de fijacion: paraformaldehido 3% en
PBS (puede suplementarse con sacarosa 60mM
para asegurarse que las células no se
permeabilizan por cambios de osmolaridad).

- NH4Cl 50 mM en PBS.

- Glicina 20 mM en PBS.

- Solucién de permeabilizacion: Tritén X-100
0.1% en PBS-Glicina 20 mM.

- Soluciéon de bloqueo: BSA 1% en PBS-Glicina
20 mM. Alternativamente, también puede
usarse FBS (Fetal Bovine Serum) 10% en PBS.

- Anticuerpos primarios anti-myc diluido 1/500 y
anti-Xpress y anti-His diluidos 1/100 en 1%
BSA PBS-Glicina 20mM o, alternativamente,
10% FBS en PBS. Si se desconoce la
concentracion se puede empezar probando una
dilucién 10 veces mas concentrada que la que
se utiliza para Western blot con el mismo
anticuerpo.

- Anticuerpo secundario Goat anti-mouse Texas
Red (Molecular Probes) diluido 1/100 en PBS
en 1% BSA PBS-Glicina 20mM o,
alternativamente, 10% FBS en PBS. Es
fotosensible y se guarda protegido de la luz.

- Medio de montaje para inmunofluorescencia
(ICN 622701) 0o mo wiol.

- Cubreobjetos de vidrio de 10 mm de didmetro
esterilizados por calor seco en la estufa a 90°C

o por rayos UV durante 12 h.

Materiales y Métodos

- Placa de cultivo celular de 24 pocillos como
camara humeda.
- Pinzas quirurgicas de precision (para manipular

los cubres).

Procedimiento:

Para este tipo de ensayos, las células se
siembran en placas de 10 mm que contienen
cubreobjetos distribuidos homogéneamente. De
esta manera las células crecen sobre los
cubreobjetos. Se transfectan asi y después de 48 h
se sacan de la placa con ayuda de las pinzas y se
sumergen de uno en uno, con la cara de las células
orientada hacia arriba, en los pocillos de una placa
de 24 a la que previamente se ha afladido PBS. Es
importante controlar durante todo el proceso la
orientacion de los cubreobjetos y evitar aplicar las
soluciones directamente sobre las células. Se aspira
el PBS de los pocillos, se lavan 2 veces con PBS y
se aflade la solucién de fijacién durante 20 min.
Para disminuir la autofluorescencia del proceso de
fijacion, las células se incuban con NH4Cl y glicina
durante 10 min. En el caso que no vayan a
permeabilizarse, este paso puede obviarse ya que a
veces produce la rotura de las membranas. Se retira
la solucion, se hacen dos lavados de 5 min. con
PBS-Glicina y se permeabilizan durante 10 min. Se
repiten los dos lavados de PBS-Glicina y se
bloquean las células con la solucién de bloqueo
durante 30 min. Durante este tiempo se pueden
preparar las diluciones de los anticuerpos. Se
calcula 25 pl de solucion de anticuerpo por cada
cubreobjeto, se prepara en tubos eppendorf y se
mantienen en hielo hasta su utilizacion. Una vez
acabado el bloqueo, se colocan sobre un trozo de
parafilm 25 nl de solucion de anticuerpo por cada
cubre. Con las pinzas de precision, se sacan los
cubres de la solucién de bloqueo, se absorben los
restos apoyandolos verticalmente sobre papel de
celulosa y se colocan sobre la gota de anticuerpo
de manera que esté en contacto con la cara de las
células. Se incuba durante 1 h a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo se vuelven a
colocar los cubres en la placa de 24 pocillos con
las células orientadas hacia arriba y se hacen tres
lavados con PBS-Glicina de 5 min. cada uno. A

continuacion, sobre otro trozo de parafilm, se
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depositan 25 pl de solucion de anticuerpo
secundario preparada de la misma manera que que
la soluciéon de anticuerpo primario y sobre la que
se colocan los cubreobjetos con las células
orientadas hacia la soluciéon durante 45 min.
Debido a la fotosensibilidad del anticuerpo, los
cubres se tapan de la luz con papel de aluminio.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se colocan
de nuevo en la placa de 24 pocillos y se lavan dos
veces con PBS. Finalmente, se secan sobre un
papel de celulosa y se colocan con medio de
montaje sobre un portaobjetos. Se dejan secar a
temperatura ambiente y después se mantienen a
4°C en la oscuridad hasta la observacion de las
preparaciones en el microscopio confocal de los
Serveis Cientifico-Técnics de la Universitat de
Barcelona. Debe tenerse en cuenta la vida media
de los fluorocromos y no dejar las preparaciones
demasiado tiempo antes de ser observadas para que

no decaiga la senal.
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APENDICE A. Constructos de
DNA

A.l. Constructos de xCT humano

XCT humano en Bluescript

El cDNA codificante para la proteina
humana xCT se obtuvo a partir de un fragmento de
1.2 kb, producto de la amplificacion de un pool de
DNAs de la linia celular NT2 (teratocarcinoma
humano indiferenciado) utilizando los primers
HCYSG1 5-ATGGTCAGAAAGCCTGTTTG-3’
y HCYSG2 5’-
TCTTCTGGTACAACTTCCAGTATTA-3’, y del
clon de IMAGE 290903 (extremo 3’). Se clond en
Bluescript utilizando la diana EcoRV (sin que ésta
se mantuviera). Este trabajo fue realizado por la
Dra. M.T. Bassi en el Telethon Institute de Milan.

xCT humano en pNKS2

Para hacer la caracterizacion de la
proteina en oocitos de Xenopus se clond el cDNA
de xCT en el vector de expresion pNKS2, que
aflade los extremos 5’ y 3’ no traducidos del
mensajero de la ?-globina y una cola poliA. Esto
permite incrementar la expresion de la proteina ya
que aumenta la estabilidad del cRNA al ser
inyectado en el oocito. Este vector fue cedido por
el Dr. Schmalzing (Gloor et al., 1995).

Se parti6 del plasmido de xCT en
Bluescript, que se digirid con el enzima EcoRI. El
inserto purificado se tratdé con Klenow para
rellenar los extremos protuberantes (extremos
romos) y se ligd (utilizando DNA ligasa)con el
fragmento del vector vacio pNKS2 cortado con
Ncol y Sall y también tratado con Klenow
(extremos romos). Tratar el vector con fosfatasa
alcalina evita, en parte, la religacion provocada por
los extremos romos. La ligacién se precipita y
luego se transforma en bacterias competentes
preparadas para heat shock o electroporador. La

orientacion del inserto subclonado fue comprobada
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por digestion y posterior secuenciacion completa
del cDNA de xCT.

N-myc xCT humano en pNKS2

A partir de XCT-pNKS2, se amplifico por
PCR el cDNA de xCT utilizando los primers
xCTAccl 5’-
CAAGCGGTCGACATGGTCAGAAAGCCTGTT
GTG-3’ (que contiene la diana Accl) y xCTmyec 3’-
CGGACTTACCGCTTACCCTG-5’. Hay que
tener en cuenta que la secuencia del epitopo myc
debe estar en pauta de lectura con el ATG del
cDNA de xCT. El fragmento obtenido de h PCR
purificado y el vector vacio pNKS2-myc se
digirieron con Accly Notl. Ambos se purificaron y
precipitaron y se montd la ligacion con DNA
ligasa. El constructo resultante fue comprobado

por digestion y secuenciacion completa del inserto.

N-his xCT humano en pcDNA4/HisMAX

La metodologia para la determinacion
de la topologia de xCT requeria la purificacion de
la proteina y se eligié clonarlo en este vector por
sus caracteristicas. El vector pcDNA4/HisMax
(Invitrogen) esta disefiado para la sobreproduccion
de proteinas recombinantes en linias celulares de
mamifero. Contiene el promotor pCMV Human
cytomegalovirus immediate-early), estimuladores
de la traduccion (enhancer QBISP 163), genes de
resistencia a la zeocina y ampicilina, el lugar de
reconocimiento de la enterokinasa, y lo mas
importante, una cola de 6 histidinas y el epitopo de
reconocimiento del anticuerpo Xpress.

Para su construccion, a partir de xCT-
PNKS2, se amplificé por PCR el cDNA de xCT
utilizando  los  primers  xCTAsp718  5’-
GAGCTGGGTACCGATGGTCAGAAAGCCTG
TTGTGTC -3’ (que contiene la diana Asp718)y
xCTmyc 3’-5’ (descrito anteriormente). En este

caso también es esencial que la cola de histidinas y
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el epitopo Xpress estén en pauta de lectura con el
ORF de xCT. El fragmento purificado y el vector
vacio pcDNA4/HisMax (en la version A) se
digirieron con Asp718 'y Notl. Ambos se
purificaron y precipitaron y se monto6 la ligacion.
El constructo resultante fue comprobado por

digestion y secuenciacion completa del inserto.

XCT humano en pcDNA3

El vector pcDNA3 (Invitrogen) contiene
el promotor pCMV, que permite la expresion
constitutiva en células de mamifero; el promotor
T7, los genes de resistencia a geneticina o G418 y
ampicilina; y regiones que permiten su replicacion
en bacterias. Para construir xCT-pcDNA3 se
cortaron tanto el plasmido xCT-pNKS2 como el
vector vacio pcDNA3 con Hindlll y Notl. Se
purificaron ambos fragmentos y se ligaron con
DNA ligasa. El constructo resultante fue
comprobado por digestion y secuenciacion

completa del inserto.

C-myc xCT humano en pCMV-Tag5

La gama de vectores pCMV (Invitrogen)
ofrece la opcidn de generar proteinas de fusién con
diferentes epitopos de anticuerpos comerciales.
Son vectores de expresion en células de mamifero
(promotor CMV) y con genes de resistencia a
kanamicina (50mg/l) y G418. En este caso se
eligio pCMV-tag5, por su opcidn de unir el epitopo
myc en el extremo Gterminal de la proteina. A
partir del plasmido xCT-pCDNA3, se amplificd
por PCR el fragmento del cDNA de xCT utilizando
los primers T7 5°-3° 'y xCTAccl 3’-
GGTCTTCTTCTATTCAATTCAGCTGAACGG
TC- 5’ (que elimina el codon STOP de xCT e
introduce una diana Accl). Se purifico el fragmento
amplificado de la PCR y se digiri6, paralelamente
al vector PCMV5 (version C), con los enzimas de
restriccion Hindlll 'y Accl. Se purificaron y
precipitaron ambos fragmentos y se ligaron con
DNA ligasa. El constructo resultante fue
comprobado por digestion y secuenciacion

completa del inserto.
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A.2. Mutantes de xCT humano

xCT-Cysless humano en pNKS2

La construccion de xCT sin las 7 cisteinas
endogenas se hizo sustituyendo cada una de ellas
por mutagénesis dirigida (C? S)y subclonando el
fragmento en el plasmido original de forma
secuencial. A continuacidn se presentan los
oligonucledtidos directos (5°-3”) utilizados para la
generacion de cada respectivo mutante. El cambio
de nucleotido/os aparece resaltado en negrita. El
oligonucledtido reverso (3°-5’) utilizado es el

complementario al directo:

C86S:
CATCTGGACGGTGTCCGGGGTCCTG
C158S:
GGAACCATTTTTTATTCAATCCGAAATCCC
C197S:
CTTAACCTTTTCCAAGCTCACAGC
C2718S:
TCCCCTTGCAATATCCATATCCATGGCC
C327C:

TGCCCTCTCCTCCTTTGGCTCC

C414C:
CTTCGATACAAATCCCCAGATATGCTCC
C435CS:
TCCTTCACATCCCTCTTCATGGTTGCC

En todos los casos, tanto las mutaciones
como las ligaciones de los constructos intermedios
fueron comprovados por secuenciacion.
Igualmente, se monitorizd las actividades en
oocitos de Xemopus para controlar que no
perdiamos completamente la  funcién  del
transportador en alguno de los pasos intermedios.

En primer Iugar, se digirieron los
mutantes C86S y C158C con EcoRV'y Xhol. El
fragmento de ~600 pb purificado de C158S se ligo
con el de ~3900 pb de C86S para formar el doble
mutante C86S-C158S, y sobre éste, se mutd
C1978S. El triple mutante C86S-C158S-C197S y el
mutante C271S se digirieron con Bsgly Ndel. El
fragmento purificado de ~600 pb del primero se
ligd con el de ~3900 pb del segundo para formar el
mutante C86S-C158S-C197S-C2718S.



Paralelamente, sobre el mutante C4358S se
hizé6 mutagénesis dirigida para afiadir C414S. El
doble mutante C414S-C435S y el mutante C327S
se digirieron con Xhol y Notl. El fragmento
purificado de ~550 pb del doble mutante se ligd
con el de ~4000 pb de C327S para formar C327S-
C414S-4358S.

Finalmente, se digirieron los mutantes
C86S-C158S-C197S-C271S y C327S-C414S-435S
con Bsgly Notly se montd la ligacién entre los
fragmentos de ~3500 pb del primero con el de
~1000 pb del segundo. Asi quedd construida la
version sin cisteinas de XCT o el llamado xCT-

Cysless.

N-his xCT-Cysless humano en pcDNA4HisMAX

Se partié de los constructos XCT-Cysless
pNKS2 y Nhis xCT pcDNA4HisMax. Ambos se
digirieron con los enzimas de restriccion Bsgl'y
Notl y se montd la ligacion con el fragmento de
~1,8 kb del primero con el de ~5,5 kb del segundo.
El constructo resultante se comprobo por digestion
y secuenciacién completa del ORF (Open Reading
Frame). Este plasmido ha sido la base para la
introduccion de cisteinas individuales en el estudio

de la topologia de xCT.

Constructos de introduccion de cisteinas
individuales en xXCT-Cysless pcDNA4/HisMax

A continuacion se presentan los
oligonucleotidos directos (5°-3’) utilizados para la
generacion de cada respectivo mutante. El cambio
de nucledtido/os aparece resaltado en negrita. El
oligonucledtido reverso (3°-5°) utilizado es el

complementario al directo:

S11C

GTGTCCACCATCTGCAAAGGAGGTTACC
N72C
AAGGGCGTGCTCCAGTGCACGGGCAGCGT
S79C
AGCGTGGGCATGTGTCTGACCATCTGGAC
T102C
GCTGAATTGGGATGTACTATAAAGAAATC
K105C
GGGAACAACTATATGTAAATCTGGAAGG
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G109C
GAAATCTGGATGTCATTACACATATATTTTG
H110C
GAAATCTGGAGGTTGTTACACATATATTTTG
Y111C
CTGGAGGTCATTGCACATATATTTTGG
T112C
ATCTGGAGGTCATTACTGCTATATTTTGGA
E116C
CACATATATTTTGTGTGTCTTTGGTCC
V117C
CATATATTTTGGAATGCTTTGGTCCATTAC
F118C
TGGAAGTCTGTGGTCCATTACCAGC
L121C
GTCTTTGGTCCATGTCCAGCTTTTGTACG
P122C
GGTCCATTATGTGCTTTTGTACGAG
A123C
GGTCCATTACCATGTTTTGTACGAGTCTG
F124C
GGTCCATTACCAGCTTGTGTACGAGTCTG
R126C
CCAGCTTTTGTATGTGTCTGGGTGGAAC
E130C
CGAGTCTGGGTGTGTCTCCTCATAATAC
L163C
TGAAATCCCTGAATGTGCGATCAAGCTC
K166C
CCTGAACTTGCGATCTGCCTCATTACAG
S181C
GATGGTCCTAAATTGCATGAGTGTCAGCTG
M182C
GGTCCTAAATAGCTGTAGTGTCAGCTGG
S183C
GTCCTAAATAGCATGTGTGTCAGCTGGAG
S185C
GCATGAGTGTCTGCTGGAGCGCCCGGATC
S187C

GTGTCAGCTGGT GCGCCCGGATCCAGA
A188C
GTCAGCTGGAGCTGCCGGATCCAGA
R189C
CAGCTGGAGCGCCTGTATCCAGATTTTC
1190C
GGAGCGCCCGGTGCCAGATTTTCTTAAC
1192C
AGCGCCCGGATCCAGIGTTTCTTAACC
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F193C
GGATCCAGATTTGCTTAACCTTTTCCAAGC
L194C

CCAGATTTTCT GTACCTTTTCCAAGCTC
F196C
CCAGATTTTCTTAACCTGITCCAAGCTCAC
S197C
CTTAACCTTTTGCAAGCTCACAGC
Q219C
AGGTCAAACGTGCAACTTTAAAGACGCC
E260C

TACTGAAGAAGTA TGCAACCCTGAA
N293C:
TTACGACCATTTGTGCTGAGGAGCT
A294C
CGACCATTAATTGTGAGGAGCTGCTGC
N301C
GAGCTGCTGCTTTCATGTGCAGTGGCAGTGA
E309C

GCAGTGACCTTTTCT TGCCGGCTACTGG
A337C
GTGGTGTGTTTTGTGTCTCCAGGTTATTC
S342C
GCTGTCTCCAGGTTATTGCTATGTTGCGTCTC
A345C
GGTTATTCTATGTTTGTTCTCGAGAGGGTCA
S346C
TCTATGTTGCGTCGCGAGAGGGTCACC
E353C
GGTCACCTTCCATGTATCCTCTCCATG
1354C
GTCACCTTCCAGAATGCCTCTCCATGATTC
$356C
TCCAGAAATCCTCTGCATGATTCATGT
H363C
CATGTCCGCAAGTGCACTCCTCTACCAGC
S387C

GGAGACCTCGACTGTCTTTTGAATTTCC
S414C

CTTCGATACAAATGCCCAGATATGCTCC
H418C
CCAGATATGTGTCGTCCTTTCAAGGTG
S445C
TTCCCTCTATTGTGACCCATTTAGT
K472C
TATGGGACTGTAAACCCAGGTGG
R478C
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CCAGGTGGTTTTGTATAATGTCGG
S481C
GGTTTAGAATAATGTGTGAGAAAATAACC
1484C

GTCGGAGAAATGTACCAGAAC

L492C
CAAATAATATGTGAAGTTGTACCAG
E497C
GAAGTTGTACCATGTGAAGATAAGTTATG
D499C
TGTACCAGAAGAATGTAAGTTATGA
K500C
CCAGAAGAAGATTGTTTATGAACTAATGG

Mutantes individuales de xCT salvaje en
pcDNA4/HisMax
Igualmente, a continuaciéon se presentan

los oligonucleotidos directos (5°-3”) utilizados para
la generacion de cada respectivo mutante. El
cambio de nucledtido/os aparece resaltado en
negrita:

H110K

GAAATCTGGAGGTAAATACACATATATTTTG

H110D

GAAATCTGGAGGTGATTACACATATATTTTG

A.3. Constructos de PW de raton

PW de ratéon en pNKS2

Para intentar hacer la caracterizacion de la
proteina en oocitos de Xenopus se clond el cDNA
de PW en el vector de expresion pNKS2, descrito
anteriormente. A partir del plasmido PW-
Bluescript (construido por la Dra. M.T.Bassi), se
amplific6é por PCR el fragmento del cDNA de PK
utilizando los primers PWNcol5’-
GAGCTCCATGGTGAATGTAAACTTCTCTCA
ATG-3’ (que introduce la diana Ncol) y PWSall
3
GTTAAGTGTCCGGGGTGAATCTCAGCTGGA
CTT-5’ (que introduce una diana Sa/l). Se purifico
el fragmento amplificado de la PCR. Se digirieron
el fragmento purificado y el vector pNKS2 con los
enzimas de restriccion Ncol'y Sall. Se purificaron
y precipitaron ambos fragmentos y se ligaron con

DNA ligasa. El constructo resultante fue



comprobado por digestion y secuenciacion
completa del inserto.

PW de ratén en myc-pNKS2

Para introducir el epitopo myc en el
extremo N-terminal de PW en pNKS2, también se
parti6 del pldsmido PW -Bluescript. Se amplifico el
cDNA de PW con los primers PWSall 5°-
TCTCGGTCGACATGGCAATGGATTCAAAGA
AGG-3" y PWSall 3’-5’ (descrito anteriormente).
El fragmento amplificado de la PCR purificado y
el vector pNKS2 se digirieron con Sall . El vector
se tratd con fosfatasa alcalina para minimizar la
religacion. Los fragmentos se purificaron,
precipitaron y ligaron con DNA ligasa. La
orientacion del inserto se comprobd por restriccion

y la fidelidad de la secuencia, por secuenciacion.

PW de ratén en pCMV-Tag3

Las caracteristicas de estos vectores,
descritas anteriormente, permitian el estudio de
PW en células de mamifero (p.ej. HeLa) con el
valor afiadido de la unioén del epitopo myc en el
extremo N-terminal de la secuencia de PW. Esto
es muy util cuando no se dispone de anticuerpo
especifico. Para su subclonacidn, se partiéo del
plasmido PW-pNKS2. Se amplifico el cDNA de
PW con los primers PWBamHI 5’-
CAGTCGCATCCATGGCAATGGATTCAAAGA
AGG-3’ (que introduce la diana de restriccion
BamHI en el extremo 5°) y PWPstl 3’-
GATCACGAGAGTTCTCAACGTAGACGTCAG
GCG-5’ (que introduce la diana Pstl en el extremo
3”). El fragmento se purificd y se digirié con los
enzimas BamHI y Pstl, paralelamente al vector.
Ambos se purificaron, precipitaron y ligaron con
DNA ligasa. El constructo resultante se comprobd

por restriccion y se secuencio.

Concatenamero mycPW-4F2hcpSPORT

El concatendmero PW-4F2hc és wuna
proteina de fusion que contiene la proteina PW en
el extremo N-terminal seguida de un péptido de 10
aminodacidos para darle flexibilidad, y la proteina
4F2hc. Para su construccion nos basamos en la
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estrategia publicada por el grupo de Verrey
(Pfeiffer et al., 1999a).

En  primer lugar se  diseflaron
oligonucledtidos de mutagénesis para introducir
una diana Xhol en pauta con el ATG de inicio de
transcripcion de 4F2hc 5
TCGTGTCGCCGGTTCTGCACTCGAGATGAG
CCAGGACACCGAGGT-3’). Paralelamente, se
amplificé por PCR el cDNA de mycPW a partir del
plasmido mycPW —pCMV. Se usaron los primers
mycSmal 5-
AGACTACCCGGGAATTAACCCTCACTAAA-
3’ (que introduce una diana Smal) y el mPWXholIR
3
TGGTGTATGTACTTCTTTCACCACGACGAG
GACTACCACGAGGAGAGCTCTAAGTT-5’
(que contiene el final de secuencia de PW, con el
linker y una diana Xhol). Se digirié el mutante de
rBAT y el fragmento amplificado de PW con Smal
y Xhol y se ligaron con DNA ligasa. Se comprobd

el constructo resultante por sequencia.

A.4. Constructos de PK de raton

PK de ratéon en pCMV-Tag3

Esta version de los vectores tipo pCMV
(descritos en A.1) fusiona el epitopo myc con el
extremo N-terminal de la proteina de interés. Es
importante recordar que confiere resistencia a
kanamicina a las bacterias que lo adquieran. A
partir del plasmido PK-Bluescript (construido por
la Dra. M.T.Bassi), se amplifico por PCR el
fragmento del cDNA de PK utilizando los primers
PKPstl5’-
GCGGACTGCAGATGCAACTCTTGAGAGCA
CTAG-3" (que introduce la diana Pst]) y
PKHindIII 3’-
GTACGAACGAGTGTAATATTCGAAGCCTG-
5’ (que introduce una diana HindlIlIl). Se purifico el
fragmento amplificado de la PCR y se digirio,
paralelamente al vector PCMV3 (version B), con
los enzimas de restriccion Pstl y HindIIl. Se
purificaron y precipitaron ambos fragmentos y se

ligaron con DNA ligasa. El constructo resultante

137



Apéndices

fue comprobado por digestion y secuenciacion
completa del inserto.
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APENDICE B.
generales

Soluciones

LB

Triptona 1%

Extracto de levadura 0.5%

NaCl 0.5%

Se ajusta el pH a 7.5 con NaOH y se autoclava.

En el caso de preparar LB-agar, se afiade
agar a 1.5% (p/v) en la botella que contiene el LB
justo antes de autoclavarlo. Una vez autoclavado,
se deja atemperar hasta 50°C. En este momento se
aflade el antibidtico, si se requiere. Se vierte el
medio sobre las placas y se dejan enfriar a
temperatura ambiente. Se guardan a 4°C en

posicion invertida.

Ampicilina

Se disuelve en agua MilliQ a 100 mg/ml.
La solucion se filtra con filtros de 0.22 mm de
diametro, se alicuota y se guarda a -20°C. A
temperaturas superiores a 55°C la ampicilina se

inactiva.

PBS

NaCl 136 mM

KC12.7 mM

Na,HPO4 8 mM

KH,PO4 1.5 mM

Se ajusta el pH a 7.4. con HCL.

Si se ha de utilizar para cultivos celulares, se

autoclave la solucion.

TBS

Tris-HC1 0.05 M
NaCl 0.15M

Se ajustael pHa 7.5

LSB

Se prepara una soluciéon madre de LSBx4:
Tris-HC1 0.4 M, pH 6.8

Glicerol 80% (v/v)

SDS 8% (p/v)
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Dilucion 1/250 de wuna solucion de azul de

bromofenol al 10%

A partir de éste, se obtienen las demas

concentraciones por dilucion.

H,0-DEPC
Agua desionizada (MilliQ, Millipore)
DEPC (dietilpirocarbonato) 0.01%

Incubamos el agua desionizada con el
DEPC durante 12 h a 37°C y en agitacion. Se
autoclave para inactivar el DEPC que podria

modificar quimicamente las purinas del RNA.

Paraformaldehido 3%

La preparacion se hace bajo la campana
extractora. El paraformaldehido se disuelve en
medio basico, por este motivo se calienta agua
bidestilada con unas gotas de NaOH en una placa
calefactora. Se afiade el paraformaldehido y se deja
en agitacion. Una vez disuelto, se hacen alicuotas y

se guardan a -20°C.

Solucion estoc de L-[3SS]-cistina

La cistina radiactiva (SJ126, Amersham)
se entrega en polvo y es necesario disolverla para
preparar la solucién estoc de cistina marcada. Se
disuelve en 10 mM DTT oxidado (D-3511, Sigma)
y 1% de etanol absoluto en agua MilliQ. Esta
solucion se lleva a un pH de 2.5 afiadiendo un par
de gotas de HCI concentrado y comprobandolo con
tiras de pH (Merck). Teniendo en cuenta la
cantidad de cistina del recipiente comercial,
preparamos el volumen necesario de esta solucion
para disolver la cistina a 350 pM. Siguiendo las
precauciones adecuadas para un producto
radiactivo, se afiaden pequefios volimenes de esta
solucidn a la cistina en polvo y se le aplica vortex.
Se recoge el volumen en un tubo estéril. Se repite
la operacién hasta acabar el volumen de la soluciéon
y asegurarse que no queda nada en el envase
comercial. A continuacion, se cuenta 1 pl de la

solucion en el contador beta. Se hacen tres réplicas
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para asegurarnos que la solucion es homogénea. A
partir del contaje, y conociendo la concentracion
de cistina, podemos calcular la actividad especifica
de esta solucion. Se reparte en alicuotas de 300 pl
en tubos eppendorf, bajo una corriente de N, gas, y
se guarda a -80°C.
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