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Introduccié

La memoria d'aquesta tesi recull els resultats que han permeés la identificacio
i caracteritzacié dels dos membres de la familia de transportadors d’aminoacids
SLC43, LAT4 i EEG1. El treball pretén avancar en el coneixement dels

transportadors de soluts.

SISTEMES DE TRANSPORT D’AMINOACIDS EN MAMIFERS

En la societat occidental, I'home pot arribar a incorporar fins un 30% de
proteines a la seva dieta. Després de la digestio, els péptids i aminoacids resultants
s'han d'absorbir eficientment als enterocits de l'intesti prim. Dins les cél-lules
epitelials de [l'intesti, els péptids s'hidrolitzen formant els aminoacids que
posteriorment s'allibereran al torrent sanguini mitjangcant transportadors
d'aminoacids. Des de la sang, els aminoacids es distribueixen a la resta de teixits
de l'organisme, on serveixen per la sintesis de noves proteines, com a precursors
d'una gran varietat de molécules bioactives i com a font d’energia metabdlica. En el
ronyd, els aminoacids lliures es filtren i es reabsorbeixen per evitar el
malbaratament de metabolits valuosos.

El transport dels aminoacids a través de la membrana plasmatica, ha estat
ampliament estudiat en diferents tipus de ceél-lules epitelials i no epitelials de
diferents teixits. En la placenta, els transportadors d'aminoacids subministren
nutrients provinents de la sang materna a la sang fetal i ajuden a destoxificar-la.
En el sistema nervids central controlen selectivament el trafic d’aminoacids per tal
de regular I'homeostasi i participar en la transmissié nerviosa (Wagner et al. 2001).
En el fetge tenen un paper clau en el cicle de la urea i és on té lloc la degradacio
dels aminoacids a partir de transaminacions per donar lloc a la sintesi
d'intermediaris de la gluconeogénesi, de cossos cetonics, de proteines del plasma
sanguini, i moltes altres substancies bioldogicament actives. Perqué aquestes
funcions es puguin realitzar correctament, els aminoacids han de ser transportats
eficientment i especificament a través de les membranes cel-lulars mitjangant
transportadors d’aminoacids que els reconeguin, uneixin i transportin de l'interior a
I'espai extracel-lular a la ceél-lula o viceversa (revisat a McGivan i Pastor-Anglada
1994; Palacin et al. 1998).

Estudis realitzats als anys 50 i 60 revelen que cada dia, per persona,
s'absorbeixen en forma de péptids i aminoacids uns 300 g de proteines procedents
de fonts endogenes i exodgenes, i que només l'equivalent a 10 g apareix com a
nitrogen fecal (Freeman i Kim 1978). Al jejunum proximal de lintesti és on
s’'absorbeixen la major part de peptids i aminoacids, i a la nefrona renal,

concretament als tubuls proximals contornejats, és on té lloc la major part de la
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Sistemes de transport d’aminoacids en mamifers

reabsorcié d‘aquests nutrients. Al voltant del 95-99% dels aminoacids sén
reabsorbits mitjancant transportadors d‘aminoacids. Basant-se en estudis
funcionals i en perfils d’‘aminoacids d‘orina de pacients amb diferents
aminoaciduries, es van proposar cinc activitats de transport diferents (Milne 1964;

Young i Freedman 1971):

1) El sistema “neutre” o “sistema preferent per la metionina”, per
transportadors d’aminoacids neutres.

2) El sistema “basic”, per transportadors d’aminoacids cationics juntament
amb cistina.

3) El sistema “acid”, per transportadors d‘aspartat i glutamat.

4) El sistema “iminoglicina” pels transportadors de prolina, hidroxiprolina i
glicina.

5) El sistema per “p-aminoacids”.

La denominacié de ‘“sistemes” per indicar activitats de transport
d’aminoacids s'utilitza per tal de classificar els transportadors d’aminoacids indicant
la seva especificitat de substrat i les seves propietats termodinamiques. Els primers
estudis en aquest sentit, els va realitzar Halvor N. Christensen (revisat a
Christensen 1990) en cél-lules no epitelials (principalment eritrocits, hepatocits i
fibroblast), on va descriure que cada sistema de transport reconeixia a grups
d’aminoacids enlloc d’aminoacids individuals i que es tractava d’un transport
estereoespecific. A partir dels estudis de Christensen, es van descriure grups de
transportadors que reconeixien aminoacids neutres pero preferentment la Leucina i
altres aminoacids grans, hidrofobics i neutres: Sistema L (Oxender i Christensen
1963); un altre grup que reconeixia preferentment Alanina i altres aminoacids
petits, polars i neutres i es van anomenar: Sistema A; o Alanina, Serina i Cisteina:
Sistema ASC (Christensen 1975). Una nomenclatura especial ( x per anionics i y
per cationic) es va utilitzar per designar els sistemes de transport d’aminoacids
cationics com a Sistema y*, i els anionics com a Sistema X ag. Només amb
algunes excepcions (Sistema L i T), es designa els sistemes Na* dependents amb
majuscules i amb la lletra i els acronims indicatius de I'especificitat de substrat; i es
representa amb minlscula els sistemes independents del i6 Na* (Bannai et al.
1984).
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Introduccié

siSTEMA] ccdNA |  GEN | suBsTRATS | ANALEGS | MECANISME |

A

ASC
asc
BO

BO,+
b0,+

(beta)

Gly

IMINO

PAT

y'L

Taula 1. Sistemes de transport d’aminoacids.

SNAT1
SNAT2

SNAT4
ASCT1
ASCT2
4F2 hc/ascl
asc-2/?
B°AT1
B°AT2
ATBY*

rBAT/b%*AT
GAT1
GAT2
GAT3
GAT4
TauT
GlyT1
GlyT2
XT2
SIT1
4F2hc/LAT1
4F2hc/LAT2
LAT3
LAT4
SNAT3
SNATS
PAT1
PAT2
PAT3
PAT4

TAT1
EAAT1
EAAT2
EAAT3
EAAT4
EAATS

4F2 hc/xCT

CAT-1

CAT-2 (A/B)
CAT-3
CAT-4 (?)
4F2hc/y*LAT1

4F2hc/y*LAT2

SLC38A1
SLC38A2

SLC38A4
SLC1A4
SLC1A5

SLC3A2/SLC7A10

SLC7A12

SLC6A19

SLC6A15

SLC6A14

SLC3A1/SLC7A9
SLC6A1
SLC6A12
SLC6A13
SLC6A11
SLC6A6
SLC6A9
SLC6AS
SLC6A18
SLC6A20
SLC3A2/SLC7A5
SLC3A2/SLC7A8
SLC43A1
SLC43A2
SLC38A3
SLC38A5
SLC36A1
SLC36A2
SLC36A3
SLC36A4

SLC16A10
SLC1A3
SLC1A2
SLC1A1
SLC1A6
SLC1A7

SLC3A2/SLC7A11
SLC7A1
SLC7A2
SLC7A3
SLC7A4

SLC3A2/SLC7A7

SLC3A2/SLC7A6

G,A,C,N,H,S
G,P,AS,CQN,HM

G,A,S,C,Q,N,M
AS,C
A,S,CT,Q
G,A,S,CT
G,AST
AA©
P,L,V,I,M
AA°,AA* B-Ala
AA*,AA°,0Q,Cistina

GABA
GABA  bet,P,p-Ala
GABA,bet, Tau
GABA, bet
Tau, p-Ala

G

P, HO-P
H,M,LIV,F,Y,W
AA° excepte P

LI,M,F

LI,M,F

Q,N,H
Q,N,H,S,G
P,G,A GABA, p-Ala
P,G,A

Desconegut

F,Y,W

E,D

E, cistina,(D)
R,K,O,H
R,K,O,H

R,L
?
K,R,Q,H,M,L

K,R,QHM,LA,C

O:ornitina,

AAO:;

Cotransport

MeAIB 1Na*/AA

Ac.Cisteic Antiport Na*-

dependent

D-AA°, AIB .
Antiport

+

BCH Cotransport Na

+

BCH Cotransport Na

Antiport

Cotransport
2-3Na*/1CI/AA

Cotransport
2-3Na*/1CI/AA
Desc.

MeAIB Na*, CI

Antiport
BCH
Uniport

Cotransport Na*/AA
acoplat antiport-H*

: +
MeAIB Simport H*/AA

Desconegut Desconegut

Uniport

Cotransport
3Na*/1H*/AA
acoplat a
K*-antiport

D-Asp

Antiport

Uniport

Antiport
1Na*/AA

aminoacids neutres, OH-P:

hidroxiprolina, bet: betaina, AIB: acid aminoisobutiric, MeAIB: acid metil-aminoisobutiric, rBAT: related

to bo*-aminoacid transporter, 4F2hc: 4F2 heavy chain, PAT: Proton-coupled amino acid tranporter, SLC:
SoLute Carrier. Adaptada de (Palacin et al. 1998; Bréer 2008).
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En la década dels 90, el desenvolupament de tecniques d’expressié funcional
juntament amb l'impuls de la bioinformatica, va permetre identificar gran nombre
de transportadors d'aminoacids per homologia d'ESTs i productes génics. La seva
caracteritzacié funcional en sistemes d'expressio heterolegs (majoritariament odcits
de Xenopus) va facilitar I'associacié als diferents sistemes de transport préviament
descrits, i se’ls va anomenar intentant mantenir la nomenclatura adoptada per cada
sistema (Christensen et al. 1994).

A la Taula 1 apareixen els diferents sistemes i les isoformes clonades
associades a cadascun d'ells. S'especifica el gen responsable, I|'especificitat de
substrat, si accepten algun analeg d'aminoacid i el mecanisme de transport.

La identificacié molecular dels transportadors d'aminoacids i de les proteines
relacionades va seguir amb els estudis basats en la relacié estructura-funcid, amb
les patologies genétiques moleculars associades a la manca o mal funcionament
d'aquests transportadors i a la generacié de diferents models animals per aquestes

patologies.

Sistemes de transport d’aminoacids neutres

Tal com es pot veure a la Taula 1, hi ha diferents sistemes de transport
d’aminoacids neutres (A, ASC, asc, B°, L, T, N, Gly, B i IMINO). Part d'aquesta tesi
esta dedicada a la caracteritzacid d’una proteina que forma part del sistema de
transport L. Per aquest motiu, a continuacié, es descriu més ampliament aquest

sistema en particular.

Sistema L

El transport d’aminoacids neutres a través de la membrana plasmatica de la
cel-lula es va comencar a estudiar en Escherichia coli (Cohen i Rickenberg 1956),
llevats (Halvorson i Cohen 1958) i cél-lules de tumor ascitic d’Ehrlich (Tenenhouse i
Quastel 1960). En aquest ultim tipus cel-lular, va ser on es van descriure per
primera vegada les caracteristiques el sistema L: una activitat de transport
d’aminoacids neutres, sodi independent i inhibible per I'analeg d’aminoacids no
metabolitzable BCH (2-aminobicyclo(2,2,1) heptane-2-carboxylic acid) (Oxender i
Christensen 1963). En aquest mateix model cel-lular, es va observar que l'activitat
del sistema L augmentava en incrementar la concentracié de protons (Garcia-
Sancho et al. 1977), i fins i tot es va arribar a postular un mecanisme de
cotransport de leucina amb protons en un model de cél-lules de fetge (Mitsumoto et

al. 1986). Referent al mecanisme de transport d’aquest sistema, s’observa que la
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presencia de substrats a l'altre costat de la membrana estimulava el transport,
fenomen conegut com a trans-estimulacié (Oxender i Christensen 1963). S’ha
descrit una amplia especificitat de substrats pel sistema L, transportant fins i tot
compostos farmacoldgics amb estructures similars als aminoacids, com sén la L-
dopamina, melfalan, gabapentina i pregabalina (Uchino et al. 2002; Su et al.
2005).

El sistema L és ubic, identificat en multitud de cel-lules i teixits com per
exemple en intesti prim (Hidalgo i Borchardt 1990), cornia (Jain-Vakkalagadda et
al. 2003), placenta (Kudo i Boyd 2001), barrera hematoencefalica (Omidi et al.
2008) i en els tubuls proximals del ronyd (Christensen 1990). En cel-lules epitelials
s'ha localitzat preferentment a la membrana basolateral, com per exemple en les
originaries del tubul distal de ronyé de gos anomenades MDCK (Madin-Darby canine
kidney) (Boerner et al. 1986), les cél-lules procedents del tubul proximal de ronyé
de porc, LLC-PK (Rabito i Karish 1982), bidopsies de jeju de rata perfos (Taylor et al.
1989), epiteli pancreatic exocri (Mann i Peran 1986) i de vesicules de membrana
basolateral d’intesti (Wright et al. 1981; Lash i Jones 1984; Wilde i Kilberg 1991).
Pel que fa a la membrana apical, l'activitat del sistema L només s'ha descrit en
vesicules de membranes apicals de jeju de pollastre (Soriano-Garcia et al. 1998).

Des d’un punt de vista fisiologic, I'expressid del sistema augmenta per la
confluéncia cel-lular, la proliferacio, la deplecié de sérum i addicié d’inhibidors de la
sintesi proteica en cél-lules 3T3 (Oxender et al. 1977; Petronini et al. 1982).

Inicialment, el sistema L es va descriure com un transport d’alta afinitat
(rang micromolar), pero posteriorment es van separar 3 variants en funcié de la
diferent afinitat pels aminoacids neutres. En cultius primaris d’hepatocits de rata
adulta, es van descriure les variants L;, que presentava una afinitat elevada (rang
micromolar) i L,, amb una afinitat per aminoacids neutres més baixa (rang
milimolar) (Weissbach et al. 1982). La variant L3 s’ha descrit en cél-lules 3T3 amb
una afinitat intermitja entre les dues anteriorment comentades (Gandolfi et al.
1987).

Des de la identificacid del sistema L (Oxender i Christensen 1963), els
primers intents per clonar la proteina responsable del transport van ésser fallits
(Cecchini et al. 1977; Segel et al. 1984). La historia va donar un gir, quan el grup
de S. Broer va clonar la proteina 4F2hc (CD98) com a responsable de I'activitat del
sistema L mitjancant I'expressié en oocits de Xenopus Laevis d’una llibreria de
cDNAs derivada de cel-lules C6-BU-1 de glioma de rata (Broer et al. 1995). A part
d’aillar el mRNA responsable de la induccié de l'activitat L, també van demostrar
gue s‘inhibia amb oligonucleodtids antisentit especifics per el cDNA d’‘aquesta

proteina. En el seu moment, aquests resultats semblaven contradir els publicats
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anteriorment sobre la induccié d’activitat y*'L amb I'expressié de 4F2hc, també en
oocits de Xenopus (Bertran et al. 1992).

No va ser fins el 1998 amb la clonacié de la permeasa LAT1 (inicialment
anomenada ASUR4), que es va identificar el primer complexe heterodimeric format
per 4F2 de cadena pesada (4F2hc) i LAT1 de cadena lleugera, com a responsables
d'una activitat de transport compatible amb el sistema L (Kanai et al. 1998;
Mastroberardino et al. 1998). Aquesta permeasa va ser el primer membre d’una
nova familia de transportadors d’aminoacids que formaven heterodimers amb una
glicoproteina integral de membrana plasmatica (4F2hc o rBAT). Es va demostrar
bioquimicament que la unié de les dues proteines era covalent mitjancant un pont
disulfur, i que calia la co-expressié de les dues proteines per una correcta expressio
funcional a la membrana de la cél-lula (Mastroberardino et al. 1998).

La segona permeasa que es va caracteritzar, que s’associava a 4F2hc i
induia una activitat de transport de tipus L va ser LAT2 (Pineda et al. 1999; Rossier
et al. 1999; Segawa et al. 1999). Més endavant de la introduccié es detallen les
caracteristiques funcionals de LAT1 i LAT2, pero cal destacar que en els dos casos,
es tracta d’heterodimers que funcionen com a bescanviadors obligatoris
d’aminoacids neutres i que pertanyen a la familia HAT (Heteromeric Amino acid
Transporter).

A partir de l'any 2000, amb el gran augment de transportadors
molecularment identificats, va ser necessari homogeneitzar la nomenclatura
d’aquests transportadors. Des de |'Organitzacié del Genoma Huma (HUGO) es va
consensuar una nomenclatura basada en els gens codificants de proteines
pertanyents a families de transportadors de soluts. S’utilitza I'arrel SLC (de SolLute
Carrier), seguit del nUmero corresponent a la familia “genética” a la que pertany, la
lletra A, que actua de separador, i finalment el nUmero del transportador (Hediger
et al. 2004). Seguint la nova nomenclatura, la subunitat pesada 4F2hc pertany a la
familia SLC3 i s'anomena SLC3A2, i les subunitats lleugeres a la familia SLC7,
concretament, LAT1 i LAT2 s'anomenen respectivament, SLC7A5 i SLC7AS.

El 2003, es va identificar una segona i nova familia de transportadors
d’aminoacids anomenada SLC43, que també transportava aminoacids neutres amb
caracteristiques compatibles amb les descrites pel sistema L (Babu et al. 2003). El
primer membre clonat de la familia fou LAT3 (SLC43A1) i a diferéncia de LAT1 i
LAT2 que actuen de bescanviadors obligatoris, LAT3 media un transport uniport
amb la capacitat de generar un flux net d’entrada o de sortida d’aminoacids.

La identificacidé i caracteritzaciéo del segon membre de la familia, SLC43A2

anomenat LAT4, aixi com la caracteritzacié i estudi d'un model mutant en ratoli per
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el tercer membre, SLC43A3, es descriuen en els capitols de Resultats i Discussio
d’aquesta memoria.

A continuacié es descriuen les dues families de transportadors d’aminoacids
responsables de l'activitat del sistema L: la familia de transportadors heteromerics
d’aminoacids (HAT), la qual inclou dues families géniques diferents (SLC3 i SLC7) i
la familia SLC43.

Transportadors heteromeérics d’aminoacids (HAT)

Com ja s'ha comentat anteriorment, els transportadors d'aminoacids es
classifiquen en sistemes en funcié de la seva homologia de seqliéncia i de les seves
propietats funcionals, com ['especificitat de substrat, el mecanisme de transportii la
dependencia de ions. La familia a la qual pertanyen els transportadors d’aminoacids
neutres LAT1 i LAT2 es caracteritza per la seva estructura heteromerica i per aixo,
també s'anomena familia de Transportadors Heteromeérics d'Aminoacids (HAT,

Heteromeric Amino acid Transporter).

membrana :
plasmatica

Int,

Fig. 1 Representacié esquematica dels transportadors heteromérics d’aminoacids (HAT). La
subunitat pesada (HSHAT, de color verd) esta unida per un pont disulfur a la subunitat lleugera (LSHAT,
de color gris i negre). Les cisteines implicades a la unié mitjancant el pont disulfur es localitzen a I’'espai
extracel-lular (ext), després del segment transmembrana de la HSHAT i en el segon domini extracel-lular
de la subunitat lleugera. El domini extracel-lular de la HSHAT és homoleg a les glucosidases i s’indiquen

possibles llocs de glicosilacio (Y).

La unitat funcional esta formada, com a minim, per una subunitat pesada
(Heavy Subunit Heteromeric Amino acid Transporter, HSHAT de la familia SLC3) i

una subunitat lleugera (Light Subunit Heteromeric Amino acid Transporter, LSHAT
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de la familia SLC7) unides per un pont disulfur conservat en tots els membres de la
familia (Fig.1) (Chillarén et al. 2001; Wagner et al. 2001; Verrey et al. 2004)
L'estructura heteromerica d'aquesta familia i les activitats de transport
induides per aquesta, s'han conservat al llarg de I'evolucié. S'ha identificat
I'homoleg a LAT1 (SPRM1) de Schistosoma mansoni (40% homoleg a I'huma), s'ha
comprovat que s'associa a 4F2hc i que té activitat de transport de tipus L
(Mastroberardino et al. 1998). També s'han caracteritzat dos homolegs (AAT-1 i
AAT-3) de LSHAT i un homoleg (ATG-2) de HSHAT, del genoma del nematode C.
elegans, com a primers membres invertebrats de la familia HAT (Veljkovic et al.
2004). L'expressid en oocits de X. Laevis d'aquests homolegs, indueix una activitat
de transport sodi independent similar a la del sistema L caracteritzada en mamifers.
Actualment, la familia HAT consta de 2 membres de la familia HSHAT i 10
membres per la familia de cadenes lleugeres LSHAT (revisada a (Palacin et al.
2005). A continuacid es detallen les caracteristiques dels membres implicats en el
transport d'aminoacids neutres tipus L, aixi com de rBAT, per la rellevancia de la
proteina en els processos de (re)absorcié renal i intestinal que també s’expliquen

en aquesta tesi.

Subunitats pesades (HSHATSs)

Les subunitats pesades formen la familia SLC3 representada per només 2
membres: SLC3A1, que codifica per la proteina rBAT (related to b®* Amino acid
Transporter) i SLC3A2, que codifica per 4F2hc (heavy chain of the surface antigen
4F2 o CD98 o fusion regulatory protein 1 (FRP1)).

Les dues proteines comparteixen caracteristiques estructurals i funcionals.
Es tracta de N-glicoproteines de membrana de tipus II, amb I'extrem NH, terminal
intracel-lular, un domini trans-membrana i I'extrem COOH terminal extracel-lular
(Fig. 1) (Hemler i Strominger 1982; Bertran et al. 1992). El residu de cisteina que
participa en la formaci6 del pont disulfur es troba situat a 4-5 posicions de I'extrem
de I'inic domini transmembrana en direccid a I'extrem COOH terminal. Presenten
un domini voluminds extracel-lular similar a les a-amilases i en el cas de 4F2hc,
s’ha observat que és capac d’homodimeritzar, a part d’heterodimeritzar amb les
cadenes lleugeres (Fort et al. 2007).

El paper fisiologic de la subunitat pesada sembla estar relacionat amb el
reconeixement de la subunitat lleugera i la seva conduccié cap a la membrana
plasmatica, de fet, la subunitat lleugera no arriba a la membrana plasmatica si no
interactua amb la pesada (Feliubadalé et al. 1999; Nakamura et al. 1999;

Bartoccioni et al. 2008). La substitucié a serina de la cisteina (C103S) implicada en
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el pont disulfur d’'unié de 4F2hc amb la subunitat lleugera, no altera I'expressié de
I'neterodimer a la membrana. Aquest fet indica que existeixen altres interaccions
importants no covalents entre les dues proteines (Estevez et al. 1998; Pfeiffer et al.
1998).

rBAT (SLC3A1)

Al 1992, es va identificar el primer membre de la familia de transportadors
HAT anomenat rBAT o també NBAT o D2 (Bertran et al. 1992; Tate et al. 1992;
Wells i Hediger 1992). L'expressid de la proteina en oocits de Xenopus laevis induia
una activitat de transport d'aminoacids similar a la descrita anteriorment pel
sistema bo* (Van Winkle et al. 1988), o sigui, d'aminoacids dibasics, neutres i de
cistina, sodi independent. rBAT s’expressa principalment al ronyd i a l'intesti prim,
tot i que també es detecta el missatger en fetge, pancrees i cervell (Bertran et al.
1993; Lee 1993). Per estudis d'immunocitoquimica es va mostrar que rBAT es
localitza a la membrana apical de les cel-lules epitelials d’intesti i de tubul proximal
de ronyé (Kanai et al. 1992; Furriols et al. 1993).

Per la seva funcié de transport i el patrdé d'expressid, rBAT es va relacionar
amb la malaltia hereditaria cistinliria, provocada per un defecte en la reabsorcié de
cistina i aminoacids dibasics a la nefrona renal. Efectivament, es van trobar
mutacions en el gen SLC3Al1l causants de la cistintria (Calonge et al. 1994).
Actualment, es classifica com a cistinuria de tipus A, la que prové de mutacions en
el gen SLC3A1, i cistinlria tipus B la que és causada per mutacions en el gen
SLC7A9 (b°*AT, subunitat lleugera de rBAT) (Dello Strologo et al. 2002).

S’han identificat diversos models animals per la cistinadria (revisat a Segal i
Thier 1995). El primer en apareixer ja al 1983, i el més estudiat, és el model cani
on s'han identificat diferents mutacions naturals en el gen SLC3A1 (Henthorn et al.
2000) i en SLC7A9, tot i que no es descarta la implicacié d'altres gens en la
cistindria en gossos (Harnevik et al. 2006). Posteriorment, s’han generat dos
models murins tant pel que fa a la cistinuria de tipus A com B (Feliubadald et al.
2003), més adequats per estudis bioquimics i genétics i que es detalla més

endavant a la introduccio.

4F2hc (SLC3A2)

El cDNA de 4F2hc va ser clonat a partir de I'Us d'un anticos monoclonal
dissenyat contra un antigen de superficie de cel-lules de limfoblastoma (Hemler i
Strominger 1982), pero després de la identificacid de rBAT i gracies a la seva alta
identitat de seqliéncia, es va plantejar si 4F2hc també podia induir activitat de

transport en oocits de Xenopus. Efectivament, I'expressié de 4F2hc va provocar un
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augment en el transport d'aminoacids simulant una activitat préviament descrita en
eritrocits i coneguda com a sistema y*L (Bertran et al. 1992; Wells i Hediger 1992).
Estudis posteriors, van demostrar que el responsable del transport no era la
introduccié exogena de la cadena pesada sind I'expressié endogena en Xenopus de
la cadena lleugera (Estevez et al. 1998) identificada posteriorment com a SLC7A7
(y*LAT1), i que el paper de 4F2 en aquest entorn, és el d’'augmentar l'arribada a la
superficie cel-lular de la cadena lleugera, aixi com incrementar l'activitat de
transport (Torrents et al. 1998).

Actualment, es coneixen 6 subunitats lleugeres que s'uneixen a 4F2hc per
formar I’'heterodimer capag d‘induir activitat de transport d’aminoacids. Aquestes
sén LAT1, LAT2, y'LAT1, y*'LAT2, asc-1 i xCT (revisat a Palacin et al. 2005).
Concretament, la unié6 de 4F2hc amb LAT1 i LAT2 indueix una activitat tipus L de
transport d'aminoacids neutres. L'heterodimeritzaci6 amb y*LAT1 i y*LAT2 provoca
I'activitat de transport d'aminoacids del sistema y*L, o sigui un intercanvi obligatori
d'aminoacids basics sodi independent per aminoacids neutres dependents de sodi
amb elevada afinitat. Cal destacar la importancia del transportador SLC7A7/SLC3A2
(y*LAT1 /4F2hc) en lintesti, ronyd, pulmons i leucocits, perqué mutacions en la
subunitat lleugera causen la patologia autosomica recessiva multisistéemica
anomenada LisinUria amb Intolerancia a les Proteines (LPI) (Torrents et al. 1998;
Borsani et al. 1999).

L'expressié de 4F2hc, a diferéncia de rBAT, és ubiqua i sembla estar present
en totes les cel-lules i en linies cel-lulars tumorals (Parmacek et al. 1989;
Nakamura et al. 1999). Una segona diferéncia es troba en la localitzacio
subcel-lular de la proteina, a la cara basolateral de les cél-lules epitelials del tubul
proximal del ronyd (Quackenbush et al. 1987; Rossier et al. 1999).

4F2hc és una proteina multifuncional. Es ja evident, que 4F2 té altres
funcions apart del seu paper en el trafic de les LSHAT a la membrana plasmatica
(revisat a Deves i Boyd 2000; Boyd 2008). S’ha demostrat que els dominis
citolasmatic i transmembrana de 4F2 estan implicants en funcions de les integrines
i que el domini extracel-lular és el responsable de l'activitat de transport
d’aminoacids (Fenczik et al. 2001). També s’ha descrit I'expressié de 4F2 en
diferents teixits marcadament proliferatius, i se I'ha involucrat en processos de
senyalitzacié depenent d’'integrines que provoquen la formacié de tumors (Feral et
al. 2005). S’ha descrit la seva interaccié amb el domini citoplasmatic de la integrina
B1A (Fenczik et al. 1997) i la seva implicacié en la senyalitzacié d'adhesid cel-lular
(Prager et al. 2007). Aquest fet pren especial rellevancia al relacionar el paper de
4F2 en metastasi de tumors epitelials (carcinoma) (Boyd 2008). Altres processos en

qué s’ha implicat 4F2, és en l'activaci6 immunologica de macrofags per la via
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alternativa via galectina-3 (MacKinnon et al. 2008) i en processos d'adhesid i fusid
cel-lular també per la seva unié a galectina-3, especialment en la placenta (Dalton
et al. 2007).

Subunitats lleugeres (LSHATS)

Les subunitats lleugeres de la familia HAT pertanyen a la gran superfamilia
de transportadors coneguda amb el nom d'APC (transportadors d'Aminoacids,
Poliamines i organoCations) que inclou més de 250 membres tant eucariotes com
procariotes (Jack et al. 2000). Pel que fa a la classificacido génica, comparteixen la
familia SLC7 amb els transportadors d'aminoacids cationics CATs (Verrey et al.
2004). Fins el moment s'han identificat 10 LSHATs (Light Subunit Heteromeric
Amino acid Transporter), 6 de les quals (LAT1, LAT2, y*LAT1, y*LAT2, asc-1 i xCT)
s'uneixen a 4F2hc per donar lloc al transportador heteroméric funcional. Sols un
membre de les cadenes lleugeres s'uneix a rBAT (b®*AT) i a diferéncia de les
anteriors es localitza a la cara apical de les cél-lules epitelials del ronyo i l'intesti
prim (Feliubadald et al. 1999). Finalment, els tres membres restants, asc-2, arpAT i
AGT1, mitjancant la co-expressié o la formacié de proteines de fusid amb una de
les cadenes pesades (rBAT o 4F2hc), s'ha mostrat que indueixen activitat de
transport, tot i no identificar-se fins el moment la proteina que l'acompanya en
condicions fisioldgiques (Chairoungdua et al. 2001; Matsuo et al. 2002). Cal
destacar que arpAT s’ha identificat en ronyd de ratoli i es un dels gens silenciats
durant l'evolucié dels primats i per tant no s’expressa en humans (Fernandez et al.
2005).

L'estructura de les LSHAT (SLC7A5-14) consta de 12 segments
transmembrana, no soén proteines glicosilades i conserven una cisteina a la posicié
correcta per la formacié de la unié covalent amb la subunitat pesada. Necessiten
una glicoproteina de la familia SLC3 per arribar a la membrana, i elles sén la
subunitat catalitica, tal com es demostra en la reconstitucié de la proteina bo*AT
en proteoliposomes, la qual és capa¢ d'induir activitat de transport sense la
subunitat pesada (Reig et al. 2002).

LAT1 (SLC7AS5)

LAT1, com ja s'ha comentat anteriorment, va ser el primer membre de les
LSHAT identificat. Paral-lelament en dos grups es va clonar per expressio funcional
en oocits de X. Laevis el cDNA d'una proteina que presentava la capacitat de
transportar aminoacids neutres i grans, quan s'expressava amb 4F2hc (Kanai et al.
1998; Mastroberardino et al. 1998). Tal com s'havia descrit per l'activitat del

sistema L (Oxender i Christensen 1963) el transport induit era sodi i clorur
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independent i inhibible per BCH. La seva selectivitat de substrats és relativament
amplia: aminoacids neutres de cadena ramificada i aromatica, amb constants
d'afinitat aparents bastant altes, en el rang micromolar (Kanai et al. 1998; Meier et
al. 2002), tot i que els valors de K., varien en funcié del cant6 de la membrana
estudiat (Verrey et al. 2000). Les caracteristiques de LAT1, el classifiquen dins el
subsistema L; (Weissbach et al. 1982; Novak et al. 1994).

L'heterodimer LAT1/4F2hc funciona mitjangcant un mecanisme d'intercanvi
obligatori, o sigui, que no permet la sortida d'aminoacid en abséncia d'aminoacid
extracel-lular. La funcié de captacié és altament trans-estimulada per aminoacids
intracel-lulars amb una estequiometria d'intercanvi de 1:1 (Meier et al. 2002).
Aguest mecanisme indica que LAT1/4F2hc té una funcid més destinada a equilibrar
les concentracions relatives de diferents aminoacids, que no pas de captacié o
sortida neta a través de la membrana (Meier et al. 2002; Verrey 2003).

LAT1 s’expressa en gran diversitat de teixits i en cél-lules no epitelials com
ara el cervell (a la barrera hematoencefalica), placenta, ovari, pulmd, melsa,
testicles, fetge, muscul esquelétic, estdbmac i colon (Kanai et al. 1998; Nakamura et
al. 1999; Prasad et al. 1999), i més recentment s’ha estudiat el seu paper a la
retina (Atluri et al. 2008). LAT1 també s'expressa en moltes linies cel-lulars
tumorals, en cél-lules en proliferacié i en tumors primaris humans (Wolf et al.
1996; Yanagida et al. 2001; Fuchs i Bode 2005); i per aquest motiu, s’ha senyalat
a LAT1 com a possible marcador tumoral i diana terapeutica (Campbell i Thompson
2001; Storey et al. 2005; Kaira et al. 2008). Un altre tret destacable és la capacitat
de reconéixer i transportar drogues: L-dopa, farmac utilitzat en Parkinson;
hormones tiroidals; gabapentina, droga anticonvulsiva; melfalan, agent
anticanceros; S-nitrosotiols, etc... i en aquest sentit s’han realitzat diversos estudis
farmacocinetics (Li i Whorton 2005; Kuhne et al. 2007).

LAT2 (SLC7A8)

La segona isoforma identificada del sistema L, va ser LAT2, una proteina de
535 aminoacids, altament expressada a la membrana basolateral de cél-lules
epitelials polaritzades de ronyd i d’intesti prim (Pineda et al. 1999; Rossier et al.
1999; Segawa et al. 1999). LAT2 s’‘associa a 4F2hc i té una activitat de transport
de tipus L amb un rang de selectivitat de substrats encara major que LAT1, ja que
engloba tots els aminoacids neutres, inclosos els petits i I'inhibidor especific del
sistema L, BCH. A diferéncia de LAT-1 amb una activitat de transport independent
de pH (Prasad et al. 1999), LAT-2 mostra un augment d’afinitat pels seus substrats
a pH acid (Segawa et al. 1999; Rajan et al. 2000). Aquesta dependencia de pH ja

havia estat descrita pel sistema L (Garcia-Sancho et al. 1977; Mitsumoto et al.
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1986). L’'heterodimer actua com a bescanviador obligatori d’aminoacids neutres
sodi independent amb unes constant d’afinitat aparents asimétriques a les dues
bandes de la membrana (Meier et al. 2002). La concentracié d’aminoacids
intracel-lulars controlen l'activitat amb una afinitat citosolica d’entre 3-30 mM i una
afinitat en el rang micromolar per la unié dels substrats a la cara extracel-lular
(Segawa et al. 1999).

El mRNA s’expressa majoritariament en drgans amb barreres epitelials, com
el ronyo, intesti prim i placenta. En menor quantitat, també s’ha detectat transcrit a
testicles, prostata, ovaris, cervell, muscul esquelétic (Pineda et al. 1999; Segawa et
al. 1999) i també en astrocits de rata (Kim et al. 2004). Immunolocalitzacions
mostren la proteina de ratoli a la cara basolateral de les cél-lules del tubul proximal
de ronyd i a les epitelials de l'intesti prim, colocalitzant amb 4F2hc (Rossier et al.
1999). Precisament per aquesta localitzacid basolateral en cel-lules epitelials
polaritzades, la principal funcié descrita per LAT2 és la contribucié al flux trans-
epitelial i a la (re)absorcié d’aminoacids (Fernandez et al. 2003). En la placenta,
s'ha descrit la localitzacié de LAT1 a la membrana apical i de LAT2 a la membrana
basolateral dels sincitiotrofoblasts permeten un flux net transplacentari i implicant
LAT2 en la regulacié de l'activitat enzimatica de la indolamina 2,3-dioxigenasa
mitjancant el transport de triptdofan (Kudo i Boyd 2001).

La (re)absorcié a nivell renal i intestinal es descriu amb més detall al
seglient apartat, ja que part d'aquesta tesi ha estat encarada a la identificacio de

nous transportadors que poguessin tenir un paper rellevant en aquest procés.

Reabsorcio renal i intestinal d’aminoacids. Aminoacidiries

Els epitelis intestinal i renal estan formats per cel-lules polaritzades, amb
diferents proteines de membrana diferencialment distribuides a les cares apical i
basolateral de la membrana. Els transportadors d'aminoacids localitzats
especificament a aquestes dues membranes sén capacos de generar un transport
vectorial, contra el gradient de concentracié i a favor del gradient electroquimic de
sodi, del lumen a l'espai extracel-lular de la sang. Aquest transport net és molt
eficient i concretament als tubuls proximals del ronyd, el 99% dels aminoacids
lliures filtrats pel glomeérul sén reabsorbits, i per tant, retinguts a l'organisme
(Ullrich et al. 1974).

A la Fig. 2 es mostra un esquema dels transportadors responsables de la
reabsorcié d’aminoacids, els quals, en la majoria dels casos sén els mateixos al
ronyo i a l'intesti. Una diferéncia la trobem en |'expressié de les isoformes PepT1 i

PepT2 a lintesti prim i al ronyd, respectivament, que reconeixen substrats
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essencialment iguals perd amb afinitats diferents (revisat a Daniel i Kottra 2004).
Aguests transportadors sén els responsables de |'entrada de di- i tripéptids, aixi
com de drogues amb estructures similars, per la cara apical de la cél-lula on
posteriorment tindra lloc una hidrolisi intracel-lular. Una segona diferéncia es
localitza en I'expressié de PAT1 i PAT2 en el ronyd, mentre que a l'intesti només

s’hi troba present el transportador PAT1 (revisat a Bréer 2008) .

(di,tri) aa
Lumen aa', CssC . o N Tau/p .
Apical Na Na | H pG Na' | Ne ®

m rBAT Col. N\ /]
ey ()

4

CssC
\)CSH =aa°

ATPasa

Fig. 2 Esquema dels transportadors implicats en la (re)absorcié renal i intestinal
d'aminoacids. Es mostra el flux transepitelial de diferents grups d'aminoacids: aa®: neutres,
aa*:cationics, aa:anionics, P:prolina, G: glicina, (di,tri)aa: di-, tripéptids, CssC: cistina i CSH: cisteina. A
la cara apical es mostra I'heterodimer b *AT amb rBAT, BOCAT amb la col-lectrina, ASCT2 (transportador
del sistema ASC), EAAT3 (transportador del sistema X'ag), PepT (PeptT1/2, transportador de péptids 1 o
2), SIT1 (transportador del sistema IMINO), PAT (PAT1/2, transportador de protons i aminoacids) i TauT
(transportador de taurina i -aminoacids). A la cara basolateral es mostra I'heterodimer y*LAT1 amb 4F2
i el format per LAT2 i 4F2, TAT1 (Transportador d'aminoacids aromatics), dos transportadors no
identificats (?) i els transportadors de la familia SNAT (N/A). (Adaptada de (Palacin et al. 2005).

L'estudi de la reabsorcié renal i I'absorcidé intestinal d'aminoacids, esta
directament relacionat a les patologies associades a alteracions en els
transportadors responsables d'aquesta funcié (Fig. 3). La patofisiologia de les
aminoaciduries ens ha ensenyat molt sobre la fisiologia del transport epitelial i les
seves bases moleculars han avancat paral-lelament a la identificacié dels gens

responsables d'aquestes patologies.
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Cistinuria

Mutacions en el bescanviador apical del sistema bo* (I'heterodimer rBAT-
bo*AT) condueixen a una hiperexcrecié de cistina i d’aminoacids dibasics en
humans, patologia coneguda com a cistinuria (Calonge et al. 1994; Feliubadald et
al. 1999). S’han descrit casos de cistinuria en diferents especies com soén els llops
(Bovée et al. 1981), gats (DiBartola et al. 1991) i gossos (Henthorn et al. 2000).
Aguesta patologia es caracteritza per la preséncia de quantitats excessives
d'arginina, lisina, ornitina i cistina a I'orina. L'Unic simptoma de la malaltia és la
formacié de cristalls de cistina al tracte urinari (urolitiasi) degut a la baixa
solubilitat de I'aminoacid en aquest medi. Tornant a I'esquema de la (re)absorcid,
mutacions en els dos membres responsables de l'activitat bo* (rBAT i bo*AT)
provoquen un defecte en |'absorcié d’aminoacids dibasics a l'intesti i una
acumulacié d'aquests i de cistina a l'orina, tal com s'ha observat en pacients
cistinirics. Com es pot observar en la Fig. 2, el transport d’'aminoacids dibasics i
cistina per la cara apical de la cél-lula, és un transport electrogenic d'intercanvi
d’aminoacids basics (d’entrada) per aminoacids neutres (sortida). Aquest intercanvi
esta afavorit pel potencial de membrana (negatiu dins la cél-lula), per l'alta
concentracio intracel-lular d’aminoacids neutres degut probablement a I'entrada per
BOAT1, i per la reduccié de cistina a cisteina (revisat a Palacin et al. 2005). Cal
destacar que la cistinldria no va acompanyada de malnutricid, possiblement degut a
I'entrada de di- i tripeptids per PepT1 (Daniel 2004).

Lisindria amb intolerancia a proteines

Mutacions en el gen SLC7A7 (y'LAT1) provoquen la lisindria amb
intolerancia a proteina (LPI)(Fig. 3)(Torrents et al. 1998; Borsani et al. 1999). El
transport basolateral mediat per y'LAT1-4F2hc és d'alta afinitat (uM) per
aminoacids dibasics (sortida) bescanviats per aminoacids neutres i sodi (entrada), i
representa juntament amb l'accié de bo*AT/rBAT a la cara apical, la reabsorcid
neta total d'aminoacids dibasics a la cel-lula (Fig. 2). La LPI és una patologia
caracteritzada per l'excreci6 massiva d'aminoacids dibasics (sobretot lisina),
intolerancia a proteines, nivells baixos d'aminoacids basics en plasma, desordres
multisistemics greus com la proteinosi alveolar, glomerulonefritis, hiperamonémia,
hepatoesplenomegalia, osteoporosis, etc... (Simell et al. 1975). Es coneix que el
cicle de la urea esta alterat degut a la reduida disponibilitat d'arginina i ornitina,
dos intermediaris del cicle. Per aquest motiu, el tractament que s'ofereix a pacients
de LPI és una dieta baixa en proteines i suplementada amb citrul:lina, un precursor

d'arginina i ornitina (Lukkarinen et al. 2003).
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Malaltia de Hartnup

Mutacions en el gen SLC6A19 (B°AT1) provoquen la malaltia de Hartnup
(Fig. 3)(Kleta et al. 2004; Seow et al. 2004). El transportador apical B°AT1 és el
responsable de I’entrada apical d’aminoacids neutres a la cel-lula epitelial renal i
intestinal, de manera depenent de sodi i amb baixa afinitat (mM), corresponent al
sistema BO (Bréer et al. 2004). Els pacients de la malaltia de Hartnup presenten
hiperexcrecié i mala absorcid d’aminoacids neutres, i en alguns casos mostren
signes i simptomes de la pel-lagra, com sén ataxia cerebral intermitent, erupcions
cutanies fotosensibles i comportament psicotic entre d’altres. Aquests simptomes,
generalment considerats com a resultat de la deficiéncia de niacina, es postula que
poden ser deguts a la deficiéncia de triptofan com a precursor de la niacina i la
serotonina (revisat a Levy 2001). En el cas de B°AT1 mutat, I'entrada d’aminoacids
neutres es redueix, perd més especialment els neutres aromatics i de cadena llarga

per la incapacitat de ser transportats per ASCT2 (Fig. 2).

CISTUNURIA MALALTIA DE HARTNUP

SLC3A1-/- SLC16A19-/- HIPERAMINOACIDURIA
SLC7A9-/- collectrin DICARBOXILICA
aa*, CssC aa® 4 SLC1A1-/-

aan 4+ + Lumen
Na,H  apjcal

ATPasa

Fig. 3 Esquema simplificat de les proteines/gens implicats en les aminoacidiries indicades. Es
mostra una cél-lula epitelial amb la cara apical i basolateral diferenciades. Es representen els
transportadors d’aminoacids amb boles de colors, els gen mutats (SLC_A_7") i les patologies associades.
Fins el moment, només per la cistindria, la lisindria amb intolerancia a proteines (LPI) i la malaltia de
Hartnup s’han trobat mutacions als gens responsables de causar la malaltia en humans. Mitjangant
I'aproximacié d‘animals mutants s’ha generat un model EAAT3” que causa una aminoaciddria
dicarboxilica en ratoli. aa®: aminoacids neutres, aa™: aminoacids acids, aa*: aminoacids basics, CssC:

cistina, CSH: cisteina. Amb una bola negra es representa la sodi-potassi ATPasa.
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El diagnodstic de la malaltia de Hartnup és la presencia d’elevats nivells
d’aminoacids neutres a l'orina i la femta, perd interessantment, també mostren una
moderada hiperexcrecioé de cistina i aminoacids dibasics, suggerint una relacié amb
el sistema bo*. Fixant-nos en la figura 2, podem observar que la Na*-K*-ATPasa
basolateral genera un gradient electroquimic de Na* que s’utilitza a les dues cares
de la membrana per generar una alta concentracid intraepitelial d’aminoacids
neutres. La reduccié de l'entrada d’aminoacids zwitterionics quan BOAT1 esta
mutat, reduiria la quantitat de substrats neutres per intercanviar amb cistina i

aminoacids basics via el sistema b%* (Seow et al. 2004).

Altres

A part dels transportadors responsables de les patologies anteriorment
descrites, en la (re)absorcid d'aminoacids renal i intestinal hi intervenen altres
proteines. Pel que fa als aminoacids anionics, s'havia descrit que el sistema
responsable de I'entrada d'aminoacids acids havia de ser Xas (Kanai i Hediger
2003), i posteriorment es va identificar a nivell molecular el transportador apical de
glutamat i aspartat en el ronyé i l'intesti, anomenat EAAT3 (SLC1A1l). Resta per
identificar el transportador responsable de la sortida d'aminoacids anidnics de la
cel-lula (Fig. 2).

Els aminoacids prolina, hidroxiprolina i glicina, formen un grup apart de la
resta. En primer lloc perque s'ha descrit una iminoglicindria benigne caracteritzada
per els nivells elevats dels 3 aminoacids en orina i en segon lloc, per la preséncia
de transportadors especifics per a aquests 3 aminoacids (Chesney 2001). A la cara
apical de les cél-lules epitelials de ronyd i intesti hi trobem l'activitat del sistema
IMINO representada per els transportadors SIT1 (SLC6A20) i PAT1/2 (SLC36A1/2).
Actualment, encara no es coneixen els gens responsables de la iminoglicinuria, tot i
que s'intueix que hi poden estar implicats diversos transportadors (p.ex. SIT1,
PAT1/2 i BOAT1) (Broer et al. 2006).

També cal mencionar el transport epitelial de taurina, GABA i altres -
aminoacids que té lloc mitjangant PAT1 i TauT, i la preséncia de diferents isoformes
de la familia de transportadors SLC38 (indicats com a N/A a la figura) que sén
responsables de les activitats N i A a la cél-lula. Aquesta ultima familia té un paper
important en l'acidosi cronica ja que transporta glutamina en antiport amb protons
(Karinch et al. 2002).

L'heterodimer LAT2/4F2hc situat a la cara basolateral de la cél-lula és un
bescanviador amb un ampli rang d'especificitat de substrats per aminoacids neutres
petits i grans, caracteristica del sistema L. Aquest fet li confereix un paper molt

important en la (re)absorcié d'aminoacids zwitteridonics. De fet, en un treball del
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2003 (Fernandez et al. 2003) amb una linia cel-lular polaritzada de ronyd
d'opossum (OK), es demostra el paper de LAT2 (SLC7A8) en el flux transepitelial de
cistina, i en la sortida de cisteina de la cel-lula. Fins el moment, no s'ha identificat
cap aminoaciduria relacionada amb mutacions a LAT2.

El transportador d'aminoacids ASCT2 (SLC1A5) s'expressa a la cara apical
de la membrana plasmatica i intercanvia aminoacids neutres juntament amb sodi.
Valorant el conjunt de transportadors d'aminoacids neutres identificats, es pot
observar que els situats a la cara apical sén capacos de generar una entrada neta
d'aminoacids a diferéncia del que passa a la cara basolateral, on tot i que LAT2 és
una sortida d'aminoacids neutres, al tractar-se d'un bescanviador no produeix una
sortida neta. L'Unic transportador que és capac¢ de treure aminoacids neutres és
TAT1 (SLC16A10) pero la seva especificitat de substrat restringeix la sortida només
a aminoacids aromatics. Per aquest motiu, es postula que ha d'existir una altre via
de sortida d'aminoacids neutres per la cara basolateral de la cél-lula epitelial tant
del rony¢, intesti o placenta (Palacin et al. 2005; Cleal et al. 2007).

En I'inici d’aquesta tesi es va plantejar com a objectiu la identificacié de nous
transportadors d’‘aminoacids responsables de les activitats conegudes en la
(re)absorcié d’aminoacids al rony6 i a l'intesti, perd fins el moment no relacionades
amb cap proteina. Concretament, estavem interessats en identificar els
transportadors d’aminoacids neutres que facilitaven la sortida d’aquests per la cara

basolateral de la cél-lula.

Familia de transportadors SLC43

Tot i la identificacié de LAT1 i LAT2, els dos transportadors del sistema L
previament descrits, s’havia proposat que encara quedaven transportadors d’aquest
sistema per coneixer. Per exemple, el subsistema L, caracteritzat en cultiu primari
d’hepatocits (Weissbach et al. 1982). El 2003 va apareixer la familia SLC43 amb la
identificaciéo de LAT3, un nou transportador d'aminoacids del sistema L. A mamifers,
la familia esta formada per 3 membres: LAT3, LAT4 i EEG1.

LAT3 (SLC43A1)

LAT3 es va identificar per expressio funcional a partir de poli(A*)RNAs de la
linia cel-lular FLC4 d’hepatocarcinoma huma en oocits de Xenopus Laevis. Van
observar que una fraccid de RNAs de 2,2 a 2,7 Kb induia I'entrada de »-[**C]Leu i
van aconseguir aillar un cDNA de 2,5 kb responsable d'aquesta activitat, que van

anomenar LAT3 (L-type Amino acid Transporter 3) (Babu et al. 2003).
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Posteriorment, es va observar que LAT3 era el producte del gen POV1 anteriorment
descrit com a gen sobreexpressat en cancer de prostata (Cole et al. 1998). S’havia
seqlenciat i analitzat el gen POV1 (o PB39) localitzat a la regié del cromosoma
11p11.1-p11.2 i que dbna lloc a un cDNA huma de 2317 nucledtids i a una proteina
de 559 aminoacids. En l'analisi d’expressid de POV1 en teixits humans es va
observar l'associacié a teixits fetals i tumorals, concretament a un teixit neoplasic
intraepitelial prostatic. En 10 pacients amb neoplasia a la prostata es va observar
gue POV1 estava augmentat en el 50% dels casos. L'analisi per northern blot
mostrava la preséncia de dos transcrits d‘aproximadament 2,6 i 5 kb molt
expressats en fetge i pancrees, i en menor expressid a colon, intesti prim, prostata,
melsa i ovari adult. També es detectava preséncia del transcrit en fetge i pulmé
fetal (Cole et al. 1998).

L'expressié de LAT3 en oocits de Xenopus va permetre la caracteritzacio del
transportador. LAT3 indueix un transport de L-['*C]Leu, Na* i Cl" independent, i
inhibible per BCH, mostrant les caracteristiques descrites pel sistema L
(Christensen 1990). A diferéncia dels dos membres de la familia SLC7, LAT1 i LAT2,
LAT3 no necessita de 4F2hc per una correcta expressidé funcional a la membrana
plasmatica.

La selectivitat per substrats de LAT3 és més restringida que la dels
transportadors heteromerics, ja que es limita a aminoacids neutres de cadena
llarga com la Leu, Ile, Val i Met, i la Phe. A diferéncia de LAT1 no reconeix
trilodotironina ni a-metiltirosina (Friesema et al. 2001), i a diferéncia de TAT1
(transportador d’aminoacids del sistema T) el transport tampoc s'inhibeix per N-
acetil- ni N-metil-derivats d'aminoacids (Kim et al. 2001). Curiosament, L-leucinol,
1,3-dimetil-n-butilamina, L-valinol i L-fenilalaninol exerceixen una forta inhibicié en
el transport induit per LAT3, mostrant que el transportador accepta el canvi del
grup a-carboxilic per I'hidroximetil o per un grup metil i sembla indispensable el
grup a-amino per una correcta interaccié del substrat al seu lloc d'unié. A més a
més, com que els aminoalcohols estan carregats positivament, s’ha comprovat que
generen entrades de corrent i per tant sén transportats activament via LAT3 de fora
a dins la membrana de I'oocit.

S’havia descrit previament, que en cultius primaris d’hepatocits,
predominava una activitat de transport de baixa afinitat (mM) i amb una
especificitat de substrat reduida designada sistema L, (Christensen et al. 1969).
Aquest sistema era substituit per un altre subsistema L (L;) de major afinitat (uM) i
major rang d’especificitat de substrat durant les 24-48 h de cultiu (Gallardo et al.
1996). A més, l'entrada per sistema L, s’inhibia per isoleucina, leucina, fenilalanina,

BCH i era sensible a N-etilmaleimida (NEM), a diferencia del sistema L; (Salter et
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al. 1986; Novak et al. 1994). Totes aquestes dades apunten a que LAT3 sigui el
responsable de I'activitat del sistema L, (Babu et al. 2003).

Una altre caracteristica destacable és |la cinética de transport
multicomponent de LAT3. En l'estudi cinétic d'entrada de »-[**C]Leu via LAT3,
s'obtenen grafics d'Eadie-Hofstee no lineals, els valors s'ajusten a una equacié de
dos components cinétics, per0d s'assumeix que a concentracions fisiologiques
predomina el component de baixa afinitat (Babu et al. 2003). A diferencia de LAT1 i
LAT2, dos bescanviadors d’aminoacids, el transport induit per LAT3 és per difusié
facilitada.

Analisis de northern blot va revelar que LAT3 s’expressava com un transcrit
de 2,5 kb majoritariament a pancrees, fetge, muscul esqueléetic i fetge fetal. També
es va detectar un transcrit de 4,4 kb al pancrees, confirmant les dades obtingudes
previament per Cole i col-laboradors (Cole et al. 1998).

En I'intent de trobar un paper fisiologic a la proteina murina de LAT3 es van
sotmetre ratolins a dejunis de 24 h i es va analitzar els nivells de LAT3 al fetge, al
muscul esquelétic i al pancrees. Els nivells de mRNA de LAT3 durant el dejuni van
augmentar en el fetge i el mulscul esquelétic, perd no en el pancrees. Es suggereix
gue el dejuni causa una deficiencia d’energia al cos, que mobilitza glicogen al fetge
i accelera el catabolisme d‘aminoacids de cadena ramificada (BCAA, Branched-
Chain Amino Acids) a cetoacids de cadena ramificada (BCKA, branched-chain keto
acids) al muscul. Aquests BCKAs excretats pel muscul son captats pel fetge que re-
sintetitza BCAA. Com que el BCAA augmenten en sang durant processos de dejuni
en humans, es postula que LAT3 pot tenir un paper en l'excrecié de BCAA de la
cél-lula hepatica i muscular a la sang en processos de falta d’aliment (Fukuhara et
al. 2007).

LAT4 (SLC43A2)
La identificacid i caracteritzacié de la proteina LAT4, aixi com |'analisi de
transport i patré d’expressid, es tractaran a l'‘apartat de Resultats i Discussio

d’aquesta tesi.

EEG1 (SLC43A3)

EEG1 es va identificar en un cribatge de gens diferencialment regulats en
models cel-lulars de desenvolupament de ronyé. En l'estudi es van analitzar 65
gens codificants per membres de families de transportadors de soluts (SLC) en el
desenvolupament del ronyé mitjancant "arrays" de DNA. EEG1 i POV1
(posteriorment anomenat LAT3), juntament amb transportadors de glucosa, van

mostrar una expressié molt alta en els primers estadis del desenvolupament a
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diferéncia de la resta de gens SLC analitzats. Per aquest motiu es va decidir
anomenar el gen EEG1 (Embrionic Epithelia gene 1) (Stuart et al. 2001).

L'analisi gendomic va revelar que existia una seqiéncia que es solapava
parcialment amb EEG1 anomenada proteoglica 2 (PRG2). PRG2 s’ha descrit que és
una isoforma llarga o immadura del eosinophil major basic protein (MBP, Major
Basic Protein) i que es produeix per una transcripcio alternativa a partir d'un segon
promotor (Li et al. 1995). PRG2 conté els exons codificants de MBP i 8 exons
alternatius no codificants dels quals 7 els comparteix amb EEG1 i el 8¢ es troba
situat entre el gen EEG1 i MBP. Els autors del treball suggereixen que la seqiiéncia
de PRG2 és extremadament rara i que s'observa només en circumstancies
particulars, ja que no esta ben representada per dbESTs (Stuart et al. 2001).

EEG1 es detecta per northern blot en forma de dos transcrits de 2,4 i 3,5 kb
en RNAs de ratoli. La major expressid la trobem en embrions de dia 7 i en cor,
pulmé, fetge, melsa i ronyé de teixits adults. L'hibridacié in situ mostra un senyal
molt intens a la placenta i a la regi6 mesenquimal d’embrions de dia 9.5, als
pulmons, fetge i una expressié més debil al cortex del ronyé en embrions de dia
16,5. Cal destacar la baixa senyal del cor obtinguda per hibridacié in situ en
comparacié amb el northern blot (Stuart et al. 2001).

No es coneix cap dada pel que fa a la funcié de la proteina, pero Stuart i
col-laboradors, al 2001 va suggerir que tant POV1l com EEG1 podrien estar
implicats en transport de nutrients i/o metabolits amb una important rellevancia en

estadis primerencs del desenvolupament i el creixement.
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MODELS ANIMALS

El ratoli com a animal d'experimentacio

El ratoli va comencar a tenir un paper important en els primers estudis
genétics immediatament després del redescobriment de les lleis de Mendel al 1900.
Els primers estudis per demostrar I'aplicabilitat de les lleis de Mendel en mamifers, i
per tant en humans, van venir de la ma del genetista francés Cuénot (Cuénot
1902). Al 1907, Little i col-laboradors, van comencar estudis pel que fa a I’heréncia
del color del pelatge del ratolins i al 1918 van desenvolupar les famoses primeres
linies endogamiques que incloien les B6, B10, C3H, CBA i BALB/c (Staats 1964).
Aguestes linies han jugat un paper important en moltes arees de la ciéncia
permeten que investigadors independents poguessin portar a terme experiments
amb el mateix material genétic i per tant, guanyar en reproductibilitat i fiabilitat
(Russel 1978). Aquests ratolins es varen utilitzar com a model genétic per
investigar el cancer i l'existéncia de factors genétics que influenciin la seva
incidencia, I'efecte de la radiacié com a conseqiéncia de pluja radioactiva durant la
segona guerra mundial, etc... (Silver 1995)

Durant els primers 80 anys del segle 20, el ratoli com a model genétic va
estar eclipsat per la utilitzacié de la mosca Drosophila melanogaster (Castle et al.
1906). Les mosques son extremadament petites, es reprodueixen rapidament, amb
un nombre elevat de cries i sén molt adequades per estudis de mutagénesi. A partir
de la década dels 70, també es va utilitzar molt el nematode Caenorhabditis
elegans, el qual és molt util en analisis genétics de desenvolupament i
neurobiologia (Brenner 1974). Tot i aix0, amb I'objectiu d'estudiar la biologia dels
éssers humans, es va optar per la utilitzacid d'un model mamifer com sén els
rosegadors i en especial el ratoli.

El ratoli reuneix una seérie de caracteristiques que I'han convertit en el
vertebrat més utilitzat en I'experimentacié dels ultims anys. Cal destacar-ne el curt
interval de temps entre el naixement i la maduresa sexual (8 setmanes), que
s'obtenen ventrades grosses amb una mitjana de 5-10 cries per part, que les
femelles poden comencar a gestar de nou immediatament després del part, que
tenen una mida petita d'entre 25-40 g en edat adulta, que permet I’estabulacié i
manutencié de gran nombre d'animals en condicions relativament economiques i en
espai relativament reduit. Actualment es disposa d'un gran ventall de soques
altament homogenies i genéticament estandarditzades, essent la majoria d’elles

facils de manejar i docils (Silver 1995).
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A part de tots aquests avantatges, la seqlenciaci6 complerta del diversos
genomes com sén el d’Homo sapiens, C. Elegans, Xenopus Laevis, Rattus
norvegicus, Mus musculus, etc... ha permeés estudis d'homologies comparant la
diferent expressié genica en models animals (Fang et al. 2005) i confirmar que els
genomes huma i muri s6n molt semblants i que |'organitzacié genomica esta forca
conservada ja que els mapes de sinténia testifiquen grans regions cromosomiques
on s’ha conservat l'ordre del gens (Mural R. J. et al. 2002). Aquest fet no és
d’estranyar veient en els arbres filogenétics que la mosca (Drosophila
melanogaster) i els nematodes (Caenorhabditis elegans) van divergir evolutivament
dels mamifers fa aproximadament 570 milions d’anys i que els ratolins dels humans
ho van fer fa només 65 milions d’anys (Silver 1995).

Per tots aquest motius els models animals i concretament el ratoli, s’han
utilitzat extensament per tal d’imitar patologies humanes i aprofundir en el
mecanisme patogenic, testar drogues terapéutiques i millorar els tractaments. En el
desenvolupament d’aquesta tesi, s’ha utilitzat un model muri generat per |'agent
mutagénic ENU per tal d’esbrinar la funcié d’'una proteina mitjancant I'estratégia de

“perdua-de-funcid¢” fenotipica.

Models murins mutants ENU

La mutagénesi induida per lI'agent ENU és una metodologia ben establerta
per introduir mutacions puntuals a l'atzar al llarg del genoma (Balling 2001). ENU
ha estat descrit com I'agent mutagénic més potent per a ratoli (Russell et al. 1979)
i és un compost sintétic alquilant que a diferéncia de la radiacid i altres agents

mutagens, indueix mutacions puntuals i en un gran nombre (Fig. 4).
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Fig. 4 N-Etil-N-nitrosourea. Estructura quimica de I'agent mutageénic ENU.

Molts centres arreu del mén utilitzen ENU per induir mutacions tant en ratoli,
com en peix zebra, en el trematode Oryzias latipes i recentment en rata (Hrabe de
Angelis et al. 2000; Furutani-Seiki et al. 2004; Keays et al. 2007; Olivier et al.
2008). Els cribatges ENU es poden classificar en dues categories principals: 1)
dirigides al fenotip i 2) dirigides al genotip.

En cribatges ENU fenotipics, els mascles s’exposen a I'ENU i se’ls genera

mutacions a l'atzar en |'espermatogonia. Les cries del mascle mutagenitzat sén

37



Models animals

analitzades pel fenotip d’interés i posteriorment, les mutacions s’identifiquen per
clonacié posicional. Normalment, es creua el mutant amb un animal de diferent
soca consanguinia i s’identifiquen els marcadors genétics que cosegreguen amb el
fenotip anormal. Després es seqiencien els gens candidats dins l'interval genétic
fins a trobar la mutacié rellevant (Peters et al. 2003; Aigner et al. 2008; Pawlak et
al. 2008).

Els cribatges genotipics es diferencien dels anteriors en qué |‘objectiu
principal és detectar mutacions en un gen particular enlloc de trobar un fenotip
hereditari. En aquest cas, es necessita documentar i conservar en paral-lel els
animals exposats a I'ENU i mostres del seu DNA. La informacido de cada animal
exposat es guarda en forma d’esperma, de cél-lules mare (ES) o d‘animals vius
(Chen et al. 2000; Coghill et al. 2002). En el primer cas, cal disposar de I'esperma i
de DNA de les cries de I'animal mutagenitzat; en el segon, cal guardar les cél-lules
mare mutades; i en el tercer cas, cal mantenir un estoc d’‘animals mutats vius. En
els tres casos, el pas limitant és la identificacié de la mutacié en el gen d’interés
d’entre una gran poblacié d‘animals mutats. S’han utilitzat moltes técniques per tal
de cribar aquests arxius: el sistema WAVE mitjangant HPLC desnaturalitzant,
I'assaig del reporter truncat (Zan et al. 2003) i el trencament d’heterodlplex CEL-I
(TILLING) (Wienholds et al. 2003).

La freqgiéncia de mutacions induides per |I'agent ENU és proporcional a la
dosi d’ENU administrada (Hitotsumachi et al. 1985). Es molt important controlar la
freqiiéncia de mutacions induides per dues raons: en primer lloc, en el cas de
trobar una caracteristica fenotipica i identificar la mutacié per clonacid posicional,
guedaria la possibilitat de qué una altra mutacié propera fos la responsable del
fenotip observat. En segon lloc, si per aproximacié genotipica s‘identifica un animal
amb la mutacié d’interés, podria ser que ocultés moltes altres mutacions. En el
nostre cas, s’'han utilitzar creuaments amb animals no mutats per tal d’eliminar
I'efecte de les altres mutacions abans de fenotipar. En diferents treballs s’ha
intentat quantificar el nimero de mutacions per regié genomica (Quwailid et al.
2004). La freqiuéencia depén de la soca i de la dosi de ENU, perdo assumint que la
guantitat de DNA codificant en el conjunt de cromosomes del ratoli és de 54,89 Mb
(Ensembl) i que la freqliencia de mutacions funcionals es considera en el rang
d’entre 1 cada 1,82 a 2,69 Mb (Augustin et al. 2005; Keays et al. 2006), s’estima
qgue els ratolins F; tindran entre 25-31 mutacions en aquestes regions, en funci6 de
la soca i la dosi d’ENU aplicada. Un estudi més concret amb la soca C3HeB/Fel
(utilitzada en aquesta tesi) i una dosi de 3 x 90 mg/kg d’ENU, la qual permet un
bon rang de mutacions i una bona revitalitzacié de l’esperma, analitzen 17000

mostres on detecta una mitjana de 20 mutacions funcionals per mostra individual
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(Augustin et al. 2005). Per tal d’eliminar les mutacions no desitjades es calcula que
amb 4 creuaments, s’haura substituit el 94% del genoma i només quedara 1,25
mutacions. Aquesta estrategia aconseguira eliminar mutacions en cromosomes
diferents, perd no les que puguin estar enllacades fisicament (desequilibri de
lligament). Tot i aix0, si considerem que lI'animal fundador poseeix 20 mutacions
funcionals i que el genoma es recombina cada 1.453 cM (Silver 1995), la mitjana
de la distancia genética entre dues mutacions seria de 72 cM (o fisicament de 120
Mbp a nivell de DNA), o el que és aproximadament, una mutacié per cromosoma.
Per la gran distancia genética entre mutacions, s’assumeix que hi ha una lliure
segregacio.

Actualment, es troben molts treballs basats en models murins generats per
I'agent ENU, per exemple: el model muri mutant per els receptors de proteines G
(Grosse et al. 2006), per la o-tubulina (Keays et al. 2007), per Foxcl que
desenvolupa una displasia cortical (Zarbalis et al. 2007), pel transportador de

serotonina (Homberg et al. 2007), etc...

Models murins mutants per transportadors d’aminoacids

Fins a l'actualitat, s’han generat a partir de diferents metodologies, diversos
models murins amb transportadors d'aminoacids alterats. Alguns d’ells sén bons
models per les aminoaciduries anteriorment descrites i d’altres ajuden a entendre la

funcid i el paper del transportador en el context fisiologic.

Transportadors de la familia HAT

Mitjancant la disrupcié del gen SLC7A9 i aconseguint per tant, |'eliminacio
del sistema bo* (heterodimer rBAT/b°*AT), s’ha generat un model muri amb un
fenotip litiasic que imita la cistinlria classica de tipus B humana. Els animals
desenvolupen una hiperexcrecid massiva de cistina i aminoacids dibasic, i en un
40% presenten cristalls de cistina al sistema urinari (Feliubadalé et al. 2003). Fins i
tot s’ha demostrat que és un model adequat per portar a terme estudis
farmacologics contra la litiasi, ja que com en humans, el tractament oral amb bp-
penicil-lamina redueix la mida i el niUmero de cristalls (Font-Llitjés et al. 2007).

En un estudi fenotipic a gran escala de ratolins mutants generats mitjancant
I'agent mutagenic ENU, es va identificar un animal que presentava nivells elevats
de lisina, arginina i ornitina a l'orina. Es va mapar i identificar la mutacié causant
d’aquesta disfuncid en un canvi de A a G en la posicié 464 (D140G ) de la proteina

rBAT (SLC3A1). Igual que en la cistindria en humans, aquest model muri produeix
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microcristalls hexagonals de cistina en l'orina, elevats nivells de lisina, arginina i
ornitina en orina i alteracions histopatologiques al ronyé (Peters et al. 2003).

La inactivacié del gen SLC7A7 (sistema y*L) en ratoli ha produit un model
per la lisinGria amb intolerancia a proteines (LPI). El ratoli SLC7A7”" desenvolupa
una parada en el creixement intrauteri provocant letalitat neonatal. Només han
aconseguit sobreviure a les primeres 24 hores, 2 cries de les 606 nascudes. S’han
mantingut en vida gracies a una dieta baixa en proteines i suplementada amb
citrul-lina. Una de les causes d’aquesta mortalitat és la baixa expressié del factor de
creixement Igfl (Insulin-like growth factor 1) (Sperandeo et al. 2007).

4F2hc és una proteina important pel desenvolupament, la diferenciacio,
proliferacié i regulacié cel-lular. S’ha intentat generar una coldonia murina amb el
gen SLC3A2 (4F2hc o CD98) alterat via recombinacié homologa amb cél-lules mare.
Tot i que els heterozigots aparentment son sans i fertils, cap dels ratolins F2 va
resultar ser homozigot per la mutacié a CD98. Aquesta dada ens indica que la falta
de 4F2hc causa letalitat embrionaria, i es creu que moren entre el dia 3,5 i 9,5
després de la post implantacié (Tsumura et al. 2003).

El fenotip de pigmentacié gris suau (subtle gray, Sut) trobat en ratolins per
una mutacié natural que trunca el gen SLC7A11 (gen que codifica per la cadena
lleugera del transportador xCT), ha permeés disposar d’'un model muri amb la
proteina XCT no funcional (Chintala et al. 2005). Aquest model demostra que el
transportador xCT juga un paper important en el control de la pigmentacid, ja que
el transport de cistina en els melanocits és essencial per la sintesi de feomelanina.
Estudis in vitro havien suggerit un paper de xCT en la proliferacié cel-lular en
fibroblasts, astrocits i altres tipus cel-lulars. Fibroblasts embridonics derivats del
ratoli xCT/, no sobreviuen ni creixen sense l|’addicié de 2-mercaptoetanol,
suggerint que el sistema xCT contribueix en el manteniment del balang redox en
plasma (Sato et al. 2005). Contrariament als estudis in vitro, la perdua natural de
XCT en ratolins sut, demostra una proliferacié cel-lular en regions cerebrals normals
i que l'abséncia de transport de cistina no és essencial per el bon funcionament del
cervell adult (Liu et al. 2007).

Transportadors de la familia Cat

S’han generat dos models murins deficients per proteines que transporten
aminoacids basics: Catl” i Cat2”". L'abséncia de Catl en els ratolins provoca la
mort durant les primeres 12 h de vida a causa d'una anémica severa que provoca
la reduccié en un ~25% del pes dels nounats (Perkins et al. 1997). Els homozigots
presenten un 50% menys d’eritrocits a la sang, aixi com nivells d’hemoglobina

reduits. Els fibroblasts de I'embrié primari d’animals mutants son resistents a la
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infeccid per retrovirus ecotropics, la qual cosa demostra que Catl és I'Unic receptor
d’aquest virus en ratolins i que juga un paper critic en I'hematopoesis i en el
creixement durant el desenvolupament del ratoli. Tot i l'aparent semblancga
funcional entre els transportadors Cat, la funci6 de Catl és essencial per la
supervivéncia dels animals. També s’ha descrit que Cat3 compensa funcionalment a
Catl pel que fa al transport d’aminoacids cationics en fibroblasts embrionaris
procedents d’animals Catl”” (Nicholson et al. 1998). Igual que a la familia de
transportadors de glutamat (revisat a Kanai 1997) la familia genica dels Cat sembla
que codifica per proteines transportadores d’arginina funcionalment redundants
(MacLeod 1996).

Els ratolins Cat2”", a diferéncia dels Cat1”" sén viables i fértils. Analitzant els
seus macrofags activats per citoquines, es va observar que produien un 92%
menys d’oxid nitric (NO) aixi com una reduccié del 95% en l|'entrada d’arginina.
Concentracions aberrants de NO contribueixen a la patogénesi de moltes malaties.
S’ha demostrat que la produccid de NO via I'enzim induible sintasa d’oxid nitric
(iNOS) necessita de I'entrada d’arginina extracel-lular a la ceél-lula via CAT2
(Nicholson et al. 2001). També s’ha observat una disminucié en un 84% de
I'activitat iINOS en astrocits de Cat2”", aixi com en la produccié NO (Manner et al.
2003). Aquests dos treballs proposen la manipulacié de CAT2 com a possible diana

terapéutica via la modulacié de l'activitat de iNOS.

Transportadors del sistema X 56

De la familia de transportadors de glutamat Na*-dependents representants
del sistema X'ag, se n’han descrit cinc membres: EAAT1 (GLAST1), EAAT2 (GLT1),
EAAT3 (EAAC1), EAAT4 i EAATS. S’han generat models murins deficients per els
tres primers membres, aixi com un doble mutant del primer i el tercer (Stoffel et al.
2004): glast1”", glt1” i eaacl”". La neurotransmissié en sinapsis glutamatérgiques
del sistema nervidés central (SNC) es regulen per la concentraciéo del principal
neurotransmissor L-glutamat, per lactivitat dels receptors de glutamat a la
membrana postsinaptica i per l'afinitat dels transportadors de neurotransmissors
gue envolten l'area sinaptica. Els nivells de glutamat extracel-lular al sistema
nerviés central es mantenen per sota els valors neurotoxics gracies als
transportadors de glutamat que actuen traient activament el glutamat fora de
I'espai sinaptic (Kanner i Schuldiner 1987). Es creu que aquests transportadors
tenen un paper principal en la plasticitat sinaptica (Bliss i Collingridge 1993) i en el
desenvolupament (Choi 1987), de fet, un transport alterat s’ha proposat com a
causa principal o secundaria de malalties neurodegeneratives com son la malaltia

de Huntington (Olney i De Gubareff 1978), esclerosi lateral amiotrofica (Plaitakis et
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al. 1988) i la malaltia d’Alzheimer (Rothstein et al. 1992). Amb |'objectiu d’aclarir el
paper dels transportadors es va optar per l'estratégia de perdua de funcié i es van
generar els models murins que es detallen a continuacié. El ratoli homozigot
deficient per GLT1, un transportador de glutamat astrocitic, presenta un transport
de glutamat reduit al 5.8% en els sinaptosomes corticals, una major disposicio a
patir dany cerebral i que tot i que sén viables, moren prematurament a causa
d’atacs epiléptics espontanis (Tanaka et al. 1997). Els ratolins mutants glast1™”
també sén viables perd presenten una major susceptibilitat al dany cerebral, una
anatomia cerebelar normal, perdo amb una anormal enervacié multiple de les fibres
grimpadores, que pot ser la responsable de la lleugera descoordinaci6 motora que
pateixen (Watase et al. 1998). Els ratolins mutants eaac1” no presenten cap tipus
de neurodegeneracid ni cap alteraci6 en el SNC, perd a diferencia dels altres
membres de la familia, EAAC1 s’expressa als teixits periferics ronyo i intesti, i és al
ronyd on s’ha trobat un fenotip clar i esperat, ja que manifesta un important
hiperaminoaciduria dicarboxilica (Peghini et al. 1997). Els ratolins eaac1”” excreten
1400 vegades més de glutamat i 10 vegades més d’aspartat que els ratolins
control, per tant, sembla que no hi ha cap altre transportador d’'aminoacids al ronyo
gue pugui compensar la pérdua de EAAC1. Aguest model reprodueix el fenotip renal
dels malalts humans amb aminoacidlria dicarboxilica, si bé no imita el retard
mental que experimenten alguns pacients (Swarna et al. 1989) ni s’han trobat
encara mutacions en el gen huma SLC1Al en els pacients amb aminoaciduria
dicarboxilica.

La caracteritzacié dels 3 ratolins mutants i la del doble mutant glast 7 i
eaacl” ens mostren la complexitat de la regulacié en l'area sinaptica de les
concentracions de glutamat, ja que cap dels 3 models per separat és capag¢ de
reproduir el fenotip neuropatoldgic esperat i es suggereix una compensacié entre

els membres de la mateixa familia (Ghijsen et al. 1999; Stoffel et al. 2004).

Altres

Ratolins amb el gen collectrin anul-lat sén fértils i no pateixen alteracions
morfologiques fins els 6 mesos d’edat. Sorprenentment, en orina d’aquests animals
emmagatzemada a 4°C apareixen cristalls en forma d’agulla formats per un 10%
de Phe i un 90% de Tyr. Els animals mutants collectrin”~ orinen més que els
animals control degut a un defecte renal sever en la reabsorcid d’aminoacids. A
partir d'aquest model animal es va identificar un nou grup de transportadors apicals
d’aminoacids activats per la col-lectrina, com és B°AT1, i que pot ser un bon model
per I'aminoaciduria de la malatia de Hartnup i el sindrome de Falconi (Danilczyk et

al. 2006). S’ha generat un segon model mutant on també s’observa que els animals
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collectrin”” sén incapagos de concentrar l'orina degut a un augment de soluts
excretats i defineixen la col-lectrina com un nou regulador de transportadors
d’aminoacids, ja que és capacg d’alterar la poblacié de transportadors d’‘aminoacids
presents a la membrana plasmatica de la cél-lula (Malakauskas et al. 2007).

En el cas de XT2, un transportador orfe relacionat estructuralment amb la
familia SLC6, es va generar un ratoli deficient en I'expressidé d'aquesta proteina per
tal d’esbrinar la seva funcié fisioldogica (Quan et al. 2004). Per intentar buscar
possibles substrats de XT2, es va analitzar l'orina dels animals XT27" per
cromatografia HPLC acoplat a espectrometria de masses, i es va trobar nivells de
glicina significativament elevats. També es va observar que els animals mutants
tenien la pressid sanguinia alta i que desapareixia al suplementar la dieta amb
glicina. Es suggereix que el transportador XT2 esta involucrat en la reabsorcio de

glicina i I'abséncia de la proteina és suficient per causar hipertensio.

SLC7A9™ bo*AT-rBAT Cistinuria Null knockout
SLC3A17" bo *AT-rBAT Cistinuria ENU
SLC7A77" Y*LAT1-4F2hc LPI Null knockout
SLC7A117" xCT-4F2hc Pigmentacioé gris suau Natural
SLC3A27 4F2hc Letalitat embrionaria Null knockout
SLC7A1™" CAT1 Anemia i mort perinatal Null knockout
SLC7A27" CAT2 Alteracié produccié NO Null knockout
SLC1A37" glast1 Lleugera descoordinaciéo motora | Null knockout
SLC1A2™ gltl Atacs epiléptics espontanis Null knockout
SL1A1™" eaacl Hiperaminoaciduria dicarboxilica | Null knockout
SLC1A17 i A3/ glastl i eaacl  Hiperaminoaciduria dicarboxilica Null knockout
Tmem™”” BOAT1/collectrin Malaltia de Hartnup/Falconi Null knockout
SLC6A187" XT2 Hipertensio, hiperexcrecié Gly | Null knockout

Taula 2. Resum de models murins mutants per transportadors d’aminoacids. Es mostra el gen
mutat, el transportador per el qual codifica o la unitat funcional (en negreta la proteina mutada), el
fenotip que mostra el model i el tipus del model del qual es tracta: generacidé per I'agent etilnitrosurea

(ENU), el model de generacid natural i els knockouts totals (null).
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Antecedents:

Durant els Jultims anys, s’han identificat diferents transportadors
d’aminoacids implicats en la (re)absorcié d’aminoacids a les ceél-lules epitelials de
ronyo i intesti (BCAT1, TAT1, SIT1..). A l'inici d'aquesta tesi, estavem especialment
interessats en descriure les activitats de transport que creiem que faltaven per un
coneixement complet del flux trans-epitelial d’aminoacids a la cél-lula epitelial. Ens
vam centrar en buscar transportadors d’aminoacids neutres a la cara basolateral de
la cél-lula, ja que preveiem que a part de l'intercanviador obligatori LAT2/4F2hc,
havia d’existir una proteina que actués per difusié facilitada permetent un flux net

de sortida d’aminoacids de la cél-lula.

Objectius:

Per tant, l'objectiu inicial d'aquesta tesi, va ser la cerca de nous
transportadors d’aminoacids. Més concretament, buscavem un transportador
d’aminoacids neutres que s’expressés al tubul proximal del ronyd i que pogués
estar implicat en la reabsorcié renal d’aminoacids. Per aquest motiu, vam utilitzar
un model cel-lular capa¢ de formar monocapes i imitar la cél-lula epitelial
polaritzada, les cél-lules OK (Opossum Kidney). L'estratégia consistia en identificar
nous transportadors i avaluar el possible impacte de la proteina en el flux
transepitelial mitjancant la sobreexpressi6 o manca d’expressié d'aquest en el
model cel-lular. Cal destacar que a l'inici d’aquesta tesi no es coneixia la seqiiéncia
del genoma d’opossum i per tant, previament a lI'estudi de la possible contribucié
del transportador a la reabsorcid d’aminoacids, calia clonar per RT-PCR els
transportadors ortolegs d’opossum.

En una primera fase de la tesi, es van clonar diferents transportadors
d’aminoacids d’opdéssum com per exemple, XT2, XT3 i SN1 entre d‘altres. La
clonacié de XT2 i XT3, van donar lloc a una col-laboracié amb el grup del Dr. Verrey

i a la publicacié de l'article que es descriu a I'annex 4.

Al veure que cap de les activitats dels transportadors identificats fins el
moment s’expressava a la cara basolateral de la cél-lula epitelial i que no érem
capacos de detectar l'activitat del transportador en el model cel-lular de ronyd
d’opossum (resultats no mostrats), vam ampliar els nostres objectius a la
identificaci6 de nous transportadors en altres families aparegudes en aquells

moments, com per exemple la nova familia SLC43.

Aix0 va definir finalment els objectius de la present tesi.
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1. Identificacio i caracteritzacié funcional de LAT4 (SLC43A2)

A l'inici d’aquesta tesi només es coneixia un membre de la familia SLC43,
LAT3 (Babu et al. 2003). Ens vam plantejar com a objectiu la identificacié6 de nous
membres de la familia SLC43 a través de la cerca informatica en bases de dades,
per homologia a LAT3. Una vegada obtingut el clon de cDNA d‘interes
(posteriorment anomenat LAT4), el seglient pas seria I'estudi de la seva funcié en

sistemes d’expressio heterolegs i la cerca del seu possible paper fisiologic.

2. Estudi del tercer membre de la familia SLC43, EEG1

Es coneixia l'existéncia d'un gen expressat preferencialment en epitelis
embrionaris de ratoli (Stuart et al. 2001), de funcié desconeguda i homoleg a LAT3
i LAT4. L'objectiu que ens varem plantejar va ser l'estudi de la proteina mitjancant

les dues estratégies seglients:

- Caracteritzacié funcional en un sistema d’expressié heteroleg

L'objectiu va ser la caracteritzacié funcional d’'EEG1 en sistemes d’expressid
heterolegs per comprovar la seva possible funcid com a transportador d’aminoacids
i la seva localitzacié subcel-lular. També es pretenia estudiar la distribucio tissular

de EEG1 tant a nivell de RNA com de proteina.
- Generacio d’'un model muri d’'EEG1 de pérdua de funcié

A partir d'un model muri generat per una mutacié puntual amb l'agent

alquilant ENU, es pretenia esbrinar la funcié fisioldogica de EEG1.
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I. EINES BIOINFORMATIQUES

El suport informatic ha estat molt important en la realitzacié d’aquesta tesi.
Actualment la xarxa aporta gran quantitat de continguts per compartir informacié i
sobretot disposar d’informacié actualitzada, que és totalment imprescindible en el
mon de la biomedicina. En aquesta tesi s’han utilitzat eines bioinformatiques alhora
de dissenyar encebadors, en el disseny de clonacions in silico, en la cerca de nous
gens, en |'analisi estadistic, etc... A continuacié es descriuen algunes de les moltes

eines que s’han utilitzat.

Base de dades
National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nih.gov)

NCBI inclou recursos molt atils i diversos com sén el Pubmed, recull
d’articles cientifics; el GenBank, base de dades de totes les seqiiencies de DNA
publiques; informacié del projecte genoma huma, de taxonomia, de bases de dades
amb col-leccions de SNP, ESTs, estructures, etc...

El GenBank de NCBI és una de les bases de dades publiques més completes
gue existeixen a la xarxa, i inclou tot tipus de seqiiéncies genomiques, de mRNA i
de proteina. El mateix NCBI, ha creat una segona base de dades, anomenada
RefSeq, on s’ha pretés elaborar una seleccid de seqliéncies de manera que cada
moléecula només tingui una entrada per DNA genomic, una per gen transcrit i una
per proteina, de cada organisme. Aquesta base de dades és molt util alhora de
saber si una seqiéncia té informacid suficient per considerar-la referenciada o no, i
per tant, la diferéncia entre les dues bases de dades, és simplement el cribatge que

es fa de les seqliéncies, essent la RefSeq molt més restrictiva que la del GenBank.

Ensembl

(http://www.ensembl.org/index.html)

Es un projecte conjunt entre EMBL-European Bioinformatics Institute (EBI) i
la fundacié privada The Wellcome Trust i I'Institut Sanger (WTSI) per desenvolupar
un software que produeixi i mantingui anotacions automatiques de genomes
eucariotes. Tot i que Ensembl s'ha concentrat en els genomes de vertebrats, també
s'hi poden trobar genomes de plantes i fongs. Proporciona informacié sobre la
localitzacié del gen en el genoma, la seva estructura predita i una dada molt atil

sobre possibles homolegs identificats.
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Swiss-Prot

(http://www.ebi.ac.uk/swissprot/)

Es una base de dades de proteines creada per IlInstitut Suis de
Bioinformatica (SIB). Ofereix un recull d'informacié molt complerta i actualitzada
sobre proteines i inclou funcié, modificacions post-traduccionals, possibles dominis
estructurals, productes alternatius, etc... També esta disponible des de I'enllag de

ExPASy (http://www.expasy.ch/sprot/).

MGC: Mammalian Gene Collection.

(http://mgc.nci.nih.gov/)

L'objectiu de MGC és oferir clons humans, de ratoli, de rata i de vaca amb la
pauta de lectura complerta (FL-ORF). Totes les seqiéncies del MGC estan
dipositades al GenBank i els clons es poden comprar a través de distribuidors de
IMAGE.

Analisi de seqiiencies
University of California Santa Cruz Genome Browser (UCSC)

(http://genome.ucsc.edu/)

La Universitat de Sta.Cruz de California ofereix un recurs anomenat BLAT
gue permet la cerca de seqiiencies homologues a genomes seqlienciats. Ofereix la
situacié cromosomica i tot tipus d’informacid a tots els nivells enllagant amb el
Pubmed, Ensembl, Swiss-Prot i altres bases de dades. Resulta molt Gtil per coneixer

gualsevol entrada en una zona gendmica concreta.

Alineament de seqiiéncies amb el BLAST

(http://www.ncbi.nih.gov/blast)

Blast permet la cerca de seqiiéncies homologues a les bases de dades de
seqliencies de DNA o proteina del GenBank. El programa compara la seqléncia
esquer amb totes les seqiiéncies de la base de dades mostrant com a resultat final

aquelles amb un grau d’homologia superior.

Alineament de seqiiéncies amb I’algoritme Clustalw

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html)

L'algoritme Clustalw permet obtenir el millor alineament entre multiples
seqliéncies de DNA o proteina. Aquest analisi es pot realitzar des de diferents
pagines d'internet com la indicada i des de programes que faciliten I'analisi amb el
posterior tractament de les dades. En aquesta tesi s’ha usat el programa AlignX del

paquet Vector NTI Advance 9 (Invitrogen) i MegAlign del paquet Lasergene

56



Materials i métodes

(DNAStar), que a més de facilitar I'alineament entre les seqiiéncies, t'ofereix I'arbre

filogenétic en el cas de proteines.

Alineament de seqiiéncies de DNA

Per l'alineament de seqliencies de DNA s’han utilitzat els programes
ContigExpress del paquet Vector NTI Advance 9 (Invitrogen) i Segman del paquet
Lasergene (DNAStar). S’han utilitzat per alinear multiples seqliéncies solapades
parcialment per obtenir una seqiiéncia Unica anomenada contig. Es molt util alhora
de seqlienciar regions amplies de DNA. Aquestes cal seqlienciar-les per etapes i
fragments d’uns 500 a 700 parells de bases que es solapen formant un sol contig.
Aquests programes permeten introduir seqliéncies en diferents formats, entre ells
el cromatograma que s’obté del seqlienciador. Aixo facilita enormement l'analisi de
les seqiiéncies ja que a més de veure-les alineades, et permet veure en detall

qualsevol conflicte a nivell de nucleotid en la seqiéncia i modificar-lo.

Disseny d’encebadors

El programa que s’ha utilitzat en aquesta tesi per el disseny d’encebadors és
el Primer Select del paquet de programes Lasergene (DNAStar). Aquest programa
cerca encebadors sobre la seqiéncia d’interés, permetent fixar certs parametres
relacionats amb els encebadors o la PCR, com la temperatura d’hibridacié dels

encebadors, la longitud del producte de PCR, etc...

Gestor de vectors

Per la construccié del conjunt de plasmidis utilitzats en aquesta tesi i per la
seva correcta gestid s’ha utilitzat el Clone Manager Professional Suite v.7.10 (Sci Ed
Central). El programa resulta senzill i molt Gtil per planificar clonacions in silico i

analitzar patrons de digestié.

Analisi estadistic

Per l'analisi de significacidé de diferencies en la cerca de diferéncies entre
animals control i EEG1Y2211* s’ha utilitzat el programa GraphPad v.4.0. El
programa permet l'analisi de diferents tests estadistics com el test t, la prova
ANOVA, etc...

Per l'analisi cinetic s’ha utilitzat el programa KaleidaGraph v.3.6, ja que
permet obtenir valors de Km i Vmax, ajustant els valors a una regressié no lineal i
a qualsevol equacié que se li defineix préviament, com la de Michaelis Menten per

dos components.
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Analisi de proteines
ExPASy Proteomics Server

(http://us.expasy.org/)

ExPASy (Expert Protein Analysis System) és un servidor que ofereix diversos
recursos dedicats especialment a |'analisi de seqliencies de proteines i estructures.
Ofereix enllagos gratuits a programes que permeten des de la identificacido de
proteines fins a la prediccié de I'estructura i la creacié de models 3D. Alguns dels
programes més rellevants d’aquesta pagina web que s’han utilitzat en el transcurs

d’aquesta tesi sén els que es detallen a continuacié:

SOSUIv. 1.11

(http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/)

Es un programa desenvolupat per la Universitat de Nagoya (Japd) que
facilita la classificacio i prediccidé d’estructura secundaria de proteines de membrana
a partir d'una seqiiéncia determinada, aixi com el perfil d’hidrofobicitat i diagrames
de roda d’helix en els segments predits. També ofereix un esquema molt util dels
segments transmembrana de la proteina que permet visualitzar la posicido dels

nucleotids individuals.

HMMTOP (Hidden Markov Model for Topology Prediction) v.2.0

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

Es un altre programa de prediccié topologica, en aquest cas, desenvolupat
per I'Institut d’Enzimologia de la Hungrian Academy of Biological Sciences Research
Center de Budapest. El métode es basa en el principi de la maxima divergéncia en
la composicié del segments d’aminoacids (Tusnady i Simon 1998; Tusnady i Simon
2001). Al sotmetre la seqliencia proteica, el programa fa la prediccié del nimero de
segments transmembrana especificant l'interval de residus de cada segment, indica

la localitzacié dels extrems de la proteina i I'entropia del model.

Altres pagines d’interes

HOWDY: Human Organized Whole genome Database: Es un bon compendi
de diferents bases de dades molt Gtil alhora de contrastar diferéncies entre elles.

(http://www-alis.tokyo.jst.go.jp/HOWDY/)

HUGO Gene Nomenclature Committee: Mostra el nom del gen i el simbol
adequat per a cada gen huma. També ddéna informacié sobre la localitzaci6

cromosomica i I'enllag de la seqliéncia al NCBI.
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(http://www.genenames.org/index.html)

La pagina web de la Universitat de Barcelona permet l'accés a la majoria de
revistes en format electronic, a tesis doctorals i altres serveis.
(http://www.ub.cat)

La pagina web del diccionari de I'Enciclopédia Catalana és molt Gtil tan com
a diccionari amb conjugacions verbals incloses, com a enciclopédia. Es I'adaptacié
tecnologica de la Gran Enciclopédia Catalana en catala i anglés.

http://www.enciclopedia.cat/

La pagina web del centre de terminologia és un recurs molt atil per dubtes
terminologics en llengua catalana. Concretament el cercaterm ofereix alternatives
en la traducci6 de paraules en diferents idiomes.

http://www.termcat.cat/

II. OBTENCIO I MICROINJECCIO D’'OOCITS DE XENOPUS
LAEVIS

Al 1982, el grup de Sumikawa va ser el primer en demostrar que es podien
expressar funcionalment canals ionics i receptors en oocits de Xenopus (Miledi et al.
1982). A partir d’aquest moment, aquest sistema ha passat a ser un metode
estandard per expressar proteines heterdlogues i per la clonacié funcional de canals
i transportadors (Sigel 1990; Wang et al. 2000; Parker et al. 2008).

El fet que I'odcit madur sigui gran (1-1,3 mm) degut a la gran acumulacié de
proteines de reserva, gran quantitat de mRNA i maquinaria de traduccié
(ribosomes, tRNAs...), fa que sigui un sistema facil de manipular i molt Gtil per
estudis de desenvolupament embrionari i d’expressid funcional de proteines
(Colman et al. 1984).

Adquisicio i estabulacio de granotes Xenopus Laevis
Aquesta espécie de granotes és autoctona del sud d’Africa. Actualment al
nostre laboratori es compren a l'empresa African Xenopus Facility (Noordhoek,

South Africa) (afxeno@mweb.co.za). Les granotes Xenopus Laevis son totalment

aquatiques, les femelles amb les quals es treballa mesuren entre 12 i 15 cm de
llargada i en concret les sud africanes autoctones, produeixen oocits de molt bona

qualitat un cop estan estabulades.
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Les granotes utilitzades al llarg d'aquesta tesi, s’han mantingut a 'estabulari
de la Facultat de Biologia. Les granotes han estat estabulades en una sala amb
termostat entre 19 i 21°C seguint cicles continus de 12 hores de llum i 12 de
foscor. S’han distribuit en grups de 10 a 12 animals per aquari de 200 litres de
capacitat, amb una tapa de vidre per evitar que saltin i morin a fora per
deshidratacio. Per la identificacidé i seguiment individual de cada animal, s'implanta
un xip intern en el torax de la part dorsal de cada granota, que permet associar un
nimero a cada granota (Implantable Transponder ID 100; Trovan). Un lector
electronic (Hand Held Reader LID500, Trovan) permet la lectura del nimero de
cada xip.

L'aigua dels aquaris ha d’estar sempre en oOptimes condicions, per aixo és
necessari controlar els seglients parametres periddicament: pH (entre 6.5 - 7.5),
concentracié d’amoni (inferior a 2.5 mg/l), de nitrats (inferior a 50 mg/l) i de nitrits
(inferior a 0.15 mg/l). A part, els aquaris han d’estar correctament oxigenats i els
filtres, bombes de carbo actiu i zeolita (2224 Professional Canister Filter, Eheim) en
bon estat.

Les granotes s’alimenten dos cops per setmana amb cor de vedella

trossejat.
Extraccio del oocits
L'extraccio d’oocits es realitza seguint el protocol descrit per Goldin (Goldin

1992) i es porta a terme el dia abans de l'injeccié.

Materials i reactius:

- Etiléster de I'acid 3-aminobenzoic (A-5040, Sigma).

- Material de cirurgia: tisores, pinces i seda trenada per sutura.

- Plaques de Petri de 10 mm de diametre (Sterilin)

- Col-lagenasa D de Clostridium Histolyticum (10888866, Roche).
- Incubador HotCold-S (Selecta)

- Aigua miliQ autoclavada per preparar tots els reactius

- Tampd ORII 4X*

- Tampd BARTH?

! Composicié del tampo6 ORII 4x: 330 mM NaCl, 8 mM KCl, 4 mM MgCl,, 20 mM HEPES ajustat a pH 7.5
amb NaOH. S’autoclava i es guarda a 4° C.

2 Composicié del tampoé BARTH: 88 mM NaCl, 1 mM KCI, 330 uM Ca(NOs3),:4H,0, 410 uM CaCl,-2 H,0,
820 uM MgSO0,4:7H,0, 2.4 mM NaHCO;, 10 mM HEPES, pH 7.5
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Procediment:

S’anestesia la granota per immersié en una solucié de 1 g/I de l'etiléster de
I'acid 3-aminobenzoic amb aigua de l'aixeta durant uns 20 minuts. Després es
col-loca I'animal sobre una superficie de gel perquée es mantingui adormida durant
I'operacié (ja que és un animal poiquiloterm) (Fig. 5, A i B).

Els oocits s’extreuen fent una incisio d'1 cm de llargada a un dels costats
ventrals de I'abdomen de la granota. Es fa primer un tall a la pell i després al
muscul. S’extreuen els odcits amb I'ajuda d’unes pinces i normalment es treuen
entre 3 i 4 Idobuls. Cada granota és operada com a maxim cada tres mesos i és

capac de produir oocits de qualitat durant 8-10 extraccions.

Fig. 5 Extraccio d’oocits de Xenopus Laevis. Metodologia per I'extraccié d'oocits de X.Laevis: A i B,
es col-loca la granota cara amunt sobre un llit de gel un cop anestesiada. C. Es cobreix amb un paper
humit i més gel. Es procedeix a la incisié a la part abdominal ventral, en primer lloc fent un petit tall a la
pell i després al muscul. D. S’extreuen els Iobuls de I'ovari amb I'ajuda d’unes pinces. E. Es tallen per
comencar la separacié. F. Es sutura la incisié. G. Es treu la granota del gel i es deixa recuperar en

contacte amb una mica d’aigua. H. Es procedeix a la digestié de les cél-lules fol:-liculars.

Els lobuls ovarics extrets es guarden en tubs de plastic en tampd ORII 1x i
es tallen en fragments petits. La incisié es tanca fent punts de cirurgia: normalment
es fan 4-5 punt al muascul i 4-5 punts a la pell (Fig. 5, F). Mentre es desperta, la
granota es manté humida pero no submergida completament en I'aigua.

Per separar les cél-lules fol:-licular de lI'o0cit es digereixen amb col-lagenasa
D. Per cada lot de col-lagenasa nou, cal posar a punt la quantitat i el temps de
digestié ja que cada activitat tripsina és lleugerament diferent i hem d’evitar fer
malbé els oocits. S’afegeix una solucido de 10 ml amb col-lagenasa D a 2 mg/Il en
tampo ORII 1x al tub dels oodcits i la digestid té lloc en un agitador orbital durant 45

minuts dins I'incubador a 18°C. Es repeteix el procediment perd durant temps més
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curt (15 a 45 min). A continuacié es fan 4 rentats amb tampé ORII 1x, 4 amb
tampo6 BARTH'S i es guarden en tampd BARTH’S a l'incubador de 18°C.

Tria i manteniment del oocits

L'oogenesi en Xenopus és assincronica (és a dir, existeixen oocits en tots els
estadis de desenvolupament alhora), i per tant, cal seleccionar manualment a la
lupa binocular els oocits madurs per ser injectats. Es seleccionen els odcits en
estadi V-VI de desenvolupament (Dumont 1972) que es diferencien pel seu
diametre d’entre 1,0-1,3 mm, pels dos hemisferis clarament diferenciats i pel pol
animal lleugerament més clar que en els oocits d’estadi IV. Els oocits es mantenen
en tampd BARTH, dins de vials de vidre (Liguid scintillation vials V-7130; SIGMA) i
en un incubador a 18°C a la foscor. Cada dia, amb l'ajuda de la lupa binocular i una
pipeta de plastic, es seleccionen i descarten els oocits que no tenen bon aspecte i

es guarden els optims en solucié BARTH nova.

Microinjeccio

En aquest treball els oocits s’han injectat amb diferents cRNAs, sintetitzats
per transcripcid in vitro a partir del cDNA corresponent (veure pagina 82). Els
vectors utilitzats per la transcripcié de cRNA necessiten la preséncia d’un promotor
de la RNA polimerasa del fag T7, T3 o SP6. S’han dissenyat vectors per augmentar
els nivells d'expressié de les proteines exdogenes expressades en |'odcit (Shih et al.
1998). Per aquest motiu, s’han afegit extrems 5’ i 3’ no traduits de missatgers molt

estables en oocits, com per exemple el de la p-globina.

Material:

- Incubador HotCold-S (Selecta)

- Lupa binocular (Nikon 546225)

- Injector semiautomatic (Inject+Matic; Geneve)

- Aparell per fer micropipetes (Inject*Matic Puller; Genéve)
- Micromanipulador (Narishige MN-15)

- Capil-lars (Disposable micro-pipettes; Drummond)

- Font de llum (Intralux 5000; Volpi)

Procediment:

La microinjecci6 d‘oocits de Xenopus es realitza amb I'ajuda d‘un
dispensador unit a un micromanipulador que permet el moviment en tres
dimensions. En primer lloc cal fer la micropipeta a partir d’estirar un capil.lar en un

aparell que escalfa el vidre. Cal calibrar la micropipeta amb aigua perqué injecti un
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volum de 50 nl, i saconsegueix amb l'ajuda d’una tira de paper mil.limetrat. El
cRNA a injectar es centrifuga per separar possibles impureses presents. Aixo
disminueix la probabilitat de que l'agulla s’obturi durant el procés d‘injecci6. A
continuacié es posa un tros de parafilm damunt d’una placa de 35 mm i a sobre el
cRNA. S’aspira la gota, controlant el procés a la lupa i evitant que entri aire. Es
col-loquen els oocits a injectar en una una placa de 35 mm de diametre amb tampd
BARTH on es mantenen immobilitzats gracies a una reixeta de polipropilé
enganxada al fons de la placa. Es posiciona lI'agulla amb el cRNA damunt del pol
vegetal de cada oocit i es fa baixar lentament fins que l'agulla travessa |'oo0cit.
Aleshores s’injecten els 50 nl de cRNA, s’observa que |'odcit s’infla lleugerament, es

retira I'agulla curosament i es busca el seglient oocit.

III. CULTIUS CEL-LULARS

Consideracions generals

Tots els cultius cel-lulars emprats al llarg d’aquesta tesi s’han manipulat sota
una campana de flux laminar vertical. Tot el material i solucions han de ser esterils
(autoclau, radiacié UV, filtracié per porus de 0,22 um, etc...) per evitar el risc de
contaminacions en el cultiu. Els medis de cultiu especifics per a cada tipus cel-lular
es guarden a 4°C i es temperen a 37°C abans d’entrar en contacte amb les
cel-lules. Tots els tipus cel-lulars utilitzats s’han mantingut en incubadors en
condicions de 37°C, 90% d’humitat relativa i 5% de CO..

Subcultiu

Els cultius cel-lulars utilitzats en aquest treball s'han crescut sobre un suport
de plastic tractat. En aquest sistema, les cel-lules creixen fins arribar a confluencia,
moment en que és necessari diluir-les i sembrar-les en una altre placa perquée
puguin continuar creixent. Per desenganxar les cél-lules s'ha utilitzat la tripsina,
una proteasa que hidrolitza les proteines de la membrana cel-lular permeten
I'alliberament de les cél-lules de la placa. Es important controlar el temps per evitar
danyar excessivament les cél-lules.

El procediment consisteix en aspirar el medi de cultiu, fer 2 rentats amb
PBS® estéril i afegir la tripsina (1ml per flasc6 de 75 cm?). Es deixa actuar

controlant el temps (2-10 min) i quan observes les cél-lules desenganxades i

3 Composicié PBS: NaCl 136 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 8 mM, KH,PO, 1,5 mM. El pH s'ajusta a 7,4 amb
HCI. Si s'ha d'utilitzar per cultius cel.lulars, s’autoclava la solucid.
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separades, s'hi afegeixen 4ml de medi de cultiu ( ja que el séerum que conté
inactiva la tripsina) i es resuspenen les cel-lules. La suspensid es centrifuga a 200 g
durant 3 min i el pellet es resuspen en el volum adequat per tornar a sembrar.
Congelacié i descongelacié

La conservacio de les cél-lules es fa en tancs amb nitrogen liquid. Per tal de
congelar-les s’usa dimetilsulfoxid (DMSQO) com a criopreservant juntament amb
serum fetal bovi (FBS).

El procediment consisteix en tripsinitzar les cél-lules, centrifugar-les a 200 g
3 min i resuspendre-les en una solucié de FBS amb un 10% de DMSO (D2650,
Sigma). Es fan aliquotes en criotubs i es guarden a un tanc envoltat d’isopropanol
gue refreda les mostres a una velocitat de 1°C per minut, préviament temperat a
40C. Es guarda el tanc a -80°C i I'endema es disposen els criotubs al tanc de

nitrogen liquid.

Transfeccio cel-lular transitoria

Per lI'estudi funcional d'una proteina en molts casos és dutil I'expressid
transitoria en una linia cel-lular. En aquest treball s'ha utilitzat el metode de
coprecipitaci6 de DNA exogen amb fosfat calcic (Sambrook et al. 1989). Es
desconeix el mecanisme exacte del procés d’entrada de DNA a la cél-lula, perd en
primer lloc, el precipitat d’adhereix a la superficie cel-lular i posteriorment és
endocitat. El precipitat es forma al barrejar una solucié que conté clorur de calci
amb una altre que conté fosfat. Un dels parametres més importants en aquest
metode és el pH de la solucié de fosfat, per tant, cal preparar una bateria de
solucions de diferents pH i testar-los en cada tipus cel-lular que es desitgi utilitzar.
Un segon parametre a considerar és la quantitat de DNA. En aquest treball s'han
utilitzat 20 pug de DNA per placa de 10 cm de diametre. Finalment, cal tenir en

compte la densitat del cultiu cel-lular, essent el 40% la confluéncia optima.

Reactius:

- Solucié de clorur calcic*

- Soluci6 de fosfat®

- Aigua de Braun (Aqua B. Braun de B Braun Medical S.A.)
- PBS esteril

- Preparacions de DNA a una concentracié superior a 1 ug/ ul

4 Composici6 de la solucié de clorur calcic: CaCl, 500 mM i BES 100 mM (Fluka) a pH 6.95
5 Composicié de la solucié de fosfat: NaCl 50 mM, Na,HPO, 0.75 mM, NaH,PO, 0.75 mM i BES 50 mM. Es
poden fer aliquotes que oscil-lin entre si 0,02 punts de pH
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Procediment:

Tot el procés es porta a terme sota la campana de flux. Les cél-lules es
sembren el dia abans perquée en el moment de la transfeccid estiguin
aproximadament al 20-40% (optimitzar per cada tipus cel-lular). Es canvia el medi
per medi de cultiu fresc abans de comengar i es desen a l'incubador. Es prepara la
barreja de DNA en un tub estéril de 15 ml: 18 ug del DNA d'interés + 2 ug de GFP
+ aigua fins a 250 pl (quantitats per una placa de 10 cm de diametre). S'afegeixen
gota a gota 250 pul de la solucié de calci i s'agita vigorosament. S'afegeixen gota a
gota 500 pl de la solucié de fosfat, mentre es barreja la mescla bombollejant a
través d'una pipeta de 2 ml de cultius i el pipetejador automatic. Es deixa reposar
15 minuts a temperatura ambient per afavorir la formacié de precipitats, és
important que la temperatura de la campana no sigui elevada. Transcorregut
aquest temps, es torna a barrejar fent bombolles amb el pipetejador per tal
d’homogeneitzar la solucié i s'afegeix a les cel-lules gota a gota i lentament mentre
s'agiten les plaques suaument. Es deixen les plaques a l'incubador entre 12 i 20
hores per tal que incorporin el precipitat. Passat aquest temps s'aspira el medi que
conté el precipitat (que es pot observar al microscopi), es renten les plaques dues
vegades amb PBS i s'hi afegeix medi de cultiu fresc. Al cap de 24 o 48 hores més,
es pot realitzar I'experiment i la monitoritzacid de |'eficiencia de transfeccidé es pot

seguir gracies a la fluorescéncia de la GFP.

Condicions de cultiu de la linia cel-lular HeLa

Les cel-lules Hela procedeixen d’adenocarcinoma de cérvix huma. Presenten
un fenotip epitelial i tenen incorporades seqliéncies del papilomavirus huma 18
(HPV-18). Aquestes cel-lules sén ampliament utilitzades per l'estudi de diferents

proteines expressades de manera transitoria.

Medi de cultiu

500 ml. de DMEM (Dulbelcco’s Modified Eagle’s Medium, 41966-029 GIBCO)
5,5 ml. de penicil-lina/streptomicina (100X)

55 ml. de FBS

Condicions de cultiu

Sén cel-lules que proliferen molt rapid i per tant, cal subcultivar-les com a
minim dos cops per setmana. Es tripsinitzen amb menys de 2 minuts i es poden
sembrar diluint-les en una relacié de 1:4 fins a 1:10. Es una linia cel-lular molt

senzilla d’utilitzar.
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Condicions de cultiu de la linia cel-lular OK

Les cel-lules OK (Opossum Kidney) procedeixen del ronyé d'una femella
adulta d'opdssum nord america (Didelphis marsupialis virginiana). Presenten un
fenotip epitelial i son capaces de formar una monocapa polaritzada arribant a
formar cupules o doms. Es un model ampliament utilitzat per estudiar el flux

transepitelial del ronyd i per I'estudi dels nombrosos receptors que expressa.

Medi de cultiu

500 ml. de DMEM/Nutrition Mix F-12 amb glutamax i piridoxina (GibcoBRL, Life
Technologies #31331-018)

5,5 ml. de penicil-lina/streptomicina (100X)

55 ml de FBS no inactivat

5,5 ml glutamina 2 mM

HEPES 25 mM

Condicions de cultiu

El cultiu es sol fer en flascons de 75 c¢cm? i quan arriben a confluéncia es
sembren diluides entre una 1:3 i una 1:8. Creixen formant illes i com més diluides
es sembren, més lent és el seu creixement. La tripsina s’ha de deixar actuar de 5 a
10 minuts a 37°C i per acabar de separar les cél-lules cal resuspendre amb el
pipetejador automatic unes 10-20 vegades.

Per aconseguir una monocapa impermeable es poden sembrar les cel-lules
en cistelletes amb una base de filtres permeables de policarbonat anomenades
“Transwells” (Corning Costar, #3402, 3 mm de porus). Abans de sembrar les
cel-lules en els transwells cal aplicar un recobriment de col-lagen de tipus I (Upstate
Biotechnology, #08-115) a una concentracié de 10 yM (200 ul/pou) en medi de
cultiu sense FBS a 37°C durant 3 hores abans de la sembra. Les cel-lules s’han de
tripsinitzar bé i contar per tal de sembrar 5-10° cél-lules/pou (en una placa de 12
pous) en un volum de sols 150-200 pl. La gota de cel-lules es reparteix bé i es
deixa que les céel-lules s’enganxin durant dues hores. Passat aquest temps s’afegeix
medi a dalt i a baix del transwell i es canvia el medi cada 48 hores. La formacié de

la monocapa s’aconsegueix al cap de 19 dies de cultiu i es pot comprovar perquée
arriba a una resisténcia de 300 /cm? (Millicell-Electrical Resistance System,

Millipore. Cedit amablement per el Dr. Ricardo Casaroli).

Condicions de cultiu de la linia cel-lular PCT
Les cel-lules PCT (PKSV-PCT) procedeixen de la microdisseccié de la part

contornejada dels tubuls proximals superficials de ronyé de ratolins mascles
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transgenics L-PK/Tag. Presenten |'expressié estable de l'antigen T gran del Sv40
sota el control del promotor de la piruvat quinasa de rata (Cartier et al. 1993;
Lacave et al. 1993). Els cultius confluents, igual que en el cas de les cel-lules OK,
crescudes en plaques o filtres porosos, estan organitzats en monocapes de cél-lules
cuboidals polaritzades amb microvil:-lis apicals desenvolupats i formen doms.

Les cél-lules PCT van ser cedides molt amablement pel Dr. Alain Vandewalle
de I'Institut Fédératif de Recherche de Paris i la Dra. Anna Meseguer del Centre
d’Investigacions en Bioquimica i Biologia Molecular (CIBBIM) de I’'Hospital de la Vall

d’'Hebron de Barcelona.

Medi de cultiu

250 ml de HAM's F12 (Invitrogen, #21765-029)

250 ml de DMEM

5 pg/ml Insulina (Sigma, #I 1882): en 100 mg d’insulina afegir 9,9 ml d’aigua
estéril i 0,1 ml d’acid acétic. Guardar a 4°C.

50 nM de dexametasona (Sigma, #D8893): en 1 mg afegir 2,5 ml d’etanol al 95%.

60 nM de selenat de sodi (Sigma #S9133): dissoldre en d’aigua esteril

5 pg/ml de transferrina (Sigma #T1428): disoldre en d’aigua esteril

50 nM de triiodotironina (T3, Sigma #T5516): dissoldre en etanol al 95%

10 ng/ml d’EGF de ratoli (Sigma, #E4127): dissoldre en aigua estéril

20 mM de HEPES

200 mM de Glutamina

10% de Sérum fetal de vedella inactivat

2% de D-glucosa (Sigma #G-8644)

Condicions de cultiu

Aquestes cél-lules es cultiven rutinariament en flascons de 75 cm? a 37°C
amb 5% de CO; i 95% d'humitat. La confluéncia s'aconsegueix al cap de 7 dies de
la sembra al 20%. Aquest tipus cel-lular també s'ha crescut sobre filtres porosos
per aconseguir una monocapa seguint el mateix protocol utilitzat per les cél-lules
OK. L'Unica diferencia és que les cél-lules PCT aconsegueixen la maxima resistéencia
eléctrica transepitelial de la monocapa a partir del dia 16, arribant a uns valors de
300 a 500 Q/cm?.

Condicions de cultiu de les linies cel-lular de placenta: BeWo,
JAR i Jeg-3
Les tres linies cel-lulars provenen de coriocarcinomes humans i tenen una

morfologia epitelial imitant les cel-lules trofoblastiques de la placenta (Hertz 1959;
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Kohler i Bridson 1971; Story et al. 1974). Sén capaces de formar monocapes. En
aquest treball només s'han cultivat per obtenir RNA.
Les tres linies cel-lulars van ser cedides molt amablement per la Dra.

MaAngeles Serrano de la Facultat de Medicina de la Universidad de Salamanca.

Medi i condicions de cultiu de cél-lules BeWo

500 ml Ham’s F12K (Kaighn’s modification, #21127-022)
2 mM glutamina

10% FBS inactivat

Subcultivar-les cada 3-4 dies a partir d’'una dilucié 1:6 utilitzant tripsina.

Medi de cultiu de cél-lules JAR

500 ml medi RPMI 1640 (Sigma #R8755)
2 mM L-glutamina

1,5 g/l NaHCO3

4,5 g/l glucosa

10 mM HEPES

1 mM piruvat sodic

10% FBS inactivat

Medi i condicions de cultiu de cél-lules JEG-3
500 ml Eagle's Minimum Essential Medium (Sigma, #M0643)
2 mM L-glutamina
1,5 g/l NaHCO3
0,1 mM aminoacids no essencials
1 mM piruvat sodic
10% FBS inactivat
Subcultivar amb dilucions de 1:4 a 1:6 i canviar el medi 2 o 3 cops per

setmana.

IV. ASSAJOS DE TRANSPORT

Assaig de transport en oocits de Xenopus Laevis
Els assajos de transport en oocits es realitzen 48 h després de la injeccid per

garantir un bon nivell d'expressio de la proteina d'estudi.
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Reactius:

- Clorur de colina 1 M (per assajos en abséncia del i6 sodi, sera 10x)

- Tampo sals 10x°®

- Clorur de sodi 1 M (per assajos amb sodi, sera 10x)

- Tampo de transport 1x: tamp6 sals 1x i clorur de colina o sodi 100 mM, 1x.

- Solucié de parada: tampd de transport 1x en presencia de 10 mM de |'aminoacid
que es transporti, refredat a 4°C.

- Tampo de sortida: tampo de transport 1x, en abséncia o preséncia de I'aminoacid
fred a 5mM

- Estoc d’aminoacids: Si la seva solubilitat ho permet estan dissolts en aigua a 50
mM i es guarden a -20°C

- Medi de transport: tampd de transport 1x en preséncia d’aminoacid radioactiu (10
uCi/ml per *H i 2 pCi/ml per 'C) i aminoacid fred (no radioactiu) fins a la
concentracié desitjada. En experiments d’inhibicié s’afegeix al medi de transport
generalment 100 o 1000 vegades més d’inhibidor (aminoacid) fred en excés.

- Soluci6 de lisi: SDS 10%

- Cabina amb termostat a 16°C

- Liquid de centelleig (ICN)

- Comptador beta (Beckman LS 6000TA)

- Tubs de transport (5 ml polypropilene tub 000-2053-001; Elkay)

- Pipetes Pasteur de plastic (Rubilabor)

- Vials de vidre (Liquid scintillation vials V-7130; SIGMA)

Procediment en |'assaig d’entrada de substrat:

Cada grup de transport consta de 7 oocits, que es posen amb |'ajuda d’una
pipeta Pasteur de plastic, en un vial de vidre amb tampd de transport 1X i s’hi
mantenen durant 30 segons. A continuacio, es recullen i es passen a un tub de
transport. S’aspira el medi curosament amb una micropipeta (per no diluir el medi
de transport i vigilant de no danyar els odcits) i s'afegeixen 100 pl de medi de
transport. S’agita lleugerament el tub i s’incuben els odcits en aquest medi durant
un periode de temps determinat. Transcorregut aquest temps, s‘aspira el medi
radioactiu amb una micropipeta i es fan tres rentats amb 4 ml de solucié de parada
fred. L'excés d’aminoacid no marcat del solucié de parada permet desplagar
I'aminoacid marcat que pugui haver-se unit a la superficie de I'odcit.

Cadascun dels oocits es posa per separat en un vial de centelleig en

presencia de 200 ul de solucié de lisi, i es deixa en agitacié forta a temperatura

6 Composicié del tampd sals 10x: 20 mM KCI, 10 mM CaCl,.2H,0, 10 mM MgCl,-6H,0, 100 mM HEPES
portar-ho a pH 7.4 amb Tris Base.
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ambient fins que l'oocit es dissol completament. S’afegeixen a cada vial 3 ml de
liquid de centelleig i es compta la radioactivitat en un comptador beta. Es necessari
comptar (per triplicat), 10 pl del medi de transport sobrant per tal de determinar-
ne l'activitat especifica. L'entrada de substrats induida en els oocits injectats es
calcula restant I'entrada que es produeix en oo0cits no injectats. Els resultats

s’expressen com a pmols d’aminoacid/unitat de temps i per oocit.

Procediment en |'assaig de sortida (efflux) de substrat:

Els assajos de sortida de substrat requereixen la pre-incubacié amb el medi
radioactiu abans de realitzar el transport, per tal de que I'oocit acumuli
radioactivitat a dins.

Grups de 3 a 5 oocits es mantenen 30 s en un vial de vidre amb tampd de
transport 1x. Es passen a un tub de transport i s'aspira el medi. S’afegeixen 100 pl
de medi de transport (1 upCi/100 ul) i s’incuba durant una hora. Alguns oocits
s'utilitzen com a control de carrega, per exemple en I'experiment de sortida de **C
Phe per LAT4, els oocits van acumular abans del transport 3000 i 10000 cpm/oocit
en els no injectats i els injectats amb LAT4, respectivament.

La resta d'oocits s'utilitzen per l'assaig de sortida. Després de I'hora
d’incubacié, es fan 4 rentats amb 4 ml de tampd de transport 1x a temperatura
ambient. S’aspira el medi amb cura i s’afegeixen 500 pyl de tampd de sortida. Es
van traient aliquotes de 100 pl de tampd de sortida a temps zero i a diferents
temps. Cadascuna de les aliquotes es posa en un vial en presencia de 3 ml de liquid
de centelleig i es compten les cpm en un comptador beta.

A partir dels valors anteriors es pot calcular la velocitat de sortida i
comprovar si hi ha trans-estimulacié del transport degut a la preséncia d’aminoacid

fred a fora o no.

Assaig de transport en cél-lules PCT

Pels assajos de transport en cél-lules PCT polaritzades s’han utilitzats
plaques de 12 pous amb els filtres porosos de Costar, “Transwells”. A partir del 16&
dia després de la sembra, com s’ha comentat anteriorment, és el moment en queé la

monocapa aconsegueix maxima resistencia eléctrica.

Reactius:
- Tampo de transport’

- Tampo de parada: tamp6 de transport a 4°C amb 100 vegades de substrat fred

7 Composicié del tampod de transport: 137 mM N-metil-D-glucamina (MGA, Fluka #66930) que es
substitueix per 127 mM de NaCl en transports depenents de sodi; 5,4 mM KCl; 2,8 mM CaCl,-2H,0; 1,2
mM MgS0,4:7H,0; 10 mM HEPES a pH 7,4.
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- Estocs d’aminoacids 50 mM en tampd de transport i es guarden a -20°C

- Solucions radioactives: Es preparen amb el tampd de transport, I'aminoacid fred i
el radioactiu (2 pCi/ml)

- Solucio de lisi: Trit6-X100 0,5% i NaOH 100 mM

- Cabina amb termostat a 37°C.

- Liquid de centelleig (ICN).

- Comptador beta (Beckman LS 6000TA).

- Bisturi

Procediment per |'entrada basolateral de substrat:

Es canvia el medi de cultiu dels transwells el mateix dia abans del transport.
Cada punt de transport es fa per triplicat. S'aspira el medi apical i basal dels tres
transwells i la cistella es col-loca a una placa de 12 pous nova. Es renten les dues
superficies (apical i basal) del filtre amb tampd de transport a 37°C (0,5 ml aprox.)
tres vegades i s'inicia el transport afegint 500 pl de solucié radioactiva també a
37°C a la superficie basal del filtre mentres que la superficie apical s’hi manté el
tampo6 de transport. Passat el temps de transport desitjat, s’aspira la solucid
radioactiva i es renta tres vegades el filtre per la cara basal amb tampd de parada.
Els zeros es mesuren afegint la solucié radioactiva a la cara basal i aspirant-la
immediatament. Un cop finalitzat |'assaig, es renta el filtre amb tampé de parada i
es deixa assecar a 37°C. Cada filtre es separa del transwell o cistella amb I'ajuda
d'un bisturi i es col-loca en un tub eppendorf amb 200 ul de solucié de lisi. Passats
30 min d’homogeneitza la solucié i s’agafa una aliquota de 20 pl per valorar (per
duplicat) la concentracié de proteina pel métode BCA (BiCinchoninic Acid). De la
resta, se n’introdueixen 100 pl en un microvial amb 3 ml de liquid de centelleig per
guantificar I'entrada d’aminoacid. També cal comptar la radioactivitat de 10 pl de la
solucié radioactiva per coneixer les cpm totals de la solucié i poder expressar el

resultat en nmols/mg proteina - min.

V. TECNIQUES D'OBTENCIO, MANIPULACIO I DETECCIO DE
DNA
Obtencié de DNA plasmidic

La clonacié d’'una determinada seqliencia de DNA en un vector plasmidic
permet I'amplificacié d’aquesta seqlieéncia per a diferents aplicacions. En funcié de
la quantitat de DNA que es vol produir existeixen diferents sistemes amb rangs de

purificacié diferents. En la realitzacié d’aquesta tesi, per obtenir entre 5 i 15 ug de
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DNA plasmidic s’ha emprat les miniprep (Sigma) i entre 300 i 500 ug les maxipreps
(QUIAgen).
El procediment s’ha realitzat seguint les instruccions del fabricant:

http://www.sigmaaldrich.com/

Electroforesi i purificacié de DNA en gel d’agarosa

L'electroforesi en gels d’agarosa és el metode estandard per separar
fragments de DNA. Aquests migren en el gel de manera inversament proporcional
al logaritme del seu pes molecular. En funcié de la mida del fragment de DNA que
es vulgui separar es prepara amb un percentatge d’agarosa o altre (1% d’agarosa
per separar fragments d’entre 0,4-6 Kb).

Per purificar els fragments de DNA continguts en un gel d’agarosa o
provinents d’'una PCR, s’han utilitzat dos sistemes comercials: “"GFX PCR and gel
band extraction kit" d’Amersham i “Agarose Gel DNA Extraction Kit" de Roche. El
segon sistema permet obtenir DNA de major puresa. Tots dos kits utilitzen una
solucié amb alt contingut de sal caotropica que combinada amb escalfament (50-
60°C) solubilitza I'agarosa i allibera el DNA. Aquest DNA és retingut a una matriu
on posteriorment es renta i s'acaba eluint.

El procediment s’'ha realitzat seguint les instruccions del fabricant:

https://www.roche-applied-science.com/ i http://www.amersham.com/

Clonacio de productes de PCR en el vector pGEM-T Easy

En alguns casos ha estat necessari clonar productes amplificats per PCR en un
vector. L'opcié escollida ha estat la clonacié en el vector pGEM-T Easy (Promega).
Aguest vector té la peculiaritat d'estar obert enmig d'una diana EcorV (enzim rom) al
qual s'ha afegit dues timidines als extrems 3' convertint-los en protuberants. Aixo
permet lligar al mig productes de PCR amplificats amb DNA polimerases que afegeixin
una adenina als extrems 3' (activitat desoxiadenina terminal transferasa). En cas de
voler clonar productes provinents d'una amplificacié amb una DNA polimerasa sense
aquesta activitat (p.e. Pfu polimerasa) es poden afegir adenines facilment. Cal
incubar la mescla de PCR amb 1ul de dATP 2 mM i 1U de Taq polimerasa durant 5
min a 96°C seguit de 20 min a 72°C.

El procediment s’ha realitzat seguint les instruccions del fabricant:

http://www.promega.es/

Seqiienciaciéo de DNA
En aquesta tesi, per seqlienciar el DNA s’ha usat el kit de seqienciacio

comercial de “BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit”. Les mostres s’han
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processat en un analitzador “ABI3730"” dels Serveis Cientifico-Técnics del Parc
Cientific de Barcelona. Seguint el procediment de PCR i precipitacidé del fabricant, es

poden obtenir seqliéncies d’elevada qualitat i de fins a 800 nucleotids.

Obtencié de cDNA

Per diferents aplicacions resulta necessari convertir RNA en DNA. Es el cas
d’aplicacions com la quantificaci6 de RNA missatger determinat per PCR a temps
real, PCR semiquantitativa, o quan es vol amplificar una determinada seqliéncia de
RNA amb la finalitat de clonar-la, seqlienciar-la, etc... El pas de RNA en DNA
s’'aconsegueix per accié d’'una retrotranscriptasa, enzim capac¢ de sintetitzar una
cadena de DNA usant RNA com a motlle, en presencia d'un encebador, que pot ser
especific en cas de voler una seqiéncia concreta, inespecificc quan és un
oligonucleotid polidT, que hibrida amb les seqliencies poliA dels RNA missatger; o
bé oligonucledtids degenerats que idealment permetran la retrotranscripcidé de tot
el RNA.

En aquesta tesi s’ha utilitzat la retrotranscriptasa de la casa comercial

Invitrogen i s’ha seguit el procediment tal com indica el fabricant.

Obtencié de DNA genomic

Per genotipar la coldonia d'animals EEG1-Y221* utilitzats en aquesta tesi,
s’ha extret el DNA d’un tros (1-5 mm) de cua del ratoli. Aquest procediment es
realitza amb un bisturi i si la ferida sagna, es cicatritza amb un cauteritzador (HTC
model F7244 High temperature cautery).

Per I'extraccié del DNA genomic a partir de cues de ratoli, cal digerir el teixit
amb proteinasa K, precipitar el DNA i resuspendre'l en un tamp6 adequat per les
aplicacions que es necessiti. Per exemple, en aquesta tesi, s’ha usat per la PCR de

genotipacié de la colonia EEG1-Y221%* i posterior seqlienciacié.

Materials i reactius:
- Tampé de lisi: 100 mM Tris/HCI pH 8.5-9, 200 mM NacCl, 0.2 % SDS, 5 mM EDTA

en aigua.

- Proteinasa K 20 mg/ml

- Isopropanol pur

- Etanol 70%

- Tampo6 TE: 10 mM Tris pH 7.5 1 mM EDTA

Procediment:

- Afegir 490 ul de tampé de lisi i 10 pl de proteinasa K a cada tros de cua
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- Incubar tota la nit a 55°C amb agitacié

- Centrifugar 15 min a 16000 g.

- Recollir el sobrenedant en un tub nou i afegir-hi 500 pl d’isopropanol
- Invertir el tub diverses vegades fins veure apareixer el DNA

- Centrifugar 3 minuts a 16000 g.

- Descartar el sobrenedant

- Afegir 500 ul d’etanol 70% i vortejar els tubs per rentar el pellet

- Centrifugar 2 min a 16000 g.

- Eliminar el sobrenedant i deixar evaporar les traces d’etanol que quedin al tub
- Resuspendre el DNA amb tampd TE (uns 300 pl aprox.)

- Guardar a -20°C

Amplificacié de DNA per PCR

La reaccié en cadena de la polimerasa (PCR) és l'amplificacié especifica de
DNA. Perque tingui lloc aquesta reaccié s’utilitzen DNA polimerases aillades de
procariotes que catalitzen la sintesis de DNA a partir d'un motlle, encebadors,
desoxinucleotids (dNTPs) i sal de magnesi entre d’altres reactius. La reaccié
consisteix en la repeticidé de diversos cicles de desnaturalitzacié a alta temperatura,
hibridacio dels encebadors amb el DNA i amplificacié del DNA.

Per tal d’aconseguir una amplificacié eficient, cal posar a punt diferents
variables com la DNA polimerasa, la concentracié del i6 magnesi, la longitud dels
encebadors, etc... En aquesta tesi, pel que fa a disseny d’encebadors i a la seleccio
de DNA polimerasa s’han seguit els criteris que segueixen a continuacid; i pel que
fa a la quantitat de dNTPs, tampd, concentracid del i6 magnesi, temperatura
d’hibridacié del encebadors i d’extensié s’ha posat a punt per cada PCR seguint les

instruccions del manual del reactiu.

Disseny d’encebadors

Per la seleccié i disseny dels encebadors necessaris per les PCRs, s’ha
utilitzat el programa PrimerSelect del paquet de programes “Lasergene” (DNA
Star).

Els criteris generals que s’han utilitzat alhora d’escollir els encebadors soén:
una longitud d’entre 17-25 nucledtids, contingut de G/C entre 40-60%, que no
formin estructures secundaries internes (hairpins), ni dimers amb si mateix o amb
I'encebador de la cadena complementaria, tenir una temperatura de fusié que
permeti la hibridacié entre 55 i 65°C, que no contingui repeticions de nucleotids i

gue sigui només especifica del fragment a amplificar (comprovar per BLAST).
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Seleccio de la DNA polimerasa

Tot i que hi ha gran quantitat de polimerases, en aquesta tesi se n’ha
emprat dues. La Taq polimerasa de Biotools s’ha usat per genotipar ja que té baix
cost i un elevat rendiment; la Pfu polimerasa, s’ha utilitzat per la clonacié de
fragments i per mutagénesi, ja que té l'activitat 3’-5’ exonucleasa que proporciona

major fidelitat en la copia del DNA.

Mutagénesi dirigida

Aguesta aplicacié s'ha utilitzat en aquesta tesi per d'introduir mutacions
puntuals a la proteina d'interés i analitzar-ne |'efecte en la funcié. S'ha utilitzat el
kit de mutagénesi QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene), que
permet I'obtencié rapida de plasmidis mutants partint de DNA de cadena doble. El
metode es basa en I'amplificaci6 de DNA per PCR amb la DNA polimerasa Pfu, a
partir de dos oligonucleotids complementaris que contenen la mutacié que es vol
introduir. El producte de PCR es digereix amb I'enzim Dpn I, que només talla el
DNA que esta metilat i per tant permet eliminar el DNA parental no mutat. Després
es transforma el DNA en bacteris E. coli competents, on només s'introduira el DNA
no tallat i mutat. S'analitzen per seqiienciacio6 els clons obtinguts.

El procediment s’ha realitzat seguint les instruccions del fabricant:

http://www.stratagene.com

RACE-PCR (5’ and 3'-Rapid Amplification of CDNA Ends)

Aguesta aplicacié permet amplificar de manera rapida extrems 3’ i 5’ de
cDNAs. La tecnica constisteix en la sintesi de ¢cDNA amb la introduccié d‘un
oligonucleotid que s’uneix a un dels extrems de la cadena de cDNA sintetitzada.
Aguesta cadena de cDNA amb l'oligonucledtid a I'extrem, juntament amb un
encebador especific per anellar-se a aquest extrem i un segon encebador especific
per el gen, s'amplifica des de I’extrem (1a. PCR) i s’obté un motlle per a la segona
PCR, “Nested PCR” (Siebert et al. 1995).

Reactius:
Per la sintesi de la primera cadena de cDNA:
- 1 pl oligonucleotid SMART (10 uM):
5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3'
1 pl encebador 3'-RACE CDS (3'-CDS, 10 uM):
5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T)3oN.1N-3" (N=A,C,G o T; N.;=A,G 0 C)
- 1 pl encebador 5'-RACE CDS (5'-CDS, 10 uM): 5'-(T)25N.iN-3'
- 1 pl SuperScript 11
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- 4 yl tampé 5x de I'enzim

-2 pl DTT (0,1 M)

- 1 yl de mescla de dNTPs (10 mM)

- Fins a 20 pl d’aigua desionitzada

Per la 5’ o 3' RACE-PCR:

- Mescla d’encebadors Universals a 10x (Universal Primer Mix: UPM)
Llarg (0.4 uM):
5'-CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3'
Curt (2 pM):
5'-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3'

- Encebador Nested Universal (NUP, 10 pM):

5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3'

- Taq polimerasa, dNTPs, tampé de la Taqg, encebadors especifics del teu

gen, DMSO optatiu i aigua desionitzada.

Procediment:

La sintesi de cDNA introdueix un oligonucledtid SMART (Switching
Mechanism At 5’ end of RNA Transcript) en el cas d’amplificacié de I'extrem 5’ que
permet afegir un fragment a I'extrem 5’ que en la RACE-PCR sera reconegut per
I'encebador UPM (Chenchik et al. 1996).

RNA
G ﬁ
5 - R , encebador
oligonucleotid oligo(dT)

SMART Sintesi de la
primera cadena
amb (dC) ala cua

A\

G 5 v v ANAANNN poliA

Canvi de motlle
i extensié per RT
Y
5w G G G \NANANANANANNANAN pOlIA
w— (CCC : )

Fig. 6 Mecanisme de sintesi de cDNA amb I'oligonucleotid SMART. La sintesi de la primera cadena

esta encebada per el oligo(dT). Quan la transcriptasa reversa arriba al final afegeix alguns residus dC.

L'oligonucleotid SMART s’anella a la cua del cDNA i serveix de motlle per la SuperScript II RT.
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Es parteix de 5 ug de RNA total i en la sintesi de la primera cadena de cDNA,
I'oligonucleotid SMART  aprofita I'activitat transferasa terminal de |Ia
retrotranscriptasa (Superscript II, Invitrogen) que afegeix de 3 a 5 residus
(predominant dC) a lI'extrem 3’ terminal de la primera cadena de cDNA i permet
I'enllag de l'oligonucleotid per les tres Gs de I'extrem 3’ (Fig. 6). En el cas de voler
amplificar per I'extrem 5’ cal afegir a la reaccidé de retrotranscripcid un encebador
oligo(dT), en el nostre cas el 5'-CDS, i en el cas de pretendre amplificar I'extrem 3’
cal afegir el 3'-CDS sense |'oligonucleotid SMART. A part dels encebadors especifics,
el protocol de sintesi de la primera cadena de cDNA és el mateix que s’ha detallat

préviament.

1a. RACE PCR | 2a.ronda RACE PCR

mostra 5'RACE 3'RACE 5'RACE 3'RACE
5'RACE cDNA 2,5 ul - - -
3'RACE cDNA = 2,5 pl = =
1/10 de 1a. RACE PCR - - 5 pl 5 pl
UPM (10X) 5 pl 5 ul - -
NUP (10X) - - 1,5 pl 1,5 pl
EGE-F1 (10 mM) - 1,5 ul - -
EGE-R1 (10mM) 1,5 ul - - -
EGE-F2 (10 mM) - - - 1,5 ul
EGE-R2 (10mM) - - 1,5 ul -
MIX 41 pl 41 pl 41 pl 41 pl
Volum final 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl

Taula 3. Reaccions de RACE PCR. Es mostren els volums utilitzats per cada ronda de PCR. La Mix
conté la Taq polimerasa, el seu tampd, dNTPs i aigua a la concentracid i volums indicats pel fabricant.
Les caselles en blanc indiquen que en aquest tub no s’hi afegeix el component corresponent (-). A més
dels tubs de PCR indicats a la taula, com en totes les amplificacions, es convenient afegir controls
positius i negatius. EGE-F1: Encebador Gen Especific-Forwardl, EGE-R1: Encebador Gen Especific-

Reversel.

Després de la retrotranscripcio, el cDNA s’utilitza directament a la reaccié de
5" 0 3'-RACE PCR. Per portar a terme la RACE PCR és necessari coneixer una part
de la seqiéncia del gen a amplificar per tal de dissenyar dos parells d’encebadors
especifics (EGE-F1/R1 i F2/R2, Encebadors Gen Especifics). La primera RACE PCR
s'amplifica a partir del motlle de cDNA 3’ o 5’ i amb els encebadors UPM (que
s’anella al fragment que ha introduit I'oligonucledtid SMART) i I'especific del gen
d’interes (EGE-F1 o R1). En la segona ronda de RACE PCR (o Nested PCR) s'utilitza

de motlle una dilucié 1/10 de la PCR de la 1a ronda i els encebadors NUP (que
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s’anella al fragment que ha introduit UPM i els encebadors especifics (EGE-2) que
s'anellen dins el fragment generat a la 1la ronda (Taula 2). Aquesta 2a ronda sol
tenir més garanties d’exit degut a qué en la 1a ronda s’enriqueix la mostra amb el
DNA d’interes.

SOE-PCR (Splicing by Overlap Extension PCR)

Aquesta aplicacio de la PCR permet fusionar dos fragments de PCR amb
extrems complementaris mitjancant una PCR de solapament (Ho et al. 1989).
Aguesta tecnica té gran varietat d’utilitats, com per exemple la introduccié de
canvis en la seqiéncia nucleotidica, la mutagenesi dirigida, la unié de seqiéncies
complementaries, etc... En aquesta tesi s’ha usat per introduir fragments de DNA

curts (epitop HA) en el fragment de DNA d'interes.

M
= 1% 3
—
S=
1a.PCRl m 11 aPCR
. HA 5. o HA -
3" 5 3¢ s’

2a.PCR
Desnaturalitzacio

5 -essssssssssssccees- 3 5 -————————- 3’

3 '~y 5 3 —a———— 5"
Anellament
b ey
3 ————— 5
l Extencié
e ————
S ——- &
=

—————2

'
v
'
‘
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Fig. 7 Esquema de SOE-PCR. Es mostren de forma esquematica dos fragments de DNA, I'un verd i
I'altre vermell, on mitjancant un encebador que porta la seqliéncia d’hemaglutinina (HA, negre) i dues
PCR successives s’ha pogut generar una nova seqliéncia. Com es pot veure, en la primera PCR s'utilitza
un encebador especific (verd) i un segon que conté una part especifica (verda) de la seqiéncia i una cua
amb la seqliéncia exogena penjant (part negra). Una vegada els fragments tenen incorporada la
sequéncia exogena (HA, en aquest cas), es porta a terme la segona PCR de solapament de les zones

complementaries, i s"amplifiquen amb els encebadors més externs.

El procediment consta de dues PCRs, a la primera s’introdueix el fragment

exogen a partir dels encebadors, generant un excés de la nova cadena amb
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I'epitop integrat. A la segona PCR s’anellen les zones exogenes introduides i
I'extensio té lloc pel solapament dels fragments amplificats en la primera PCR (Fig.
7).

VI. TECNIQUES D'OBTENCIO I DETECCIO DE RNA

El RNA és una molécula molt sensible a l'accié de les RNAses, per tant, cal
tenir especial cura alhora de treballar amb ell. Per evitar la seva degradacié cal que
tot el material i les solucions que hagin d’entrar en contacte amb ell estiguin lliures
de RNAses (RNAsa-free). També és necessari treballar amb guants, utilitzar

material esteéril i fer servir aigua miliQ préviament tractada amb DEPC8.

Obtencié de RNA total

Per I'extraccié de RNA tant de teixits de ratoli, com de linies cel-lulars s’ha
utilitzat el métode d‘aillament de RNA amb "“TRIzo/” (Invitrogen, #74104).
L'avantatge del “TRIzol”, és l'alt rendiment que se n‘obté en detriment de la seva
puresa, per aquest motiu, per obtenir RNA amb major grau de puresa, s’han
utilitzat les columnes de “RNeasy Mini Kit" (Quiagen, #74104). La valoracié del RNA
s’ha realitzat amb el NanoDrop ND-1000, que permet determinar
espectrofotometricament la concentracié d’acids nucleics amb un sol microlitre de
mostra. Finalment, es comprova la integritat de la mostra mitjancant un gel

d'agarosa-formaldehid.

Aillament de RNA total mitjancant el reactiu “"TRIzol"”

El “TRIzol” és un reactiu comercial que permet I'obtencié de RNA a partir de
teixits o cultius cel-lulars. Consisteix en una solucid de fenol i isotiocianat de
guanidini que preserva la integritat del RNA (a l'inactivar les RNAses) alhora que
trenca les cél-lules i en dissol els seus components. L'addicié posterior de cloroform
seguida de centrifugacidé, permet la separacié de la solucid en dues fases, una
aquosa i una organica. El RNA es manté soluble a la fase aquosa, de la qual es
precipita amb isopropanol.

El procediment s’ha realitzat seguint les instruccions del fabricant:

http://www.invitrogen.com/

8 Aigua desionitzada (Milli-Q, Millipore), DEPC (dietilpirocarbonat) 0,01%. Incubem l'aigua desionitzada
amb el DEPC durant 12 h a 37°C i amb agitacid. Ho autoclavem per inactivar el DEPC que podria
modificar quimicament les purines de I'RNA.
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Aillament de RNA total mitjancant el kit "RNeasy” (Quiagen)

L'avantatge d’'aquest kit és la rapidesa en el procediment i que no utilitza
fenol. Permet obtenir preparacions de RNA total de fins a 100 ug a partir de
cél-lules i teixits, llevats i bacteris.

El protocol consisteix basicament en una lisi i homogeneitzacié de les
mostres en presencia d’isotiocianat de guanidini. L'Us d’una columna de gel de silice
permet la separacié del RNA total (de llargada superior a 200 bases). A més, el
protocol inclou un pas alternatiu de tractament amb DNAsa que permet la digestié
del DNA durant el procediment de purificacid.

El procediment s’ha realitzat seguint les instruccions del fabricant:

http://www1.giagen.com/

Tractament de 'RNA amb DNAsa

Per certes aplicacions, cal eliminar el DNA de les mostres de RNA. En
aquests casos, s'utilitza la DNAsa lliure de RNAses, com per exemple la DNAsa I
(Ambion).

Procediment:

Afegir 2U de DNAsa I per cada 10 pg de RNA, el tampd i aigua necessaris
per arribar a un volum d’entre 20 i 50 pl. Es important no vortejar, ja que I'enzim
és sensible al tractament mecanic.

La incubacié a 37°C durant 30 minuts normalment és suficient per degradar

el DNA contaminant.

Sintesi de cRNA: Transcripcio in vitro

En aquesta tesi ha estat necessaria la sintesi de cRNA in vitro per poder
expressar proteines en oodcits de Xenopus i per la sintesi de sondes "sense" i
"antisense" per la hibridacié in situ. La sintesi de cRNA es realitza a partir d'un
plasmidi que conté el promotor de I'RNA polimerasa del fag T7, T3 o SP6 (o0 un a
cada costat per poder sintetitzar cRNA en sentit i en sentit contrari).

El primer pas és tallar el plasmidi que conté el cDNA per linealitzar-lo més
enlla de la regié 3' codificant. Es purifica el producte mitjancant el kit "High Pure
PCR Product Purification Kit" (Roche). Per a la reaccié de transcripcié s’ha utilitzat el
kit mMessage mMachine (Ambion; T7 RNA Polymerase, 1344 o SP6 RNA
Polymerase, 1340), seguint les instruccions d’Us del fabricant. Al finalitzar el
procés, es valora el cRNA sintetitzat espectrofotométricament i es comprova la seva
integritat i la mida adequada en un gel d'agarosa-formaldehid. EI cRNA es guarda a

-800°C fins el moment de ser utilitzat.
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Northern blot

Aguesta aplicacié permet detectar entre una mescla de RNAs, la preséncia
d'un RNA particular, determinar-ne la mida i quantificar-ne I'abundacia. Breument,
el procediment consisteix en separar I'RNA total aillat en una electroforesi
desnaturalitzant, transferir-lo a una membrana de nild i unir-li covalentment.
Aguesta membrana s'incuba amb una sonda especifica per I'RNA que es desitgi
detectar. En el cas del northern blot amb RNA huma, s’ha utilitzat una membrana
comercial amb 12 poli(A*)RNA diferents (BD Biosciences, #636818).

Electroforesi de RNA
L'electroforesi desnaturalitzant es porta a terme en un gel d’'agarosa-
formaldehid. Aquesta tecnica s'utilitza tant per visualitzar RNA, com per

posteriorment transferir 'RNA a una membrana i realitzar el northern blot.

Reactius:

- Tampo d’electroforesi de RNA 10X°

- Tampo de carrega desnaturalitzant!®

- Gel d’agarosa/formaldehid: el percentatge d'agarosa es pot modificar en funcié de
la mida del RNA que es vol detectar. En aquesta tesi s’ha utilitzat un 1% d’agarosa
dissolta en tampd d’electroforesi 1x. Es deixa baixar la temperatura sense que
polimeritzi i s’afegeix el formaldehid 0,66 M

- Bromur d’etili 440 pg/ml en aigua DEPC

- Marcador de pes molecular

Procediment:

La polimeritzacié del gel es porta a terme sota la campana extractora. Als 25
Mg d’'RNA, s’hi afegeix el mateix volum de tampd de carrega desnaturalitzant i 1 pl
de bromur d’etidi per visualitzar I'RNA en el transil-luminador. La mescla es
desnaturalitza durant 10 min a 65°C. Les mostres es carreguen al gel
d'agarosa/formaldehid polimeritzat i es deixen avancar durant 4-5h amb un
voltatge de 60 V o durant tota la nita 20 V.

Sintesi de la sonda marcada
Reactius:

- Kit de marcatge de sondes radioactives (Rediprime™ II, Amersham, #RPN1633)

° Composicié tampé electroforési RNA 10x: MOPS 400 mM a pH 7, acetat sddic 100 mM i EDTA 10 mM.
S’autoclava i es guarda a temperatura ambient protegit de la llum.

10 Composicié del tampd de carrega desnaturalitzat: formamida desionitzada 48% (v/v), formaldehid
6,4% (2,1 M), blau de bromofenol 0,53%, glicerol 5,3% en tampo d’electroforesi 1x. Es guarda a -20°C.
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- Columnes MicroSpin G-50 (Amersham, #27-5120-01)
- o>?P-dCTP Redivue (Amersham): 3000 Ci/mmol (#AA005)

Procediment:

Les sondes utilitzades s'han obtingut de fragments de cDNA recuperats
d'una digesti6 amb enzims de restriccié i purificacid de la banda d’interes del gel
d'agarosa.

El marcatge de la sonda es realitza per el métode de random priming, que
consisteix en l'elongacié d'hexanucleotids que hibriden amb la cadena de cDNA
motlle per la subunitat Klenow de la DNA polimerasa d’E.coli. La mescla
d'hexanucleodtids conté totes les combinacions possibles de les quatre bases
nucleotidiques en grups de 6. A la reaccid s’'hi afegeix 25 ng de DNA (sonda), la
barreja de reaccié del kit de marcatge (que conté els dNTPs excepte el dCTP,
I'enzim Klenow a 2 U/ul i el tampd adequat), el nucleotid radioactiu (en aquest cas
v3?P-dCTP) i aigua fins a 50 pl. La reaccié s’incuba a 37°C durant 1 hora. Es separa
una aliquota de 2 pl per valorar I'eficieéncia d'incorporacié i de sintesi. La resta de la
sonda es passa per una columna de gel-filtraci6 G-50 a 735 g durant 2min per
eliminar els nucleodtids no incorporats. Ara es pot tornar a mesurar la radioactivitat

incorporada a la sintesi i calcular I'eficiencia de la reaccié de marcatge.

Transferéncia, hibridacio i revelat

Reactius:

- Tamp6 de transferéncia SSC 20x!!

- Solucié comercial d'hibridacid i pre-hibridacioé (Clontech #8015-1)

- Solucié de rentat: SSC 2x, SSC 1x, SSC 0,5x i SSC 0,1x, totes amb SDS al 0,1%.
- Paper Whatmann 3 MM

- Membrana de nilé (Hybond N, Amersham #RPN303B)

- Paper de filtre

- Tubs d’hibridacié (Hybond)

Procediment:

Una vegada separat I'RNA per electroforesi es comprova, en una font de
llum UV, que hagi migrat correctament i que la intensitat dels RNAs ribosomics
sigui la mateixa per a tots els RNAs.

La transferencia es munta en una safata de vidre amb tampd de
transferéncia 10x. El gel es col-loca sobre paper de filtre Whatmann situat sobre un

vidre aguantat per la safata i que posa en contacte la solucié de la safata amb el

1 composicié SSC 20x: 0,3 M citrat sddic a pH 7 i 3 M de NaCl en aigua DEPC.
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gel fent de pont. Sobre el gel s'hi situa la membrana de nitrocel-lulosa de la
mateixa mida que el gel. Es important no deixar cap bombolla entre el paper, el gel
i la membrana. Sobre la membrana, s'hi col-loquen papers de filtre de la mateixa
mida (uns 10 cm d’alcada) i un pes a sobre per afavorir la pressié i el pas de tampé
de la safata a través del gel i cap a la membrana. Per capil-laritat I'RNA es
transfereix del gel a la membrana. Aquest procés dura unes 24h aproximadament.

El dia seglient es desfa el muntatge, es renta breument la membrana amb
tampo6 SSC 2x i es fixa covalentment I'RNA amb la irradiacié6 a 254 nm en una
camera BioRad GS Gene linker™ a 150 m] durant 1 min.

El seglient pas és la hibridacid de la membrana amb la sonda radioactiva.
Dos parametres importants en aquest procés son la temperatura i I'astringéncia
dels rentats. En primer lloc es pre-hibrida la membrana amb la solucié de pre-
hibridacio dins els tubs en agitacio orbital a 65°C durant 1 hora. A continuacid, es
canvia la solucié per la que incorpora la sonda radioactiva i s'hibrida d'una a tres
hores a 42°C. Es descarta convenientment la solucidé i es comencen els rentats. En
aquest treball s'han utilitzat les seglients condicions: 20 min a temperatura
ambient en un tampd de rentat SSC 2x i el mateix per el SSC1x; segueixen 2
rentat de 15 min a 65°C amb SSC 0,5x i SSC 0,1x, tots els tampons amb SDS
0,1%.

S’ha revelat amb una pantalla Phosphorimager (Molecular Dynamics)

Hibridacio in situ

La hibridacid in situ és una técnica basada en la hibridaci6 de fragments
marcats de DNA o RNA d‘una sola cadena (sondes) amb seqléncies
complementaries de DNA o RNA de la cél-lula. Es poden utilitzar marcatges
radioactius o colorimetrics. Els segons, sén més rapids, estables, barats i no cal
exposicid a la radioactivitat. En el cas de l'aplicacié d’hibridacidé in situ la sonda
marcada amb digoxigenina s’ha revelat amb els substrats NBT/BCIP (nitroblue
tetrazolium i 5-bromo-4-chloro-3-ondolyl phosphate).

Aquesta técnica s'ha utilitzat per la deteccid de I'RNA de LAT4 en talls de
ronyé i intesti. S'ha portat a terme en els laboratoris dels Serveis Cientifico-Tecnics

del Parc Cientific de Barcelona.

Sintesi i marcatge de la sonda:
Reactius per la sintesi de la sonda:

- DNA motlle (linealitzat)

- Digoxigeniona-11-UTP (1209256, Roche)

- Kit de transcripcio in vitro (Ambion)
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- Columna G-25 (MicroSpinTM G-25 Columns; Amersham)
- LiCl 4M

- Etanol absolut

- Aigua DEPC

Procediment:

En primer lloc es sintetitza la sonda i es marca amb digoxigenina. En el
nostre cas, vam construir un plasmidi amb cadascun dels fragments del cDNA de
LAT4. Per generar el plasmidi amb la sonda de ratoli es va digerir el vector
pTLNmMLAT4 amb els enzims Pvull i Xbal (fragment del nucleotids 1-322), es va
incubar amb I'enzim Klenow i es va relligar. Per generar la sonda murina “sense” es
digereix amb l'enzim Xhol i es sintetitza amb la RNA polimerasa SP6, i per
I""antisense” cal digerir amb EcorV i sintetitzar amb la RNA polimerasa T7. Per
generar el plasmidi de la sonda humana cal digerir el vector pTLNhLAT4 amb Pvull i
Xbal, incubar el producte amb I'enzim Klenow i relligar-ho. Per linealitzar el vector
s’ha utilitzat els enzims Xhol i EcorV per a l'extrem sense i antisense,
respectivament. Es linealitza el cDNA a un extrem o a l'altre en funcié de la sonda
gue es vulgui obtenir (sense o antisense), i es procedeix a la reaccid de marcatge
amb el mateix kit de la sintesi de cRNA introduint les seglients modificacions: i)
Afegir 1 yl de dUTP-digoxigenina i ii) la precipitacié de la sonda s’ha fet amb 2.5 pl
de LiCl 4 M i 75 pl d’etanol fred (adequat per fragments de DNA petits, ja que la
mida de les sondes ha estat d’aproximadament uns 300 nucleodtids). Al finalitzar el
procés de sintesi, s’eliminen els nucleotids no incorporats passant la sonda per una
columna d gel-filtracié de sefarosa G-25.

Una vegada s’ha sintetitzat la sonda es comprova el marcatge per dot-blot,
es valora la concentracié especrofotomeétricament i comprova el bon estat de la

sonda en un gel d'agarosa-formaldehid.

Preparacio dels teixits i dels portaobjectes:
Reactius:

- Paraformaldehid 4%

- Alcohol

- Xile

- Parafina

- Acetona

- 3-aminopropiltrietoxisila (#A3648, Sigma-Aldrich)

- Proteinasa K (Roche) (1 pg/ml) en Tris-EDTA pH 8.0.
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Procediment:

Els fragments de ronyo i intesti es fixen amb paraformaldehid al 4%. A
continuacié es deixen 2 hores en tampo fosfat 0,1 M a pH 8 a temperatura ambient,
es deshidraten amb 70, 90 i 100% d’alcohol, la barreja d’alcohol/xilé (50/50; v/v) i
xilé durant 2 hores en cada solucié. Els fragments s’inclouen en parafina, es deixen
refredar, es tallen seccions de 5 um amb el microtom Leica RM 2135 i es munten
en portaobjectes préviament silanitzats.

Els portaobjectes s’han de silanitzar per augmentar l'adheréncia del teixit a
la superficie de vidre. També es poden utilitzar altre compostos com la gelatina,
albamina, poli-L-lisines, etc... en aquest cas, vam optar per |'aminoalquilsila
(Richardson i Dym 1994). Cal netejar bé el portaobjectes amb alcohol i tenir-los
(recomanablement en couplings) durant 5 min en acetona pura, 2 min en una
solucid al 2% de sila en acetona, i 2 vegades en acetona pura durant 5 min. Es
deixen assecar i ja estan a punt per utilitzar.

Es procedeix a desparafinar les seccions muntades al portaobjectes (3
rentats de 7 min amb xilol a temperatura ambient) i a hidratar el teixit ( 2 x 3 min
etanol 100%, 3 min etanol 90% i 3 min etanol 70%, 3 min aigua DEPC, 20 min
amb soluci6 de rentat i finalment 2 x 5 min amb PBS). A continuacié cal

permeabilitzar el teixit amb una digestio amb proteasa (proteinasa K).

Hibridacié de la sonda:

Reactius:

- Solucié d’hibridacié: formamida 50%, sulfat de dextra 10%, 300 mM NacCl, 10 mM
Tris HCl pH8, 5 mM EDTA a pH8, 10 mM NaH,PO,, solucié de Denhardt'?, 400 ng/ul
de DNA d’esperma de salmé desnaturalitzat i 5 ng/ml de sonda sentit o antisentit
desnaturalitzada. Per a la desnaturalitzacid, el DNA d’esperma de salmé i les
sondes s’incuben a 70°C durant 4 minuts.

- Solucié de rentat: 4% paraformaldehid en PBS.

- RNasa A (Roche)

- Tampo RNAsa: 500 mM NaCl, 10 mM Tris HCI pH 7.5, 5 mM EDTA

- Tampo Tris-HCl 10 mM pH 7.5

- NBT/BCIP (nitroblue tetrazolium i 5-bromo-4-chloro-3-ondolyl phosphate; Roche):
22,5 JINBT i 17,5 pyl de BCIP en 5 ml de tamp6 2.

- Tampo 1: 100 mM Tris-HCI pH 7,5 i 150 mM NacCl

- Tampo 2: 100 mM Tris-HCI pH 9.5, 150 mM NaCl i 50 mm MgCl,

- Solucié de bloqueig: BSA 1% amb 0,1% de tritd en tampé 1

12 composicié solucié de Denhardt: 0.02% albimina sérica bovina, 0.02% ficoll i 0.02% polivinil-
pirrolidona. Es guarda aliquotat a -20°C.
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Procediment:

Abans d’hibridar cal pre-hibridar la membrana durant 5 min en una solucio
de rentat, rentar 2 vegades durant 5 min en PBS, acetil-lar de 15 a 30 s a 4°C amb
acetic glacial al 20% en aigua DEPC, rentar 2 vegades durant 5 min en PBS,
incubar 10 min amb 100 mM trietanolamina pH 8 +0,25% fosfatassa alcalina, fer 2
rentats de 5 min en PBS, 1 min etanol 70%, 1 min etanol 90%, 1 min etanol 100%
i deixar assecar a l'aire entre 30 min i una hora.

La hibridacidé de la mostra es realitza durant 16 h a 42°C amb la solucid
d’hibridacié que conté 5 ng/upl de la sonda. Tot el procés té lloc en una cambra
humida. A continuacié es fan unes reaccions a 37°C de post-hibridacié per eliminar
unions inespecifiques amb: 15-20 min SSC 2x, 5 min amb SSC 2x+50%
formamida, 3x 15 min amb tampd de RNAsa, 30 min RNAsa 10 pg/ml en tampé
RNAsa, 15 min SSC 2x i 15 min SSC 0, 1x.

Finalment, la deteccid dels hibrids es realitza mitjancant 3 rentats de 10 min
en tampd 1, seguit de 30 min en la solucié de bloqueig i s’‘incuba tota la nit a 4°C
amb anticos anti-digoxigenina conjugat a la fosfatassa alcalina (dilucié 1: 500 en
solucié de bloqueig). L'endema es fan 2 rentats de 15 min en tamp6 1 i un de 10
min en tampd 2. Finalment es revela amb el substrat NBT/BCIP.

Els talls s’han examinat en un microscopi optic Olympus.

VII. TECNIQUES D'OBTENCIO, MANIPULACIO I DETECCIO DE
PROTEINES

Obtenciod de proteines totals

Per l'obtencié de proteines s'ha utilitzat un metode basat en la lisi amb
detergent. L'objectiu és permeabilitzar la membrana cel-lular per solubilitzar-ne el
seu contingut, incloent els complexes de la membrana plasmatica. Tot i que s'han
utilitzat diferents tampons de lisi, els més utilitzat han estat el tampd RIPA™ i el
més complert per totes les aplicacions que s’han realitzat ha estat el que conté NP-
401,

Just en el moment d'utilitzar-lo s'hi afegeixen els inhibidors de proteases a
les seglients concentracions finals: Pepstatin A 1pg / ml, Leupeptin 1ug / ml,
aprotinina 1 U/ml i PMSF 1 mM.

13 Composicié del tampd RIPA: Tris-HClI 50 mM a pH 8.0, NaCl 50 mM, Trité X-100 0,5 %, deoxicolat
sodic 0,5 %, SDS 0,1 %.

14 composicié del tampé d’homogeneitzacié amb NP40: Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM,
NasP,0; 5 mM, NasVO, 1 mM, NaF 50 mM, NP-40 1% (v/v).
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Procediment:

Tot el procés es porta a terme en fred per minimitzar la degradacid proteica.

En el cas de voler obtenir les proteines totals d’un cultiu cel-lular cal rentar
les cél:-lules amb PBS fred, afegir el volum de tampd de lisi adequat, arrossegar les
cél-lules amb I'ajuda d'un rascador i completar la lisi passant la suspensio de
cel-lules per una agulla de 25G. Es fa una centrifugacié a 16000 g. durant 10 min a
40C per eliminar restes cel-lulars no trencades i es guarda el sobrenedant a -20°C.

En el cas de voler obtenir les proteines totals d'un extracte de teixit, és
necessari disgregar i trencar el teixit utilitzant un homogeneitzador amb ganivetes
(polytron). Es fa una centrifugacié prévia a unes 16000 g. durant 10 min a 4°C per
descartar restes no trencades. Es recull el sobrenedant i es passa per l'agulla de

25G. Es repeteix la centrifugacié i es guarda el sobrenedant a -20°C.

Obtencié de membranes totals
En alguns estudis és important enriquir la mostra en membranes totals per
tal de detectar una proteina expressada en les membrana cel-lulars. En aquests

casos s'ha utilitzat un tampo6 amb sacarosa i una centrifugacio a alta velocitat.

Procediment:

En el cas de voler obtenir membranes totals d'un cultiu cel-lular, es renten
les cel-lules amb PBS, s'afegeix el tampd, es rasquen i es recullen les cél-lules en el
volum desitjat de tampd d’homogeneitzacio?®.

En el cas de partir de teixits, s'ha de disgregar préviament amb I'ajuda del
"polytron" (ajustar el temps en funcid del teixit). S’ha utilitzat una relacio
aproximada de 1 g de teixit per 10 ml de tampé d’homogeneitzacié.

En aquest punt els dos procediments convergeixen en una primera
centrifugacié a 15.000 g durant 20 min a 4°C per descartar restes cel-lulars no
trencades. Per precipitar les membranes totals es centrifuga el sobrenedant
anterior a 200.000 g durant 1 h 30 min a 4°C. El precipitat (pellet) es resuspén en
tampo6 d'homogeneitzacié en el volum (0,5-1 ml) adequat segons la concentracid
que es vulgui obtenir de proteines amb |'ajuda d’'una xeringa amb agulla de 25G

amb la precaucié de no fer gaires bombolles. Les mostres es guarden a -20°C.

Determinacio de la concentracié de proteines

Per valorar les proteines presents en una mostra, s’ha utilitzat el métode de

2+

BCA. Aquesta aplicacio es basa en la reduccié del Cu** a Cu™ en la reacci6 de les

15 composicié del tampé d'homogeneitzacié: 250 mM de sacarosa; 25 mM Hepes; 4 mM d'EDTA, i la
mateixa concentracié d'inhibidors de proteases que en el cas d'extracte de proteines totals.
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proteines i I'acid bicinconitic. Aquesta reaccié s'anomena classicament "reacci6 del
Biuret".

Es necessari acompanyar la mostra d'un estandard (BSA) a diferents
concentracions (0-20 ug), per tal d’interpolar la concentracié desconeguda al mig
de la corba patré. L'absorbancia es llegeix a 562 nm (a 550 nm en el nostre lector
d’Elisa).

El procediment s’ha realitzat seguint les instruccions del fabricant: (Pierce

BCA Protein Assay Reagent (Pierce, #23225). http://www.pierce.com/

PNGasa F: Peptide N-glicosilasa F

PNGasa F és una amidasa que hidrolitza quasi qualsevol tipus de glucids
units a péptids o proteines. Reconeix com a lloc de tall I'espai entre 'asparagina i el
primer residu de N-acetilglucosamina de la cadena de carbohidrats. Al llarg
d’aquesta memoria també s’ha anomenat a I'enzim EndoF. Totes les incubacions
s’han portat a terme durant 3 hores.

El procediment s’ha realitzat seguint les instruccions del fabricant: (New

England BiolLabs): http://www.neb.com/

Estudis d'immunolocalitzacio

La immunolocalitzacié s'ha utilitzat per detectar I'expressié de proteines en
ceél-lules en cultiu i en talls d'oocit. Aquesta aplicacié es basa en I'Us d'anticossos
conjugats a un fluorocrom (rodamina, Texas Red...) que reconeixen les cadenes
pesades de l'anticds primari especific. Al no disposar d’anticossos contra la proteina
LAT4, s’ha utilitzat per la seva deteccié en immunolocalitzacions I'anticos contra
I'epitop HA (Hemaglutinina, CYPYDVPDYASL) de ratoli per detectar la proteina de
fusio LAT4-HA.

Estudis d'immunolocalitzacio en talls d’oocit
Reactius:

- Criomotlles d’un cm? (Cryomold 4565; Tissue-Tek)
- OCT (Agar Scientific Ltd, Essex, England)

- Criostat (Criocut 2800 E, Reichert-Jung)

- Portaobjectes previament tractats amb gelatina 0.5%
- PBS

- Retolador PapPen ( #71312, Aname)

- Glicina 100 mM en PBS

- Solucié de bloqueig: FBS 10% en PBS

- Solucié de permeabilitzacio: Trit6X100 1% en PBS

88



Materials i métodes

- Solucid de fixacié: paraformaldehid 3% en PBS

- Anticds primari anti-HA (de ratoli, #MMS-101P-0200, Covance) diluit 1/100 en
10% FBS-PBS. Per serums que es desconeix la dilucié optima, es pot comencar
provant una dilucid 10 vegades més concentrada que la que s’utilitza per Western
blot amb el mateix anticds

- Anticds secundari Goat anti-mouse Texas Red (Molecular Probes) diluit 1/100 en
10% FBS-PBS. Es fotosensible i per aquest motiu es guarda protegit de la llum.

- Medi de muntatge Mowiol

Procediment:

Oocits injectats amb el cRNA d’interés i transcorregut el temps adequat
d’expressidé proteica, s'han inclos en OCT dins de criomotlles préviament refredats
amb neu carbonica. Un cop congelats es fan seccions de I'oocit inclos en el bloc
d'entre 10-15 ym amb l'ajuda del criostat (Shih et al. 1998). Els talls s'adhereixen
facilment al portaobjectes (préviament gelatinitzats) per la diferéncia de
temperatura entre ells. Els talls es poden guardar a -20°C fins el moment de la
immunocitoquimica.

Abans de realitzar la immunolocalitzacié cal temperar el portaobjectes amb
els talls. Un cop sec, es marquen les seccions amb el PapPen, un retolador d'una
solucid hidrofobica que permet fer una barrera al voltant del teixit i minimitzar els
volums alhora de fer la immunolocalitzacié en I'06cit. En primer lloc es fixen els
talls amb la solucié de fixacié durant 10 min. A continuacié per disminuir
I'autofluorescéncia s'incuben els talls amb glicina 100 mM, després es solubilitzen
amb una solucié de Trité X-100 al 1% durant 10 min. Es renta 3 vegades amb PBS
i es bloquegen els talls amb FBS al 10% durant 30 min.

Mentrestant, es dilueixen els anticossos en FBS al 10%. S'utilitza un volum
de 200 ul d'anticos diluit per cada portaobjectes. Després del bloqueig, la incubacio
amb l'anticos primari es fa durant 1 hora. Es renta 3 vegades amb PBS i s'incuba 1
hora amb la dilucié d'anticos secundari protegit de la llum. Es renta altre cop amb
PBS per triplicat i s'assequen a 37°C. Finalment es munta la preparacio amb
Mowiol. Es deixa assecar i es guarda a 4°C protegit de la llum fins el moment de

I'analisi al microscopi de fluorescéncia.

Estudis d’'immunolocalitzacié sobre cél-lules en cultiu
Per aquesta aplicacié cal haver sembrat les cél-lules préviament en una

placa de cultiu amb cobreobjectes (circulars de 10 mm de diametre) distribuits per

16 g paraformaldehid es prepara sota la campana extractora. Per a 500 ml, es pesen 15 g de
paraformaldehid, s’afageixen 100 ml de PBSx5 i s'ajusta a 500 ml amb l'aigua bidestil.lada calenta que
conté NaOH.
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la superficie, de manera que les cél-lules creixin a sobre. Es transfecten amb la
construccié desitjada i 48 h després, amb l'ajuda d'unes pinces, es retiren els
cobreobjectes (amb la cara de les ceél.lules orientada cap amunt) i es col-loquen en
pous individuals en una placa de 24 pous amb PBS. Se'ls fa 2 rentats amb PBS i es
fixen amb paraformaldehid 3% (com en el cas anterior) durant 20 min. Per
disminuir I'autofluorescencia de les cél-lules deguda a la fixacid, es tracten 10 min
amb NH4ClI 50 mM i 10 min amb glicina 20 mM. La permeabilitzacié es porta a
terme amb TritdX100 0,1% durant 5 min i el bloqueig amb FBS 10% durant 20
min. Mentrestant, cal diluir els anticossos en solucié de bloqueig (utilitzar 25 pul
d'anticos diluit per cada cobreobjectes). Acabat el bloqueig, es col-loquen gotes de
25 ul de l'anticos diluit sobre un tros de parafilm i es deixa caure lentament el
cobreobjectes amb la cara de les cel-lules en contacte amb la gota. S'incuba durant
una hora. Es retornen els cobreobjectes a la placa i es fan 3 rentats amb PBS. Es
repeteix el procés d'incubacié amb I'anticos secundari perd durant mitja hora i tapat
de la llum. A continuacié es fan 3 rentats amb PBS i s'assequen els cobreobjectes
abans i després de muntar amb Mowiol. Es mantenen a 4°C fins el moment de

I'analisi microscopic.

Assaig de Western Blot

La deteccid de proteines mitjancant Western blot és una técnica molt
utilitzada per detectar especificament proteines que han estat separades mitjancant
una electroforesi i transferides a una membrana. El protocol de Western blot

emprat en aquest treball consta dels seglients passos:

Electrofores en gel desnaturalitzant (SDS/PAGE):

L'electroforesi desnaturalitzant en un gel d'acrilamida amb SDS (SDS-PAGE,
0 SDS-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis), és el métode més comu de separacio
de proteines en funcié de la massa molecular (Laemmli 1970). Consisteix en la
desnaturalitzacido de les proteines de la mostra amb el detergent SDS, que a la
vegada confereix carrega negativa al complex i permet la separacié de les proteines
en la matriu de poliacrilamida-bisacrilamida aplicant un camp eléctric. S'ha utilitzat
el sistema Mini-Protean III de BioRad, que permet treballar amb volums de mostra
de fins a 100 pl per carrega. Per l'electroforesi, es preparen dos tipus de gels
diferents pel que fa a la concentracié d’acrilamida i el pH: el gel d'apilament!’

(stacking gel) i el gel separador'® (running gel). El gel d'apilament té com a funcid

17 Composicié del gel d'apilament: acrilamida 3.3%; bis-N,N'-metilen-bis-acrilamida 0.088%; Tris-HCI
0.125 M a pH 6,8; SDS 0.1%; persulfat amonic (APS) 0.1%; TEMED (BioRad) 0.14%.

18 Composicié del gel separador: acrilamida 7.5% o 10% (segons el rang de resolucid); bis-N,N'-
metilenbisacrilamida 0.2% o0 0.26%; Tris-HCI 0.375 M pH 8.8; SDS 0.1%; APS 0.1%; TEMED 0.1%.
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alinear les proteines abans d’entrar al gel separador, on es separen segons la
massa molecular. El percentatge d’acrilamida del gel separador varia en funcid de
la mida de les proteines que volem separar. En paral-lel a les mostres es separen
estandards pretenyits de diferents pesos moleculars, que ens permeten visualitzar
la separacié de les proteines i calcular-ne el seu massa molecular.

Les mostres analitzades per western blot al llarg d’aquesta tesi, s’han diluit
en tampo de carrega’® (en condicions reductores) i s’han incubat a temperatura
ambient durant 15 minuts. L’electroforesi es desenvolupa en tampé d’electroforesi?®
1x, durant 1 aproximadament hora amb un voltatge fix de 150 V i una intensitat
variable d’entre 30-80 mA.

Electrotransferéncia

Un cop les proteines s’han separat per mida en un gel d'acrilamida, aquestes
son transferides a una membrana sintética?!, on hi quedaran fixades a la mateixa
posicid relativa en que es trobaven en el gel. El sistema utilitzat consta d’un tanc
ple de tampd de transferéncia??, en el qual es situa el sandwich amb la membrana
en contacte amb el gel, envoltat de esponges i paper Whatmann (Mini-Protean
TransBlot Cell, BioRad). La transferéncia de les proteines a la membrana es realitza
durant una hora i mitja sota un voltatge de 250 mA o durant tota la nit a 4°C amb

agitacio i a 30 V.

Immunodeteccié

Finalment, la immunodeteccié consisteix en a) el bloqueig de la membrana,
per incubacié en una solucioé rica en proteines per tal d’evitar la unié inespecifica de
I'anticos (en el nostre cas majoritariament 5% amb llet descremada, perd també
s’han fet proves amb BSA al 1 i 5%); b) la incubacié de la membrana amb I'anticos
primari especific contra la proteina d'interés (normalment a 4°C durant una nit, un
cap de setmana, o durant 1 h a temperatura ambient); c) la incubacié amb I'anticos
secundari adequat conjugat a peroxidasa de rave (1 h a temperatura ambient); i d)
la deteccié d'aquesta activitat enzimatica a la membrana utilitzant el sistema ECL
(Enhanced Chemioluminiscence, #RPN 2209, Amersham) i la imatge es revela a la
Intellingent dark box Fujifilm LAS-3000.

19 Composicié del tampé de carrega Laemmli: (LSB x3): Per 20 ml: 4 ml de Tris-HC| 1.5 M pH 6.8; 12 ml
de glicerol 87%; 1.2 g SDS; 1 mg de blau de bromofenol i aigua bidestil.lada fins a 20 ml. Es conserva a
temperatura ambient.

20 composicié del tampé d’electroforesi 10x: Tris-base 250 mM; glicina 1.9 M; SDS 1%.

2! per una correcta transferéncia la membrana s’ha d’activar préviament durant 5 min amb metanol.

22 composicié del tampé de transferéncia: Tris-Base 25 mM a pH 8.3, glicina 192 mM i metanol a | 20%.
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Per cada cas s’han posat a punt les condicions de rentat, d’incubacio
d’anticossos 1i i 2i, aixi com el temps, la temperatura i la dilucié optima. Es detallen

més endavant les condicions per a cada cas en concret.

Tincié Coomassie Blue

El metode es basa en la deteccié de proteines fixades al gel de poliacrilamida
a partir de la tinci6 amb blau brillant de Coomassie. Aquest colorant és capag
d’unir-se a la majoria de proteines permeten la deteccié de les bandes proteiques.
Després de la incubacid d'unes 2 hores amb agitacid del gel amb la solucié de
tincio** cal eliminar el color de fons amb una solucié destenyidora®* que elimina
I'excés de colorant retenint el color blau de les bandes proteiques (15 min a 37°C o
tota la nit a temperatura ambient). Si es vol conservar el gel, es pot assecar en un

assecador de gels durant 2h a 80°C.

Purificacié d'anticossos

La purificacié cromatografica d’anticossos s’ha realitzat per dues estrategies
diferents: la columna d’afinitat (Sulfolink) amb el péptid antigenic unit i la columna
d’afinitat amb proteina A unida. S’han utilitzat els dos procediments per enriquir en
anticossos especifics els serums obtinguts dels conills immunitzats contra LAT4 i
EEG1.

Columna d’afinitat (Sulfolink)

El gel Sulfolink Coupling Gel (Pierce) és una matriu d’agarosa que permet la
immobilitzacié per enllag covalent de péptids, proteines o altres lligands que
continguin un grup sulfhidril. Els grups iodoacetats del gel reaccionen

especificament amb els grups sulfhidrils lliures (Fig. 8).

H H
MNY\' - s — O/%N‘(\s
0O

12 atoms O Enllag
Bola espaiadors  Grup lligand tiogter
d‘agarosa iodoacetil sulfhidril Immobilitzacié del lligand

Fig. 8 Esquema i estructura general de la reaccié del lligand amb el gel Sulfolink.

Els péptids antigenics utilitzats per la immunitzacié dels conills per la
produccié d’anticossos contenen una cisteina a lI'extrem 5’. Aix0 permet la unid

d’aquests péptids a la matriu d’agarosa del Sulfolink. Es molt important que els

23 Solucié de tincid: acid acétic 7,5%, isopropanol 25%, Coomassie Blue 0,05.
24 Soluci6 destenyidora: Acid acétic 7,5% i isopropanol 7.5%.
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peptids estiguin reduits, ja que cal una reaccié d’oxidacid per formar l'enllac
sulfhidril.

Reactius per la uni6 del péptid a la columna:

- Columna de plastic

- Gel Coupling Sulfolink

- Tampé d’unié: Tris 50 mM, EDTA-Na* 5 mM a pH 8,5

- Tampo de rentat: NaCl 1M

- Tampo de bloqueig: L- cisteina-HClI 50mM en tamp6 d’unio

- Tampo d’emmagatzematge: PBS amb 0,05% d’azida sodica

Procediment:

El procediment d‘unié del péptid a la matriu consta dels seglients passos:
Equilibrar el gel a la columna, unir el péptid a la matriu mitjancant una reaccié a
temperatura ambient, bloquejar possibles unions inespecifiques a la matriu amb el
tampo de bloqueig i finalment rentar la matriu. Es pot quantificar 'eficiencia de la

unié quantificant el peptid no unit a la columna.

Reactius per la purificacié del serum:

- Tampo d’unid i de rentat: PBS
- Tampé d’elucié

- Tampéd de neutralitzacid 2°

Procediment:

Cal equilibrar la columna a temperatura ambient i rentar la columna amb el
tampo de rentat. Afegir el serum a la columna i incubar durant una hora. Recollir el
gue no s’ha unit (flow through) i rentar la columna. L'elucié de la proteina d’interes
es porta a terme amb l'addicié del tamp6 d’elucié a la columna i la recol-leccié de
I'elucié sobre tubs amb 50 pl de tampd de neutralitzacié. Es recullen fraccions de 1
ml per tub. La columna es renta, s’equilibra i es guarda a 4°C.

S’analitza la concentracidé de proteina present a cada fraccié amb la mesura
de la densitat optica a una longitud d’ona de 280 nm. Les fraccions amb més
proteina es comprovaran per western blot.

Per un procediment més detallat es pot consultar les instruccions del

fabricant.

25 Composicié del tampé d’elucié: Glicina-HCl 0,1-0,2 M a pH 2.5-3.0
26 Composicié del tamp6 de neutralitzacié: Tris-HCl 1M a pH 8.5-9.0
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Proteina A

La purificacido en una columna amb proteina A unida, permet la separacié de
proteines immunoglobulines IgG del serum. El serum conté moltes altres proteines
com l'albumina, que poden interferir en la immunodeteccié. L'objectiu és separar
aquestes proteines no desitjades i presents al serum, de les IgG. Aquest métode
permet aillar totes les IgGs presents al sérum gracies a l'afinitat de la cadena
pesada (F2) de les IgG a la proteina A. Aquest metode és menys especific que
I'anterior on s’utilitzava una columna d’afinitat amb el péptid unit, ja que la
proteina A uneix totes les IgGs i el peptid només a les especifiques contra la

proteina.

Reactius:

- Proteina A Sepharose CL-4B (Pharmacia, #17-0780-01)
- Columnes de polipropilé (#731-1550, BioRad)

- Tampo de rentat: tris 100 mM a pH 8

- Bosses de dialisi de mida de porus adequat (Sigma)

- Tampo per activar les bosses de dialisi?’

- Tampo de neutralitzacié: tris 1 mM pH 9

- Tampo de rentat: tris 10 mM

- Tampo d’elucié: glicina 100 mM pH 2,7

Procediment:

El primer pas és hidratar la sefarosa unida a la proteina A. 0,4 mg de matriu
seca (volum final de 2 ml) s’hidraten amb 3 rentats de 40 ml d’aigua destil-lada.
S’ha de tenir present que s’obté un rendiment aproximat de 10-20 mg de IgG per
ml de matriu de sefarosa- proteina A. En l'Ultim rentat s’empaqueta el gel a la
columna i s’equilibra amb Tris 100 mM. Abans d’afegir el séerum a la columna s’ha
d’ajustar a pH 8.5 amb Tris 1 M pH 9 o glicina 100 mM pH 2,7. Per la uni6 de les
IgG a la matriu es passa de 3 a 4 vegades el serum per la columna i es manté una
hora a 4°C en agitacié. Es renta amb volums de 20 ml de Tris 100 mM i 10 mM
successivament. L’elucié es fa en tubs amb 50 pl de Tris 1 M pH 9 per tal de
neutralitzar l'acidesa del tamp6 d’elucié. En el nostre cas vam recollir de 10-12
fraccions d’uns 500 pl. Totes les fraccions s’analitzen espectrofotomeétricament i les
gue contenen més quantitat de proteina s’unifiquen i es dialitzen amb PBS a pH 7,4
durant tota la nit. Per preparar les bosses de dialisi es submergeixen en tampo
d’EDTA i NaHCOs i es bullen durant 5 min i a continuacié es renten amb aigua

miliQ, es repeteix el procediment 2 vegades. Ja estan a punt per utilitzar.

27 Composicié del tampé per activar les bosses de dialisl: EDTA 5 mM i NaHCO; 200mM

94



Materials i métodes

Produccid de proteines recombinants en E.Coli

En aquesta tesi s’han produit i purificat 4 proteines de fusié per tal
d'utilitzar-les com a antigens per a la immunitzacié de conills i obtenir aixi,
anticossos contra la proteina LAT4. Es van utilitzar dues estratégies: proteines de

fusio amb GST i un fragment de la proteina unit a una cua de 6 histidines.

Expressio i purificacio de proteines de fusié amb GST.

Per a |'expressid, purificacio i deteccidé de la proteina de fusié amb Glutatié-
S-Transferasa (GST) i el nostre fragment d’interés, es va utilitzar un sistema de
produccié en E.coli basat en el manual "GST Gene Fusion System" d' Amersham.

La fusié dels fragments a GST ajuda a millorar la solubilitat dels fragments
petits units, en el cas de no ser-ho. La GST també és una proteina adequada per la
seva mida (26KDa) alhora d'utilitzar-la com a antigen i permet una purificacio
senzilla en una cromatografia d’afinitat amb glutatid immobilitzat. El procés de
purificacié preserva l'antigenicitat i la funcié de la proteina ja que es poden utilitzar
condicions d’elucié suaus i no-desnaturalitzants. El sistema utilitzat també permet

separar la GST del fragment d’interés mitjancant la digestié amb la trombina.

A. Produccié de les proteines de fusid.
Reactius:
- Tampé de lisi: lisozim 0.04 mg/ml, Igepal al 0.2%, EDTA 1 mM, DNAsa I 1
mg/ml, DTT 5 mM i inhibidors de proteases: Aprotinina 1 U/ml, PMSF 1 mM,
Leupeptina 1 yM, Pepstatina A 1 uM en PBS (NaCl 136 mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO, 8
mM, KH,PO4 1.5 mM a pH 7.4)
- Tampo d’elucié: Tris 50 mM, NaCl 150 mM, Glutatio reduit 10 mM
- Isopropil-beta-D-tiogalactopiranosid (IPTG)
- Ampicil-lina®®
- Bacteris competents DH5a
- Medi LB?°
Procediment:

El primer pas va ser subclonar 3 fragments de la proteina mLAT4
(aminoacids 1-20 de la cua amino terminal, aminoacids 224-321 del 6¢& loop. i els

aminoacids 537-568 de la cua carboxi terminal) en el vector d'expressiéo pGEX4T-2

28 Ampicil-lina: Es dissol en aigua MiliQ a 100 mg/ml. La solucio es filtra amb filtres de 0.22 mm de
diametre, s’aliquota i es guarda a -20°C. Un cop descongelada es manté en gel. Cal tenir en compte que
a temperatures superiors als 55°C I'ampicil-lina s’inactiva.

29 Composicidé LB: Triptona 1%, extracte de llevat 0,5%, NaCl 0,5%. El pH s’ajusta a pH 7.5 amb NaOH i
s’autoclava. En el cas de preparar LB-agar, s'afegeix I'agar a 1,5% (p/v), a I'ampolla que conté I'LB just
abans d'autoclavar-ho. Un cop autoclavat, es deixa atemperar fins a 50°C. En aquest moment

s'hi afegeix I'antibiotic, si s'escau. S'aboca el medi sobre les plaques i es deixen refredar a

temperatura ambient. Es guarden a 4°C en posicio invertida.
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(Amersham-Pharmacia Biotech.) que permet generar la fusié dels fragments a
I'extrem amino-terminal de la GST. L'expressié de la proteina quimérica esta sota el
control del promotor tac, que s’indueix per l'analeg de la lactosa, isopropil-B-D-
tiogalactosid (IPTG). El vector també disposa del gen /acl® per tal de qué s’expressi
la proteina repressora necessaria per un correcte funcionament del sistema induible

per IPTG, el promotor tac i el gen de resisténcia a I'ampicil-lina (Fig. 9).

Ptac

7 GST

Lacl9 PGEX 4T2

6¢e.loop mLAT4
5227 pb

Trombina

, 6e.loop mLAT4

Amp'
Fig. 9 Vector pGEX4T2 amb l'insert “6é& loop mLAT4".

El vector utilitzat per I’'expressid de proteines de fusid en E.coli és pGEX4T2 i
I'insert es va clonar entre les dianes BamHI i Xhol. El promotor tac regula
I'expressié del gen de la GST seguit d'un lloc de trencament per la Trombina, i de
I'insert d'interes. El plasmidi generat consta de 5227 pb.

A partir d'una estria fresca en LB amb ampicil-lina d’E.col/i BL21
transformada amb el plasmidi d'interes (pGEX4T2-Ntal, 6¢€ loop o Ctal), s'inocula
una coldnia en 5 ml de medi LB i es deixa créixer tota la nit a 37°C en agitacié.
Aquest minicultiu, s'inocula en 500 ml de LB fins aconseguir que el creixement
arribi @ una ODggo d'entre 0,5-0,7. En aquest moment s'indueix |'expressié de la
proteina d'interes afegint IPTG a una concentracié, temps i temperatura que s'ha
d'ajustar per a cada proteina (de 0,1-0,8 mM d'IPTG, de 26-37°C i de 3h a tota la
nit). Després del creixement es recullen les cel-lules per centrifugacio, es
resuspenen en 25 ml de tampé de lisi i es sonica la mostra en gel durant 2 minuts
amb cicles de mig minut. Es centrifuga durant 10 min a 10.000 g a 4°C per

eliminar restes no trencades i es recull el sobrenedant.

B. Purificacié de les proteines de fusié amb GST

Es preparen 5 ml (aproximadament per cada 500 ml de medi de cultiu
inicial) de matriu Glutatié-Sefarosa 4B en un tub de 15 ml (també es pot fer en una
columna). Es centrifuga 5 min a 500 g a 4°C per eliminar el medi de la matriu.

S’equilibra passant 4 vegades uns 5 ml de tampé de lisi per la matriu i s’incuba
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amb el sobrenedant obtingut de la lisi bacteriana durant 40 min en agitacié a
temperatura ambient. Passat aquest temps, es centrifuga a 500 g durant 5 min a
40C i es guarda una aliquota per valorar la proteina no unida a la matriu. Es renta 4
vegades amb 10 ml de tampd de lisi i es comenca l'eluci6 amb el tampd
corresponent.

Es valora per espectrofotometria la fraccié on s’ha eluit la proteina i

s'analitza en un gel tenyit amb Coomassie.

Expressio i purificacié de proteines de fusié amb Histidines.

Aguest segon meétode de produccid i purificacié de proteines recombinants
es basa en la clonacié del fragment o proteina d'interés en un vector que incorpori
una cua de 6 histidines i permeti la purificacié per una matriu de NTA-Ni**
(Quiagen). El plasmidi escollit per a l'expressié en bacteris va ser pTrcHis
(Invitrogen). Aquest incorpora la cua de sis histidines a NH,-terminal de la
proteina, |'epitop X-press i un lloc de tall per enteroquinasa. Un dels grans
avantatges d'aquesta técnica és la versatilitat i senzillesa de la purificacid, ja que es
porta a terme en un sol pas i sota condicions natives o desnaturalitzants,
permetent el treball tant de proteines solubles com insolubles. Un segon avantatge
és la mida petita i la poca immunogeneitat de les 6 His, que evita interferéncies
alhora de generar anticossos contra la proteina recombinant. La deteccid de la
proteina es pot realitzar per la tincié del gel d’acrilamida amb blau de Comassie o
d’'una manera molt més sensible amb HisProbe™-HRP (Pierce, #15165) o amb
I'anticds Anti-Xpress™-HRP (Invitrogen, R910-25).

La clonacidé i expressid de les proteines recombinants es porta a terme com
en el cas anterior. Cal posar a punt les condicions doptimes de temperatura, temps,
concentracié d'IPTG, etc... Per la purificacidé s’utilitza una cromatografia d’afinitat
on a la columna d'agarosa hi ha unit acid nitrilotriacetic i niquel (NTA-Ni, Quiagen).
El Ni** és capa¢ de formar enllacos de coordinaci6 amb el N de les histidines i
permetre la purificacié del fragment de la proteina amb la cua de 6 histidines.
Aguest procés es pot portar a terme tant en condicions natives, com en un medi
amb urea a 8 M o clorur de guanidini 6 M. Per l'eluci6 s’empren gradients
d’'imidazole (50-300 mM), molécula que competeix pel lloc d'unié amb les
histidines, o augments de forga ionica (normalment NaCl).

Per un procediment detallat es pot consultar el manual de “The

QIAexpressionist” de Quiagen.

97



Tecniques d’histologia

VIII. TECNIQUES D'HISTOLOGIA

Hematoxilina-Eosina

Per a l'analisi histopatologic dels teixits dels animals EEG1-Y221* s'ha
utilitzat la tincio amb hematoxilina-eosina. Aquest métode de tincidé aconsegueix
tenyir les estructures basofiles de color blau-porpra amb el colorant cationic
hematoxilina i els components eosinodfils de color rosa brillant amb el colorant acid
eosina. Les estructures cel-lulars basiques sbén els que contenen acids nucleics
(ribosomes, nuclis rics en cromatina...). L'eosina degut a la seva carrega negativa
s'uneix a constituents cel-lulars de carrega positiva, com proteines intra i

extracel-lulars, globuls vermells, cossos de Lewy, etc...

Reactius:

- Paraformaldehid al 4%

- Cassettes per guardar el teixit
- Portaobjectes

- Parafina

- Xilol

- Etanol

- Suavitzant per a roba

- Hematoxilina

- Eosina

- Medi de muntatge (Mowiol)

Procediment:

Els teixits analitzats per tincié d’hematoxilina-eosina al llarg d’aquesta tesi,
han estat obtinguts de ratolins perfosos intracardialment o simplement extrets i
fixats amb paraformaldehid al 4%. Els teixits es deixen fixant durant tota la nit amb
paraformaldehid a 4°C. En cas de qué es vulguin conservar durant un temps mes
llarg és recomanable deixar-los amb paraformaldehid al 2%.

A continuacié, es tallen adequadament els teixits amb bisturi per una
correcta orientacid en el posterior tall. El procés de deshidratacio (alcohols) i
parafinitzacié es va realitzar automaticament en el laboratori de UTOX del PCB. Per
incloure en parafina es posa una mica de parafina calenta al motlle metal-lic,
s'afegeixen els teixits i es col-loquen separats i ben orientats. Es refreda en una
placa freda perqué s’enganxin una mica els teixits i no es moguin. S’acaba d’afegir
la parafina calenta fins a cobrir els teixits. Es deixa a la placa refrigerada durant 2

hores.
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En teixits problematics alhora de tallar (p.ex. el fetge) s’han submergits
durant tota la nit (o unes hores) en suavitzant per tal d’hidratar-los i evitar que al
tallar-los es descomposin. A continuacidé, es talla i poleix el bloc de parafina per
tenir el teixit ben encarat per el tall. La zona inferior, va bé tallar-la esbiaixada
perqué no es cargoli al fer el tall.

En el cas de voler realitzar només la tincié no cal recobrir els portaobjectes
ni amb sila ni gelatina. Només afegim un polsim de gelatina al bany d’‘aigua que
tenim a 42-45°C.

Es fan talls de 5 ym de gruix, es posen al bany previament escalfat a 42-
450C i es pesquen amb un portaobjectes intentant que quedin estirats i sense
plecs. Es deixa assecar un minim de dues hores i es guarda durant tota la nit a
temperatura ambient.

El procés de desparafinitzaci6 (amb xile), hidratacié (alcohols), tincio
(hematoxilina i eosina) i deshidratacié (alcohol i xilé) es va realitzar de manera
automatica a la Unitat de Toxicologia Experimental i Ecotoxicologia (UTOX-PCB)
Parc Cientific de Barcelona amb |'ajuda d’en Javier Gonzalez i en Joan Serret.

Una vegada tenyit es munta amb Mowiol o medi de muntatge DPX. Es deixa

assecar i es pot analitzar al microscopi.

IX. GENERACIO D'ANTICOSSOS

Els anticossos generats en aquesta tesi han estat encarregats a I'empresa
Eurogentec. En el cas de LAT4 es van seguir dos procediment estandards d’injeccié

d’un peéptid i d’'una proteina de fusio, i per EEG1 el “DoubleX protocol”.

Produccié estandard d’anticos policlonal antipeptid.
Després d'un estudi de zones immunogéniques de la proteina vam escollir
I'extrem Carboxi terminal per la seva flexibilitat i accessibilitat. El peptid escollit va

ser.

LAT4, ratoli # 552-568aa: CSKLFLKINGSSNREAFV- amide.........c....c.c.c...... 17 residus

La Cisteina (C) s’afegeix al péptid per tal de permetre la conjugacié dirigida
de la proteina KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin). A continuacié, durant uns 3
mesos es realitzen 4 injeccions per conill (d’utilitzen 2 conills d’entre 3 i 9 mesos
d’edat i en condicions de SPF) i 4 sagnies de diferents volums seguint el seglient

protocol:
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| Dia | 0 14 28 38 56 66 87
m la. 2a. 3a. 4a.

m prg'_?nr:,u)ne 2ml. 2+20ml. | 60ml.

Taula 4. Esquema dels dies d’injeccid i sagnies dels conills immunitzats.

S’injecta subcutaniament 0,2 mg de peéeptid conjugat en cada injeccié i conill
(SP76 i SP77).

Produccié estandard d’anticos policlonal amb proteina de
fusio.

En aquest cas, la produccié de la proteina de fusié GST-Ntal (Glutatio-S-
Transferasa amb la cua NH, terminal de LAT4) va ser propia, tal com es detalla a
I'apartat de produccié de proteines de fusid en els materials i métodes.

La proteina de fusid consta de la proteina GST unida a un fragment de la
proteina murina de LAT4 (de I'aminoacid 1 al 20 de la cua amino terminal: 5'-
MAPTLATAHRRRWWMACTAV-3’). Es va tenir en compte que el fragment no estigués
altament conservat en mamifers i ortolegs, particularment en conill perqué no es
produeixi una reaccié auto-immune. La proteina de fusié generada s’aconsella que
sigui superior als 10-12 KDa i s’'ha de poder produir per aconseguir un total
d’aproximadament uns 3mg. a una concentracié de 1 mg/ml En el nostre cas vam
enviar la proteina de fusié en una solucié en PBS de 1,3 mg/ml i un total de 2 ml.
Un altre punt molt important és la puresa i solubilitat de la mostra, imprescindibles
per una immunitzacid especifica i viable.

El protocol d'immunitzacié dels conills (1069 i 1070) va ser el mateix que
I'anterior, a diferéncia de que es va injectar la proteina de fusié enlloc del péptid

conjugat.

Produccié amb protocol de co-injeccié.

Vam escollir el protocol de la co-injeccié de dos péeptids per augmentar les
probabilitats d’exit segons ens va recomanar la casa comercial i I'experiéncia
d’altres col-laboradors.

El procediment “DoubleX protocol” inclou la sintesis de 15-25 mg de
cadascun dels dos peéptids seleccionats (18 aminoacids de llargada), la conjugacié
de 5 mg dels péptids a la proteina KLH per tal de qué es puguin transportar
correctament, i la manipulacid i estabulacié de dos conills (2963 i 2964). Els criteris
per la seleccid dels péeptids i el protocol seguit amb els animals és el mateix descrit

en l'apartat anterior. Els dos péptids seleccionats varen ser:
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EEG1, ratoli # 57-71aa: CVTGPSDLKAQDEKFS — CONH......cccvvvvurneaarrenn. 15 residus
EEG1, ratoli # 360-374aa: CQKHQKAAKRTGSSSE — CONHs....c.cocevvvvrurennnne. 15 residus

X. ANIMALS D'EXPERIMENTACIO

Els animals utilitzats en el transcurs d'aquesta tesi sén ratolins de la soca
C3HeB/Fel, provinents de la empresa Ingenium i dels laboratoris Jackson (soca
#000658). L'estabulacié dels animals ha tingut lloc a I'estabulari del Parc Cientific
de Barcelona, on han rebut unes condicions optimes de temperatura, humitat i llum
(cicles de llum-foscor de 12 hores) i han estat alimentats ad /ibitum amb una dieta

estandard.

Generacio de la colonia EEG1-Y221%*

La generacié del model mutant la va portar a terme I'empresa Ingenium
Pharmaceuticals amb la tecnologia INGENOtyping gracies al projecte europeu
EUGINDAT. La tecnologia que utilitza aquesta empresa a grans trets consisteix en
tres passos:

- El tractament de cél-lules espermatogoniques amb I'agent mutagénic
quimic N-etil-N-nitrosurea (ENU) que produeix mutacions puntuals.

- Un cribatge de les cél-lules germinals per identificar variants al-léliques pel
gen diana mitjancant electroforesi en gradient de temperatura (TGGE) seguit d'un
Analisi d’'Heteroduplex (Culiat et al. 2005).

- Fecundacid in vitro de I'esperma que conté la mutacié i la generacié de la

colonia a partir dels primers heterozigots G1.

El gran avantatge en la utilitzacio del mutagen ENU per |'obtencié d’animals
mutants és la rapidesa en qué es pot disposar de |'animal en comparacié amb el
metode classic basat en cel-lules mare (stem cells). El punt limitant és que a la
base de dades de DNA de cél-lules germinals es trobi alguna mutacié en el gen
d’interés capac de truncar o modificar la proteina per tal d’abolir-ne la funcid.

Pel que fa al gen EEG1 es van trobar 4 mutacions: dues d’error de sentit
(missense), concretament F192L i S197R a I’'ex6 7, una intronica i una mutacié que
introdueix un cod6 de terminacié a la tirosina 221 (Y221*). La millor opci6 per la
generacié d’'un model amb pérdua de funcié de EEG1 va estar Y221%*, ja que hauria

de produir una proteina truncada a partir del 6¢&. loop tal com es veu a la Fig. 10.

101



Animals d’experimentacio

STO

Fig. 10 Esquema de la proteina EEG1 truncada a la tirosina 221 (Y221). Amb boles negres es
mostren els aminoacids situats abans de la mutacié Y221STOP i que per tant, es codificaran, i en gris
clar, la part de la proteina que no tindra lloc. Es poden apreciar els 12 possibles segments

transmembrana de la proteina EEG1 i la N-glicosilacié de la proteina a I'aminoacid Asn 56.

El desavantatge de la técnica o simplement el que s’ha de tenir en compte,
és que tot i la baixa taxa de mutacions induides per I'ENU que acompanyen a la
mutacié d’interés, no es recomanable treballar amb les generacions G1 i G2. Aquest
inconvenient perd, no te efecte practic a partir de la generacié G3 ja que en cada
creuaments es selecciona la mutacid diana i la resta es dilueixen i es segreguen de
manera lliure en cada creuament. ENU causa mutacions de 6 x 103 a 1,5 x 103 per
locus/genoma (Hitotsumachi et al. 1985) en funcié de la dosis utilitzada (Justice et
al. 2000). Es calcula que el primer ratoli (generacié 1, G1) fundador de la colonia
posseeix una mutaci®é somatica gen-especifica per cromosoma i per tant, 10
mutacions de I'esperma seran transmeses a la G2 via fecundacié in vitro. A la G3
n'hi seran transmeses 5 i a la G4 2,5, una de coneguda i 1,5 de desconegudes,
perd que s’hauran segregat lliurement i que per tant, és molt improbable que es
tracti de la mateixa en qualsevol cria de la G4 (Augustin et al. 2005). Per aquest
motiu, els resultats que s’exposen en aquesta tesi han estat obtinguts a partir de la

generacié G4.

Genotipacio ratolins EEG1-Y221*

Els ratolins EEG1-Y221* tenen una mutacié puntual (C a A) a la posicié del
nucledtid 663 del cDNA, aix0 produeix un canvi en la proteina que converteix la
tirosina de la posicié 221 en un codo stop (Y221*) i per tant, trunca la proteina.

El procediment que s’ha seguit en aquesta tesi consta d’una PCR a partir del
DNA genomic extret de la cua de I'animal i la posterior seqliéncia del producte de
PCR per tal d‘analitzar si hi ha la mutacié a un al-lel, a tots dos o a cap, podent

distingir aixi animals heterozigots, mutants per la proteina o control.
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Una segona opcié alhora de genotipar aquesta coldnia, seria la digestié del
producte de la PCR de genotipacié amb I'enzim de restriccié Sfcl. Aquesta opcid es
va descartar per dues raons. En primer lloc, la diferencia a observar en el patr6 de
digestio era molt petit, ja que s’havia de detectar la desaparicié desaparicié de dues
bandes de 74 i 75 pb i l'aparici6 d’'una de 149 pb. Tot i que la separacid i
visualitzacié de les bandes és possible en un gel d‘alt percentatge d’agarosa, és
dificil la distincié entre els tres genotips. En segon lloc, I'elevat cost de I'enzim i el
gran nombre de genotipacions que s’han de realitzar per mantenir una colonia ens

va fer decantar per 'opci6 de la seqlienciacié.

PCR de genotipacié
Per les PCR de genotipacid es va utilitzar la Tag DNA polimerase de la casa
comercial Biotools. Els encebadors dissenyats per I'amplificacié del fragment que

inclou la mutacio son:

NOM SEQUENCIA

EEG1 6-7F | GCTCCTGGGAGTACTGCTGTT
EEG1 6-8 R CATGCTCGTTATGCAGGAGT

Taula 5. Encebadors utilitzats per la genotipacio de la colonia d’animals EEG1.

Les condicions de PCR que s’han utilitzat son:

94 °C 5 min
94 0C | 30s 940°C | 30s 940°C | 30s 940C 30s
61°C 30s x2 59°C 30s [ x2 b57°C 30s x2 55°0C 30s  x28
720C | 90s 720C | 90s 720C | 90s 720C | 90s

72 °C 10 min

Taula 6. Cicles i temperatura de la PCR de genotipacié per EEG1.

A la Taula anterior, s’indiquen les temperatures, el temps i el nUmero de
vegades que es repeteix cada cicle (X). El producte resultant d’aquesta PCR és de
300 pb on la mutacié esta situada a la posicié del nucledtid 182 (C a A). Es
comprova que la PCR ha funcionat correctament en un gel d’agarosa al 2% amb un
10% del volum de la PCR. Si la PCR ha tingut éxit el volum restant es purifica

(veure apartat purificacio de DNA) i es seqiiéncia.
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Com es pot veure a la Fig. 11, en el cromatograma resultant es pot distingir
clarament el genotip control (+/4+) amb una C, I'heterozigot (+/Y221*) amb dos
pics solapats de Ci A, i el ratoli mutant (Y221*/Y221*) amb una A.

Genotip

y221%/y221* \ I

Fig. 11 Cromatograma de la seqiiéncia de genotipacioé dels ratolins EEG1-Y221*, Es mostra la
part del cromatograma on es pot apreciar la mutacié puntual d’interés (senyalada amb un ombrejat
blau) (Veure Sequenciacio de DNA). En la primera fila es mostra el cromatograma d’un animal control
(+/+), a la segona d’un animals heterozigot (+/Y221*) i a la tercera d'un mutant per els dos al-lels
(Y221*/Y221*). En el cromatograma, els acids nucleics apareixen en blau la citosina, en verd I'adenina,

en negre la guanina i en vermell la timina.

Gabies metaboliques

Les gabies metaboliques per ratoli permeten, tal com el seu nom indica,
I'estudi de les funcions metaboliques de I'animal. Aixd inclou, el control d’ingesta,
d’aigua consumida i la total separacié de l'orina i de les femtes produides. En el
nostres cas, vam utilitzar les gabies metaboliques per separar i recollir I'orina
produida per cada ratoli en 24 h i realitzar posteriorment I'analisi d’aminoacids o
acids organics.

El disseny de les gabies permet la total separacié de I'orina i la femta gracies
a una peca conica que surt de la reixa on esta situat el ratoli i que aboca les femtes
directament per gravetat a un recipient (10) i I'orina rellisca pel conus i va a parar
a un anell que desvia el liquid cap a un segon recipient diferent al de les femtes.
(Fig. 12).

Al llarg d'aquesta tesi s’han utilitzat gabies metaboliques per un sol ratoli
(Tecniplast, #3M01D100). Els experiments s’han realitzat al llarg de 5 dies
consecutius, on les primeres 48 hores han permés d‘aclimatacio del ratoli a la nova
reixa per on s’ha de moure i a les noves ubicacions de menjar i beguda. Durant tot

el procés es porta un control del pes de I'animal i cada dia s’afegeix menjar i

104



Materials i métodes

beguda sense restriccions. El 3er i 4t dia te lloc la recol-leccié de les 2 mostres
d’orina de cada 24 hores, i per tant, a partir del 3er dia s'ha de canviar o netejar
totes les peces per on ha de passar I'orina per tal d'evitar contaminacions. A més a
més, per evitar I'evaporacid de la mostra s’afegeix al recipient on es recull I'orina

200 pl d’oli mineral.

Fig. 12 Gabia metabolica per a un sol ratoli. Imatge de la gabia metabolica on es pot observar
I'nabitacle (4) on es situa el ratoli i on te accés al menjar (2) i a I'aigua (1). L'aigua que no es beu, pero
que cau del bibero es recull en el recipient 3 i es resta de la que ha desaparegut del recipient 1. El terra
de I'habitacle és una reixa (5) suficientment ample perqué no hi quedi retingut ni I'orina ni les femtes,
les quals passen en direccid el conus invertit (6) que distribueix la orina per les parets de la peca 7 de
forma conica fins a I'anell (8) i el recipient final (9) i la femta per gravetat i pel mig de I'anell cap al seu

recipient (10).

Extraccio de sang
Per a l'obtencié de plasma de ratoli per a un posterior analisi d’aminoacids

s’ha extret sang mitjancant puncié cardiaca.

Reactius:
- Agulla i xeringa de 25G

- Heparina sodica (5%, Mayne)

Procediment:

S’extreu sang per puncio cardiaca del ratoli anestesiat amb isofluora. Tant la
xeringa com el tub on es recull la sang si ha passat una solucié d’heparina (5000 UI
/1 ml) per evitar la coagulacid. En tot moment es manipula amb cura per tal
d’evitar l'eritrolisi. Es centrifuga a 800 g durant 15 min a 4°C i es guarda el

sobrenedant, que és el plasma.
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Extraccio de teixits

Tant per l'obtencié de proteines, com DNA, com RNA de teixits de ratolins
control com mutants EEG1-Y221%*, s’han extrets els teixits d’animals anestesiats
amb isofluora gasés (dissolt en oxigen al 3% amb un volum d’entre 1-1,5 I/min,
aparell New Generation Black MK-TC III High performances for III milenium)
normalment després d’haver-los realitzat la puncié cardial per I'extraccié de sang.

Els teixits immediatament després de ser extrets s’han introduit en un tub
apte per aguantar temperatures baixes, s’han pesat i s’ha congelat rapidament en

nitrogen liquid. Fins el moment de la seva utilitzacié s’ha emmagatzemat a -80°C.

Analisi d’aminoacids en VIl'orina per autoanalitzador
d’aminoacids

L'orina recollida durant 24 hores en les gabies metaboliques procedent d'un
sol ratoli alimentat sense restricci6 de menjar ni beguda, es guarda congelada fins
el moment de l'analisi. A 100 pl d'orina se li afegeixen 100 pl de norleucina com a
patré intern del procés. Aquesta mescla es desproteinitza amb 500 pl d'acid
clorhidric 6 M i dos cicles de congelacidé i descongelacid per aconseguir que les
proteines, peptids o altres macromolécules de la mostra s’agreguin i precipitin. A
continuacié s'evapora a sequedat per tal d'eliminar una part d‘urea i d’amoni. El
residu sec es resuspen en 1 ml de tampd de citrat de liti a pH 2,2 adequat per el
pas per la columna i es filtra a través d'una membrana de 10 KDa de diametre de
porus (Ultrafree-MC cat.n® UFC3LGCNB, Amicon) per evitar l'obturacid6 de la
columna cromatografica.

En aquest moment la mostra es pot guardar a -20°C fins el moment
d'injectar-la a l'autoanalitzador d'aminoacids. El volum injectat de mostra és de 50
Ml i 25 pl de patrd. EI métode usat per la determinacié d'aminoacids és la
cromatografia liquida d'intercanvi idonic i el sistema de deteccié és a través de la
reaccié dels aminoacids lliures amb la ninhidrina, un potent agent oxidant que ens
permet detectar amines primaries, secundaries i I'amoni. Al reaccionar les amines
lliures amb la ninhidrina es produeix un compost colorejat que permet quantificar
colorimetricament (a 570 i 440 nm) els aminoacids després de la separacid.

Per identificar els pics en funciéo dels diferents temps de retencid en la
columna i quantificar-los, s'utilitza un patré estandard fisiologic comercial injectat a
la columna cada 10 mostres i en les mateixes condicions. Per processar les dades i
integrar-les correctament s'ha utilitzat el programa EZ Chrom Elite (Biochrom Ltd.).
Aguesta técnica s’'ha portat a terme a la Unitat d’analisi elemental organica i

d’aminoacids dels Serveis Cientifico-Técnics de la Universitat de Barcelona.
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Fig. 13 Aminograma patré i d’orina de ratoli. Ens els aminogrames es representen els diferents pics
corresponents a cada aminoacid en l'ordre d’elucié de la columna (milivols/minuts). A cada pic (en verd)
es mostra el seu temps de retencié en minuts i la majoria dels pics estan identificats per I'aminoacid que
representen. La linia vermella a la base del pic, és la linia base que s’ha utilitzat per integrar. El primer
aminograma correspon al patro i esta compost per aminoacids coneguts que es troben majoritariament
en mostres fisiologiques. El segon és un exemple del perfil obtingut per I'orina de ratoli en I'aminograma

que s’obté de 'autoanalitzador d’aminoacids.

Analisi d’aminoacids en plasma per autoanalitzador

d’aminoacids

El plasma s'ha obtingut d'animals anestesiats amb isofluora i per puncio
cardiaca. La sang heparinitzada s'ha centrifugat 5 minuts a 2000 g. per tal de

separar el plasma de les cel-lules sanguinies. S'ha intentat en tot moment evitar la
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hemolisi, tot i aixd, en alguns casos petits percentatges d’eritrolisi es van produir
en les mostres. El plasma es va guardar congelat fins el moment de I'analisi.

El pretractament de la mostra consisteix en afegir a 100 ul de plasma, 25 pl
de Norleucina com a patrd intern del procés i 100 pl d'acid trifluoroacétic (TFA) al
10%. El TFA desproteinitza la mostra i al ser altament volatic, ens permet eliminar-
lo posteriorment per evaporacié al buit. La mescla anterior es sotmet a 2 cicles de
congelacié i descongelacié per afavorir una millor desproteinitzacié. A continuacid,
es centrifuga 30 minuts a a 16000 g per separar el compostos que han precipitat,
del sobrenedant que conté els aminoacids lliures. Es descarta el pellet i el
sobrenedant es filtra a través d'una membrana de diametre de porus de 10 KDa.
Ultim pas, és evaporar fins a sequedat la mostra filtrada i a continuacié
resuspendre-la amb 500 ul de tampé de citrat de liti pH 2,2.

El patré comercial que ens servira per identificar els pics és el mateix que en

el cas de l'orina (Fig. 13).
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Fig. 14 Aminograma de plasma de ratoli. Plasma de ratoli mutant analitzat per autoanalitzador
d’aminoacids (Biochrom 30) després de desproteinitzar. Es representen en verd els pics dels aminoacids
en milivolts per minut. En vermell la linia base utilitzada per la integracié i quantificaci6 de cada
aminoacid. Sobre cada pic es mostra el temps de retencié en la columna i I'aminoacid que correspon

segons el patré comercial préviament i paral-lelament injectat.
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La majoria dels resultats que es presenten en aquest apartat es recullen a

I'article de I'annex 3.

1. IDENTIFICACIO I CARACTERITZACIO DE LAT4

Al 2003, moment en qué es va comencar aquest treball es coneixia que el
sistema L de transport d'aminoacids, estava format per LAT1 (Kanai et al. 1998) i
LAT2 (Pineda et al. 1999; Rossier et al. 1999), dos membres de la familia SLC7, i
per LAT3 (Babu et al. 2003) també anomenat POV1 (Cole et al. 1998), una proteina
gue formava una nova familia de transportadors d'aminoacids anomenada SLC43
(Solute Carriers family 43).

LAT3 presenta una activitat que concorda amb la que s'havia descrit per la
variant L, (Weissbach et al. 1982) del sistema L, s'expressa majoritariament al
fetge i es diferencia clarament de la resta de transportadors d'aminoacids. Per
aquests motius, vam decidir realitzar una cerca bioinformatica per trobar algun
altre membre que pogués pertanyer de la familia SLC43 i que representés a la

variant L, en els teixits on LAT3 no s'expressa.

1.1. Identificaciéo de LAT4

Al realitzar una cerca a nivell de nucleotid (BLASTn) utilitzant com a esquer
LAT3 contra tot el genoma, es van trobar 2 seqlieéncies que compartien alt grau de
similitud: EEG1 (Stuart et al. 2001) i un cDNA predit amb el nom de MGC34680
(IMAGE:5309751), el qual vam anomenar LAT4.

El cDNA huma de LAT4 (3024 pb) conté un Unic ORF que codifica per una
proteina de 569 aminoacids amb un pes molecular tedric de 62,7 KDa. La seqliencia
esta referenciada amb numero d’accés a RefSeq a nivell de nucledtid NM_152346 i
de proteina NP_689559. També forma part de la base de dades UniProtKB/Swiss-
Prot amb el nimero d’entrada Q8N370.

El primer codé ATG (posicid 90) del cDNA esta situat en pauta de lectura
amb la sequéncia d'iniciacié (5'-CACCATGG) (Kozak 1991) i continua fins el primer
codé stop (TAG) a la base 1799. El cDNA conté una cua de polyA de 25 adenines
gue comencen 17 bases després del senyal tipic de poliadenilacié AATAAA (2977
pb).

Pel que fa a la proteina murina de LAT4 (mLAT4) consta de 568 aminoacids
amb un pes teoric de 62,4 KDa i prové d'un mRNA de 4389 pb amb una pauta
oberta de lectura de 1707 pb.
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Entorn genomic

El gen que codifica per LAT4 s'anomena SLC43A2, ja que es considera el
segon membre de la familia de transportadors de soluts 43. En el genoma huma
ocupa 54 Kb en el cromosoma 17 a la regié p13.3. Consta de 14 exons, 13 dels
quals sén codificants. Com es pot veure a la Fig. 15, esta flanquejat a 3' pel gen de
la "PhosphatidylInositol Transfer Protein, Alpha” (PITPNA) i pel de la "Skeletal
muscle and Kidney enriched Inositol Phosphatase" (SKIP), i a la regio 5' del gen pel
gen de la isoforma 1 del "Scavenger Receptor class F' (SCARF1), el de la proteina
lisosomal que interacciona amb Rab (RILP) i pel de la "pre-mRNA processing factor
8 homolog" (PRFP8).

EMICIERYS E - FER) o - ERNE GE) v |

B S W caciERlqes 179253
(pb) | 1400000 | 1450000 1500000| 1550000

SKIP <-4 |
SLC43A2 #—--H 4 prPraHHl——HEHH
. : { RILPIS
Am }

SCARF1s#HHH

Fig. 15 Entorn genomic de SLC43A2 huma. Imatge obtinguda del cercador genomic de UCSC amb
I'assemblatge del genoma huma del marg del 2006. Es pot observar el cromosoma 17 i la linia vertical
vermella ens indica la posicié dels gens ampliats a sota que comprén la zona d’entre 1350000-1550000
pb. En vermell es mostra el nostre gen d’interés (SLC43A2), en negre les seqliéncies que corresponen a
una entrada a Protein DataBank (PDB), en blau fosc els transcrits que han estat revisats i validats per
personal de RefSeq o SwissProt, en blau clar possibles transcrits no referenciats per RefSeq. Les caixes

simbolitzen els exons i les fletxes els introns

El gen SLC43A2 muri esta situat al cromosoma 11 al llarg de 43 Kb i consta
de 14 exons, 13 dels quals codifiquen per la proteina. A la Fig. 16 es pot observar

el seu entorn gendmic.

chr11(1q85)m:lqaa Mm 18 11981.3 B& 11483 B4 IquS_ 110 11qE2 ]
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Fig. 16 Entorn genomic de SLC43A2 muri. Imatge obtinguda del cercador gendmic USCS utilitzant
I’'assemblatge del genoma muri del juliol del 2007. Es pot observar el cromosoma 11 i una linia vermella
a la regié 1gB5 que indica la zona ampliada a sota. La situacio del gen d'interés es marca en vermell, les
caixes simbolitzen els exons i les fletxes els introns. En negre es mostren els transcrits referenciats, en

blau fosc els revisats i en blau cel els que només sén possibles gens.
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Generacio de plasmidis amb LAT4

Els clons de LAT4 es van aconseguir de la llibreria de clons de RZPD,
“Deutsches Ressourcenzentrum fuer Genomforschung GmbH”, actualment
anomenat ImaGenes (http://www.imagenes-bio.de/). EI cDNA de hLAT4 (LAT4
huma) procedeix del clon RZPD: IRATp970D0844D (MGC34680) disponible en el
vector pCMV-SPORT6 i el cDNA de mLAT4 (LAT4 muri) del clon RZPD:
IRAVp968B0287D (MGC 28931) en el mateix vector. Tots dos clons després de
comprovar-se per digestidé enzimatica i seqléncia es van subclonar en vectors
adequats per I'expressidé en sistemes heterodlegs.

A partir del clon comercial pCMV-SPORT6-hLAT4 i per PCR es van introduir
les dianes Ncol-Xhol per tal de subclonar-ho al vector pTLN adequat per expressar
el cRNA en oocits de Xenopus Laevis. A partir d'aquesta construccid, es va afegir
per PCR la diana HindIIl a I'extrem 5’ del cDNA i es va subclonar a pCNA3 amb les
dianes Hind III-Xhol.

A partir del clon comercial pCMV-SPORT6-mLAT4 i per PCR es van introduir
les dianes Ncol-EcoRI al cDNA mLAT4 i es va subclonar al vector pTLN. A partir

d’aquesta construccié es va subclonar directament a pCDNA3.

Analisi de la seqiiéncia de LAT4

LAT4 presenta un 57% d'identitat amb LAT3 i un 30% amb EEG1. L'analisi
filogenetic ens indica que les 3 proteines formen part de la mateixa familia SLC43 i
gue LAT4 guarda una homologia al voltant d'un 10% amb membres de families de
transportadors de soluts com SLC7, SLC2 i SLC22 (Fig. 17).

SN1 gn2

EEG1

LAT2

BOAT1 GLUTY
SIT1

Fig. 17 Analisis filogeneétic. Arbre realitzat a partir de les dades del mutlialineament del Clustalw,
utilitzant el Phylodendron v.0.8d de la University of Indiana. S’han utilitzat diferents sequéncies
proteiques de membres representatius de les families SLC2 (GLUT2, GLUTS5 i GLUT9), SLC6 (SIT1 i
B°AT1), SLC7 (LAT1 i LAT2), SLC22 (OAT1, OCT1 i OCT2), SLC38 (SN1 i SN2) i SLC43 (LAT3, LAT4 i
EEG1).
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El gen SLC43A2 el trobem conservat en mamifers, peixos, amfibis i
urocordats. La proteina humana amb la murina conserven un 91,5 % d'identitat i
amb la de rata un 93,7%. La prediccié topoldgica per hLAT4 descriu 12 dominis

transmembrana amb els dos extrems NH, i COOH intracel-lulars (Fig. 18).
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Fig. 18 Multialineament de la familia de transportadors SLC43. Mutlialineament de les seqliéncies
proteiques humanes de LAT4, LAT3 i EEG1 utilitzant I'algoritme de Clusta/W de I'analisi de sequéncies
del EMBL-EBI. Amb una linia horitzontal s'indiquen els 12 dominis transmembrana possibles. Els residus
aminoacidics idéntics en les 3 proteines estan senyalats amb una caixa grisa. Els asteriscs marquen els
residus amb possible N-glicosilacié. Una caixa negra amb la P a dins, ens indica els llocs de possible

fosforilacio pels 3 membres de la familia SLC43.
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L'algoritme NetNGlyc 1.0 (Blom et al. 2004) prediu tres llocs de possible N-
glicosilacié, dos al primer loop extracel-lular (Asn55 i Asn58) i un altre a I'extrem
COOH terminal (Asn 560). Per comprovar si realment es tractava d'una proteina
glicosilada, vam introduir I'epitop de I'nemaglutinina (HA) just després del primer
codé ATG del cDNA de LAT4 (N-HA-LAT4) per poder detectar la proteina amb
I'anticos monoclonal 3F10 (anti-HA) per western blot i immunofluoresceéncia.

Es van transfectar cel-lules HeLa amb el plasmidi que expressava NHA-LAT4
i I'extracte de proteina total resultant es va tractar o no amb |'endoglicosidasa F
(Endo F o PNGase F), la qual és capac d’hidrolitzar N-glicosilacions. Per western blot
vam detectar una banda ampla, tipica de proteines glicosilades, situada entre 66 i
99 KDa corresponen a N-HA-LAT4. El tractament de I'extracte proteic amb Endo F
convertia la banda ampla en una de més concreta amb un pes aproximat de 66

KDa, demostrant |'existéncia de N-glicosilacions en aquesta proteina (Fig. 19).
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Fig. 19 Detecci6 de NHA-LAT4 per western blot i immunofluorescéncia. A. Western blot on es
detecta la proteina NHA-LAT4 amb l'anticos 3F10 (anti-HA). Es mostren els carrils corresponents a
I'extracte total de cel-lules HelLa sense transfectar (ctrl), transfectades amb la proteina d'interés (HA-
LAT4) i transfectades i tractades amb EndoF (HA-LAT4+EndoF). LAT4 es detecta com a una banda ampla
d'entre 66-99 KDa i després del tractament amb EndoF s'aprecia un canvi de mobilitat, confirmant-nos
que LAT4 esta N-glicosilat. B. La localitzacié de N-HA-LAT4 en cél-lules Hela es pot observar en cél-lules
sense transfectar (Ctrl) i en cél-lules transfectades amb N-HA-LAT4 (HA-LAT4). El senyal
immunodetectat de I'epitop HA (blanc) es localitza majoritariament a la membrana plasmatica de la
cél-lula i en menor proporcié en una senyal intracel-lular probablement del reticle endoplasmatic. Barra:

10um. Imatges obtingudes per la Dra. Lorena Martin.

Les mateixes cel-lules transfectades amb NHA-LAT4 es van utilitzar per
comprovar la localitzacié subcel-lular de la proteina en aquest model cel-lular
mitjangant immunofluorescencia (Fig. 19). No es va observar senyal a les cel-lules
sense transfectar, en canvi va apareixer una clara senyal de marcatge especific
localitzada a la membrana plasmatica de les cél-lules transfectades amb NHA-LAT4,
indicant que I'epitop introduit a la proteina LAT4 arribava a la membrana. A més a

més, aquest resultat ens indica que no hi ha processament de I'extrem NH;
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terminal de la proteina per I'existencia d’'un peptid senyal. També vam comprovar
que la proteina amb lI'epitop HA a l'extrem era funcional i induia transport
d'aminoacids (resultats no mostrats).

Continuant amb l'analisi de la seqiéencia de LAT4, l'algoritme NetPhoskK 2.0
(Blom et al. 1999) prediu 4 llocs possibles de fosforilacio, perd cal destacar el de la
posicid Ser274, situat en el loop intracel-lular entre els dominis transmembrana 6 i
7, conservat en tota la familia SLC43 (Fig. 18). Recentment, s’ha comprovat que
LAT4 esta fosforilat “in vivo” per un nou meétode d’analisi de fosfopéptids a gran
escala mitjancant cromatografia liquida associada a espectrometria de masses i

amb un nou software anomenat PhosphoPIC (Hoffert et al. 2007).

Localitzacio tissular i subcel:-lular

L'analisi per northern blot per LAT4 revela |'existéncia de dos transcrits, un
d'aproximadament 3,1 Kb i un altre d'unes 8-9 Kb, tant en els teixits procedents de
mostres humanes com de ratoli. EIl mRNA de LAT4 huma s'expressa en diversos
teixits (Fig. 20A), per0 en major proporcié a placenta>>>ronyd i leucocits
procedents de sang periférica. EIl mRNA de LAT4 muri es detecta principalment a
intesti>>ronyd, i en menor expressio a cervell, teixit adipds i testicle (Fig. 20B). A
diferéncia de LAT3, no s'observa expressido de LAT4 al fetge huma ni al de ratoli.
Cal destacar una expressié débil de mLAT4 en les cél-lules PCT, provinents del tubul

proximal contornejat de ronydé de ratoli (Cartier et al. 1993; Soler et al. 2002).
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Fig. 20 Northern blot huma i de ratoli del mRNA de LAT4. A. Membrana amb 2 ug de poli(A*) RNA
per carril procedents de diferents teixits humans adults (BD Biosciences). Es va hibridar amb una sonda
marcada radioactivament (*?P) procedent d'un fragment del cDNA huma de LAT4 (nucledtids 1 al 984).
El mRNA de LAT4 huma s’expressa majoritariament a placenta, i en menor grau a ronyd i leucocits de
sang periférica. B. Membrana amb 25 ug de RNA total per carril extret de diferents teixits de ratoli i de
la linia cel-lular de rony6 PCT. L'RNA es va separar amb un gel d'agarosa, transferir a una membrana de
nil6, fixar irradiant a 254 nm i hibridar amb un fragment del cDNA de LAT4 marcat amb 3?P (nucledtids 1
al 776). Després dels rentats a diferents condicions d'astringéncia, les membranes es van exposar a la
pantalla de PhosphorImager per la deteccid. El mRNA de LAT4 muri s’expressa majoritariament a intesti

prim i en menor grau a ronyo, testicle, cervell i teixit adipds blanc (TAB).
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Per aprofundir en el possible paper de LAT4 en la (re)absorcid, es va
estudiar la seva expressié en intesti i ronydé per hibridacié in situ de seccions de
teixits humans i de ratoli incloses en parafina. Als talls de ronyé huma (Fig. 21 A i
B) es detecta el mMRNA de LAT4 a les ceél-lules epitelials del tubul distal i dels
conductes col-lectors. No s'observa marcatge en el glomerul ni en les cél-lules
epitelials del tubul contornejat proximal.

Pel que fa a les seccions d'intesti prim, el missatger de LAT4 s'expressa
principalment a les cél-lules de la cripta del microvil:li intestinal i a la base de les
cel-lules epitelials de les vellositats intestinals (villus) (Fig. 21 C i D). No s'observa
marcatge a la lamina muscular de la mucosa (Muscularis Mucosae, MM).

No apareix senyal a cap tall de ronyd o intesti hibridat amb la sonda sense

de LAT4, confirmant l'especificitat del marcatge.
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Fig. 21 Hibridacio in situ del mRNA de LAT4 en ronyo0 i intesti. Seccions seriades de cortex de
ronyé huma (A i B) i d'intesti prim de ratoli (C i D) es van incubar amb sondes sense (B i D) i antisense
(A i C) obtingudes a partir del cRNA de LAT4. Les seccions es van obtenir a partir de teixits fixats en
formol i inclosos en parafina. A Al ronyd huma, LAT4 s'expressa majoritariament als tubuls distals (TD) i
als conductes col-lectors (CC), mentre que no s'observa senyal als gloméruls (G), ni als tubuls
contornejats proximals (TP). C. A l'intesti de ratoli la senyal apareix a les cél-lules de les criptes (C) i un
marcatge menys intens s'observa a les cél-lules de I'epiteli de les vellositats intestinals (V). LAT4 no
s'expressa a la lamina muscular de la mucosa (MM). Als panells B i D no s'observa senyal ja que ha estat
hibridat amb la sonda sense, la qual cosa ens indica I'especificitat del marcatge amb la sonda antisense.
Barres de 0,1 mm (A i B) i de 0,04 mm. (Ci D).
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1.2. Caracteritzacio funcional

Expressié funcional

Per comprovar la hipotesis de si LAT4 podia ser un transportador
d'aminoacids per la seva similitud estructural amb LAT3, es van injectar oocits de
X. Laevis amb el cRNA de LAT4 i es va mesurar l'entrada d'aminoacids marcats
radioactivament. Els oodcits injectats amb LAT4 mostren una augment en l'entrada

de L-fenilalanina, L-leucina, L-isoleucina i L-metionina (Fig. 22).

101

L-aa (pmol/oocit-10min.)

04

Ala Arg GIn Glu Gly His Ille Leu Met Phe Pro Ser Trp Tyr
Fig. 22 Expressio funcional de LAT4 en oocits de Xenopus Laevis. Oocits injectats amb 25
ng/oocit cRNA de LAT4, dos dies després de la injeccid, se’ls va mesurar 'entrada d'aminoacids tritiats a
10 uM durant 10 minuts. L'assaig de transport es va fer en un medi amb 100 mM de clorur de colina i
sense sodi. El transport induit pels oodcits injectats amb aigua es va restar del provocat pels oocits que
expressen LAT4. Els aminoacids capagos d’induir activitat de transport per LAT4 son els neutres de
cadena lateral gran i ramificada, com la Leucina, Isoleucina, Fenilalanina i Metionina. Les dades (mitjana

+ S.E.) corresponen a un minim de 3 experiments independents amb 7 oocits per grup.

Seguidament, vam analitzar la dependéncia del pH i dels ions Na* o CI" en el
transport induit per LAT4. L'activitat de transport utilitzant L-Phe com a substrat, és
sodi-, clorur- i pH-independent (Fig. 23).

Continuant amb la caracteritzacié funcional de I'activitat de transport induida
per LAT4, vam mesurar la inhibici de I'entrada de L[*H]Phe independent de Na®,
per la preséncia de diferents aminoacids no radioactius al medi a una concentracié
200 vegades superior (100 uM versus 20 mM). D'aquesta manera, es pot observar
com els aminoacids que també es transporten per LAT4 sén capacos d'inhibir
I'entrada de la L[3H]Phe en funcié de I'afinitat de LAT4 pel substrat (Fig. 24).
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Fig. 23 Dependéncia ionica del transport de 1L-[*H]Phe en I'activitat de transport induit per
LAT4. A. Odcits injectats amb el cRNA de LAT4 o amb aigua, es van incubar amb 10 uM de 1-[*H]Phe en
una solucié 100 mM de clorur sodi (NaCl), acetat sodic (AcNa) o clorur de colina (ChCl) durant 10 minuts
(en condicions de velocitat inicial). El transport de L-[*H]Phe no depén de la preséncia o abséncia de
ions Na* o CI. B. L'entrada de L-[*H]Phe en odcits injectats amb aigua o amb el cRNA de LAT4, es va
mesurar en medis amb diferent pH (a 6.5, 7, 7.5 i 8.5). El transport de L-[*H]Phe no depén de la
quantitat de protons al medi. En els dos casos, els valors d'entrada d'aminoacids expressats en picomols
per oocit en 10 minuts, es van obtenir restant-los dels valors obtinguts en el mateix transport d’oocits
injectats amb aigua. Les dades (mitjana £+ S.E.) corresponen a un experiment representatiu de 3

experiments independents on s'han utilitzat 7 oocits per grup.

Ni els aminoacids acids ni els basics sén capacgos d'inhibir el transport de
L[3H]Phe a diferéncia dels aminoacids neutres i grans com sén la L-leucina, L-
isoleucina, L-metionina i L-valina, els quals considerem inhibidors forts (entre un
60-85% d'inhibicid). Es tracta d'un transport estereoespecific, ja que els analegs
d'aminoacid com els p-isomers de la leucina, fenilalanina i valina sén menys
eficients alhora d'inhibir I'entrada de nL[*H]Phe. L'inhibidor especific del sistema L,
I'analeg d'aminoacids BCH (acid 2-aminobiciclo [2.2.1]hepta-2-carboxilic) inhibeix
un 70% l'entrada de L[*H]Phe per LAT4, confirmant aixi que I'activitat de transport
induida per LAT4 pertany al sistema L. També s'ha comprovat I'eficiencia en la
inhibicié d'entrada de L[*H]Phe del leucinol i valinol, els quals en comparacié amb la
Leu i Val posseeixen un grup alcohol enlloc de l'acid carboxilic. Tal com succeeix
amb LAT3, aquests derivats d'aminoacid son capacgos d'inhibir I'activitat de
transport aproximadament un 40%. Per dltim, la metiltirosina, un inhibidor
especific de LAT1 (Shikano et al. 2003), es pot considerar un inhibidor pobre de
I'activitat de transport induida per LAT4.
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Fig. 24 Perfil d’inhibicié de LAT4. Oocits injectats amb aigua i amb el cRNA de LAT4 es van incubar
amb 100uM de L-[*H]Phe en un medi sense sodi i en abséncia (control) o preséncia dels aminoacids
indicats a les abscisses a 20 mM durant 10 minuts. Degut a la poca solubilitat en aigua de la
metiltirosina (MeTyr), s’ha utilitzat a 2 mM enfront als 20 uM de 1-[*H]Phe. L’activitat de transport en el
grup control amb 100 uM de L[*H]Phe és de 11,22 + 0,6 pmol/odcit-10 min pels odcits injectats amb el
cRNA de LAT4 i de 1,48 £ 0,07 pmols/oocit-10min amb aigua. A 20 uM els valors sén de 2,4 + 0,2
pmol/oocit-10min i 0,3 * 0,02 pmol/oodcit-10min per oocits injectats amb LAT4 i sense injectar,
respectivament. Observem que els aminoacids neutres de cadena llarga i ramificada, juntament amb
Iinhibidor especific del sistema L, sén els millors inhibidors del transport de »-[*H]Phe. Els valors
(mitjana £ S.E.) del grafic son el percentatge de transport d’aminoacids en preséncia d’inhibidors en
funcié del transport induit sense inhibidors (control). Els valors son representatius de quatre
experiments independents, on s’han utilitzat 7 oocits per condicié. Amb una linia discontinua s’indica el
100% d’activitat. MeAiB, acid metil aminoisobutiric. BCH, acid 2-aminobiciclo[2.2.1]hepta-2-carboxilic.

LeuOH, leucinol. ValOH, valinol. AiB, aminoisobutiric. ProOH, hidroxiprolina.

Ja s'havia descrit que el tractament amb NEM (N-etilmaleimida), un agent
alquilant de grups sulfhidril, afectava en alguns casos totalment i d’altres en part, a
la funcid dels transportadors del sistema L (Novak et al. 1994; Babu et al. 2003).
Per aixd, vam examinar |'efecte inhibidor del NEM en el transport de L[3H]Phe
mediat per LAT4 i vam comparar-lo amb la resta de transportadors del sistema L.

Com a control positiu es va utilitzar CAT2, un transportador d'aminoacids
basics del sistema y* i de la familia génica SLC7, molt sensible al tractament amb
NEM (Deves et al. 1993). Com es pot veure a la Fig. 25, LAT1 és quasi insensible,
LAT2 i LAT4 mostren una sensibilitat intermitja i LAT3 és el transportador del

sistema L més afectat per I'agent sulfidril.
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Fig. 25 Efecte de la preincubacio amb NEM en I'activitat de transport induida per LAT4. Es va
mesurar 'entrada de L[°H]Phe (100 puM) en oodcits que expressaven LAT4, i I'entrada de L[*H]Arg (100
HMM) en oocits que expressaven CAT2, en un medi sense sodi preincubats amb 5 mM de NEM durant 15
minuts. Per mesurar I'activitat de transport de LAT1 i LAT2 es va coinjectar el cRNA de LAT1 o LAT2
juntament amb el de 4F2hc. Es representa el % d'activitat residual obtingut del transport d’entrada
d'aminoacid sotmeés al pretractament amb NEM respecte a |'entrada sense el pretractament. L'activitat
es va mesurar en pmols d’aminoacid per oodcit i minut. S’observa la total inhibicié del transport d’entrada
d’arginina per CAT2, la inhibicié de I'entrada de fenilalanina per LAT3, la parcial inhibicié per LAT2 i LAT4

i la quasi no inhibicid del transport per LAT1. Es mostra un experiment representatiu de 3 independents.

Estudi cinétic de LAT4

L'analisi cinetic de |'activitat de transport induida per LAT4 es va realitzar
amb dos substrats diferents, L-fenilalanina i L-leucina. Sorprenentment, igual que
la cinética de LAT3 (Babu et al. 2003), I'expressié de LAT4 en oocits de Xenopus
Laevis, mostra una entrada d'aminoacid saturable i una representacié d’Eadie-
Hofstee no lineal, suggerint |'existéncia de més d'un component cinétic per
I'entrada d'aminoacids via LAT4 (Fig. 26). Les dues pendents del diagrama d'Eadie-
Hofstee, ens indiquen una cinética amb dues components i que s’ajusta a la
seglent equacid: Vv=[Vmaxi1 X S/(Kmi + S)] + [Vmax2 X S/(Km2 + S)], on v és la
velocitat, Viyax €s la velocitat maxima i K, és la constant de Michaelis-Menten dels
components 1 i 2. El component de baixa afinitat té una K., de 4694 + 510 uM per
la L.-Phe i 3733 £ 1019 uM per la L-Leu, i el component d'alta afinitat té una K., de
178 £ 29 um per la L-Phe i de 103 £ 62 uM per la L-Leu. Pel que fa a les velocitats
maximes de la cinética amb 1L-Phe com a substrat, la Vmnax: €és de 586 = 86
pmols/oocit-10 min i la Vimaxe de 34 £ 6 pmols/oocit- 10 min; i per la cinética amb
L-Leu, la Vmax1 €s de 353 = 30 pmols/oodcit:10 min i la Vi €s de 34 £ 6

pmols/oocit: 10 min.

121



Identificacio i caracteritzacié de LAT4

A B
—~4 = 300
- 00 = i
£ §
= 300 o
S 3 200 ¢
Q o
L $ = of .
3 200 3 2
1 g SR
& 5 100
Y { v 100
2100 . g .
o y e
A ) 01 2 a g 0() 0,04 0.08 = 012
o’. . . . =, . ok —
0 4 8 12 14 16 0 5 10 15 20
L-Fenilalanina (mM) L-Leucina (mM)

Fig. 26 Analisi cinétic de l'activitat de transport induida per LAT4. Dos dies després d'injectar
oocits amb 25 ng del cRNA de LAT4, es va mesura I'entrada de L-[*H]Phe (A) i L-[*H]Leu (B) en un medi
sense sodi a diferents concentracions de substrat durant 10 minuts. L'activitat de transport dels oocits
no injectats esta restada de la dels oocits que expressen LAT4. Les concentracions del substrat usades
sén 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 4000, 5000, 6000, 10000, 15000 i 200000 uM en el
cas de la .-[*H]Phe i de 1, 2, 5, 10, 25, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 5000, 10000, 15000 i 20000 uM
per la L-[*H]Leu. Els grafics petits corresponen a la representacié de Eadie-Hofstee on es mostra la
velocitat (V) en funcié del quocient de la velocitat per la concentracié de substrat (V/S). En la cinética
representada en segons el grafic de Michaelis-Menten s’observen dues cinétiques saturables, i segons el
diagrama d’Eadie-Hofstee, observem dues pendents que ens indiquen a preséncia de dues components
cinétiques de transport tan per el transport de L-[*H]Phe com de L-[*H]Leu. Els valors (mitjana + S.E.)
corresponen a un experiment representatiu d'un minim de 4 i cada punt s'ha obtingut d'un grup de 7

oocits.

Mecanisme de transport

Per estudiar el mecanisme de transport mediat per LAT4, es va mesurar la
sortida de radioactivitat en odcits préviament incubats amb L[*H]Phe (50 uM, 1
MCi/100 pl) durant una hora. Tal com es pot veure a la Fig. 27, els oocits que
expressen LAT4 mostren una sortida d’aminoacid radioactiu depenent del temps i
independent de la preséncia o abséencia de fenilalanina en el medi de transport. Que
el flux de sortida d'aminoacid radioactiu sigui idéntic amb preséncia o abséncia
d’aminoacid al medi exterior, ens indica que el transport de L[*H]Phe no es trans-
estimula per la preséncia d’aminoacid a l'altre banda de la membrana. Per tant,
aquesta dada, juntament amb la independéncia ionica del transport, ens
suggereixen que LAT4 funciona amb un mecanisme de transport de difusid

facilitada.
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Fig. 27 Sortida de L[*H]Phe per LAT4. Odcits injectats amb el cRNA de LAT4 (simbols plens) o amb
aigua (simbols buits) sel’s va determinar la sortida de radioactivitat en funcidé del temps (minuts) via
LAT4. Dos dies després de la injeccid, els oocits es van carregar amb 50 uM de L[*H]Fenilalanina durant
60 min (la radioactivitat acumulada en aquest experiment representatiu, va ésser de 8750 + 315 cpm i
3269 + 276 cpm per oocit injectat amb LAT4 i amb aigua, respectivament). Després es van incubar en
500 pl d'un medi sense aminoacids (cercles) o amb 5 mM de 1L-Phe (quadrats), i es van treure aliquotes
de 100 pl als temps indicats per comptar la radioactivitat alliberada. Després d'haver recollit totes les
aliquotes, els oocits es van lisar per valorar la quantitat de radioactivitat incorporada. La sortida de
radioactivitat es representa en percentatge (%) de sortida de L[*H]Phe. S’observa que la sortida de
L[*H]Phe de I'0dcit no es transestimula amb preséncia d’aminoacid a l'altre banda de la membrana. Les

dades (mitjana £ S.E.) provenen d'un experiment representatiu de 3 i cada punt es va obtenir de 3
oocits.

Per intentar aprofundir en el mecanisme de transport de LAT4, vam voler
analitzar si l'efecte del NEM podia tenir alguna relaci6 amb la cinética de dos
components. Per aix0, vam assajar a diferents concentracions de substrats I'efecte
de l'agent alquilant (Fig. 28). Interessantment, només el component de baixa
afinitat és sensible al pretractament amb NEM. Amb el programa Kaleida Graph
v.3.6, vam ajustar els valors obtinguts a l'equacié de Michaelis-Menten per dos
components cinetics. Les constants d’afinitat obtingudes dels oodcits tractats amb
NEM va ser de K3 3103 + 442 i de K 177 £ 30 uM; i les velocitats maximes van
reduir-se un 64 £ 4 % pel que fa a la del component de baixa afinitat i es va
conservar un 90 £ 18 % en el cas del component d'alta afinitat.

En el mateix sentit, vam voler comprovar si la fosforilacié estava implicada
d’alguna manera en el comportament cinétic de LAT4. S'ha suggerit que en alguns
receptors transmembrana, la fosforilacié pot alterar I'afinitat de la unié pel lligand i
produir una aparent cinética multicomponent (Leeb-Lundberg et al. 1985; Kubar i
Rochet 1990; Babu et al. 2003). La serina 297 de LAT4 esta conservada en els tres
membres de la familia, i les prediccions apunten a qué podria estar fosforilada in

vivo (Hoffert et al. 2007). Per esbrinar si aquesta serina és important i si la
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fosforilacié pot tenir algun impacte en I'activitat de transport de LAT4, vam mutar la
serina 297 a alanina (S297A), un aminoacid també sense carrega i de mida similar,
i vam assajar una cinetica de transport via LAT4. La mutacié va provocar una molt
lleugera inhibicié del transport, passant d'uns valors de Ky,; 4694 + 510 uyM a 3323
+ 596 uM i pel component d'alta afinitat de 178 £ 29 yM a 158 + 32 uM (Fig. 29).
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Fig. 28 Cineética del transport de Phe via LAT4 i I'efecte del NEM. Oocits que expressaven LAT4 es

van pretractar o no (cercles blancs) amb NEM a 5 mM durant 15 minuts (triangles negres), i després es
van incubar amb diferents concentracions de L[*H]Phe (de 0,5 a 15000 pM) durant 10 minuts. El
transport dels oocits injectats amb aigua es va restar dels injectats amb el cRNA de LAT4. El grafic
representa les cinétiques de Michaelis-Menten, la velocitat d’entrada en picomols de fenilalanina per
oocit i deu minuts en funcid de la concentracié de substrat ([Phe] mM). Al grafic petit, es pot observar el
diagrama d’Eadie-Hofstee, on la velocitat (V) es representa en funcié del quocient de la velocitat per la
concentracié de substrat (V/S). L'efecte del NEM altera el component de baixa afinitat, com es pot veure
en les dues representacions. Els valors (mitjana £ S.E.) corresponen a un experiment representatiu d‘un

conjunt de 4 i cada punt d’obté d’un grup de 7 oocits.

Per caracteritzar el mutant vam repetir la cinética tractant préviament amb
NEM. Sorprenentment, el mutant S297A va resultar insensible a I'agent sulfidril a
totes les concentracions de substrat testades (Fig. 29).

A diferéncia de la inhibicié que haviem observat en el cas del LAT4 salvatge,
el NEM no altera I'activitat a nivell de K, ni Vhax del mutant. El transportador LAT4
S297A és un mutant resistent al tractament amb NEM, ja sigui per un canvi de
conformaci6 de la proteina provocat per la fosforilacié o qualsevol altre modificacid,

gue provoqui que la cisteina diana quedi tapada i impedeixi I'accés del NEM.
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Fig. 29 Analisi de l'efecte del NEM en l'activitat de transport induida per LAT4S297A. Per
mutageénesi dirigida es va substituir la serina 297 per una alanina. Oocits injectats amb 25 ng del cRNA
de LAT4S297A, es van incubar amb NEM 5 mM durant 15 minuts (triangles negres) o sense
pretractament (cercles blancs), i seguidament es va assajar l'entrada de L[°H]Phe. L'activitat de
transport dels oocits no injectats es va restar de la dels oocits que expressaven la LAT4. També es
mostra dins del grafic, una representacié esquematica de la proteina i la posicié de la serina 297 mutada
situada en el 6& loop intracel-lular. S’observa que el NEM no efecte la cinética del mutant LAT4S297A.

Les dades (mitjana+S.E.) corresponen a un experiment representatiu amb 7 oocits per grup.

Per intentar identificar la cisteina responsable de l'acci6 del NEM es van
mutar les dues cisteines més properes a la serina 297, ja que la mutacié d’aquesta
inactiva l'efecte del NEM. El canvi de la cisteina 295 a alanina (C295A) i el de la Cys
305 a Ala (C305A) no va tenir cap efecte sobre l'accié del NEM en l'activitat de
transport de Phe via LAT4 (Fig. 30). Com a control positiu vam comprovar que el
transportador salvatge s‘inhibia parcialment amb el pretractament amb I'agent NEM

i que el mutant LAT4S297A era insensible a I'agent alquilant sulfidril.
60,
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LAT4 LAT4S297A  LAT4 C295A LAT4C305A
Fig. 30 Efecte del NEM en els mutants de LAT4. Dos dies després de la injeccié de 25ng dels cRNA
de LAT4, i dels mutants LAT4S297A (serina 297 alanina), LAT4C295A (cisteina 295 alanina) i LAT4C305
en odcits, es va assajar I'entrada de L[°H]Phe en un medi sense sodi i amb un tractament previ amb
5mM de NEM durant 15 minuts (barres negres) o sense pre-tractament (barres blanques). Els mutants
LAT4C295A i LAT4C305 es comporten igual que LAT4 salvatge, per tant, aquestes dues cisteines no sén
dianes del NEM.
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Model cel-lular per LAT4

Per intentant entendre el paper fisioldgic de LAT4, ens vam plantejar buscar
un model cel-lular que expressés el transportador i on poguéssim detectar la seva
activitat. Per tal d'escollir una linia cel-lular ens vam basar en |'analisi per northern
blot (Fig. 31), i vam estudiar linies cel-lulars procedents dels teixits amb major
expressié de LAT4 i de les quals poguéssim disposar. Vam escollir tres linies
cel-lulars procedents de placenta: JAR (Story et al. 1974), JEG-3 (Kohler i Bridson
1971; Lieblich et al. 1976) i BeWo (Hertz 1959; Pattillo et al. 1968); i dues linies
procedents de ronyd: cel-lules OK (Koyama et al. 1978) i PCT (Cartier et al. 1993).

Les linies cel-lulars de placenta JAR, JEG i BeWo, procedeixen de
coriocarcinomes gestacionals humans i morfologicament s'assemblen al
citotrofoblasts. Les tres linies cel-lulars sén capaces de polaritzar-se i es pot
distingir tant morfoldgicament com bioquimicament, la membrana apical de la
basolateral (Olli et al. 1993; Liu et al. 1997).

Pel que fa a les linies cel-lulars de ronyo, les cel-lules OK i les PCT
procedeixen del tubul proximals contornejat d’opossum i de ratoli, respectivament.
Totes dues sén capaces de polaritzar-se i formar una monocapa (Fernandez et al.
2003).

Vam analitzar I'expressié del mRNA de LAT4 per northern blot (Fig. 31) de

les 5 linies cel-lulars juntament amb I’'expressié a ronyd com a control positiu.

JAR Jeg-3 BeWoRonyo OK PCT Kh

1
co

l

~.~“ ’“_3,5

Fig. 31 Northern blot per LAT4 de diferents linies cel-lulars de placenta i ronyé. 25 ug. de RNA
total extret de les linies cel-lulars es va carregar en un gel d’agarosa i formaldehid. Una vegada
transferit a la membrana, es va hibridar amb una sonda radioactiva d'un fragment del cDNA huma
(nucleotid 1-984) en el cas de les cél-lules BeWo, JAR i JEG-3 i amb un fragment del cDNA muri
(nucleotid 1-776) en el cas del ronyo, cél-lules OK i PCT. La membrana amb I'RNA de les cél-lules de
placenta es va haver d’exposar més temps per obtenir la imatge. Es va observar expressié del mRNA de
LAT4 a les tres linies cel-lulars de placenta (JAR, Jeg-3 i BeWo), al control positiu (ronyo) i a les cél-lules
de ronyo (PCT).

Les Uniques cél-lules on no vam detectar el missatger van ser en les OK amb
una sonda de ratoli. Aquest fet pot ser degut a que no expressin LAT4 o a que la
seqgléncia de ratoli no sigui suficientment homologa a la d’opdéssum. En el moment
en que es va realitzar el northern blot no es coneixia el genoma d’opdossum

(Didelphis virginiana) i per tant, no disposavem de la seqléncia. Una altra linia
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cel-lular que vam considerar i analitzar per northern blot va ser les cél-lules MDCK
(Madin-Darby canine kidney) que provenen de tubuls distals del ronyd, pero es va
descartar per la dificultat de no disposar de la seqilieéncia de gos i perqueé igual que
en el cas de les cél-lules OK, els resultats del northern blot van ser negatius (dades
no mostrades).

Vam valorar els diferents models cel-lulars mesurarant I'activitat de
transport de L[3H]Phe en cada tipus cel-lular i el model que millor s’adequava a
I’'estudi, com es descriu més endavant, va ser la linia cel-lular PCT.

Amb el proposit d'aprofundir en el coneixement de les cél-lules PCT vam
analitzar quins dels transportadors del sistema L s'expressaven en aquesta linia
cel-lular per RT-PCR (Fig. 32). Vam confirmar I'expressié de LAT4, i vam observar
gue en aquestes cél-lules només podiem detectar un altre transportador del sistema
L, LAT1.
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Fig. 32 Expressio de mRNA dels transportadors del sistema L. L'RNA extret de les cél-lules PCT
polaritzades es va retrotranscriure. EI cDNA resultant es va amplificar amb encebadors especifics per les
seqléncies de LAT1, LAT2, LAT3 i LAT4. Com a control negatiu es va substituir el cDNA provinent de les
cél-lules PCT per aigua. Com a controls positius es va utilitzar placenta per LAT1 i LAT4, ronyd per LAT2 i
fetge per LAT3. La mida de les bandes obtingudes en el gel coincideix amb el producte esperat per a

cada parella d'encebadors. A la linia cel-lular PCT som capacos de detectar I'expressio de LAT1 i LAT4.

El segon pas, va ser estudiar si 'activitat present a les cél-lules de ronyo era
compatible amb LAT4. Per aix0, les PCT es van sembrar i polaritzar sobre unes
cistelles amb una membrana permeable suspeses sobre un pou anomenades
Transwell® (Costar). L'entrada de L[?H]Phe per la cara basolateral de les cél-lules
mostrava dos components cinétics amb una K, de 217 £ 19 uM i una Vo de 4,1
+£01 nmol/mg de proteina-min per el component d'alta afinitat i una K, de 13,2 +
3,6 mM i una V. de 4,1 £01 nmol/mg de proteina-min per el component de baixa
afinitat (Fig. 33).
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Fig. 33 Cinética del transport de Phe en les ceél-lules PCT. Es van créixer les cél-lules PCT en
Transwell fins arribar a formar una monocapa impermeable. Es va mesurar I'entrada de L[°*H]Phe per la
cara basolateral de les cél-lules a diferents concentracions de substrat (10, 50, 250, 500, 1000, 5000,
10000 i 20000 uM). El transport es representa en nmols de Phe incorporats a la cél-lula per mg. de
proteina per minut. El subgrafic ens mostra la representacié d’Eadie-Hofstee de les dades. Cada punt

correspon a la mitjana % |'error estandard d’un minim de 3 filtres d’un experiment representatiu.

Per identificar els dos components vam realitzar estudis d'inhibicio per tal de
discernir entre els dos possibles transportadors que s'expressen en aquest tipus
cel-lular (Fig. 34). Hi ha una activitat de transport de Phe per la cara basolateral de
les cél-lules que no s'inhibeix per L-Ala, substrat tipic de LAT2, i que s'inhibeix
quasi completament per metiltirosina, un substrat especific de LAT1, confirmant la
seva presencia. Aquestes dades ens indiquen que possiblement, el responsable del
component d'alta afinitat sigui LAT1.

El pretractament de les cél-lules amb NEM, ens va revelar que només el
component de baixa afinitat era sensible al NEM (Fig. 34). Sabent que LAT1 és
practicament insensible a NEM, suggerim que LAT4 pot ser el responsable del
component de baixa afinitat en I'entrada de Phe per la cara basolateral de les
cel-lules PCT.

Durant la identificacié i caracteritzaci6 de LAT4 vam intentar generar
anticossos contra la proteina, ja que és una eina molt important alhora d’aprofundir
en el seu estudi. Aquest objectiu el vam abordar mitjancant dues estratégies:
generacié de sérums per immunitzacié contra un péptid o contra una proteina de
fusié. Aquests resultats s’han inclos en I'annex 1 d’aquesta tesi.

Al no aconseguir anticossos contra LAT4, ens varem plantejar abordar
I'estudi del tercer membre de la familia de transportadors d‘aminoacids SLC43,
EEG1.
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Fig. 34 Patré d'inhibicions en el transport de Phe i efecte del NEM a la cinética
transformada al grafic d'Eadie-Hofstee. A. Es va mesurar I'entrada de L[*H]Phe (100 uM i 20 uM
quan s'inhibeix amb MeTyr ) en preséncia dels seglients inhibidors: 1L-Ala i L-Leu a 10 mM i metiltirosina
a 2 mM. La inhibicié amb alanina no és estadisticament significativa. Cada punt correspon a la mitjana +
I'error estandard d‘un minim de 3 filtres d’'un experiment representatiu. B. Representacié d'Eadie-
Hofstee per la cinética d'entrada de L[*H]Phe per la cara basolateral de les cél-lules PCT. Les cél-lules
pre-tractades amb NEM 5 mM durant 15 minuts (rombes negres) o sense tractar (rombes blancs), es
van incubar en un medi sense sodi i es va assajar el transport de L[*H]Phe. Les dades corresponen a la

mitjana de triplicats per cada punt individual i I'error estandard en tots els casos era inferior al 10%.
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2. CARACTERITZACIO DE EEG1 I ESTUDI DEL RATOLI MUTANT
EEG1-Y221%*

Com s’ha comentat anteriorment, I'any 2003 es va identificar i clonar LAT3,
el primer membre de la nova familia de transportadors d‘aminoacids SLC43 (Babu
et al. 2003) i tal com havia succeit amb LAT4, també ens vam interessar pel tercer
membre d’aquesta familia: EEG1 (Embrionic Epitelia Gene 1).

Previ a la descripciéo de la familia SLC43, en un treball del 2001, s’havia
identificat la proteina mitjancant un estudi de cerca de gens regulats
diferencialment en un model de desenvolupament del ronyd. Al veure que el RNA
missatger s’expressava durant la nefrogénesi epitelial se’l va anomenar gen
d’epitelis embrionaris: EEG1 (Stuart et al. 2001).

Al 2003, quan ens varem plantejar I'estudi de la proteina i la generacié d’un
model animal mutant per EEG1, només se'n coneixia la informacié genética
disponible a les bases de dades i la hipotesis de que EEG1 i POV-1 (posteriorment
anomenat LAT3) podien tenir un paper rellevant en el transport de nutrients o
metabolits en estadis molt primerencs del desenvolupament o en teixits en
creixement. S'ha de comentar també, que més tard, EEG1 en algunes bases de
dades apareixia com a transportador putatiu per similitud als altres dos membres

de la familia.

2.1. Caracteritzacio de EEG1

Generacio de plasmidis amb EEG1

Els clons de EEG1 es van obtenir de la llibreria de clons de RZPD, “Deutsches
Ressourcenzentrum fuer Genomforschung GmbH”. El cDNA de hEEG1l (EEG1
huma) procedeix del clon RZPD: IRAUp969D0919D disponible en el vector pOTB7, i
el cDNA de mEEG1 (EEG1 muri) del clon RZPD: IRCLp5011E091D en el vector
pDONR201. Tots dos clons després de comprovar-se per digestido enzimatica i
seqléncia es van subclonar en vectors adequats per |'expressié en sistemes
heterolegs.

El cDNA huma, a partir del clon comercial IRAUp969D0919D i per PCR es
van introduir les dianes Ncol-Xhol per tal de subclonar-ho al vector pTLN adequat
per l'expressio en oocits de Xenopus laevis. A partir d’aquest plasmidi, es va afegir
per PCR la diana EcoRI a l'extrem 5’ del cDNA i es va subclonar a pCNA3 amb les
dianes EcoRI-Xhol.

A partir del clon comercial IRCLp5011EQ091D i per PCR es van introduir les
dianes Xhol-EcoRI al cDNA mEEG1 i es va subclonar al vector pTLB (pTLN amb el
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MCS invertit). A partir d’aquesta construccié es va afegir per PCR la diana HindIII a

I'extrem 5, i es va subclonar a pCDNA3.

EEG1, tercer membre de la familia SLC43

Les 2 proteines que s'assemblen més a EEG1 sén amb una identitat del
28% i 30%, LAT3 i LAT4 respectivament. Com es mostra a |'arbre filogenétic (Fig.
17) aquestes 3 proteines formen part de la mateixa familia i es diferencien
clarament de la resta de transportadors de soluts (SLC). Dins la familia SLC43,
EEG1 és la més diferent de les 3, ja que LAT3 i LAT4 conserven un 57% d'identitat

entre elles.

Entorn genomic de SLC43A3- Genoma Homo Sapiens

El gen SLC43A3 (Solute carrier family 43 member 3) en el genoma huma
esta localitzat a la regié del cromosoma 11g12.1 al llarg de 20 kilobases i esta
format per 14 exons, 12 dels quals sén codificants i donen lloc a un mRNA de 2867
bp i a una proteina de 491 aminoacids amb un pes molecular teoric de 54,5 KDa. El
missatger conté un ORF de 1476 pb que comenca al tercer ATG (posicido 411) i
acaba al codd STOP (posicié 1886).

Tal com es pot observar en la Fig. 35, SLC43A3 en el genoma huma esta
flanquejat a I'extrem 3’ pel gen PRG2 o MBP2 (Proteoglica 2 o Major Basic Protein
2) i pel PRG3 (Proteoglica 3), i a I'extrem 5’ pel gen RTN4RL2 (Reticulon 4 receptor-
like 2) i el SLC43A1, que codifica per la proteina LAT3.

etr11(ate ) [T e I I R 2

(pb) 56900000 56950000 57000000|

P2RX3 -}t — H PRG2+## SLC4A3A3H—H+1HE RTN4RL2}>++ |
13A1 H44
PRG3HH
PRG2 H¥
PRG2r—+#i

Fig. 35 Entorn genomic de SLC43A3 huma. Imatge obtinguda del cercador genomic UCSC amb
I’'assemblatge del genoma huma del marg del 2006. Es pot observar el cromosoma 11 i la linia vertical
vermella ens indica la posicidé dels gens ampliats a sota, que inclou la zona d’entre 56850000-5750000
pb. En vermell es mostra el nostre gen d’interés (SLC43A3), en negre les seqiliéncies que corresponen a
una entrada a Protein DataBank (PDB), en blau fosc els transcrits que han estat revisats i validats pel

personal de RefSeq o SwissProt, en blau clar possibles transcrits que no estan referenciats per RefSegq.

De la figura cal destacar la presencia d’un possible gen reconegut per les
prediccions géniques del UCSC que inclouria la seqliéncia foap-13. Apareix com a
gen putatiu amb 13 exons, un mRNA de 1637bp i un ORF complert de 1509 bp en

el genoma d’ Homo Sapiens. Si fem una cerca de possibles ESTs que enllacin els
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gens SLC43A3 i foap-13, només en trobem 3: BU146216, DA832497 i H70271. Les
3 ESTs, tenen una identitat de seqliéncia amb foap-13 del 58, el 75 i el 91 %
respectivament. Aixd ens indica, que molt probablement només la ultima, sigui la
responsable de qué es pugui considerar foap-13 com a possible gen. Si analitzem la
seqléncia de foap-13, veiem que és hibrida entre SLC43A3 i PRG2, i que el primer
gen aporta 7 exons i el segon 5. D’altra banda, a la base de dades del GenBank,
trobem una seqliéncia altament homologa (99,4% d’identitat) a foap-13 amb
numero d’'accés Z226248. Aquesta seqliéncia, segons una publicacié del 1995 (Li et
al. 1995), és un possible mRNA provinent d’una llibreria de cDNAs construida a
partir de la linia cel-lular HL-60 (leucémia promielocitica) i déna lloc a un possible
segon transcrit del gen PRG2 degut a un splicing alternatiu provocat per |'existéncia
d’un segon promotor.

La diferencia entre les dues seqliéncies és petita, perd justament la insercid
d’una citosina a la posicié 493 de foap-13, és suficient perque hi hagi un canvi en la
pauta de lectura i aixd doni lloc a dos cDNAs diferents amb unes mides de 1509 bp,
en el cas de foap-13 i de només 669bp per 226248, coincidint amb el cDNA de
PRG2.

| Basede dades | __nuctestia | proteina__ | ___gen |

NM_017611 NP_0600081

I NM_014096 NP_054815

I NM_199329 NP_955361

A2AVZ9

QINSS4

Q8NBI5

ENST00000352187 | ENSP00000337561 | ENSG00000134802
29015
17466
Hs.99962
CCDS7956.1
CR457391 CAG33672

BC003163 AAHO03163

CB120199.1

] AA961674.1

B 634401

B 200402051

B cco:s4s0

BC003163

Taula 7. Numero d’accés a diferents bases de dades per hEEG1.
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Si ens tornem a centrar en el gen SLC43A3, a les bases de dades podem
veure que consta, a diferéncia de la seqliencia de foap-13, com a seqgiéncia
referenciada (RefSeq) tant de nucledtid, com de proteina; se'n troben unes 400
ESTs, i apareix a diverses bases de dades, com son SwissProt, DDBJ], PubMed,
MGC, ENSEMBL, etc..., com a gen completament reconegut i contrastat. A la Taula
7 es mostren els nUmeros d’entrada a diverses bases de dades per SLC43A3.

Cal destacar que en diferents bases de dades foap-13 apareix com a sindonim
del gen EEG1, juntament amb SEEEG-1, DKFZp762A227 i PRO1659.

El fet que només es trobi una EST que sigui compatible amb el RNA
missatger de foap-13 i que aquesta contingui un error de seqliéncia que provoqui
I'existéncia d'aquests transcrit, ens fan pensar que es pot tractar d'una seqiiéncia
artefactual. A diferéncia de SLC43A3, de foap-13 no se'n troben homolegs a altres

especies.

Entorn genomic de SLC43A3- Genoma Mus Musculus
L'entorn gendmic de SLC43A3 muri al cercador gendmic USCS, com es pot
observar a la Fig. 36, mostra la preséencia a 5’ dels gens Rtn4rl2 i SLC43A1 (LAT3),

igual que en el genoma huma, i a 3’, podem observar els gens Prg2, Prg3 i P2rx3.

chr2(qD) D Qi z -2Roes Rgear 1 or o el Rar B8 2ot Bohd|
(pb) 84700000| 84750000| 84800000| 84850000|

Slc43a3 -pibb>i f’r:\,‘;f-'li- P2rx3 m}
H——t-HHHH Slcasat Pra3 i
Rtndri2 |-+«

Fig. 36 Entorn genomic de SLC43A3 muri. Imatge obtinguda del cercador gendmic UCSC amb
I’'assemblatge del genoma muri del juliol del 2007. Es pot observar el cromosoma 2 i la linia vertical
vermella ens indica la posicié dels gens ampliats a sota que comprén la zona d’entre 84700000-
84850000 pb. En vermell es mostra el nostre gen d’interés (SLC43A3), en blau fosc els transcrits que
han estat revisats i validats pel personal de RefSeq o SwissProt i en blau clar transcrits que no estan

referenciats per RefSeq.

El gen SLC43A3 de ratoli esta localitzat a la regié del cromosoma 2gD i té
una mida de 21846 bases. Al cercador genomic UCSC apareixen dos transcrits, el
referenciat consta de 2591 pb amb 13 exons, 12 dels quals son codificants i
generen una proteina de 502 aminoacids amb un pes teoric de 56 KDa; i un segon,
de 2621 pb i 6 exons, tots codificants. Analitzant a nivell de seqliéncia, podem
veure que el segon transcrit comenca amb un exé molt llarg, que es situa en el
primer intré de la seqiéncia del primer (transcrit vermell, Fig. 36), segueix amb els
mateixos 6 primers exons codificants i just després del 6& ex6 no es produeix

I’splicing i continua el transcrit amb un codd STOP. Aix0, produeix un transcrit
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truncat amb una pauta de lectura de 676 pb i una hipotética proteina de 224
aminoacids.

Com es pot comprovar a la Taula 8 la seqiéncia referenciada i acceptada a
totes les bases de dades és la del transcrit que codifica per la proteina de 502
aminoacids. La seqliéncia truncada, només apareix a la base de dades USCS, com a
possible transcrit, i només hi ha una EST (BB663853), que enllaci amb I’'extrem 5’ i
2 ESTs que no cobreixen tot I'extrem 3’, pero que hi enllacen. Per aquest motiu,
pensem que es tracta d’'una seqliéncia artefactual ja que no esta confirmada

bioquimicament ni biocinformaticament.

Base de dades | nucleotid | ______gen

NM_021398 NP_067373
A2AVZ9

Ensembl ENSMUST00000090726 | ENSMUSP00000088227 | ENSMUSG00000027074
B -\s1UsT00000028468  ENSMUSP00000028468

BC089603

58207
AF188622

Mm.290729
1931054

AF188622

CK331348

] BU516072

] CN714038

I AA220528

Taula 8. Entrades a diferents bases de dades per mEEG1.

Analisi de la seqiiéncia de EEG1.

El gen huma SLC43A3 codifica per una proteina de 491 aminoacids i els gens
de ratoli i rata per unes de 502 i 499 aminoacids, respectivament. Les tres
proteines conserven un alt grau d’homologia entre elles (Fig. 37), concretament, un
76% d’identitat entre la proteina humana i la de ratoli o rata. El tret diferencial més
important és una regié de 17 glutamines seguides, només interrompudes per 2

glutamats, presents en la seqiiéncia murina i de rata.
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Fig. 37 Multialineament de 6 seqiiéncies de EEG1 de diferents espécies. Alineament realitzat

amb el programa AlignX (Vector NTI Advance 9, Invitrogen) i I'algoritme ClustalW. Les linies horitzontals

indiquen la posicié dels 12 segments transmembrana predits per la proteina EEG1. Els aminoacids

idéntics estan marcats amb caixes grises. També s’assenyalen els possibles llocs de N-glicosilacié amb

un cercle negre, els de fosforilaci6 amb una P dins una caixa negra i amb un asterisc s’indica la posicio
del codd STOP prematur del ratoli Y221STOP (Y221*, detallat a I'apartat de resultats 2.2).
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Pel que fa a altres homolegs, a les bases de dades en trobem de la majoria
de mamifers i peixos. Buscant en el genoma de llevats (S.cerevisiae) sols es troba
una seqliéncia amb un 28% d’identitat amb els 3 membres de la familia SLC43.

Seguint amb I'analisi de seqliéncia, la proteina EEG1 segons les prediccions
de topologia esta composta per 12 segments transmembrana amb els extrems NH,
i COOH terminals intracel-lulars. Vam analitzar els possibles llocs de glicosilacié
mitjancant els algoritmes NetNGlyc 1.0 i NetOGlyc 3.1, que ofereix la Universitat de
Denmark, i vam observar que hi ha dos llocs putatius de N-glicosilacié (N56 i N220
en MEEG1) i cap de O-glicosilacié. Utilitzant NetPhosK 2.0, es prediuen dos
possibles llocs de fosforilacid a les posicions S248 i S253 tal com estan indicats a la
Fig. 37.

Localitzacio tissular

Una vegada identificat i analitzat el gen a nivell de seqliiéncia, vam voler
avaluar on s’expressava el mMRNA de EEG1 en teixits humans i de ratoli.

L’analisi de northern blot de EEG1 huma, revela |'existéncia d’un sol transcrit
d'aproximadament 2,8 Kb (Fig. 38A) que s’expressa principalment en fetge i cor, i
en menor grau a pulmo, placenta, melsa, ronyo, colon, intesti prim i leucocits de

sang periférica.
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Fig. 38 Analisi del mRNA de EEG1 per northern blot. A) Membrana que conté 12 poli(A)*RNAs de
diferents teixits humans. La hibridacidé es va realitzar amb una sonda del fragment de cDNA huma que
comprén els nucleotids 1 al 600. B) Membrana que conté RNA provinent de 8 teixits de ratoli diferents, i
que es va hibridar amb una sonda generada a partir del cDNA de EEG1 de ratoli (683-1603 bp). El

procediment es va realitzar tal com es descriu al peu de la Fig. 20.
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El northern blot de RNA de teixits de ratoli, mostra I'existéncia de dos
transcrits de 1,3 i 2,5 Kb, aproximadament (Fig. 38B). Els teixits que presenten
major expressido sén cor, fetge, pulmo, ronyd i testicle. També s’ha comprovat
aquest resultat per RT-PCR semiquantitativa revelant un patré d’expressié semblant

a l'obtingut per northern blot (Fig. 39).
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Fig. 39 Analisi del mRNA de EEG1 per RT-PCR. A partir del RNA de diferents teixits de ratoli s'ha
sintetitzat cDNA per tal de portar a terme una RT-PCR. S’han utilitzat els encebadors F2 (nucleotids 254-
277) i R5 (nucleotids 643-663) de mEEG1, i s’ha valorat I'aparicié del producte de 409 bp. Els dos teixits
on més s’expressa son cor i placenta, en menor grau a ronyd, pulmd, fetge, testicles i melsa. No
s’observa expressid a cervell ni al control negatiu (on a la reaccié de PCR s’ha substituit el cDNA per

aigua).

Estudi de la possible funcié com a transportador d’aminoacids

Com ja s’ha comentat, el fet que els altres dos membres de la familia
SLC43, LAT3 i LAT4, siguin transportadors d’aminoacids, ens va fer partir de la idea
de qué EEG1 també ho fos.

HAREEG1

Fig. 40 Localitzaci6 de la proteina de fusi6 hEEG1HA a la membrana d’oocits de Xenopus. Els
panells mostren la immunocitoquimica d’odcits injectats amb aigua (W) i amb la proteina de fusio
HAhEEG1. Dos dies després de la injeccid, es va realitzar la immunofluorescéncia utilitzant anti-HA com
a anticos primari i un anticos secundari conjugat a Texas Red per donar la fluorescéncia vermella. La
immunodeteccié ens mostra senyal especifica a la membrana plasmatica dels oocits injectats amb la

proteina de fusiod.

Per aquest motiu, vam expressar la proteina humana fusionada a I'epitop de

I'nemaglutinina del virus de la grip (HA), en oodcits de Xenopus Laevis per tal de
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comprovar en primer lloc, si era capag d’arribar a la membrana plasmatica i en
segon lloc, saber si transportava algun dels aminoacids radioactius dels quals
disposavem. Com es pot veure en la Fig. 40, la immunocitoquimica d’odcits
injectats amb aigua, no mostren marcatge fluorescent al contorn de I'oocit i si que
es detecta senyal en els odcits injectats amb la proteina EEG1-HA.

Com que la proteina és capag d‘arribar a la membrana plasmatica de |'oocit,
continuava essent possible que estiguéssim davant d’un nou transportador
d’aminoacids de la membrana plasmatica. Per aquest motiu, vam assajar I’'entrada
d’aminoacids marcats radioactivament a través de la membrana de 'oocit. Com es

pot veure en la Fig. 41, no hi ha cap aminoacid que indueixi activitat de transport.
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Fig. 41 Assaig de transport de EEG1 en oocits de Xenopus. Els o0cits es van injectar amb aigua
(barres blanques) o amb el cRNA huma de EEG1 (barres negres). Dos dies després de la injeccid es va
mesurar |'entrada de 1L->H-aminoacid a una concentracié de 10 uM durant 10 minuts. No s’observa
induccié de transport amb cap dels substrats radioactius testats. Les dades (mitjana = S.E.) corresponen

a un minim de 4 experiments.

Generacio d'un anticos contra mEEG1

Per continuar la caracteritzaci6 de EEG1, ens vam plantejar la generacio
d’un anticos contra la proteina. Es va optar per la produccié d’un anticos policlonal
contra una mescla de dos péptids immunogeénics injectats en conill. Es va escollir el
procediment “DoubleX protocol” de I'empresa Eurogentec (veure Generacid
d’anticossos a l'apartat de materials i métodes, pagina 102) que consisteix en la co-

injeccié dels dos peptids degut perqué les probabilitats d’exit augmenten. En
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aquest cas també es va variar el protocol introduint una injeccié addicional de
peptid amb la finalitat de millorar la resposta obtinguda.

Els péptids es van dissenyar sotmetent la seqléncia proteica murina de
EEG1 a diferents algoritmes accessibles des de pagines web com la d’Alpha
Diagnostics (www.4adi.com) i consultant a diferents cases comercials com
EvoQuest (Eurogentec). Els criteris utilitzats per la identificacié de les zones més
immunogéniques de la proteina sén principalment d’hidrofobicitat, d’antigenicitat i
d’accessibilitat. També és important comprovar que els péptids escollits siguin
especifics per la proteina d'interés i no enllacin amb altres proteines.

En el nostre cas, vam escollir dos péptids de 15 aminoacids que es mostren
a la Fig. 42. A la seqiéncia especifica del EEG1, es va introduir una cisteina a la
part amino terminal perqué es pogués conjugar quimicament a la proteina de grans
dimensions KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin). Al no tractar-se de I'extrem carboxi

terminal de la proteina es va optar per acabar els péptids amb CONH, i no COOH.

H:N-CVTGPSDLKAQDEKFS-CONH:

MAGQGLPLHVA

H:N-CQKYQKAAKRTGSSSE-conNH:

Fig. 42 Predicci6 topologica d’EEG1 muri i localitzacié dels péptid antigénics. Es mostren els 12
segments transmembrana predits i amb boles els aminoacids dels bucles que connecten aquests
segments. Les boles grises representen els aminoacids contra els que s’han generat els sérums. En
lletres cursives es mostra la sequéncia del péptid de I'anticos contra la proteina humana (cedit pel
Dr.Kanai) i en normal els dos peéptids corresponents a la proteina murina. En aquest ultim cas, a
I'extrem amino terminal, es marca en negreta la cisteina afegida. S’indica amb una bola blanca i un

STOP, la tirosina que trunca la proteina en el model muri EEG1-Y221* (descrit més endavant).

En aquesta tesi també s’ha disposat d‘un anticos cedit pel Dr. Yosikatsu
Kanai que han utilitzat per la immunohistoquimica de ronyé. L'anticos utilitzat s’ha
generat contra un peptid de la regié NH, terminal de la proteina EEG1 humana (Fig.
42).
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Deteccié de la proteina

Els serums obtinguts dels conills 2963 i 2964, van ésser testats i posats a
punt per comprovar |'especificitat per reconéixer la proteina mitjancant la técnica
de western blot.

Per a les primeres proves, vam utilitzar mostres d’extractes de proteines
totals de cel-lules HeLa que sobreexpressaven mEEG1. Vam testar les mostres en
diferentes condicions de diluci6 de serum, temperatura, temps d‘incubacié dels
serums, concentracid de detergents i temperatura dels rentats, etc...

Les proves amb el serum de la primera sagnia revelaven |'existéncia de
moltes bandes inespecifiques. El segon bloc de proves amb el serum procedent de
la segona sagnia, ja ens van permetre detectar la proteina sobreexpressada en la
linia cel-lular HeLa. Com podem veure en la Fig. 43, mEEG1 apareix com una banda
ample d'uns 65 KDa al carril de I'extracte de proteines totals de cél-lules HelLa que
sobreexpressen mEEG1. Podem observar que la mateixa membrana incubada amb
el serum pre-immune del mateix conill (2963) no revela cap banda a la mateixa
zona i que una mostra d’extracte de proteines totals de cél-lules HeLa que
sobreexpressen mEEG1HA incubada amb l’anticos primari anti-HA revela una banda
a la mateixa alcada que la de l'anticos a2963. Els sérums del conill 2964 no van

revelar cap banda especifica.

%) mEEG]1 & mEEGT1 | @ mEEGIHA

203
1
%)
— —
54 - =

pre-immune 12963 aHA

Fig. 43 Western blot de mostres que sobreexpressen mEEG1. Es mostren 3 membranes que
contenen 30 pg d’extracte de proteines totals de cél-lules Hela sense transfectar (@), cél-lules
transfectades amb mEEG1 (mEEG1) i mEEG1 amb I'epitop HA (mEEG1HA), per carril. Les mostres han
estat tractades (+) o no (-) amb Endo F. Cada membrana ha estat incubada amb diferents anticossos :
la primera amb el sérum pre-immune, la segona amb el sérum de la 2ona. sagnia del conill 2963
(02963) i la tercera amb l'anticos anti-HA (aHA). La incubacié de la membrana amb el sérum 2963 ens
permet detectar una banda ample especifica sense el tractament amb endoF i que es converteix en una
banda discreta d’'uns 56 KDa amb el tractament amb la endoglicosidasa. La membrana incubada amb
I’anticos anti-HA revela una banda a la mateixa alcada que I'anterior, confirmant que es tracta de la

mateixa proteina.

140



Resultats

La mostra d’extracte total de proteines que sobreexpressa mEEG1 tractada
amb I’enzim PNGase (EndoF) que desglicosila la proteina, provoca la desaparicid de
la banda ample i l'aparici6 d’'una nova banda de 56 KDa aproximadament.
L'amplitud de la banda sense el tractament enzimatic i la caiguda d‘aquesta amb la
digestio amb EndoF, ens indiguen que mEEG1 és una proteina N-glicosilada tal com

s’havia predit en els estudis “in silico”.

Les condicions optimes que es van establir per la deteccié de la proteina per
western blot amb aquest serum han estat les segiients:

Extraccid proteica amb solubilitzacié amb el tampd RIPA, incubacié de les
mostres a 37°C durant 10 minuts abans de carregar-les al gel d’acrilamida, dilucid
del serum a 1/500 amb tampd PBS i llet en pols descremada al 5%. La incubacio
del sérum ha estat durant 1 h a temperatura ambient (la solucié d’anticos es
suplementa amb azida sodica al 0,02 % per tal d’endarrerir el creixement bacteria).
Pels rentats es va escollir Tween-20 al 0,1% en PBS, la incubacié amb anticos
secundari anti-conill a una dilucié de 1/25000 i revelat amb deteccid
quimioluminiscent utilitzant ECL™ a Fujifilm LAS-3000.

El seglent pas va ser intentar detectar la proteina enddgena en diferents
teixits de ratoli. El disposar dels animals EEG1Y221* (Tirosina 221 convertida en
STOP, Fig. 10), els quals es descriuran més endavant, que no han d’expressar la
proteina, ens va facilitar la posada a punt ja que disposavem de control negatiu.

Altra vegada es van realitzar diverses proves amb els serums de qué
disposavem, tant pel que fa a dilucions d'anticds, com tots els altres parametres
gue s’han comentat anteriorment. Al no obtenir senyal especifica en cap condicid,
es va optar per enriquir la mostra en la fraccié on sabiem que es localitzava la
proteina, les membranes; i també per purificar els sérums mitjancant dues
estratégies: cromatografia d’afinitat on a la resina hi ha unit el péeptid o la proteina
A. En el nostre cas, el millor resultat el varem obtenir amb la purificacié de l'anticos
contra el péeptid.

Les condicions optimes per la deteccié de la proteina mEEG1 endogena, sén
una dilucié 1/1000 en PBS i llet descremada en pols al 5% de l'anticos 2963
purificat per el péptid (57-71 aa) i una incubacié durant tota la nit a 4°C.

Es va intentar detectar la proteina en tots els teixits, i especialment als que
haviem vist per Northern blot que expressaven el missatger de EEG1. Només ha
estat possible detectar la proteina mEEG1 endogena a ronyo, fetge i pulmé (Fig.
44). En el cas de cor i melsa hi havia gran nombre de bandes inespecifiques a la

zona d’entre 40-60 KDa que impedien distingir la proteina d‘interés.
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21* Control

Fig. 44 Detecciéo de la proteina mEEG1 endogena de teixits de ratoli per western blot amb
I'anticos 2963 purificat. A) Pulmé. Western blot amb 100 pg de membranes totals de pulmé
d’animal mutant (EEG1Y221*) o control, tractades (+) o no (-) amb Endo F, per carril. B) Fetge. Els 2
primers carrils contenen 5 pg d’extractes totals de proteines de cél-lules HelLa sense transfectar (@) i
que sobreexpressen mEEG1 sense pre-tractament amb EndoF. Els segiients carrils corresponen a 100 ug
de membranes totals de fetge d’animals mutants (EEG1Y221*) o control, tractades amb (+) o sense (-)
Endo F. C) Ronyé. Western blot on es mostren 3 panells. Els tres primers carrils corresponen a 5 jg
d’extractes totals de proteines de cél-lules HeLa sense transfectar (@) i que sobreexpressen mEEG1
tractats (+) o no (-) amb EndoF. Els 4 seglients carrils corresponen a 100 ug de membranes totals de
rony6 d‘animals Control o Mutants (EEG1Y221*) tractades amb (+) o sense (-) Endo F. Som capacos de
detectar la proteina glicosilada a membranes de pulmo i la proteina desglicosilada a membranes de fetge
i ronyd. Les bandes no s’observen a I'animal mutant EEG1Y221* i I'alcada de la banda correspon a la

mateixa que es detecta en cél-lules HeLa que sobreexpressen mEEG1.

En els 3 teixits que es va aconseguir detectar la proteina, vam comprovar
gue en cap cas apareixia la proteina a I'animal mutant (EEG1Y221%*) i si que ho feia
a lI'animal control. Tot i aix0, cal mencionar una banda d’uns 54 KDa en el western
de pulm6 de I'animal EEG1Y221*, que coincideix amb la de I'animal control. Creiem
gue ha de ser deguda a una banda inespecifica, ja que s’intensifica a I'animal
control i només s‘observa a la posicié de la proteina desglicosilada i no a la proteina
glicosilada.

Una diferéncia interessant entre els 3 teixits és el diferent comportament de
la proteina al tractament amb PNGase F. Mentre que en el pulmé es diferencia
clarament la desaparicid i aparicido de la banda glicosilada i desglicosilada amb el
tractament amb l'enzim, en el cas del ronyd la proteina apareix desglicosilada
independentment del tractament enzimatic. Finalment, en el cas del fetge, només
som capacos de detectar la proteina sense glicosilacions.

Una vegada caracteritzada |'expressié de la proteina per Western blot, ens
vam plantejar testar I'anticos generat per tal de ser utilitzat en
immunofluorescencia. En primer lloc, voliem confirmar que la proteina arribés a la

membrana plasmatica en cel-lules Hela. Per tant, es van posar a punt les
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condicions per obtenir la millor deteccié en la localitzacié de la proteina ajustant la
dilucié d'anticos. Tal com es pot apreciar a la Fig. 45 la proteina es localitza
principalment a la membrana plasmatica de la cél-lula i tot i que també hi ha un
acumul de fluorescencia a un espai proper al nucli, on es podria localitzar el reticle
endoplasmatic. Aquest ultim fenomen pot ser degut a la sobreexpressié de la

proteina.

Fig. 45 Detecci6 de la proteina mEEG1l sobreexpressada en ceél-lules HelLa. L’analisi de
microscopia de fluorescencia confocal es va realitzar amb cél-lules HelLa sense transfectar (A) i amb
cél-lules HeLa que sobreexpressaven mEEG1 (B). Les cél-lules es van transfectar per el métode del
fosfat calcic, fixar, bloquejar, permeabilitzar i incubar amb una dilucié 1:200 de |'anticos purificat amb el
péptid 02963, i posteriorment amb un anticds secundari unit al fluorocrom Texas Red. Es pot observar
un marcatge fluorescent especific a la membrana plasmatica de les cél-lules HeLa que sobreexpressen

mEEG1. Barra d’escala: 10 pm.

També es va testar I'eficacia de I'anticos per detectar la proteina en teixits
de ratoli, pero els resultats van ser negatius. L'Unica imatge de qué disposem, pel
gue fa a immunohistoquimica de la proteina, és la cedida pel laboratori del Dr.
Yosikatsu Kanai. A la Fig. 46, es mostra la localitzacié subcel-lular de hEEG1 a les
cel-lules del ronyé huma obtinguda utilitzant un anticds generat per el grup del Dr.
Kanai contra el péptid de la regi6 amino terminal de la proteina (Fig. 42). La
proteina en el cortex del ronyd huma es localitza als tubuls proximals contornejats i
no en els glomeéruls ni els tabuls distals. En la imatge a més augments, es pot
apreciar la localitzacié subcel-lular de la proteina a la membrana basolateral dels

tubuls proximals.
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Fig. 46 Localitzacié de hEEG1 en el ronyé huma. El resultat de la immunohistoquimica de cortex de

rony6 es mostra a baixos (A) i alts (B) augments. Es poden apreciar els glomeéruls (G), els tubuls distals
(D) i els proximals contornejats (P). Seccions parafinades de 3 um de ronyd huma es van tenyir
incubant amb la solucié d’anticos anti-NhEEG1 a 1 pg/ml durant 2 dies a 4°C i posteriorment durant 30
minuts amb peroxidasa de conill Envision-(+). La immunoreaccié es va detectar amb diaminobenzidina
0.8 mM. Es pot observar marcatge als tubuls proximals del cortex de ronyé huma i a nivell subcel-lular a
la cara basolateral d’aquests indicat amb una fletxa. Resultats no publicats i cedits pel Dr. Kanai. Barra
A: 100 pm i barra B: 25 pm.

2.2. Generacio i fenotipacio de la colonia mutant per EEG1.

Des de que al 2003 es completés el Projecte del Genoma Huma, s'ha
generat tal quantitat d’informacié a nivell gendmic que ha provocat un canvi en
I'enfocament de la biomedicina en general. A 'actualitat, per tal d’esbrinar la funcid
de gens desconeguts, una de les eines més eficients és la generacié de models
murins defectius per un gen.

En el nostre cas, sabent que EEG1 forma part de la familia transportadors
d’aminoacids SLC43, que tant el seu missatger com la proteina s’expressen i es
localitzen a ronyd, vam partir de la idea de qué EEG1 també podia ser un
transportador d’aminoacids i estar involucrat en la reabsorcié renal d’aminoacids.
Vam tenir en compte que l'assaig de transport en oocits de X. Laevis amb els
aminoacids radioactius de que disposavem al laboratori havia estat negatiu, pero
aixd no ens descartava una possible funcié com a transportador, ja que podia faltar
una segona proteina o un activador necessari per a la correcta expressié funcional
en sistemes heterodlegs. Amb |'objectiu d’esbrinar quin paper fisiologic tenia EEG1,
ens vam plantejar la creacié d’un model muri mutant per EEG1.

La generaciéo del model mutant la va portar a terme l'empresa Ingenium
Pharmaceuticals amb la tecnologia INGENOtyping gracies a la participacio en el
projecte europeu EUGINDAT. La metodologia utilitzada es basa en I'exposicié d'un
ratoli a I'agent quimic altament mutagénic N-etil-N-nitrosurea (ENU) i el posterior

analisi de les mutacions generades a l'atzar. Afortunadament, en l'analisi de
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mutacions per els membres de la familia SLC43, es va detectar la mutacié d'una C
a una A en el gen SLC43A3 que en la proteina provocava el canvi de la tirosina de
la posici6 221 a un codd Stop, truncant la proteina entre els segments
transmembrana VI i VIII (Veure generacié de la colonia EEG1Y221* a materials i
metodes i Fig. 10). Pel que fa a SLC43A2, es van detectar 4 mutacions que no van
provocar la desaparicié de |'activitat de transport associada a la LAT4 i per tant, es

va descartar la generacié del model muri (Apéndix 2).

Fenotipacié

La soca escollida per la generacié de la colonia va ser la C3HeB/Fel. En
primer lloc per la bona reproductibilitat amb el tractament mutagénic i en segon
lloc, perque permet una revitalitzacid eficient de l'esperma congelat del ratoli
exposat (Augustin et al. 2005). Els ratolins C3HeB/Fe] tenen un pelatge de color
marré clar (agouti), en general tenen un nombre alt de cries per part (mitjana de
6,7) i també tenen un pes una mica superior a la mitjana.

El primer pas en rebre els animals G2 (generacid 2) heterozigots (+/Y221%),
va ser creuar-los entre si per saber si els homozigots eren capagos de sobreviure,
ja que tal com indica el seu nom, EEG1 (Embryonic Epithelia Gene 1) podria tenir
un paper important en I'embriogénesi i fer que els homozigots (Y221*/Y221*) no
fossin viables.

Els homozigots sén viables i fertils, indistingibles dels heterozigots i
salvatges d’una mateixa ventrada. No hi ha mortalitat embrionaria i el nombre de
cries per part provinent del creuament d’animals homozigots, heterozigots o

control, és d’una mitjana de 6 en tots els casos.

- C3HeB/Fel(+/Y221%) x (+/Y221%) -

Genotip +/+ +/- -/- TOTAL
Observat 13 30 12 55
Esperat 14 28 15 55
25% 50% 25% 100%
X 0,491 amb 2 graus de llibertat

Taula 9. Heréncia Mendeliana i analisi x2. Dades dels diferents genotips de les cries de 10
creuaments d’heterozigots (+/Y221* X +/Y221%*). Es mostra els resultats observats, els esperats i el
calcul de x2 obtingut. El valor de P amb 2 cues és de 0,7823 per tant, es pot dir que la diferéncia entre

els valors observats i esperats no és estadisticament significativa.
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Si ens fixem en la distribucié de genotips en els casos de creuaments entre
heterozigots, observem que segueixen una heréencia Mendeliana (Taula 9) i que
segons el test de x2 la diferéncia entre els resultats observats i els esperats no és
estadisticament significativa.

La segon punt que vam analitzar va ser el seu pes, ja que ens podria indicar
algun desordre metabolic. Tal com es veu en la Fig. 47, en totes les franges d’edat,
els animals no pesen significativament diferent. El que si podem observar és un
lleuger augment de pes en les femelles de major edat respecte les mutants
(Y221*), tot i que cal tenir en compte que els ultims punts s’han obtingut amb un

baix nombre d’animals.
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Fig. 47 Corba de creixement. Es mostren dos grafics corresponents a les representacions de
I’'evolucié dels pesos en grams dels ratolins en funcido de l'edat en setmanes. Les dues corbes de

creixement estan separades per sexes (femelles & i mascles &) i a cadascun, els cercles buits

representen els animals control i els cercles negres als animals mutants Y221*. S’han realitzat les corbes

amb un numero d’entre 35 a 40 animals per grup (mascle o femella i control o Y221%*).

Seguint amb I'analisi general i amb la hipotesis de qué la proteina EEGI1,
podria tenir un paper en la reabsorcié d’aminoacids, ens vam plantejar la utilitzacié
de gabies metaboliques per tal d’obtenir orina per I'analisi d’aminoacids. Aixd pero,
també ens va permetre analitzar els parametres d’ingesta d’aliment, aigua beguda,
quantitat d’excrement i d’orina durant 24 hores. Les dades que es mostren a la Fig.

48, s’han obtingut d'un conjunt de 115 ratolins, entre controls i mutants EEG1-
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Y221* dels dos sexes i en una franja d’edat d’entre 8 i 20 setmanes, que s’han
tingut en una gabia metabodlica individual durant una setmana. Les primeres 48
hores sén d’aclimatacié de I'animal al nou entorn i a les seglients 48 h s’han recollit
les dades mostrades en dues rondes successives de 24 hores cadascuna. Per cada

ratoli s’ha calculat la mitjana dels dos dies per obtenir el punt representat a la

grafica.
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Fig. 48 Dades metaboliques per sexes. Valors obtinguts per els quatre parametres mesurats,

FCtrl  FY221* MCtrl  MY221*

separat per sexes i per genotip dels animals. Les femelles control (FCtrl) es representen amb quadrats
buits, les femelles mutants (FY221*) amb cercles plens, els mascles control (MCtrl) amb triangles buits i
els mascles mutants (MY221*) amb rombes plens. Una linia horitzontal indica la mitjana dels valors. En
la grafica A es mostra la quantitat d’aigua beguda per cada animal en funcié del seu pes en grams, en la
grafica B la quantitat de menjar ingerit, en la grafica C l'orina i en la grafica D la femta excretada. Els

valors s’han obtingut d‘un promig d’entre 18 i 38 ratolins per grup.

Com es pot observar no hi ha diferéncies significatives pel que fa a cap dels
parametres mesurats separat per sexes, excepte en el menjar ingerit pels mascles.
Els mascles control han ingerit 0,162 £ 0,009 g (n=26) i els mutants 0,190 +
0,006 g (n=32), valors significativament diferents amb un valor de p<0,05 en un
test t de dues cues.

Histologia basica

Per tal d'avaluar l'estat dels organs dels diferents animals de la colonia

EEG1Y221* es van realitzar tincions d'hematoxilina-eosina en preparacions de talls
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de teixits previament inclosos en parafina. La histologia s'ha portat a terme amb
animals perfosos transcardialment. S'han analitzat teixits d'animals en una amplia
franja d'edat (6-28 setmanes) i tant mascles com femelles, per tal d'intentar
detectar qualsevol alteracié independentment de I'edat o al sexe de I'animal.

De tots els teixits que s'han analitzat, no s'han trobat lesions o alteracions
significatives a nivell histologic al cervell, pulmd, teixit adipés blanc, bufeta,

estomac, testicles, cor ni intesti (Fig. 49).

Fig. 49 Tincié d’hematoxilina-eosina de diferents teixits de ratolins EEG1Y221%*, Seccions de 5

um de teixit inclosos en parafina s'han tenyit amb hematoxilina i eosina. Els panells corresponen a cor
(A), bufeta (B), pulmé (C), cervell (D), testicle (E) i intesti (F) d’animals mutants EEG1Y221*. No

s’observa cap alteracié patologica en els teixits mostrats. Barra 100 pm.

Pel diagnostic histopatologic s’ha comptat amb |‘ajuda d’experts com la Dra.
Joana Visa responsable del servei d’Estabulari del I'IDIBELL, el Dr. Miquel Borras,
cap d’area i en Joaquim de Lapuente, experimentador de la Unitat de Toxicologia
Experimental i Ecotoxicologia del Parc Cientific de Barcelona.

Pel que fa a la melsa, en dos (de 10) animals, el teixit esplénic presentava
una marcada reactivitat del parénquima limfoide. En un dels 10 animals analitzats,
es va observar esplenomegalia degut a una hipertrofia de la polpa roja i apoptosi
limfocitaria (starry sky)(resultats no mostrats).

El teixit hepatic presenta en casos puntuals congestid, hiperplasia a la zona
periportal, desorganitzacié dels cordons d'hepatocits i focus inflamatoris lleus a les
zones periportals i sota la capsula de Glisson. Cal destacar, la marcada anisocariosi,
la vacuolitzacio i la proliferacid o gran nombre de cél-lules d'Ito presents a la

majoria de mostres (Fig. 50, Taula 10).
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Les cél-lules d'Ito es van descriure per primera vegada per Carl von Kupffer
com a cel-lules hepatiques estrellades (HSC) (Geerts 2001) i posteriorment es va
observar que emmagatzemen lipids al seu interior (Ito i Nemoto 1952) i que
acumulen el 80% de la vitamina A de tot el cos huma en gotes lipidiques al
citoplasma. Recentment, s’han descrit com a cél-lules presentadores d’antigen en el
fetge (Unanue 2007; Winau et al. 2007). Aquestes ceél-lules situades a I'espai
perisunosoidal (espai de Disse) s'activen (diferenciant a miofibroblasts) per
contribuir a la fibrosi hepatica segregant components de la matriu extracel-lular
com el col-lagen i desencadenant en la majoria de casos, en un procés de cirrosi
hepatica (Henderson i Iredale 2007). Es rellevant destacar que és un procés
irreversible, a diferéncia de la vacuolitzacid, la qual cosa ens posa de manifest que

alguna anomalia esta tenint lloc en el ratoli.

Fig. 50 Estudi histopatologic hepatic. Seccions de 5 um de teixit procedents d’animals control (A) i
mutants EEG1Y221* (B,C i D) inclosos en parafina s'han tenyit amb hematoxilina i eosina. En el panell B
i D podem observar cél-lules vacuolades (V), gran nombre de cél-lules d'Ito (marcades amb una fletxa),
nuclis de diferents mides (anisocariosi) i gran nombre de cél-lules binucleades, simbol de regeneracié
hepatica. En el panell C podem veure que el teixit hepatic presenta un quadre molt marcat de congestio

subaguda amb una severa degeneracid vacuolar del citoplasma dels hepatocits. Barra de 30 um.

S’han valorat semiquantitativament les lesions trobades en fetge i ronyé de
15 animals, 5 ratolins control i 10 mutants per EEG1 (Y221%*). Els 5 animals sense

la mutacié, no presentaven cap alteracié en els teixits observats: cervell, melsa,
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ronyo, pulmd, testicles, cor, bufeta, intesti i fetge. En la seglient taula es mostra la
semiquantificacid obtinguda pels 10 animals EEG1Y221* pel que fa a alteracions

hepatiques.

: Proliferacid . :
Animal = Vacuolit- cél-lules A Congestié | . FeEnE AEEr ) PEEsreE
zacio d'Tto cariosi inflamatoris plasia nitzacio
M1 +4++++ 0 0 +++ 0 0 +++
M2 0 0 +4++ 0 ++ ++ 0
M3 ++ ++ +++ 0 0 0 ++
F4 ++ +++ + 0 0 0 0
M5 +4++ 0 0 + ++ 0 0
F6 ++++ ++ + 0 0 0 0
M7 +4++ ++ 0 0 0 0 0
F8 + 0 + 0 0 0 0
F9 ++ +++ + 0 0 0 0
M10 + ++ +4++ 0 0 0 0

Taula 10.Semiquantificacio de lesions hepatiques en animals EEG1Y221*, Dels 10 ratolins 6
eren mascles (M) i 4 femelles (F). S’ha semiquantificat la congestid, I'anisocariosi, la vacuolitzacid, la
proliferacié de cel-lules d’Ito, la presencia de focus inflamatoris, d’hiperplasia i desorganitzacié. S’ha
puntuat de 1 a 5 simbols +, en funcié de si I'alteracié era nul-la (0), molt lleugera (+), lleugera (++),

moderada (+++), greu (++++) i molt greu (+++++).

En el fetge de 9/10 animals analitzats s’han trobat hepatocits vacuolitzats en
més o menys grau, 2/10 patien inflamacié lleu i 1/10 presentava un quadre molt
marcat de congesti6 subaguda amb una severa degeneracié vacuolar del
citoplasma dels hepatocits. En 3/10 es va observar una important anisocariosi i en
6/10 es detecta una proliferacié de cél-lules d'Ito (Fig. 50).

Referent al ronyd, en tots els ratolins EEG1Y221* analitzats s’observa
dilatacio dels tubuls en diverses zones, indicant que les cél-lules epitelials dels
tubuls estan acumulant alguna o algunes substancies al seu interior. També
s’observa vacuolitzacid, que en el ronyd s’ha descrit que en alguns casos, pot ser
deguda a la dilatacié del reticle endoplasmatic (Gopinath et al. 1988). S'observen
cél-lules dels tubuls contornejats proximals edematoses i possiblement
hipertrofiques, alhora que una acumulaci6 de material aparentment proteic,
semblant a la fibrina, a les llums tubulars, i a vegades als espais de Bowman dels
glomeéruls. En alguns tubuls s'observa la presencia de casts hialins, eosinofils
(probablement proteics), que poden provenir de restes cel-lulars (Taula 11, Fig.
51).
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Fig. 51 Estudi histopatologic renal. Seccions de 5 pm de ronyd procedents d’animals control (A) i

mutants EEG1Y221* (B,C i D) inclosos en parafina s'han tenyit amb hematoxilina i eosina. En el panell A

es poden observat els tubuls distals (TD), tubuls contornejats proximals (TP) i els gloméruls (G) amb el

seu espai de Bowman (B) d’un animal control. En el panell B la preséncia de material proteic a la poca

llum que mostren els tubuls dilatats i un glomerul desestructurat. En el panell C, es mostren tubuls

dilatats amb vacuols intracel-lulars (fletxa) i finalment, en el panell D es poden veure tubuls dilatats i

congestionats i la preséncia de casts hialins (C). Barra de 50 ym.

‘ Animal ‘ dilatacié ‘ material ‘ casts ‘ . cél-lyl-es cél-lules
tubular proteic proteics hipertrofiques vacuolades

oML 4+ | ++ | ++ | 0 | 0
M2+t | ++ | 4+ | ++
M3 | | ++ | 4+ | ++

| F4 | +++ |+ + | +4+ | 0

| M5 |+ 0 | ++ | ++

| F6 | 4+ | + | 0 | ++ | 0
M7 |+t | 0 | ++ | 4+t

| OF8 | 4+ 4+ | 0 | ++ | ++
- R T B = | 0 | ++ | ++

| M10 | 4+ L+ | ++ | - | ++

Taula 11. Semiquantificacié de lesions renals en animals EEG1Y221%,

Dels 10 ratolins 6 eren

mascles (M) i 4 femelles (F). S’han avaluat els seglients parametres: dilatacié tubular, preséncia de

material proteic i casts proteics, la hipertrofia i la vacuolitzacié. S’ha puntuat de 1 a 5 simbols +, en

funcid de si l'alteracié era nul-la (0), molt lleugera (+), lleugera (++), moderada (+++), greu (++++) i

molt greu (+++++).
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Analisi d’aminoacids en I'orina i el plasma

Per saber si EEG1 té un paper rellevant en la reabsorcié renal d’aminoacids,
ens vam plantejar la valoracié d’aminoacids presents a l'orina a partir del métode
de cromatografia liquida d'intercanvi de cations: l'autoanalitzador d’aminoacids
(Biochrom 30). L'analisi es duu a terme, en primer lloc, per la separacié dels
aminoacids en la columna cromatografica gracies a les diferéencies en els seus punts
isoeléctrics i una reaccié post-columna amb ninhidrina que fa possible la deteccié
de les molecules colorimetricament. Les mesures es van realitzar al laboratori
d’analisi elemental organica i d’‘aminoacids dels Serveis Cientifico-Tecnics de la
Universitat de Barcelona.

Després d'identificar els pics i d'integrar-los correctament, es va procedir a
comparar la concentracié dels diferents aminoacids presents a l'orina dels ratolins

control i els mutants (Fig. 52).
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Fig. 52 Valoracié d’aminoacids en orina. Les barres indiquen la concentracié en yM d’aminoacids en
orina de ratolins control (barres blanques) i de ratolins mutants Y221* (barres negres). Els valors s’han
obtingut utilitzant les integracions dels pics del patré de referéncia i les de cada mostra individual. Els
resultats sén les mitjanes de 22 animals controls (12 mascles i 10 femelles) i 23 mutants (11 mascles i

12 femelles), tots ells amb edats d’entre 11 i 20 setmanes.

Com es pot veure en la Fig. 52 no hi ha canvis significatius en la
concentracié de cap aminoacid o derivat d’aminoacid entre animals control i
mutants. Per aquest motiu, la implicaci6 de EEG1 en la reabsorcié renal
d’aminoacids només s’explicaria en el cas de qué existis compensacié de la funcid

per algun altre transportador.
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Aguests resultats també es van comprovar per HPLC per tal de valorar els
mateixos aminoacids per un altre metode analitic i alhora ampliar I'espectre de
substrats valorats. Mitjancant aquesta técnica també es van valorar els acids
organics presents a l'orina, perd en cap cas es van observar canvis significatius

(dades preliminars i no mostrades).

En segon lloc i tenint present que EEG1 pertany a una familia de
transportadors d'aminoacids i que per tant podria tenir una funcié relacionada amb
aquests, vam voler analitzar si en el plasma hi podia haver alguna alteracié a nivell

d’aminoacids. Per aix0, utilitzant l'autoanalitzador d’aminoacids vam avaluar la

concentracié d'aminoacids lliures en sang.
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Fig. 53 Valoracié d’aminoacids en plasma. Les barres indiquen la concentracié en uM d’aminoacids
en plasma de ratolins control (barres blanques) i de ratolins mutants Y221* (barres negres). Els valors
s’han obtingut utilitzant les integracions dels pics del patré de referéncia i les de cada mostra individual.
Els resultats son les mitjanes de 18 animals controls (9 mascles i 9 femelles) i 22 mutants (12 mascles i

10 femelles), tots ells amb edats d’entre 11 i 24 setmanes.

A la Fig. 53 es pot apreciar que no existeixen diferéncies significatives entre
animals control i mutants pel que fa al contingut d’aminoacids que vam ser capagos
de detectar en plasma. El que si s’observa, és una lleugera tendéencia a l'alca en els
aminoacids glicina, valina i lisina en la majoria d’experiments. Aquest resultat, com
en el cas de l'orina, també es va comprovar per la técnica d’analisi d’aminoacids
amb HPLC. Per tant, tampoc en aquest analisi podem obtenir cap pista clara de la

funcié de la proteina.

Valoracié d’aminoacids intracel-lulars en hepatocits
El fetge juga un paper central en el metabolisme d’aminoacids, sintesi de

proteines i també en la seva degradacié per contribuir a la detoxificacié de molts
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processos. Concretament, el catabolisme de lisina, un aminoacid essencial, té lloc
principalment al fetge. Les tendencies observades d’hiperlisinémia, juntament amb
I'alteracid histoldogica hepatica, que ens va portar a analitzar el contingut
intracel-lular d’aminoacids del fetge. No es van observar diferéncies significatives
en el contingut d’aminoacids intracel-lulars d’hepatocits d’animals control i mutants
per EEG1.
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Fig. 54 Contingut intracel-lular d’aminoacids en hepatocits. Les barres indiquen la concentracio
en nmols d’aminoacids per mg de teixit hepatic inicial de ratolins control (barres blanques) i de ratolins
mutants Y221* (barres negres). Els valors s’han obtingut utilitzant les integracions dels pics del patré de
referéencia i les de cada mostra individual. No s’observen diferéncies significatives per a cap aminoacid

analitzat.
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Identificacio de nous transportadors d’aminoacids

Com s’ha presentat a la introduccié d'aquesta memoria, en I'esquema de
(re)absorcié renal i intestinal d'aminoacids existeixen encara algunes activitats de
transport d'aminoacids per identificar. Amb la seqlienciacié de diversos genomes
diaris, s'esta generant gran quantitat d'informacié que ens posa a l'abast multitud
de seqiiéncies de possibles proteines pendents de caracteritzar. Actualment s'han
identificat fins a 47 families de transportadors de soluts (SLC47) que estan
formades per més de 370 membres humans, alguns d'ells encara orfes i sense
funcié descrita (http://www.genenames.org/aboutHGNC.html).

En la present tesi s'ha descrit la clonacio i caracteritzacié de LAT4, un nou

transportador d’aminoacids i segon membre de la familia SLC43.

Identificacio i caracteritzacié funcional de LAT4

El 2003 es va identificar LAT3 per clonacié d'expressié funcional en la linia
cel-lular d'hepatocarcinoma huma FLC4 (Babu et al. 2003). A partir d’aquesta
seqgliéncia, es va fer una cerca d’homolegs a LAT3 a les bases de dades i amb un
57% d’identitat vam identificar LAT4. LAT3 i LAT4 també mostren una alta
homologia (30% identitat) amb una tercera proteina, EEG1, fins el moment de
funcié desconeguda perd caracteritzada i estudiada en un model muri en el segon
apartat dels resultats d’aquesta tesi.

LAT3, LAT4 i EEG1 es diferencien clarament de la resta de transportadors
coneguts i per la seva similitud de seqliéncia i estructura, formen una familia
d’aminoacids propia (SLC43). Si analitzem la similitud d’aquesta familia amb altres
families de transportadors de soluts (SLC), com es pot veure en |'arbre filogenétic
(Fig. 55), aquestes 3 proteines s’‘assemblen més a la familia de transportadors de
cations i anions organics (SLC22), als membres de la familia de transportadors de
glucosa (SLC2), a la familia de monocarboxilats i aminoacids aromatics (SLC16) i a
la familia de transportadors de cations divalents (SLC41), que a la resta de families
analitzades i representatives del conjunt de transportadors de soluts.

A part de la relativa homologia de seqiiéncia entre aquestes families de
transportadors, també conserven propietats estructurals comuns. Membres de les
families SLC22, SLC2, SLC16 i SLC43 mostren una topologia transmembrana
similar amb 12 segments transmembrana predits, amb els extrems NH, i COOH
citoplasmatics, amb prediccions de N-glicosilacid en el bucle d’entre el primer i
segon domini transmembrana i un gran /oop intracel-lular entre els segments

transmembrana 6 i 7 amb la prediccié de diversos residus fosforilables.
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LCI16A
SLC2A5 SLCHGAS SLC43A1
aoat SLC43A2
SLC43A3
SLC22A3
SLC22A8 SLC41A3
SLC22A6
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i = SLC8A3
SLCI0A3——
SLC45A1 SLC7AS
SLC4A4 SLCA0A1
SLC28A3 SLC38A4
SLC10A7 SLC36A4 0.1
SLC33A1 AN

Fig. 55 Arbre filogenétic de membres de diferents families de transportadors de soluts (SLC).
Arbre filogenétic realitzat a partir d’un alineament amb l'algoritme ClustalW i posterior tractament de les
dades amb el programa Phylodendron. Es mostra I'homologia de 22 seqiiéncies humanes, que pertanyen
a 16 families de transportadors diferents representatives del conjunt de families de transportadors de
soluts (procedent d’un arbre amb com a minim un membre de cada familia). Es pretén mostrar que la
familia SLC43, marcada en negreta, forma una familia d’aminoacids independent i que guarda una
similitud tant de seqliéncia com estrucutral (no mostrada) amb les families SLC22, 2 i 16. La longitud de

les branques és proporcional a la identitat de seqliéncia aminoacidica i a la distancia filogenética.

LAT3 i LAT4 comparteixen gran part de les caracteristiques funcionals (Babu
et al. 2003; Bodoy et al. 2005): independencia dels ions sodi, clorur i protons, una
limitada especificitat de substrat, dos components cinétics, una activitat de
transport que no es trans-estimula, estereoespecificitat, sensibilitat a la inhibicid
per l'analeg d’aminoacids BCH i la propietat d’acceptar la substitucié del grup a-
carboxilic per el grup hidroximetil en els substrats que transporta.

Tot i aixd, els dos transportadors d’aminoacids es poden distingir per una
diferent sensibilitat a I'agent reductor NEM. El transport induit per LAT3 en odcits
de Xenopus, s'inhibeix totalment amb el pretractament amb NEM i el de LAT4
només es bloqueja parcialment.

Una propietat a destacar de LAT3 i LAT4, és el comportament cinétic de dos
components que es pot apreciar en els grafics d’Eadie-Hofstee. Ja s’havia descrit
pel cas del transportador muri CAT1, més d'un component cinétic de transport en
I'expressidé del transportador en oocits de Xenopus (Van Winkle et al. 1995). També
s’ha descrit en alguns receptors transmembrana, com l‘al adrenergic, que la
fosforilacié de la proteina pot alterar I'afinitat pel seu substrat (Leeb-Lundberg et al.
1985). Aquest fet pot produir una poblacid heterogénia de receptors en funcié de la

seva afinitat i del seu estat de fosforilacid, com és el cas dels receptors de
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dopamina D, i el d’insulina (Kubar i Rochet 1990; Asghar et al. 2002). També s’ha
descrit la regulacié de diferents transportadors de glutamina (sistema ASC/B° i N)
amb esters de forbol mitjancant mecanismes que podrien implicar la proteina
quinasa C (PKC) i per tant la fosforilacid dels transportadors (Bode et al. 1998;
Pawlik et al. 2000; Bode 2001). Aquestes dades ens indiquen que la possible
fosforilacié de LAT4 podria tenir un paper important tant en la regulacié, com en la
cinetica de dos components del transportador. Com ja s’ha comentat a la
introduccio, diferents algoritmes i programes informatics, prediuen la fosforilacié de
LAT4 (Hoffert et al. 2007). En l'intent de comprovar bioquimicament la fosforilacio
del transportador, es van assajar diferents condicions per tal de detectar LAT4
fosforilat mitjancant anticossos anti-fosfoserina, pero la impossibilitat de disposar
d’anticossos contra LAT4 per tal d’enriquir la mostra per exemple a partir d'una
immunoprecipitacié previa, va impedir una correcta deteccié (resultats no
mostrats).

Curiosament, només el component de baixa afinitat de LAT4 és sensible a
I'agent sulfhidril NEM, i la mutacié d’un possible lloc de fosforilacié conservat en els
tres membres de la familia SLC43 (Ser 297), porta a la desaparicié de l'inhibicié del
pretractament amb NEM en l'activitat de transport de LAT4. La serina 297 esta

situada en el gran bucle intracel-lular del mig de la proteina (Fig. 56).

Fig. 56 Esquema topologic predit per la proteina LAT4 humana. Es mostren els 12 segments
transmembrana predits per l'algoritme TMHMM v.2.0 i els aminoacids representats en forma de boles
negres. La serina 297 es marca amb una quadrat, les cisteines amb una bola blanca si esta situada als
bucles i grisa si esta dins el segment transmenbrana. També s’indiquen els possibles llocs de glicosilacio

amb una branca en forma de Y.
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Pensem que aquesta gran zona intracel-lular entre el segment
transmembrana 6 i 7, podria ser el lloc d’unié de diferents reguladors de l'activitat
de LAT4 i que impedissin I'acci6 del NEM a cisteines situades en aquesta zona.
També és possible que la mutacié de la serina 297 a alanina provoqui un canvi
conformacional a la proteina, que impossibiliti I'accés del NEM al seu lloc d’accié.
S’han realitzat esforcos per esbrinar quina cisteina podria o podrien ser les
responsables de I'accié del NEM mutant les dues cisteines que flanquegen la serina
297, ja que per proximitat eren unes bones candidates (Fig. 56). Els assajos de
transport en presencia de NEM amb LAT4 mutat a la C295 i a la C305 no van
presentar canvis respecte la proteina salvatge, indicant-nos que cap d’‘aquestes
dues cisteines és diana del NEM. Degut al gran nombre de cisteines (16) presents a
la proteina, es va descartar aprofundir en la investigacié. Per tant, caldrien més
estudis per clarificar el mecanisme de transport de dos components de LAT4, aixi
com del possible efecte de la fosforilacié i I'accio diferencial del NEM en la proteina

mutada i salvatge.

Paper de LAT4 en el sistema L

Com s’ha presentat a la introduccié d’aquesta tesi, el sistema L és un
sistema de transport d’aminoacids neutres, sodi independent i inhibible per BCH
(Oxender i Christensen 1963). El sistema de transport de tipus L, és ubic i en molts
tipus cel-lulars és I'Unica via eficient per I'entrada d’aminoacids neutres, aromatics
o de cadena llarga. D’altra banda, molts tipus cel-lulars expressen diferents
sistemes de transport que accepten aminoacids neutres i petits, concretament
sistemes depenents de sodi, com el sistema A (electrogénic i inhibible per MeAIB),
el sistema N i el sistema ASC (electroneutre) (Christensen 1990; Palacin et al.
1998; Broer 2002).

S’han descrit 3 variants del sistema L en funcié de la seva afinitat i
selectivitat de substrat. La variant L; presenta una afinitat de substrat en el rang
micromolar i s’inhibeix principalment per cisteina, valina, isoleucina, leucina,
metionina, histidina, triptofan, tirosina, fenilalanina i BCH. El subsistema L, té una
afinitat pels seus substrats del rang milimolar i una especificitat de substrat més
reduida inhibint-se per isoleucina, leucina, fenilalanina i BCH (Weissbach et al.
1982; Christensen 1990). Una altre diferéncia entre els dos subsistemes és el
diferent efecte que provoca el NEM (agent reductor) en la seva activitat de
transport. El sistema L, és sensible a la inhibicié per NEM a diferencia del sistema L,
(Novak et al. 1994). Posteriorment, es va identificar en fibroblasts, un tercer
subsistema anomenat L3, amb una afinitat intermitja entre els dos subsistemes L; i
L, (Gandolfi et al. 1987).
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El primer transportador del sistema L identificat molecularment va ser LAT1
(Kanai et al. 1998; Mastroberardino et al. 1998). LAT1, juntament amb LAT2
(Pineda et al. 1999; Rossier et al. 1999; Segawa et al. 1999), van representar
molecularment l'activitat del sistema L fins que al 2003 es va identificar LAT3 (Babu
et al. 2003). LAT3 és un transportador amb caracteristiques estructurals diferents a
qualsevol altre membre de les families SLC préviament descrits i que per tant
generava la creacié d’'una nova familia de transportadors d’aminoacids, SLC43.
LAT4, el segon membre de la familia SLC43 s’ha identificat i caracteritzat en la
present tesi.

LAT1 i LAT2 pertanyen a la familia de transportadors d’aminoacids SLC7 i es
caracteritzen per la formacié d’heterodimers. Sén dues proteines de 12 segments
transmembrana predits, que necessiten de la glicoproteina 4F2hc per arribar a la
membrana plasmatica de la cél-lula. Transporten aminoacids grans i neutres,
independentment del i6 sodi, amb alta afinitat i per un mecanisme d’intercanvi
obligatori amb estequiometria 1:1 (Verrey 2003). Les caracteristiques d’aquests
dos transportadors concorden amb les descrites préviament pel subsistema L,
essent LAT1 important en el transport d’'aminoacids en les cel-lules en creixement i
tumorals (Sang et al. 1995; Yanagida et al. 2001) i LAT2 en el transport
transepitelial d’aminoacids des de la cara basolateral en teixits que contenen
barreres epitelials com sén el ronyd, l'intesti, la placenta i el cervell (Pineda et al.
1999).

LAT3 i LAT4 (familia SLC43) transporten els aminoacids neutres: Leu, Ile,
Phe, Met i Val de manera sodi independent i amb una afinitat en el rang milimolar, i
no necessiten de cap altre proteina per ser funcionals (Babu et al. 2003; Bodoy et
al. 2005). Les caracteristiques d’'aquests dos transportadors concorden amb les
previament descrites per el subsistema L,, tant per l'especificitat i afinitat per els
substrats, com per la sensibilitat al NEM. La diferent expressid tissular de LAT3 i
LAT4, ens fan pensar que LAT4 podria contribuir a 'activitat del sistema L, en els

teixits on no s’expressa LAT3, com per exemple, ronyo i intesti.

Possibles papers fisiologics de LAT4

Hem observat expressi6 del RNA missatge de LAT4 a ronyd i més
concretament, gracies a la técnica d’hibridacié in situ, als tubuls distals i conductes
col-lectors. Al no detectar expressié de LAT4 als tubul proximal on té lloc el 90% de
la reabsorcié d’aminoacids, ens fa descartar que LAT4 tingui un paper important en
la reabsorci6 d‘aminoacids. S'ha descrit perd, que existeix un reciclatge
d’aminoacids del bucle de Henle, situat entre els tubuls proximals i distals, a la

sang en la vasa recta de nefrones juxtamedul-lars de rony6 de rata (Dantzler i
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Silbernagl 1988). Aquest intercanvi d’aminoacids entre la cel-lula i la sang, s’'ha
descrit que pot estar implicat en la regulacié osmotica i sobretot durant els passos
inicials d’adaptacié de la cél-lula a un estrés osmotic (Beck et al. 1998). Per tant,
podem pensar que LAT4 podria contribuir a la sortida basolateral d‘aminoacids
neutres de la cel-lula i tenir un paper en el reciclatge d’aminoacids de la ceél-lula
epitelial a la sang.

L'expressié del mRNA de LAT4 a les cel-lules PCT (proximal convoluted
tubule) va fer que ens plantegéssim buscar una activitat compatible amb la de LAT4
en aquest model cel-lular, tot i pertanyer a una zona renal on per hibridacié in situ
no vam ser capacos de detectar-ne |'expressid. Efectivament vam trobar una
activitat de transport de *C-L-[Phe] a la cara basolateral de les cél-lules, gracies a
gué aquests model cel-lular té la capacitat de polaritzar-se i formar una monocapa
si creix sobre filtres de poliéster i policarbonat tractats. L'entrada de *C-L-[Phe]
per la cara basolateral, a diferents concentracions de substrat, mostrava una
cinetica amb dos components. Creiem que LAT4, pot ser el responsable del
component de baixa afinitat, ja que en aquest tipus cel-lular només s’hi expressa
LAT1 i LAT4, com a representants del sistema L i per tant, LAT1 podria ser el
responsable del component d’alta afinitat. Aquesta hipotesi es va confirmar a partir
d’assajar la inhibici6 d‘aquesta activitat mitjancant aminoacids o inhibidors
especifics per a cada transportador juntament amb el pretractament amb NEM. La
metiltirosina, inhibidor especific de LAT1 (Kim et al. 2002), va inhibir el transport
de !C-L-[Phe] en un 80%, indicant-nos que LAT1 és responsable d’aquesta
activitat. La alanina, practicament no va inhibir el transport, per tant, es pot
descartar la preséncia de LAT2. El pretractament amb NEM, va revelar que el
transport de baixa afinitat era sensible a l'agent sulfhidril, tal com passa en
I'activitat induida per LAT4 en oocits de Xenopus Laevis. Per una confirmacio
definitiva, ens caldria detectar la proteina per western blot o immunofluorescencia,
pero desgraciadament no disposem d’un anticos especific per LAT4; o intentar
eliminar l'activitat descrita mitjancant siRNA dissenyats contra LAT4. Tot i aix0, si
pensem que es troba situat a la cara basolateral de les cél-lules epitelials i que té
un mecanisme de difusié facilitada, podria tenir un paper en la sortida d’aminoacids
de la cél-lula i per tant, en el flux transepitelial.

Un altre teixit on s’ha observat expressio del mRNA de LAT4 ha estat a
I'intesti. La hibridacié in situ revelava que LAT4 s’expressa majoritariament a les
criptes, on podria tenir un paper en la regulacid de I'homeostasi de |'enterocit.
També es detecta alta expressié del missatge a placenta. A la cara basolateral del

trofoblast, s’'ha descrit una entrada de fenilalanina cap a la cara fetal, de baixa
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afinitat (Km aparent de 17 mM). La localitzacié basolateral i la alta Km descrita per
aquesta activitat a la placenta, ens fa pensar que podria ser deguda a LAT4.

Sén necessaris més estudis per esbrinar el paper fisioldgic de LAT4. En
aquest sentit es va intentar generar anticossos contra LAT4 per diverses estrategies
detallades a I'annex 1, perd malauradament no es va obtenir cap sérum capacg de
detectar la proteina. Per continuar en la cerca de nous transportadors d’aminoacids,
ens vam centrar en l'estudi del tercer membre de la familia SLC43, EEG1. Per
intentar esbrinar la funcié de la proteina vam propiciar la generacié d’un model
muri amb EEG1 mutat. En aquest sentit hem disposat d’'un model muri amb EEG1
truncat a la posicio Y221STOP (Y221*).

EEG1, tercer membre de la familia SLC43

Per homologia de seqléncia i similituds estructurals, EEG1 forma part de la
familia de transportadors d’aminoacids formada per LAT3 i LAT4, amb els que
manté una homologia d‘identitat del 28-30%, respectivament.

Per intentar determinar la funcié del nou membre de la familia SLC43, s’ha
clonat el cDNA, s’ha analitzat I'expressié del transcrit i de la proteina, i s’ha
expressat EEG1 en un sistema d’expressié heteroleg on s’ha comprovat que arriba

a la membrana. A continuacié s’exposen les hipotesis de treball que s’han analitzat.

EEG1, un transportador d'aminoacids?

La nostra primera hipotesi va ser que es tractés d'un transportador
d’aminoacids que pogués estar involucrat en la reabsorcié d’aminoacids al ronyd, ja
gue disposavem de la dada prévia del laboratori del Dr. Kanai, que ens mostrava la
localitzacié basolateral de la proteina en els tubuls proximals del ronyé huma (Fig.
46), i sabiem que EEG1 és homoleg a LAT3 i LAT4, dos transportadors d’aminoacids
neutres.

Vam assajar el transport d’aminoacids en oocits de Xenopus Laevis que
expressaven EEG1 i no vam observar que s’induis cap activitat de transport amb els
aminoacids radioactius provats (Fig. 41). L'oportunitat de generar un model muri
deficient amb la proteina (Y221*), ens va oferir la possibilitat d‘analitzar I'orina
d’aquests animals per comprovar si l'abséncia de la proteina provocava
hiperexcrecié d’algun aminoacid. Tant en l'analisi d’'aminoacids en sang, com en
orina, no es van observar diferéncies significatives entre animals control i mutants
per EEG1. Aquestes dues dades, suggereixen que EEG1 no intervé en la reabsorcié
renal d’aminoacids, tot i que en el model animal, no es pot descartar una

compensacié per alguna altre proteina que emmascari la pérdua de EEG1.
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L'activaci6 de mecanismes compensatoris en model animals esta
ampliament descrita en la bibliografia, ja que la deplecié del gen responsable d’una
patologia coneguda, no sempre ens mostra el fenotip complert del pacient. Per
exemple, una possible compensacié funcional la trobem en els models murins que
s’han generat per a membres de la familia SLC1, on es pot observar que en 3
models per separat, i en un model doble mutant de glast 7 i eaacl 7, no és
possible detectar el fenotip neuropatologic esperat (Ghijsen et al. 1999; Stoffel et
al. 2004). En el cas del model muri amb el sindrome de Bartter (tubulopaties amb
perdues renals d’‘aigua i sal), aconseguit per la delecié del canal ROMK, no
s’'observa una excessiva pérdua d’‘aigua ni de sal ja que és compensat per la
combinaciéd d’hipertrofia en la nefrona distal i una activacié dels transportadors

involucrats en la reabsorcié de NaCl (Wagner et al. 2008).

Necessita una altre proteina?

Una altre possibilitat a considerar és que EEG1 necessiti d’alguna altre
proteina per ser funcional. Podria ser que no féssim capacgos de detectar transport
d’aminoacids injectant la proteina sola en oocits de Xenopus perque EEG1 fos
només una part del transportador o necessités activar-se. A la bibliografia trobem
diferents exemples, com la familia de transportadors HAT previament descrits i la
col-lectrina amb membres de la familia de transportadors SLC6 (Chillaron et al.
2001; Danilczyk et al. 2006).

La familia de transportadors heteromerics d’aminoacids (HATs) esta
composta per una subunitat pesada (HSHAT) i per una lleugera (LSHAT) unides per
un pont disulfur conservat en tots els membres de la familia (Fig.1). S’han
identificat fins el moment dues subunitats pesades homologues de la familia SLC3:
rBAT (related to bo*AT amino acid transporter) i 4F2hc (heavy chain of the surface
antigen 4F2 o també anomenada CD98) (Hemler i Strominger 1982; Bertran et al.
1992) i 10 subunitats lleugeres de la familia SLC7 (Verrey et al. 2004; Fernandez et
al. 2005). En aquesta familia, la formacié de I’'heterodimer és fonamental perque la
subunitat lleugera arribi a la membrana plasmatica. Una vegada a la membrana de
la cel-lula, la subunitat lleugera per si sola és capag d’induir transport (Reig et al.
2002).

La col-lectrina, una proteina homologa a ACE2 (angiotensin converting
enzyme II) que s’expressa al conducte col-lector (Zhang et al. 2001), s’ha
demostrat mitjangant estudis realitzats en diferents models murins deficients en
col-lectrina que té un paper en el transport d’aminoacids (Danilczyk et al. 2006;
Malakauskas et al. 2007). La col-lectrina segons les prediccions, és una proteina

transmembrana de tipus I, amb un sol segment transmembrana i per tant, era
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dificil pensar que ella sola fos capac de formar un porus per transportar aminoacids.
S’ha observat que la col-lectrina s'associa amb diferents transportadors
d’aminoacids de la familia SLC6 (B°AT1, XT2, SIT1/XT3sl i XT3), que augmenta
I'expressié d’aquests a la membrana plasmatica i que alhora incrementa la seva
funcié com a transportadors d’aminoacids. S’hipotetitza que la col-lectrina podria
tenir un paper similar a les cadenes pesades de la familia dels HAT (HSHAT) portant
BOAT1 (i altres membres de la familia) a la membrana plasmatica. S’ha detectat la
unio fisica de col-lectrina amb BOAT1, XT2 i XT3, pero a diferéncia de 4F2hc amb les
seves subunitats catalitiques, no sembla que la unié sigui deguda a una unid
covalent (Danilczyk et al. 2006).

En el cas d'EEG1, en els resultats d’'aquesta tesi s’ha descrit que la proteina
en oocits de Xenopus (Fig. 40) i en cél-lules HeLa (Fig. 45) arriba a la membrana
plasmatica, perdo no podem descartar que amb l'associacié o coexpressid amb una
altre proteina augmentés la seva activitat de transport o s’activés, de manera que
ens permetés detectar la seva funcié.

Un altre tret destacable de EEG1, és la diferent deteccié per western blot, de
la proteina glicosilada i desglicosilada en els teixits. S’ha observat la proteina
MEEG1 en mostres de membranes totals procedents de fetge, ronyd i pulmé de
ratoli (Fig. 44). La fraccié de serum amb la qual s’ha detectat millor la proteina, ha
estat l'obtinguda a partir de la purificacié d’anticossos mitjancant la columna
d’afinitat amb el peptid (57-71 aa) unit. Aquest péptid esta molt proper al possible
lloc de N-glicosilacidé (Asn 56), fet que podria influir en la deteccié de la proteina
glicosilada. S’ha descrit que les N-glicosilacions poden tenir estructures de
carbohidrats heterogénies en funcio del teixit i del residu glicosilat (Medzihradszky
2008). Cada teixit crea les seves glicoformes uniques, i s’ha demostrat que
diferents glicosilacions poden provocar canvis funcionals i alterar les propietats
fisiques i bioquimiques a la proteina (Parekh et al. 1987; Gao et al. 2008). En el cas
de la pannexina 1 i 3, proteines implicades en la unid entre cél-lules, s’ha observat
gue presenten diferents patrons de glicosilacions en funcio del teixit on s’expressin,
i que la glicosilacié de les proteines esta involucrada amb la seva arribada a la
membrana plasmatica (Penuela et al. 2007). En el cas de EEG1, les diferencies
observades en la detecci6 de la proteina glicosilada, es podria explicar per
I'neterogeneitat descrita per les N-glicosilacions en funcié del teixit i que aquestes
diferéncies intervinguessin en l'accés de |'anticos per reconeixer la proteina. Calen
més estudis sobre les modificacions post-traduccionals per els membres de la
familia SLC43 per saber I'impacte que poden arribar N-glicosilacions o fosforilacions

en les proteines.
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Paper en la reabsorci6?
Segons l'esquema de la Fig. 57, la sortida d’aminoacids neutres de la cel-lula

epitelial no queda explicada.

(di,tri) aa
+P Na+

Lumen aa, CssC
Apical

H

rBAT

<

.\u\

Fig. 57 Esquema dels transportadors d’aminoacids neutres implicats en la (re)absorcié renal i
intestinal d'aminoacids. Es mostra el flux transepitelial de diferents grups d'aminoacids neutres (aa®).
A la cara apical es mostra [|'heterodimer b%*AT amb rBAT, BOAT amb la col-lectrina, ASCT2
(transportador del sistema ASC), PepT (PeptT1/2, transportador de péptids 1 o 2), SIT1 (transportador
del sistema IMINO), PAT (PAT1/2, transportador de protons i aminoacids) i TauT (transportador de
taurina i p-aminoacids). A la cara basolateral es mostra I'heterodimer y*LAT1 amb 4F2 i el format per
LAT2 i 4F2, TAT1 (Transportador d'aminoacids aromatics), dos transportadors no identificats (?) i els
transportadors de la familia SNAT (N/A). P:prolina, G: glicina, (di,tri)aa: di-, tripéptids, CssC: cistina i
CSH: cisteina (Adaptada de (Palacin et al. 2005).

A la cara basolateral s’'ha descrit la preséncia de LAT2/4F2hc, com a
bescanviador d’aminoacids neutres (Pineda et al. 1999; Rossier et al. 1999),
excepte en un treball on es descriu com a transportador que actua per difusio
facilitada. Aquest fet, ens fa pensar en la possibilitat de que LAT2 pogués actuar en
funcié de diferents condicions fisiologiques com a bescanviador o com a
transportador capac¢ de generar una sortida neta d’aminoacids neutres. En estudis
amb models cel-lulars polaritzables com les MDCK i les OK (Bauch i Verrey 2002;
Fernandez et al. 2003) s’ha mostrat que LAT2 té un paper important en la sortida
de cisteina de la cel-lula després de la seva reduccié per el glutatidé en el citosol.

Aguesta sortida es realitza bescanviant la cisteina (sortida) per aminoacids neutres
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(entrada), per tant, sembla que LAT2 no tindra un paper principal en la sortida
d’aminoacids de la cel-lula epitelial. Un projecte que ens permetra aprofundir en el
paper de LAT2 en la reabsorcié d’aminoacids és la generacié del model muri knock-
out de LAT2. Actualment s’estant creuant els heterozigots de la primera generacio
per obtenir els primers homozigots. Aquest model ens hauria de permetre aclarir el
mecanisme de transport i també limpacte real de LAT2 en la reabsorcid
d’aminoacids.

A part de LAT2 i y*LAT1, laltre Unic transportador d’aminoacids neutres
descrit en membranes basolaterals i que per tant, pot tenir un paper en la sortida
d’aquests aminoacids de la cél-lula, és el transportador d’aminoacids aromatics,
TAT1 (Kim et al. 2001). A diferéncia dels dos transportadors previament esmentats,
TAT1 actua com a uniport i per tant permet una entrada i una sortida neta
d’aminoacids aromatics de la cel-lula. Aquest fet, juntament amb qué s’expressa a
I'intesti i amb menys intensitat als tubuls proximals contornejats del ronyd ens fa
pensar que pot tenir un paper en la (re)absorcid d’aminoacids (Kim et al. 2001;
Ramadan et al. 2006). En aquest cas el model mutant de TAT1 generat per una
mutacié puntual provocada per I'agent ENU i que trunca la proteina a I'aminoacid
88, ens revela una hiperexcreci6 molt moderada d’aminoacids aromatics i un
augment significatiu de Tyr i Trp a la sang (comunicacié personal del Dr. Verrey,
EUGINDAT). Per tant, sembla que el responsable final de sortida d’aminoacids
neutres de la cél-lula no és TAT1, ja que s’hauria d’observar una augment en
I'excrecié d’aminoacids neutres I'orina de I'animal tat1™".

Aguestes dades deixen oberta la identificacié d’'un transportador que porti a
terme la sortida d’aminoacids netres de la cel-lula. EEG1 al pertanyer a una familia
de transportadors d’aminoacids neutres i que funcionen per difusié facilitada,

semblava un bon candidat per tenir aquest paper en el flux transepitelial.

EEG1 un transportador, pero no d’aminoacids?

EEG1, dels 3 membres de la familia SLC43, és el menys conservat amb una
identitat d’aminoacids del 28-30 % amb els altres dos membres (57% entre LAT3 i
LAT4). Aquest motiu ens pot fer pensar que tingui caracteristiques una mica
diferents a les dels transportadors d‘aminoacids, com per exemple que sigui un
transportador d‘altre tipus de soluts o de derivats d’aminoacids. A la literatura
trobem diverses families de transportadors de soluts formades per membres que
reconeixen diferent tipus de substrat i tenen mecanismes de transport diferents.
Per exemple, la familia SLC5, esta formada per membres que transporten glucosa
(SLC5A1-A2), inositol (SLC5A3), diverses vitamines (SLC5A6) i iodur de les
hormones tiroidees (Wright i Turk 2004). A la familia SLC16, el primer membre
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SLC16A1 transporta lactat, piruvat i cossos cetonics amb un cotransport amb
protons, en canvi, SLC16A10 transporta aminoacids aromatics per difusid facilitada
(Halestrap i Meredith 2004). Un altre exemple, és la familia SLC6, on hi ha
membres que transporten creatina (SLC6A8), d’altres taurina (SLC6A6), prolina
(SLC6A7), glicina (SLC6A5), serotonina (SLC6A4), etc...

Aixd ens ensenya que calen evidéncies experimentals i no es poden assumir
funcions per similitud de seqiiéncia, ja que el sol canvi d’'un nombre limitat de
residus, pot alterar l'especificitat de substrat i el mecanisme de transport. Una
identitat de seqliencia del 90% entre dos transportadors d’uns 400-500 aminoacids
de mitjana, permet el canvi d’entre 40-50 aminoacids, molt més del que és
necessari per alterar les propietats mencionades (Bréer 2002). Per aix0, ens hem
proposat en un futur, fer un estudi de metabolomica per comparar l'orina i el
plasma dels animals normals i els animals mutants per HPLC-EM, i aixi poder

detectar canvis en un espectre més ampli de metabolits.

EEG1 no és un transportador?

La literatura ens ensenya que petites modificacions en la seqiéncia d'una
proteina, poden portar a grans canvis en la funcid, com per exemple passar d'un
co-transport a un canal; i canvis de localitzacié en |'expressié del gen poden
resultar en un canvi en el paper fisiologic de la proteina, pot passar d’un
transportador en l'epiteli a un glucosensor en neurones. Aquest és el cas del
membre SLC5A4 (SGLT3) de la familia de cotransportadors de sodi/glucosa. SGLT3
s’ha descrit com un sensor de glucosa dins una familia de transportadors tot i que,
el seu homoleg en porc és capac de transportar glucosa (Diez-Sampedro et al.
2003). Aquesta familia d’onze membres s’ha demostrat que té multiples funcions,
des de transportar activament soluts, ions i aigua, canals d’urea i aigua, a sensors
de glucosa en neurones colinérgiques (Wright et al. 2004).

Aquest fet, ens fa reflexionar sobre la necessitat de ser prudents alhora
d’extrapolar funcions entre gens homolegs. Per tant, si amb un 82% d’identitat
entre la seqiiéncia humana i de porc de SGLT3 pot variar la funcié de la proteina,
cal valorar la possibilitat de qué EEG1 no sigui un transportador siné un receptor o

un sensor.

Model muri EEG1-Y221%*
El model muri amb la proteina EEG1 truncada en la posicié tirosina 221
(C663A) es va generar a partir de I'agent mutagénic ENU. La primera observacio
important va ser que els ratolins homozigots per la mutacié Y221*, eren viables i

fertils, ja que calia contemplar la possibilitat de que al ser un gen que s'expressa en
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epitelis embrionaris (Stuart et al. 2001), fos important en I'embriogénesi i causés
letalitat als homozigots. Aquest no és el cas, ja que es compleix la proporcid
d’heréncia mendeliana en les cries provinents de creuaments heterozigots (Taula 9).
En el fenotipatge tampoc vam observar cap alteracié en el pes dels animals, en el
nombre de cries, en la quantitat de beguda ingerida i tampoc en la quantitat d'orina
ni de femta excretats. La quantitat d'ingesta dels mascles control i mutants ha
resultat significativament diferent, menjant més els animals Y221* (Fig. 48). Aquesta
petita diferéncia per si sola no ens permet saber la valorar la importancia de la dada.

En I'analisi del contingut d’aminoacids en orina i en plasma, no es van observar
diferencies entre els animals control i mutants. Aquesta dada ens fa descartar la idea
de qué EEG1 pugui estar involucrat en la reabsorcié d'aminoacids al ronyd, a no ser que
hi hagi un procés de compensacié que ens emmascari |'efecte.

Per tal d'analitzar I'estat dels teixits del ratoli mutant, vam realitzar tincions
d'hematoxilina-eosina a partir de talls de diversos teixits. Tant el cor, com la
bufeta, el pulmo, el cervell, testicle i intesti, no presenten alteracions histologiques
detectables mitjancant la tincié realitzada. Pel que fa al fetge, s'ha observat
vacuolitzacid i proliferacié de cél-lules d'Ito en la majoria d'animals analitzats (Fig.
50, Taula 10). En menor grau, també s'ha detectat anisocariosi, congestio, algun
focus inflamatoris, hiperplasia i desorganitzacio. Pel que fa al ronyd s'ha observat
dilatacio tubular en tots els animals analitzats, acumulacié de material proteic a la
lum del tubul, i alguna cel-lula hipertrofica i vacuolada (Fig. 51, Taula 11). La
vacuolitzacié a nivell renal pot ser hidropica i juntament amb la dilatacié tubular
podria ser deguda a alteracions de tipus hidroelectrolitic.

La tendéncia a la hiperlisinémia que observem en l'analisi d’'aminoacids en
plasma, ens fa pensar que la falta d'EEG1 podria comprometre el catabolisme de
lisina al fetge. En aquest sentit vam valorar el contingut intracel-lular d’'aminoacids
en hepatocits procedents d’animals control i Y221*, Tot i tractar-se d’estudis
preliminars, de moment, no s’han observat diferéncies significatives entre els dos
grups d’animals. Aquesta tendéncia a lI'augment de lisina en sang també podria
estar relacionada amb les alteracions observades a ronyd, ja que s’ha observat que
la lisina és nefrotoxica en gossos i que provoca obstruccié tubular sobretot del tabul
proximal contornejat (Asanuma et al. 2006).

També es van portar a terme estudis inicials per analitzar bioquimicament el
plasma dels ratolins control i mutat, pel que fa a enzims que denoten dany hepatic i
renal. No es van observar canvis significatius en l'alanina aminotransferasa (ALT o
SGPT), l'aspartat aminotransferasa (AST o SGOT), en proteines totals, urea i
creatinina. Aquestes dades sén només inicials (n=6) i cal repetir I'analitica amb

major nimero d’animals per tal de reduir I'error entre grups (dades no mostrades).
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La manca de fenotip clar en els ratolins EEG1-Y221*, ens fa pensar que
potser és necessari estressar I'animal amb algun canvi dirigit, per tal de forgar un
fenotip més marcat en I'animal. S’ha descrit que LAT3 augmenta la seva expressio
en alguns teixits després de sotmetre ratolins a dejunis de 24h. Potser seria
interessant dejunar els ratolins Y221* per observar si I'expressié de LAT4 canvia o
si hi han alteracions a nivell hepatic. També es podria suplementar la dieta dels
animals amb lisina per tal d’‘aclarir si aquesta tendéncia no significativa a la
hiperlisinemia es confirma o no. Tot i aix0, queda clar que calen més estudis per
definir el fenotip dels animals EEG1-Y221*, ja que només s’han observat canvis en

la histologia renal i hepatica.
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II.
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S’ha identificat LAT4, un nou transportador d’'aminoacids de la familia
SLC43. L'expressié de LAT4 en oodcits de Xenopus indueix una
activitat de transport d’aminoacids neutres i grans, independent del
I'ié sodi i no transestimulable. Aquestes propietats concorden amb el
subsistema previament descrit L, i afegeixen un quart transportador
responsable de l'activitat del sistema L, juntament amb LAT1, LAT2 i
LAT3.

El transport induit per LAT4 mostra una cinética de dos components,
essent la de baixa afinitat sensible al pretractament amb NEM. El RNA
missatger de LAT4 s’expressa majoritariament a placenta, intesti i
ronyo. Al model cel-lular de ronyé (PCT) es detecta una activitat de
transport de baixa afinitat a la cara basolateral compatible amb la
descrita per LAT4.

EEG1, el tercer membre de la familia SLC43, es glicosila i expressat
en sistemes heterdlegs arriba a la membrana plasmatica de la
cél-lula, pero no indueix activitat de transport pels aminoacids

assajats.

El RNA missatger de EEG1 es detecta majoritariament a cor, fetge, i
en menor grau a ronyd, pulmo i placenta, tant en teixits humans com
de ratoli. S’ha generat un anticos contra la proteina que permet la

seva deteccidé a ronyd, intesti i pulmo.

El model muri d’EEG1 trunca la proteina a la tirosina 221. Els ratolins
homozigots per la mutacid sén viables, fértils i segueixen una
heréncia mendeliana. No hiperexcreten aminoacids en orina, ni tenen
nivells elevats d’aminoacids en sang. Suggerim que EEG1 no té un
paper rellevant en la reabsorcié renal d’aminoacids sense descartar

una possible compensacié per altres transportadors.
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Apéndix 1

Apeéndix 1- Generacio d’anticossos contra la proteina LAT4.

Per tal d'aprofundir en I'estudi del possible paper fisioldogic de LAT4, ens vam
plantejar la produccié d’anticossos que reconeguessin a la proteina. Vam abordar
I'objectiu amb dues estratégies diferents: la generacié de I'anticos contra un péptid
d'una regié antigénica de la proteina i contra una proteina de fusi®é generada a

partir d'un fragment de LAT4 fusionat a GST o a una cua d’histidines.

Anticos policlonal anti-péptid

En primer lloc, es va fer un estudi de les regions antigéniques de la proteina
segons criteris d'hidrofobicitat, antigenicitat, mobilitat i accessibilitat. Mitjangant un
programa de I'empresa EvoQuest vam obtenir tres regions candidates mostrades a
la Fig. 58.
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Fig. 58 Diagrames d’hidrofobicitat, antigenicitat, flexibilitat i accessibilitat per LAT4. Es
mostren els patrons obtinguts pels 4 parametres mesurats (valors superiors a zero indiquen les zones
favorables) per la proteina LAT4 murina de 568 aminoacids. Les 3 regions assenyalades en camp clar,
entre els aminoacids 230-290, 390-450 i 540-568, mostren les millors zones per dissenyar un peptid

antigenic.
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Generacié d’anticossos contra la proteina LAT4

Comparant aquest analisi de regions antigeniques amb d’altres (d’Alpha
Diagnostics, Open Biosystems, Princeton BioMolecules ...) finalment es va escollir un
peptid de la regid carboxi terminal (posicions 552-568). Es va encarregar a
I'empresa Eurogentec la sintesi del peptid, la seva conjugacié a KLH i la
immunitzacié de dos conills (Veure materials i métodes, pag. 101). Els serums dels
dos conills (SP76 i SP77) que varem rebre es van testar per western blot en
diferents condicions de dilucié de serum, tampd de dilucié (PBS, PBS-T, amb 1%
llet, 5% llet...), amb mostres provinents de cél-lules HelLa i OK transfectades amb
LAT4 i oocits que expressen LAT4, diferents condicions de bloqueig i de rentat (T3,
temps, detergent...), etc...

En totes les proves, es va utilitzar la proteina LAT4 murina fusionada a
I'epitop HA (mL4HA) com a control positiu d’expressio de la proteina i per tenir una
referéncia de l'alcada on s’havia de detectar la proteina a la membrana de western
blot. En tots els casos LAT4 es detecta, amb l|'anticos comercial 3F10 (anti-HA,

Babco), com una banda ample de 65 a 90 KDa aproximadament.
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Fig. 59 Western blot amb oaSP76 i aSP77 purificats. Western blot representatiu del conjunt
realitzat per posar a punt els serums aSP76 i aSP77. Cada carril del gel mostrat correspon a 50 ug (10ug
en el cas de la membrana aHA) d’extracte total de proteines de cél-lules Hela sense transfectar (@) o
transfectades amb mLAT4 o mLAT4 amb I'epitop HA (mL4HA). Després de Ielectroforesi i la
transferéncia, s’ha bloquejat i incubat la membrana amb els diferents sérums aHA, pre-immune del
conill SP76 (prel), aSP76 purificat (pur), pre-immune del conill SP77 i aSP77 purificat, a una dilucié de
1/100 en 5% de llet descremada en tots els casos excepte pel serum aHA que s’ha utilitzat una dilucid
1/1000. S’ha rentat la membrana amb PBS-T i els anticossos secundaris marcats amb peroxidasa
utilitzats han estat d’anti-rata (aHA) i anti-conill (preimmunes, SP76 i SP77). S’ha revelat amb ECL i s’ha

captat la luminescéncia a la cambra fosca de Fujifilm LAS-3000.

Al no ser capacos de detectar la proteina en cap de les condicions assajades,

es van purificar les Igs del serum. Tot i enriquir la mostra en I'anticds generat no
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vam aconseguir observar cap banda especifica que poguéssim associar a LAT4 (Fig.
59).

Anticos policlonal anti-proteina

En segon lloc, es va optar per produir diferents proteines de fusid per
utilitzar com a antigens en la immunitzacié de conills. Aquesta estratégia es va
abordar per dues vies diferents: la produccié de proteines de fusié a partir de
fragments de LAT4 units a la GST (glutatié S-transferasa) i a partir d'un fragment
unit a una cua d’histidines. En tots dos casos es va escollir un sistema d’expressio,
purificacié i detecci6 de proteines quimeriques en Eschericia coli (E.coli),
principalment perqué és un metode rapid, senzill i economic. Cal tenir present pero,
que algunes proteines eucariotes expressades en sistemes procariotes, a vegades
no es pleguen correctament i formen agregats insolubles (cossos d'inclusid). Per
aixd, es va considerar l'estratégia de fusionar un fragment de LAT4 a una cua
d’histidines, que permet utilitzar metodes de solubilitzacié desnaturalitzants i, per
tant, recuperar proteines que al sobreexpressar-se queden retingudes en cossos

d’inclusio.

- Produccié de proteines de fusié amb GST

Es van construir els plasmidis adequats per expressar 3 proteines de fusio:
GST-extrem NH,, GST-6¢ loop i GST-extrem COOH, de 20, 99 i 32 aminoacids cada
fragment (Fig. 60).

Ctal.:32aa.

Ntal: 20aa. :
6e.loop:99aa.

Fig. 60 Esquema dels fragments fusionats amb la GST. Es mostren els 12 putatius segments
transmembrana i la situacid dels 3 fragments dels quals s’han generat proteines de fusid: Ntal (extrem
amino terminal) de 20 aminoacids, el 6€.loop de 99 aminoacids i I'extrem carboxi terminal (Ctal) de 32

aminoacids.

El métode escollit per I'expressié va ser un sistema induible per IPTG, per

tant, va ser necessari posar a punt les condicions optimes per |'expressié de les 3
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Generacié d’anticossos contra la proteina LAT4

proteines de fusié (quantitat d'IPTG, temperatura, temps...). De les 3 proteines
generades, la GST unida al fragment NH,-terminal va resultar ser la que millor
s’expressava i la més soluble en les condicions utilitzades i per tant, es va continuar
amb la purificacié d'aquesta. L'expressié de la proteina GST-Ntal a gran escala es
va realitzar durant 3 h a 37°C amb 0,2 mM d'IPTG. La mostra eluida amb glutatio
reduit, es va concentrar (Amicon Ultra-15) i dialitzar per tal de reduir la quantitat
de sals i detergent que hi pogués haver a la mostra, i conservar la proteina en
tampo fosfat (PBS). Es van aconseguir 3,8 mg de la proteina de fusié6 GST-Ntal (a
1,26 mg/ml), quantitat suficient per immunitzar dos conills i intentar generar

anticossos contra LAT4 (Fig. 61).

GST-NtalLAT4
=GsT

Fig. 61 Gel tenyit amb blau de Coomassie que mostra la purificaci6 de GST-Ntal. Gel
d’acrilamida del 15% tenyit amb blau brillant de Coomassie per detectar les proteines. Es mostren les
proteines totals (PT), el sobrenedant obtingut de la lisis dels bacteris (SN) i el pellet (P), el que no queda
retingut a la columna (FT), el rentat de la columna (W), les 3 elucions amb Glutatié reduit (E1-E3) i la
GST lliure sense el fragment amino terminal. Es pot apreciar el canvi de mobilitat de la banda degut al

canvi de pes de la proteina (indicat amb unes fletxes).

- Produccié de proteines de fusiéo amb cua d’histidines

Paral-lelament, per solucionar la insolubilitat dels altres dos fragments de la
proteina, es va subclonar el fragment 6& loop amb una cua de 6 histidines en un
nou vector (pRTcHis). Només es va intentar la produccié d'aquest fragment ja que
era |'lnic amb una mida suficientment gran com per ser injectat sense la
acompanyia d’'una altre proteina (14 KDa amb les 6 His). Aquest vector ens permet
la purificacié de la proteina mitjangant una columna de NTA-Ni** (Quiagen), tant en
condicions natives com desnaturalitzants. Aixi, si el fragment de la proteina quedés
retinguda als cossos d'inclusi6 es podria intentar recuperar en condicions
desnaturalitzants i tornar-la a plegar. També té l'avantatge de poder detectar la
proteina amb I'anticos monoclonal anti-Xpress i de separar les histidines del

fragment de LAT4 gracies a la seqléncia de tall per I'enteroquinasa.
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Com en el cas anterior, es va posar a punt el creixement bacteria i la
induccié de l'expressidé. Les millors condicions es van aconseguir amb una
concentracié 1mM d'IPTG a 30°C durant tota la nit. Després de la lisi, la proteina es
localitzava a les dues fraccions (sobrenedant i pellet) en quasi la mateixa proporcié.
Per aquest motiu es va intentar la solubilitzacié i purificacié de la proteina 6¢ loop-
His de: a) la part soluble a partir d'un tampd suau per mantenir la proteina en
forma nativa, i b) de la part del pellet amb un tampd desnaturalitzant (8 M urea).
A) En la purificacidé de la part soluble del lisat, es van utilitzar unes condicions d’alta
I'astringéncia en els rentats (300-600 mM NacCl) i es va afegir imidazole (20 mM) i
NaCl (300 mM) tant en els tampons de rentat, com d’equilibrat i d’elucié. Per
I'eluci6 de la proteina de la columna es van utilitzar concentracions creixents
d'imidazole, de 50 a 300 mM, un 20% de glicerol i 1 mM de de B-mercaptoetanol.
Amb aquestes condicions es va obtenir la proteina amb la maxima puresa. B) En el
cas de la purificacié de la proteina de la part insoluble del lisat, es van utilitzar

tampons d’elucié on es disminuia el pH (de 5,9 a 4,5) (Fig. 62).

Soluble Insoluble Soluble Insoluble
P S FTWEI E2 E3 P S FT W E1 E2 E3

Fig. 62 Gel tenyit amb blau de Coomassie i western blot de la part soluble i insoluble de
I'expressio del fragment de LAT4-His. La imatge de la esquerra correspon al gel tenyit amb blau de
coomassie, on s’han separat les segiients fraccions: Pellet (P), part soluble (S), proteines no unides o
flow through (FT), rentat (W) i les 3 elucions (E1, E2 i E3). En la purificacié de la part soluble s’han
utilitzat diferents concentracions d‘imidazole, 50 mM (E1), 100 mM (E2) i 300 mM (E3) per l'elucid i en
el de la part insoluble, la disminucié del pH (E1 pH 5.9, E2 pH 5.0 i E3 pH 4,5) del tampd. La imatge de
la dreta correspon a la imatge de western blot obtinguda del gel on s’ha carregat la mateixa quantitat de
proteines que en l'anterior, revelat amb anti-Xpress. El tampo per la lisi de la part soluble conté 20 mM

d’'imidazole i 300 mM de NaCl, i el de la part insoluble 8 M d’urea.

Al veure que la puresa amb qué aconseguiem purificar la proteina de la part
insoluble era menor que la de la part soluble, vam descartar I'opcié de recuperar la
proteina per un metode desnaturalitzant. Un altre problema que se'ns plantejava a
part de la puresa de la mostra, era la quantitat que n'obteniem, ja que després de
concentrar les fraccions eluides, no podiem aconseguir més de 30 ug de proteina.

Per tots aquest motius, vam decidir enviar a I'empresa Eurogentec la proteina de
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fusid GST-Ntal, de la qual disposavem la suficient quantitat (3,8 mg) i una puresa
acceptable perqué es generessin els serums en conills injectats amb la proteina de
fusid.

Els serums generats en els dos conills (1069-1070) es van testar seguint els
mateixos passos que en el cas anterior. Cap dels serums generats era capag de
detectar la proteina LAT4 ni per Western blot, ni per immunofluorescéncia en
cel-lules HelLa que sobreexpressaven la proteina. Per aquest motiu vam descartar
avancar en l'estudi del paper fisiologic de LAT4, i ens vam centrar en aprofundir en
el coneixement del tercer membre de la familia de transportadors d’aminoacids
SLC43.
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Apéndix 2: Analisi de mutacions en LAT4

Gracies a la participacid en el projecte europeu EUGINDAT, vam tenir
I'oportunitat de col-laborar amb I'empresa Ingenium Pharmaceuticals, la qual amb
la  tecnologia INGENOtyping, és capa¢ de generar coldonies d’animals amb
mutacions puntuals a diferents gens en poc temps. Aquesta tecnologia es basa en
la utilitzacié de I'agent quimic altament mutagénic ENU i el posterior analisi de les
mutacions generades a l'atzar que provoquen l'alteracions géniques. En el cas del
gen SLC43A2 es van localitzar 4 mutacions sense sentit que podrien ser d’interes

per la generacidé de ratolins mutants per LAT4 (Taula 12).

Canvi de | Localitzacio | Posicio a la Canvi .
o o .. . - Simbol
nucleotid genomica proteina aminoacidic
CaT exo 2 51 Thr a Met T51M
TaA exo 3 76 Asn a Lys N76K
TaA ex6 10 372 Leu a GIn L372Q
GaA exd 1 1 Met a Ile M1I

Taula 12. Mutacions ENU per LAT4.

Per tal d’analitzar el possible impacte de les mutacions detectades, vam
generar els cDNAs amb les diferents mutacions puntuals i vam assajar el transport
d’entrada de L[*H]Phe en oobcits de Xenopus injectats amb els cRNAs de LAT4
mutats i salvatge.

Com es pot observar en la Fig. 63, només en el cas de la mutacié en la
primera metionina (M11I), 'activitat de transport induida es va veure alterada, tot i
gue només es va reduir al voltant del 50%, percentatge insuficient alhora de

generar un animal mutant per tal d’eliminar I'expressié d’una proteina.
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Fig. 63 Activitat de transport induida per els mutants de LAT4. Percentatge d’activitat residual del

transport obtingut en oocits injectats amb el cRNA de LAT4 amb les mutacions Thr a Met a la posicid 51,
Met a Ile a la posicid 1, Asn a Lys a la posicié 76 i Leu a Glu a la posicié 372. Amb una linia horitzontal
retallada es mostra el 100% d’activitat. El % d‘activitat residual s’ha calculat respecte a l'activitat
induida per el transportador salvatge i restant en cada cas el valor dels odcits injectats amb aigua. S'ha

utilitzat una concentracié de substrat 10 uM de Phe.
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Apeéndix 3: Article: Bodoy et al., J. Biol. Chem., 2005

Identification of LAT4, a Novel Amino Acid
Transporter with System L Activity

J. Biol. Chem. Vol. 280, No. 12, pag. 12002-12011, Marg 2005.

URL: http://www.jbc.org/cgi/content/full/280/12/12002

Susanna Bodoy, Lorena Martin, Antonio Zorzano, Manuel Palacin, Raul Estévez, and

Joan Bertran

La doctoranda és responsable de totes les figures de I'article excepte les Fig.

1ci Fig. 1d, realitzades per la Dra. Lorena Martin.
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Apéndix 4: Article: Ristic et al., Am. J. Physiol. Renal Physiol.,
2006

Neutral amino acid transport mediated by
ortholog of imino acid transporter SIT1/SLC6A20 in

opossum kidney cells

Am. J. Physiol. Renal Physiol. Vol. 290. pag. F880 -F887, 2006.
URL: http://ajprenal.physiology.org/cgi/content/full/290/4/F880

Zorica Ristic, Simone M. R. Camargo, Elisa Romeo, Susana Bodoy, Joan

Bertran, Manuel Palacin, Victoria Makrides, Esther M. Furrer, and Frangois Verrey

Aguesta col-laboracid és fruit del primer objectiu d’aquesta tesi, que pretenia
la identificacid i clonacid de nous transportadors d’aminoacids implicats en la
reabsorcié d’'aminoacids al ronyd. En un inici es va utilitzar el model de les cél-lules
d’opossum (OK) perque expressaven tots els transportadors d’aminoacids implicats
en el procés de reabsorcié d’'aminoacids coneguts fins aquell moment. Al 2005 no
es coneixia encara, la seqiéncia completa del genoma d‘opdssum (Didelphis
virginiana) i per tant, va ser necessaria la clonacid, mitjancant RT-PCR i
encebadors degenerats i 3'-5'-RACE, dels gens identificats.

En aquest article, la doctoranda ha contribuit en la clonacié de la seqliéncia
dels gens d’opossum oXT2 i oSIT/XT3.
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ix 5

Apeéndix 5: Plasmidis generats

Dianes

Nom Vector Insert dalli Extra
alliberament
pCMVpSPORT6MGC34 pSPORT6 LAT4 huma Ncol- Sall comercial
pTLNMGC34 pTLN LAT4 huma NcoI-Xhol
pCDNA3hLAT4 pDNA3.1 LAT4 huma HindIII-Xhol
pCDNA3hLAT4CHA pDNA3.1 LAT4 huma HindIII-Xhol HA Ctal
pCDNA3hLAT4SD pDNA3.1 LAT4 huma HindIII-Xhol Mutacié S297D
pCDNA3hLAT4SA pDNA3.1 LAT4 huma HindIII-Xhol Mutacié S297A
pCDNA3hLAT4C295A pDNA3.1 LAT4 huma HindIII-Xhol Mutacié C295A
pCDNA3hLAT4SAHA pDNA3.1 LAT4 huma HindIII-Xhol Mutacié S297A i HA
pCDNA3hLAT4SDHA pDNA3.1 LAT4 huma HindIII-Xhol Mutacié S297D i HA
pSUPERSiIRNA1hLAT4 pSUPER LAT4 huma
pTLNmMLAT4 pTLN LAT4 muri NcolI-EcoRI
pTLNmMLAT4HA pTLN LAT4 muri NcoI-EcoRI HA Ntal
pCDNA3mMLAT4 pDNA3.1 LAT4 muri NcoI-EcoRI
pCDNA3mMLAT4HA pDNA3.1 LAT4 muri NcoI-EcoRI HA
pTLNmMLAT4N76K pTLN LAT4 muri NcoI-EcoRI Mutacié N76K
pTLNmMLAT4M1I pTLN LAT4 muri NcoI-EcoRI Mutacié M1I
pTLNmMLAT4L372Q pTLN LAT4 muri NcoI-EcoRI Mutacié L372Q
pTLNmMLAT4T51M pTLN LAT4 muri NcoI-EcoRI Mutacié T51M
pSUPERmMLAT4siRNA1 pSUPER LAT4 muri siRNA1
pSUPERmMLAT4siRNA2 pSUPER LAT4 muri siRNA2
pSUPERmMLAT4siRNA3 pSUPER LAT4 muri siRNA3
pSUPERmMLAT4siRNA4 pSUPER LAT4 muri siRNA4
pGEXCtal pGEX LAT4 muri Fragment Ctal
pGEXNtal pGEX LAT4 muri Fragment Ntal
pGEX7loop pGEX LAT4 muri Fragment 7¢&loop
Fragment 7éloop
pRTSHis7loop pRTC LAT4 muri BamHI-EcoRI amb cua de 6His
pTLNhEEG1 pTLN EEG1 huma NcoI-Xhol
pTLNhEEG1NHA pTLN EEG1 huma NcoI-Xhol HA a Ntal
pTLNhEEG1SA pTLN EEG1 huma NcolI-Xhol mutacié S253A
pTLNhEEG1SD pTLN EEG1 huma NcolI-Xhol mutacié S253D
pCDNA3hEEG1 pCDNA3 EEG1 huma EcoRI-Xhol
pDONR201mEEG1 pDONR EEG1 muri comercial
pTLBMEEG1 pTLB EEG1 muri EcoRI-Xhol
pTLBMEEG1NHA pTLB EEG1 muri EcoRI-Xhol HA Ntal
pCDNA3mMEEG1 pCDNA3 EEG1 muri HindIII-EcoRI
pCDNA3mMEEG1NHA pCDNA3 EEG1 muri HindIII-EcoRI HA Ntal
pOTB7hLAT3 pOTB7 hLAT3
pCDNA3hLAT3 pCDNA3 hLAT3
Altres
pSFB91EGF pSFB eGFP NcoI-EcoRI Expressié GFP
Fragments de gens d'opossum
pGEMt-36.1 pGEMt oXT2 Ecorl fragment PCR 36.1
pGEMt-41.5 pGEMt oSN1 Ecorl fragment PCR 41.5
pGEMt-46.4 pGEMt 0XT3 Ecorl fragment PCR 46.4
pGEMt-45.1 pGEMt 0XT2 Ecorl fragment PCR 45.1
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Apeéndix 6: Llistat d’encebadors

Nom Seqiiéncia
R1mMEEG1 GGCGGGCCACAGTAGTCTTGAA
F2mEEG1 CCTTCCCACTGGCTACATCTTTG
F3mEEG1 CCTACCCACTGCCTCCCAACT
FAmMEEG1 GCAGCTACAGTACGCCACCTTCA
R5mMEEG1 GTAGTTGGGAGGCAGTGGGTA
F1EEG1RT AGGAGCTGCGGTCAAAGGAATGT
R2EEG1RT GCGCAGCGTCGAAAAGAGTGT
F3EEG1RT CTGCCACCCAAGGAAGAGAAC
R4EEG1RT GCGCAGCGTCGTCGAAAAGAGT
FNHAmMEEG1 TACCCGTATGACGTCCCAGACTATGCAAGCAAGGGCTTGCCCCTTTACTTGGCCACCTTG
RNHAMEEG1 GACGTCATACGGGTACATCTCGAGAGATCTGCCAAAGTTGAGCGTTTA
FCHAmMEEG1 TATCCGTATGACGTCCCAGACTATGCGTAGGAATTCGGTACCTCTAGACCATGGTGG
RCHAMEEG1 GACGTCATACGGATAGGCATCCACAGACGATTTTGTCTTCTCAGC
Eeg 6-7F GCTCCTGGGAGTACTGCTGTT
Eeg 6-8R CATGCTCGTTATGCAGGAGT
hEEG1
EEG1R1 GCATGGCCAGGAAGAGCA
EEG1F2 CCAGGGGCAGGGCAGAAG
EEG1F3 TGTGCCTCAGTCCCCATCC
FAhEEG1 CCTCTGCAGGCTCAGCCGTGC
hEEG1R5 GAAAGTGCGTGCTACATGCCAGGT
EEG1S253DF CAGTCAAAGGAGTTCCTTGACGCGAAGGAAGAGACCCCAGG
EEG1S253DR CCTGGGGTCTCTTCCTTCGCGTCAAGGAACTCCTTTGACTG
EEG1S253AF CAGTCAAAGGAGTTCCTTGCCGCGAAGGAAGAGACCCAGG
EEG1S253AR CCTGGGGTCTCTTCCTTCGCGGCAAGGAACTCCTTTGACTG
FHANhEEG1 | TACCCGTATGACGTCCCAGACTATGCGGGCCAGGGCCTGCCCCTGCACGTGGCCACACTGCTG
hLAT4
MGCR1 CAGAGCCAGGGCGATGAAGA
MGCF2 ATCGCCCTGGCTCTGAATGG
MGCF3 GCCGGCGCCTGAGTGTGG
MGCF4 GCCTTCGCCTTCACCAACC
TMhLAT4F TTTTACTCCTACCTGTGTATGGAGCCAGAGAATGTCACC
TMhLAT4R GGTGACATTCTCTGGCTCCATACACAGGTAGGAGTAAAA
SDLAT4F GAGGGCCACAAGCTGTGCCTGGACACTGTCGACCTGGAGGTG
SDLAT4R CACCTCCAGGTCGACAGTGTCCAGGCACAGCTTGTGGCCCTC
C2ALAT4F GACCTGGAGGTGAAGGCCCAGCCGGATGCCGCAGTGGCCCCC
C2ALAT4R GGGGGCCACTGCGGCATCCGGCTGGGCCTTCACCTCCAGGTC
hLAT4 R8 GGCATCCGGCTGGCACTTC
CALAT4R CACCTCCAGGTCGACAGTGGACAGGGCCAGCTTGTGGCCCTC
SihLAT41F GATCCCCCTCAACTGCTTCTTTAACTTTCAAGAGAAGTTAAACAAGCAGTTGAGTTTITTA
sihLAT41R AGCTTAAAAACTCAACTGCTTCTTTAATTCTCTTGAAAGTTAAAGAAGCAGTTGAGGGG
SsihLAT42R GATCCCCTCCTCAACTGCTTCTTTAATTCAAGAGATTAAAGAAGCAGTTGAGGATTTTTA
sihLAT42R AGCTTAAAAATCCTCAACTGCTTCTTTAATCTCTTGAATTAAAGAAGCAGTTGAGGAGGG
SihLAT43F GATCCCCGGAGAAAGACGCCAACCAATTCAAGAGATTGGTTGGCGTCTTTCTCCTTTTTA
sihLAT43R AGCTTAAAAAGGAGAAAGACGCCAACCAATCTCTTGAATTGGTTGGCGTCTTTCTCCGGG
SihLAT44F GATCCCCGGATGTGTATGACCTTCACTTCAAGAGAGTGAAGGTCATACACATCCTTTTTA
sihLAT44R AGCTTAAAAAGGATGTGTATGACCTTCACTCTCTTGAAGTGAAGGTCATACACATCCGGG
mLAT4
R1mMEEG1 GGCGGGCCACAGTAGTCTTGAA
F2mEEG1 CCTTTCCCACTGGCTACATCTTTG
F3mEEG1 CCTACCCACTGCCTCCCAACT
FAmMEEG1 GCAGCTACAGTACGCCACCTTCA
F7LmLAT4 TATATCGGATCCTTCAACTGTTTCTTCAACTGGCCACTC
R7LmLAT4 TATATCGAATTCTCAAAACGATGGGGCCGCTGCAGCATC
mMLAT4M1IF GGCAGATCGCGAGCCACCATAGCGCCCACCCTGGCC
mMLAT4M1IR GGCCAGGGTGGGCGCTATGGTGGCTCGCGATCTGCC
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mLAT4L372QF TTTGGCGCACTCCAGCAGCTCTGCCTGCTGACAGC
mMLAT4L372QR GCTGTCAGCAGGCAGAGCTGCTGGAGTGCGCCAAA
NKLAT4R CTGGCAGCTGAGCCAGCCTTTCATCCAGCTCACCTCCTC
NKLAT4F GAGGAGGTGAGCTGGATGAAAGGCTGGCTCAGCTGCCAG
hLAT3
F1hLAT3 TCCTGGCGCTGTCCCTGAATG
F3hLAT3 CAGCAACAAAAGGTGGCAGAG
R2hLAT3 AAACATGTTGGGCAGCGTGAG
R4hLAT3 AAGCAGCAGGTTGGTCAGG
LAT3S253DF GGTTCGGATGCCTTCATGGACCCCCAGGATGTTCGGGGC
LAT3S253AR GCCCCGAACATCCTGGGGGGCCATGAAGGCATCCGAACC
LAT3S253AF GGTTCGGATGCCTTCATGGCCCCCCAGGATGTTCGGGGC
LAT3S253DR GCCCCGAACATCCTGGGGGTCCATGAAGGCATCCGAACC
mLAT3
F1mLAT3 TCCTGGCACTGTCCTTGAATG
R2mLAT3 TGGCAGAAGACGCATAGGAG
F3mLAT3 TGTGACTGGTGGCAAGGAAC
R4mMLAT3 CCAATGAGGGGGCAGGTGAG
Gens d’opossum
F30kXT2 CTCTCCTGGATGGGCTGTGCT
F40kXT2 GCCTAGTCTGCTGCCTTTGTGC
XT3 F1 CAGCGAATGCGGCAGGGAGTA
XT3 F2 GCATGGCTGGTGGTGTATCTGTG
OK XT3 R1 CTGGGTGGCTGCATTGATCCAGGC
OK XT3 R2 GGCCATTGGTGGCTCCATGCAGGG
XT3 R3 CGCTGGCAATGCCAACTCCTCG
XT2 F1 GAGTGGGACCTTACAGTGGCGG
XT2 F2 TCGCTGGCTTTTGGAGGACACA
OK XT2 R1 CTTCCCGCTGGATGCTTTGGTCTGG
OK XT2 R2 CGCTCCAGGTAGAGTGAGTCCTCG
sOKSN1-1 GACAGAGATGGTGGAGCTGGTG
sOKSN1-2 CCAGCAAGGAGCCACACTTC
sOKSN1-3 CTTGTCATACAGACCTTCCTG
SLC38 F1 GDAMGACHTCCTTTGGAATGTC
SLC38 F2 GCCATCATGGGCAGTGGNATCYTGGG
SLC38 F3 CCTAYGCCATGGCCAAYACBGG
SLC38 R1 TGRAAYTTCTTGTARATSAC
Altres gens
F1mPAT2 TTGATTGCCCTCTCCCTACCT
R2mPAT2 GAACACCAGAAGCCCCAGAAC
F1-mTAT1 CTGCTGCCCCATCGTGAGTGTC
R2-mTAT1 AGCAATGCGGCCAAAGAGAAGC
VECTORS
SMART IIA AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG
RACE CDS TTTTTTTITTITTTITITTTTITTTTITITVN
UPM LONG CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT
UPM SHORT CTAATACGACTCACTATAGGGC
T7pGEMt TAATACGACTCACTATAGGG
SP6pGEMt ATTTTAGGTGACACTATAGAA
FpRTCHis GAAAAAGCGAAGCGGCACTGC
pTLNF1 TCCAACCAAACCGACTCTGACG
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