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CARACTERITZACIO I PROPIETATS
CINETIQUES DE L'ACTIVITAT A

El transport de bona part d'aminoacids

neutres des de la sang, on son majoritaris,

cap a 1'interior de la practica totalitat de

cel-lules de mamifer, depen essencialment

dun sistema de transport conegut com a

sistema A. Com la majoria de sisternes de

captacio de soluts organics i inorganics,l'A

ha estat caracteritzat com una entitat cineti-

ca, es a dir, es defineix segons la seva funcio-

nalitat biologica, la qual implica tot un se-

guit de caracteristiques propies pel que fa al

tipus de substrat que pot captar, 1'afinitat

envers aquests substrats, 1'existencia o no

d'inhibidors especifics, la dependencia de

fluxos acoblats (dependencia de Na', per

exemple), la susceptibilitat a ser regulat be

sigui per rnecanismes a curt o a llarg termini

i moltes altres ,qualitats), funcionals que

permeten assumir que una determinada ac-

tivitatbiologica probablement es correspon-

gui amb un producte genic determinat.

Actualment i tal com comentarem mes en-

davant, es desconeix del tot la identitat mo-

lecular d'aquest sistema de transport, per la
qual cosa, Tunica manera de quantificar-ne
la presencia i les propietats esta en la carac-
teritzacio cinetica i funcional.

L'activitat del sistema A es caracteritza

per les propietats que s'indiquen a la taula I.

Essencialment el sistema constitueix un

mecanisme de transport actiu secundari,

acoblat al gradient electroquimic trans-

membrana de sodi i disposa d'un inhibidor

especific, 1'acid metilaminoisobutiric

(MeAIB), el qual es alhora substrat del

sistema. Les caracteristiques que fan del

sistema A una entitat cinetica forca especial

son el fet que es tracta d'un sistema practi-

cament ubic i altament modulat tant per

factors nutricionals com hormonals. La

resposta del sistema A a la manca d'ami-

noacids inerementant la capacitat catalitica

del sistema (V ) constitueix un mecanisme

de control gairebe exclusiu del sistema A.

Nomes el sistema especific de cel-lules

parenquimatiques del fetge conegut per N i
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TAULA I. Propietats del sistema A. Resum de les principals caracteristiques fisicoquimiques diferencials del sistema A de

transport d'aminoacids neutres.

I. Dependencia de Catio

2. Preferencia de substrat

3. Substrat especific

4. Efectes trans

5. Efectes del pH

6. Estereoespecificitat

7. Regulacio per asequihilitat de substrat

8. Regulacio hormonal

9. Distribucio cellular

depenent de Sodi

majoria d'aminoacids neutres, mes especificament : Ala. Gly, Pro, AIB.

N-metilats, McAIB

trans-inhibible

inhibible a pH acid ( per sota de 7.0)

moderada

si (resposta adaptativa)

si

uhic. no present en eritrocits

responsable de la captacio d'aminoacids de

tipus basic com la glutamina o 1'arginina

presenta una molt reduida capacitat de

resposta a la manca d'aminoacids. Moltes

d'aquestes propietats que fan del sistema A

un transportador essencial per a la viabilitat

cellular son discutides amb mes detail en

les seccions posteriors d'aquesta curta revisio

i han estat ampliament tractades en la

literatura especialitzada (Kilberg i

Haussinger, 1992; McGivan i Pastor-

Anglada, 1994; Bertran et al., 1994; Harvey i

Nelson, 1994; Mailliard et al., 1995).

REGULACIO DE L'ACTIVITAT DEL

SISTEMA A

L'activitat d'un transportador pot estar

sotmesa al doble control propi d'altres para-

metres biologics com pot ser 1'activitat enzi-

matica. Aixi doncs, per al sistema A, sovint

es parla tambe de regulacio a curt termini,

independent de sintesi proteica i de trans-

cripcio genica, i de regulacio a llarg termini,

dependent de la sintesi de mRNA i de proteI-

nes, i suggereix en molts casos la necessitat

que noun transportadors siguin sintetitzats i

inserits funcionalment a la membrana per

tal que es produeixi un canvi estable en

l'activitat d'aquest sistema de transport

d'aminoacids.

Regulacio a curt termini

Per regulacio a curt termini ens referim

essencialment a la possibilitat que 1'activitat

d'un transportador pugui variar de forma

rapida, pero sovint transitoria, en molts ca-

sos mentre dura 1'estimul inductor o repres-

sor. Pel que fa al sistema A, hi ha algunes

possibilitats descrites tocant a la seva modu-

lacio a curt termini.

En primer lloc, cal pensar en el fet que el

sistema A es un sistema de transport que

esta fortament sotmes a transinhibicio. Aixo

vol dir que la concentracio intracellular

d'aquells aminoacids que son substrats del

propi sistema pot condicionar l'activitat del

transportador. Es a dir, com mes elevada

sigui la concentracio d'aminoacids a 1'inte-

rior de la cel.lula, mes gran es el grau d'inhi-

bicio del sistema A. Altres sistemes de trans-

port son transestimulables i d'altres no pre-

senten cap mena d'efecte traits (Kilberg i

Haussinger, 1992). Es molt probable que

aquest fenomen tingui significacio fisiologi-

ca ja que son moltes les situacions en que les

concentracions intracel-lulars d'aminoacids

varien.

Una segona possibilitat de regulacio a

curt termini, no exclusiva del sistema A, fora

la seva activacio posterior a una hiperpo-

laritzacio de la membrana plasmatica de la

cellula. Aquest fet ha estat ben descrit a



EL. 5151) 4 \ ;1: l!.N IRANSPORTADOR D'AMLNOACLDS 55

l'hepatocit (McGivan, 1986) i un possible

model mecanistic s'esquematitza a la figura

1. Essencialment la idea es que 1'activitat de

molts transportadors concentratius i depen-

dents de Na' i voltatge podria augmentar en

situacions d'hiperpolaritzacio de la mem-

brana que impliquin canvis en el gradient

electroquimic d'aquest catio. Alguns efec-

tors hormonals corn el glucago (via AMPc) o

1'EGF poden induir aquesta mena d'efectes

(Moule i McGivan, 1987), els quals es fan

extensius a altres transportadors encara que

no siguin d'aminoacids pero que compartei-

xen caracteristiques termodinamiques simi-

lars pel que fa al funcionament (Gomez-

Angelats et al., 1995b). El model suggereix

que la induccio passa per una estimulacio

rapida i transitoria de 1'activitat de la bomba

de sodi, la Na',K'-ATPasa, la qual contri-

bueix a la hiperpolaritzacio i a magnificar el

gradient de sodi. Corn comentarem mes

endavant, el lligam funcional entre el siste-

ma A i la Na',K'-ATPasa no nomes to sentit

fisiologic sing que probablement tambe corn-

porta modulacio a llarg termini, probable-

ment pel que fa als Bens que codifiquen per

ambdues proteines de membrana (McGivan

i Pastor-Anglada, 1994).

Tal corn es veu a la figura 1, el paper dels

canvis de potencial de membrana sobre la

hi^a sn 1. Ecquenta de la nwdulacio dcl sistema A per canvis de potencial de la membrana plasmatica. L'estimulacio de
I'intercanviador Na'/H' provoca una hiperpolaritzacio de la membrana plasmatica. En resposta, la Na'.K'-ATPasa
increments la seva activitat, bonthejant Na' a ('exterior de la cel•Iula i tent creixer el gradient transmembrana d'aquest io, la
qual coca, a la vegada, indueix un augment en Fact ivitat deI sistema A. dependent d'aquest gradient transmembrana de sodi.
Cam is de potencial de membrana provocats per Canals de K' tambe poden modificar I'activitat de la Na',K'-ATPasa,
estimulant o inhihint el sistema A.
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Na',K'-ATPasa, que modifiquen 1'activitat

del sistema A, no es exclusiu de

l'intercanviador Na'/H'. D'aquesta mane-

ra, s'ha descrit que els canals de K' poden

controlar el potencial de membrana modu-

lant taut la Na',K'-ATPasa com el sistema A

(Wang et al., 1992; Felipe et al., 1993b).

Una tercera possibilitat de modulacio a

curt termini de 1'activitat A no exempta d'in-

terrogants es la modulacio per insulina des-

crita al muscul esqueletic. L'activitat del sis-

tema s'indueix de manera relativament ra-

pida despres de 1'addici6 de 1'hormona en el

medi per un mecanisme independent de

sintesi proteica pero insensible a canvis en el

gradient transmembrana de sodi i en la pro-

pia activitat Na',K'-ATPasa (Guma ct al.,

1988). Resulta atractiu pensar que aquest

mecanisme de modulacio pugui implicar

1'existencia de transportadors en vesicules

intracel•lulars, potencialment translocables

fins a la membrana despres de 1'estimul

hormonal. Aquesta resposta fora analoga a

la ja descrita i ben caracteritzada per al trans-

portador de glucosa, GLUT 4 (Zorzano et al.,

1995).

Regulacio a Ilarg termini

Son molts els models cel-lulars en els

quals s'ha descrit modulacio del sistema A a

llarg termini, pero una vegada mes, on mes

s'ha estudiat aquest fenomen es en cellules

parenquimatiques del fetge. No en va

1'hepat6cit es 1'6nic tipus cellular que pot

sintetitzar urea i exerceix un paper clau en la

homeostasi nitrogenada de l'organisme. El

millor exemple d'aixo es 1'adaptaci6 del

metabolisme hepatic a dietes molt riques en

proteines, la qual cosa implica un increment

progressiu en la ureogenesi alhora que les

activitats dels sistemes de transport s'adap-

ten de manera generalitzada a la mes gran

aportacio de substrats per via portal, merces

a increments en llurs Vm:ia (Fafournoux et al.,

1990). Es evident que els efectes sobre 1'acti-

vitat del sistema A observats en situacions

fisiologiques i fisiopatologiques diverses

associades a un context hormonal alterat,

probablement hauran de ser consequencia

d'una complexa munio d'estimuls, que tant

poden involucrar canvis en les concentraci-

ons d'aminoacids lliures com en els nivells

d'hormones susceptibles de modular-ne

1'activitat.

El sistema A de transport d'aminoacids

neutres es altament modulable en les cel.lu-

les parenquimatiques del fetge per hormo-

nes pancreatiques. La insulina i el glucago,

en concentracions fisiologiques, poden

induir 1'activitat del transportador (de dues

a tres vegades els nivells basals), mitjan4ant

un mecanisme que es dependent de sintesi

proteica i que es compatible amb la sintesi

de nous transportadors (Kilberg et al., 1985).

De fet, la majoria d'efectes hormonals des-

crits sobre 1'activitat A en tipus cel-lulars

diversos es caracteritzen perque indueixen

canvis de V.. sense alteracions significati-

ves en el valor de K,,,. En hepatocits, la res-

posta, pero, es relativament rapida i es fa

palesa ja ales dues hores despres d'afegir-hi

1'hormona.

Quin sentit to que dues hormones en

principi antagoniques puguin exercir el

mateix efecte biologic sobre el sistema A? La

rao es essencialment metabolica i es troba

lligada al doble paper dels aminoacids en les

cellules parenquimatiques del fetge, el pa-

per de substrats gluconeogenics (la gluco-

neogenesi fora estimulada per glucago) i el

paper de precursors en la sintesi de protei-

nes (la insulina la potencia).

La modulacio del sistema A hepatic per

hormones pancreatiques madura durant el

desenvolupament postnatal, ja que es ab-

sent durant la vida fetal i en el nado. Tanma-

teix, la capacitat maxima de resposta no

s'assoleix fins bastant mes tard del deslleta-
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ment (Handlogten i Kilberg, 1982; Gomez-
Angelats ct al., 1995a; Pastor-Anglada et al.,
1995). Curiosament, aquesta capacitat de
modulacio per la insulina i el glucago es
troba fortament afectada en casos de mal-

nutricio proteica, la qual cosa posa de mani-

fest que aquest sisterna de transport pot ser

perfectament una diana de la malnutricio

que contribueix als retards de creixement

associats a aquestes deficiencies nutricionals

(Gomez-Angelats et al., 1995a).

Altres hormones com les catecolamines o
els glucocorticoides tambe poden estimular
1'activitat A en cel-lules parenquimatiques
del fetge a llarg termini mitjancant un meca-
nisme que comporta canvis en els parame-
tres cinetics equivalents als descrits per a les
hormones pancreatiques (Kilberget a1.,1985).
La modulacio per les catecolamines esta ja
establerta durant la vida fetal tot i que la via
de transduccio de senyals sembla que invo-
lucra receptors diferents segons 1'estat de
desenvolupament, 1 durant la vida intra-
uterina i en el nado i a en 1'adult (Leoni et al.,
1990). La modulacio pels glucocorticoides
apareix de manera transitoria sobretot du-
rant el deslletament, coincidint amb un in-
crement en els nivells circulants d'aquestes
hormones. Aquesta resposta als glucocorti-
coides tambe sembla que esta afectada en
situacions de malnutricio proteica (Gomez-
Angelats ct al., 1995a).

La possibilitat que el context hormonal
pugui modificar 1'activitat d'aquest sistema
in vino s'ha posat de manifest en evidenciar
que en moltes situacions associades a hipo-
insulinemia com la diabetis experimental
indu'ida per 1'estreptozotocina o el mateix
dejuni, comporten increments significatius
en 1'activitat A (Rosenthal et al., 1985; Felipe
et al., 1995). Igualment, algunes situacions
caracteritzades per una hiperinsulinemia
pero amb resistencia a 1'hormona, com la
gestacio o l'obesitat genetica, comporten in-
duccions estables de 1'activitat d'aquest trans-

portador (Pastor-Anglada ct al., 1987; Felipe

et al., 1989; Ruiz ct al., 1991). Tanmateix, la

hiperinsulinemia per si mateixa tambe pot

fer augmentar 1'activitat del sistema A hepa-

tic en el model experimental del clamp

euglucemic hiperinsulinemic, caracteritzat

per forts increments en els nivells circulants

d'aquesta hormona pancreatica tot i que

mante la glucemia per tal d'evitar respostes

contrareguladores (Ferrer-Martinez et al.,

1994). La resposta a la hiperinsulinemia es

veu fortament disminuida si 1'experiment es
fa en rates dejunades on 1'activitat basal del

transportador ha estat probablement ja in-

duIda per 1'efecte del glucago. Les interac-

tions entre els diferents factors endocrins

moduladors de 1'activitat A in vivo son

altament complexes i no estan del tot aclari-

des.

Com ja hem comentat anteriorment, la
modulacio hormonal del sistema A en mo-

dels in vitro ha estat ben estudiada, almenys

en alguns tipus cel-lulars concrets, i amplia-

ment revisada en la literature (Kilberg et al.,
1985; Kilberg i Haussinger,1992; McGivan i

Pastor-Anglada, 1994). Alguns exemples
d'accio hormonal sobre 1'activitat A es resu-
meixen a la taula II i s'indica el tipus cellular
d'estudi.

Regulacio per assequibilitat de substrats

La regulacio a llarg termini de 1'activitat
A per assequibilitat de substrats constitueix
una observaci6 de gran interes indepen-
dentment de la seva possible implicaci6 fisi-
ologica. Aquest tipus de modulaci6, cone-
guda tradicionalment pel nom de control
adaptatiu, en realitat correspon a un meca-

nisme de control negatiu de 1'expressi6 ge-
nica modulat per 1'assequibilitat d'aminoa-
cids (McGivan i Pastor-Anglada, 1994).
Actualment son ja uns quants els exemples
de transcripci6 genica possiblement regula-
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TAULA II. Regulaci6 hormonal del sistema A . Control endocri del sistema A de transport d'aminoacids neutres per diferents

hormones i teixits diana on s'han descrit els efectes.

Hormona

Catecolamines

Glucocorticoids

Insulina

Glucago

cAMP

ACTH

Androgens

Estrogens

Hormona estimulant del follicle (FSH)

Hormona del creixement

Hormona luteinitzant (LH)

Hormona paratiroidea (PTH)

Prolactina

Prostaglandines

Hormona estimulant del tiroides (TSH)

Hormones tiroidals

Efecte

T fetge, rony6, cor, mtiscul , intesti

adipos, muscul

T fetge, fibroblasts humans

I muscul, fibroblasts de ratoli, timocits, limfocits, glandula

mamaria, cel•lules HeLa , JTC-4, L-929, diafragma , hepatomes,

f'etge

T muscul esqueletic , diafragma , cor, fetge, glandula adrenal,

medulla ossia , limfocits, titer , adip6s, fibroblasts , glandula

mamaria, tiroides , retina, adenocarcinoma mamari , pulnto

I rony6

T fetge

.. adip6s

T fetge, timocits, cel-lules 3T3, rony6

I adipos. ronyo

T glandula adrenal, muscul , intesti

I ronyo, adip6s

T prostata, vesicula seminal. mtiscul esqueletic. rony6

T titer, cel-lules Ehrlich

T ovaris, testicles

T muscul esqueletic , cor, fetge , diafragma , adip6s

T ovaris

T medulla ossia , escorca renal

T intesti, teixit mamari

T timocits, medulla ossia

.I. fibroblasts

T mtiscul esqueletic, fetge, tiroides

T medulla ossia, cartileg, timocits, intesti, fetge

1 pituitaria
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N'acturs de crei^ement

{actor de crcixement epidermic (EGFI

Factor de creixement fihroblustir (FGF)

Fach>r de crcixement nervibs (NGF)

hlic^ur de crcixement derivat de lea plaquetes (PDGF)

F.fecte

T cel^lules de cur d' embrio de pollastre , fibroblasts humans

T fibroblasts

T cel^lules de feocromocitoma

T fibroblasts diploides humans

da per metabolite en cel^lules de mamifers.

Per exemple , recordem 1'expressio del re-

ceptor de lipoprotemes de baixa densitat

(LDL) modulada pels nivells de colesterol o

la possibilitat que el gen de la hidroxi-

metilglutaril -CoA reductasa sigui controlat

gels acids grassos. Tambe s'ha suggerit que

en els adipocits , la transcripcio dels enzims

clan de la lipogenesi hauria de ser modula-

daper algun intermediari glucolitic . El feno-

men de regulacio de 1'expressio d'un gen per

la axuentracio d'un metabolitconcretesper

si mateix suggestiu i ens recorda els siste-

mes ampliament descrits en procariotes ge-

neralment associate en estructures de tipus

opera.

Pel que fa a 1'activitat del sistema A,

aquesta s'indueix quan qualsevol tipus cellu-

lar es incubat en absencia d'aminoacids

(Moffett i Englesberg , 1984; Kilberg et nl.,

7986; Englesberg i Moffett, 1986; Kilberg ct

nl., 1990. Un exemple caracteristic de res-

postaadaptativa el tenim a la figura 2. Aques-

ta resposta es reiativament lenta i comporta

transcripcio genica i sintesi de proteines, lea

goals han de ser N - glucosilades ja que se'n

potbloquejar 1'efecteper tunicamicina. Mol-

tes evidencies indirectes comentades mes

endavant suggereixen que la proteina o lea

prote^nes A contenen algun component
glucosilat i aixc^ ha fet que tradicionalment

s'associes el control adaptatiu a la sintesi de
noun transportadors . Experiments indirec-

tes en que s'han utilitzat inhibidors de la

transcripcio han permes, pero, evidenciar

que 1'inici de la resposta adaptativa es fora

rapida i s'acumula 1'mRNA necessari per a

assolir resposta maxima durant lea primeres

quatre hores de dejuni d'aminoacids. Aques-

ta resposta no ha de ser entesa com un

mecanisme inespecific d'adaptacio a una si-

tuacio d'estres, ja que pot ser bloquejada

selectivament per certs aminoacids indivi-

duals, sovint substratsdel sistema A (Moffett

i Englesberg, 1986). Analegs no metabolit-

zablescom 1'MeAIB tambe bloquegen la res-

posta adaptativa, la goal cosy suggereix que

no cal la metabolitzacio de 1'aminoacid per a

exercir la seva inhibicio sobre la desrepressio

del gen A (Moffett i Englesberg, 1986).

Aquest conjunt d'evidencies experimentals

s'ha interpretat tenint en compte I'existencia

d'una segona protema moduladora de 1'ex-

pressio del gen A, la goal fora sensible a la

concentracio intracellular d'aminoacids con-

crete. Aixo explicaria que no calgues la

metabolitzacio de 1'aminoacid per a exercir

1'efecte i que 1'especificitat d'unio no foe

necessariament identica a la del transporta-

dor envers els seus substrata. La prova mes

forty en favor de 1'existencia d'aquesta pro-

teina reguladora prove de la genetica so-

matica (Moffet i Englesberg, 1984;

Englesberg i Moffett, 1986). La seleccio de

mutants puntuals de cel•lules CHO-K1 pro

merces a llur resistencia a creixer en media

molt rice en alanina va permetre 1'a'illament

i la caracteritzacio fenotipica d'un mutant,
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Flarwv 2. Resposta adaptativa del sistema A a I'absencia d'aminoacids en el medi. lncubacio de dues limes cel lulus de

mamifer (NBL-I, d'epiteli renal bovi, i CHO-KI, d'ovari de hamster) en presencia (basal) o absentia (-aminoacids)

d'aminoacids en el medi. Es evident el fenomen de resposta adaptativa, un fort increment de I'activitat del sistema A quan

les cel-lules son incuhades sense aminoacids. Aquesta resposta es bloquejada per I'addicio d'alguns aminoacids individuals

especifics (alanina, glutamina o McAIB it les cel-lules NBL-l, McAl13 o (3 -alanina a les CHO-KI) peril no per I'addicid

d'altres (leucina o fenilalanina a les NBL- I. fenilalanina o lisina a les CHO-K I )

anomenat CHO-K1 ala` 4, que presenta una

activitat basal del sistema A equivalent a la

mateixa activitat de la soca salvatge despres

d'haver respost adaptativament a l'absencia

d'aminoacids. El mutant CHO-K1 ala` 4 hau-

ria perdut totalment la capacitat de respon-

dre al control adaptatiu i el seu fenotip fora

el resultat d'una mutacio amb perdua d'ac-

tivitat biologica de la proteina repressora,

per la qual cosa 1'activitat A en aquest mu-

tant estaria sempre desreprimida. Una pro-

va accessoria a favor del caracter regulador

d'aquesta hipotetica proteina la tenim en

comprovar que els hibrids somatics CHO-

KI ala` 4 x CHO-K1 recuperen el fenotip

propi de la soca salvatge. Aquest model de

regulacio s'esquematitza a la figura 3. Curio-

sament, els aminoacids no nomes sembla

que exerceixen aquest paper de moduladors

de 1'expressi6 del sistema A pel que fa als

gens, sing que tambe hi ha evidencies expe-

rimentals a favor de la inactivacio selectiva

de 1'activitat despres d'haver estat induida

per dejuni d'aminoacids. L'efecte, tant a

CHO-K1 com a la linia renal NBL-1, que ha

estat ampliament estudiada tambe al nostre

laboratori, es totalment insensible als inhi-

bidors de la sintesi proteica (Moffett i

Englesberg, 1986; Ruiz-Montasell et al.,

1994a), per la qual cosa aquest fora mes aviat

un mecanisme de regulacio a curt termini

pero estaria totalment lligat a la reversio

rapida de la induccio adaptativa del sistema

A quan l'assequibilitat d'aminoacids retor-

na a la normalitat. La linia renal NBL-1

presenta una resposta adaptativa molt simi-



EL SLSTESI:1 .1: UN I R.1.1'SPOKT 11)OR I)'.1.111 %Y):1( /I).S of



(2 11. P;1.S'1OR a.VGL I).1 I .1 C.IS.IUO /. 1. 111.IlL

lar a la ja descrita en cellules CHO-K1, tant

pel que fa a especificitat de repressors com a

inactivacio, pero to la particularitat unica

que, en condicions basals de cultiu, l'activi-

tat A es totalment negligible (no mesurable

per tecniques convencionals) i s'indueix for-

tament pel control adaptatiu (Figura 2)

(Felipe at al., 1992; Soler at al., 1993).

Fins a quin punt aquest mecanisme de

control es important in vivo? La contesta no

es evident tot i que hi ha forta situacions

fisiologiques associades a canvis profunds

en la concentracio circulant d'aminoacids

que van acompanyats d'induccions selecti-

ves de 1'activitat A. Per exemple, durant

1'adaptaci6 al dejuni, l'increment progressiu

en 1'activitat de transport dependent de sodi

de L-alanina (en gran mesura lligada a acti-

vitat A) es inversament proporcional a la

concentracio portal d'aquest substrat (Felipe

at al., 1995). Igualment durant la transicio

metabolica associada al naixement, la forta

caiguda en el contingut circulant d'aminoa-

cids del nado (durant la vida fetal els nivells

son molt mes alts merces a la capacitat

concentrativa de la placenta) s'havia consi-

derat un element inductor de 1'elevada taxa

d'activitat A dels hepatocits del nado (Pas-

tor-Anglada et al.,1995). Tanmateix, l'analisi

cinetica de les activitats hepatiques fetals

demostren que el sistema A esta ja plena-

ment desenvolupat i presenta elevades Vm,t
abans del naixement (Martinez-Mas at al.,

1993). Pel que fa a 1'exemple del dejuni, cal

pensar que el canvi en el context hormonal

portal pot contribuir per si mateix a la induc-

ci.o del sistema A hepatic. Recordeu que ja

haviem dit que 1'activitat induida per dejuni

dificilment era activable per insulina in vivo

(Ferrer-Martinez at al., 1994), fet que potser

fora esperable si el desencadenant de la

induccio fos exclusivament 1'assequibilitat

de substrat. En aquest cas podriem pensar

en una additivitat dels efectes, el de des-

repressio i el de modulacio per insulina. A

favor d'aquesta possibilitat cal recordar que

la genetica somatica ha permes d'obtenir

mutants derivats de la Boca CHO-K1 pro ,

anomenats CHO-K1 ala16, que han perdut

totalment la capacitat de resposta a la insu-

lina pero segueixen presentant la resposta

adaptativa a 1'absencia d'aminoacids

(Moffett et al., 1987). Es pot pensar que la via

de modulacio hormonal i la de control

adaptatiu son completament diferents. El

fet que la perdua de sensibilitat a la insulina

afectes nomes 1'activitat A i no altres para-

metres modulats per l'hormona tambe sug-

geriria una possible via de transduccio de

senyals especifica per a aquest transporta-

dor. Aixo podria explicar, per exemple, per

que durant el desenvolupament postnatal,

quan tot el metabolisme intermediari es for-

tament resistent a la insulina (Issad at al.,

1988),1'activitat A ja to capacitat de resposta

a 1'hormona (Gomez-Angelats at al., 1995a).

Corn ja haviem comentat en l'apartat de

modulacio hormonal, cal pensar que 1'acti-

vitat A esta regulada in vivo per un seguit de

senyals tan complexos que dificilment

podem destriar-ne els elements individuals

responsables dels canvis d'activitat associats

a situacions fisiologiques i fisiopatologiques

concretes (breument resumides a la taula

III). Establir els efectes relatius de cada

hormona o dels canvis de concentracions de

substrats moduladors de 1'activitat, be com

a repressors de la seva expressio o com a

inactivadors, es probablement impossible.

Regulacio per canvis de volum cellular

La possibilitat que els aminoacids pu-

guin actuar com a osmolits en les cel-lules de

mamifer es altament probable. Un osmolit

es aquell compost, relativament inert des

d'un punt de vista metabolic, susceptible de

ser concentrat dins la cel•lula en resposta a

1'exposici6 a un medi hipertonic (Kinne,
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TAUTA III. Induccid del sistema A en situacions fisiologiques i fisiopatologiques . Increment d'activitat del sistema A en

diferents situacions fisiologiques i fisiopatologiques associades a un increment de la massa hepatica i, per tant , a estats de

proliferacio dell hepatocits.

Situacid fisiologica '7, increment acticitat A '3 increment massa hepatica

Gestacili

9 dies 43 30

12 dies 68 32
21 dies 18 57

Alletanlent

15 dies 60 59

Ohesitat genetica

55 dies 79 36

Regeneraciu hepatica

6 hores 142 n. d.

Desenvolupament

fetus 21 dies 251 n. d.

nadons I dia 144 n. d.

deslletats 21 dies 6 n.d.

Valors d'increment sohre cl 1001/, del ,s respectius controls: n.d . no detenninat

1993). En sentit estricte es evident que els

aminoacids forenprobablementelsosmolits

menys inerts, pert la seva gran concentracio

intracellular clarament els atorga un paper

modulador de la resposta osmoreguladora

a curt i a Ilarg termini.

Essencialment els osmolits seran concen-

trats mitjancant tres tipus de mecanismes:

estimulacio de Ilur sintesi (cas del sorbitol,

per exemple), inhibicio de llur degradacio

(cas de la glicerolfosfocolina ) o be increment
en la captaciO des de 1'exterior de la cellula

(cas del rnioinositol, la beta 'ina i els aminoa-

cids) (Garcia-Perez i Burg, 1995). Si aquestes
adaptacions son a llarg termini, aleshores
implicaran la sintesi d ' aquelles proteines
que puguin resultar limitants en aquests
processes, com per exemple 1'aldosa reduc-
tasa per a la sintesi del sorbitol o els matei-
xos transportadors de membrana per al cas
de la betaina (BGT1) i el mioionositol (SMIT).
BGT1 i SMIT van ser clonats per expressio
en oocits de Xcuopus aprofitant tambe el
gran increment en els nivells de llurs mRNA

en resposta a la hipertonicitat (Kwon et al.,

1992; Yamauchi et al., 1992). L'expressio ge-

nica de tots dos transportadors esta sotmesa

clarament a control transcripcional (Uchida

et al., 1993; Yamauchi et al., 1993) i recent-

ment ja s'ha donat a coneixer el que sembla

un probable element de resposta a la

hiperosmolaritat en el promoter de BGT1

(Takenaka et al., 1994).

L'activitat del sistema A pot estar modu-

lada per canvis de 1'osmolaritat del medi

(McGivan i Pastor-Anglada, 1994) (Figura

4). Aquest efecte, descrit inicialment en fibro-

blasts, havia estat pobrement caracteritzat i

s'havia relacionat amb la resposta adaptativa,

es a dir que el dejuni d'aminoacids d'alguna

manera condiciona tambe canvis d'osmola-

ritat, tot i que previsiblement seran oposats

als que cal esperar en situacions d'hiper-

tonicitat. Actualment disposem d'evidenci-

es per a pensar que 1'activitat A que s'indu-

eix en cel-lules de mamifers en resposta a la

hiperosmolaritat, probablement es la conse-

giiencia cinetica de 1'acci6 estimuladora
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d'una o mes proteines sobre transportadors

A existents previament (Soler et al., 1993;

Ruiz-Montasell et al., 1994a). Es a dir, el gen

A no fora el sensible a canvis osmotics sing

que algun altre gen osmoticament sensible

hauria de codificar aquesta hipotetica prote-

ina activadora. Les evidencies a favor d'a-

quest model de regulacio, tambe represen-

tat a la figura 3, son diverses, corn es pot

veure a la figura 5. En les &I-lules d'epiteli

renal bovi NBL-1, 1'activitat A s'activa en

condicions d'hiperosmolaritat per un meca-

nisme que es sensible a la cicloheximida i

1'actinomicina D, pero no a la tunicamicina

(recordem que el transportador A, corn

moltes altres proteines de membrana, sem-

bla que es una estructura glucosilada).

Aquesta estimulaci6 nomes s'esdeve si

previament les cel-lules han expressat, pro-

bablement de novo, l'activitat A en ser incu-
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bades en un medi sense aminoacids. La res-

posta del sistema A a la hiperosmolaritat

comporta canvis en ambdos parametres ci-

netics, K. i V. i guanya capacitat catalitica

i afinitat envers el substrat, la qual cosa

explica que en concentracions fisiologiques

del substrat 1'efecte osmotic sigui d'una mag-

nitud (fins a sis vegades sobre els valors de

transport basals) molt superior a la del propi

control adaptatiu. Un canvi cinetic d'aques-

tes caracteristiques dificilment es compati-

ble amb la sintesi de nous transportadors.

Mes aviat es pot entendre segons 1'acci6

d'una segona proteina reguladora, suscepti-

ble de modificar la conformaci6 del trans-

portador i alterar les sever constants cineti-

ques, tal com s'ha descrit per al transporta-

dor intestinal de glucosa SGLT1, per al qual

s'ha identificat una proteina moduladora

anomenada RS1, la interacci6 amb la qual

III
m
M

c A
U
10
N

CHO-K1 CHO-alar4

I "l i:v 4 I_IC.te cle la hihrrn,nu,I'll iI'll

lnhre I'actiA itat dcl ,utem;t A. I:n incuh;u

cel lulesCHO - K I enunmedi hiperosmbtic

(sacarosa 200 mM ). ,'indueix la activitat

del sistema A it un nivell fins i tot superior

al de la resposta adaptativa (dejuni d'atni-

noacids). A mes, aquests dos efectes es

produeixen per vies diferents, ja que la

combinacio de tots dos resulta en un incre-

ment additiu de l'activitat del sistema A.

Corn a confirmacib d'aquest punt, una

linia mutant de cel-lules CHO (anomena-

da CHO-ala'4) que no respon al dejuni

d'aminoacids ( possiblement per una mu-

taci(S del gen de la proteina repressors)

encara mante la capacitat de resposta a la

hiperosmolaritat, i assoleix taxes de trans-

port equivalents it les de la soca salvatge

sotmesa alhora al dejuni d ' aminoacids i a

la hiperosniolaritat.

condicib d 'incubacib
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Fact a \ i. EI dejuni d'aminoucids i la hiperosmolaritat indueixen I'acitis tat del sistenw A per mecanismes ditcrents. Tant en
ccl lules NBL-I com en cel•lules CHO-KI, la resposta del sistema A a la privaci6 d'aminoacids i it la hiperosmolaritat son
degudes a mecanismes deferents. A NBL- I, la resposta al dejuni es totalment inhihida per la tunicarnicina (un inhibidor de
la N-glucosilacio, mentre que la colcemida (on inhibidor de la funcio microtubular) note capefecte: en canvi. la tunicamicina
no pot hloquejar totalment I'efecte combinat del dejuni i lahiperosmolaritat, que si que is parcialment sensible a la colcernida.
Sintilarment. a CHO-K I, la tunicamicina hloqueja completament la induccio deguda a la privaci6 d'aminoacids pero no to
cap efecte sobre I'activacio produtda per la hiperosmolaritat.

semhla que comporta tin canvi profund en
el comportament cinetic del transportador
(Vehyl ct al., 1993).

En qualsevol cas, es molt clar que la
resposta a la hiperosmolaritat no to res a
veure amb 1'adaptativa (Ruiz-Montasell et
al., 1994(7). Ambdues son additives, la pri-
mera es sensible a on inhibidor de la funcio
microtubular (colcernida) pero no ho es la
segona. A mes, despres de comprovar que
els fibroblasts CHO-K1 pro -, malgrat que no
son cel'lules d'origen renal, tambe mante-
nen aquesta capacitat de resposta a la
hiperosmolaritat, varem posar de manifest
que el mutant CHO-KI ala`4, que ha perdut
la capacitat de respondre a un dejuni

d'aminoacids (manca de control adaptatiu),
mante la capacitat d'incrementar 1'activitat
A fins a nivells equivalents als de la soca
salvatge, quan se sotmet a un estres hiper-
tonic sense aminoacids (estimuls additius).
Igual que a NBL-1, a CHO-Kl pro la respos-
ta osmoreguladora no podia ser inhibida
per tunicamicina. Tanmateix, estudis recents
que combiners inhibidors i desestabilitzadors
d'estructures de citoesquelet, microt6buls i
microfilaments, permeten de suggerir que
ambdues linies si que diferirien pel que fa al
tipus d'estructures involucrades en la in-
duccio de 1'activitat del sistema A (Gomez-
Angelats, Casado, Felipe i Pastor-Anglada;
Jades no publicades).
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EIo4 IRA 6. Induccib coordinada en resposta a la hiperosmolaritat de I'expressiu de la Na', K'-ATPasa i del transportador de

glutamat XA„-. Analisi per Northern blot del missatger de la subunitat a, de la Na', K'-ATPasa (A. B) i del trmsportador

de glutamat X 5(,- (C, D, amb la sonda EAAC I ). Es pot observar l'estret paral-lelisme que hi ha entre la quantitat dell 1uRNA

de tots dos productes.

La resposta osmoreguladora de l'activi-

tat A es forca especifica tot i que no es

exclusiva d'aquest transportador. El siste-

ma de transport de glutamat d'alta afinitat

(sistema X,,,,-) s'indueix fortament despres

de 1'exposici6 de cel-lules NBL-1 a un medi

hipertt)nic (Ferrer-Martinez et al., 1995).

Aquest efecte comporta exclusivament tin

canvi de V, iesinhibiblepercicloheximida

pert) tambe per tunicamicina. El cDNA que

codifica per a X v0 - fou clonat (EAAC1) i de la

segiiencia deduida d'aminoacids, se'n des-

pren que to flocs potencials de glucosilacio.

Utilitzant una sonda cDNA generada per

PCR a partir de la segiiencia publicada, es

pogue comprovar queen aquestcas les quan-

titats de mRNA per a EAAC1 incrementa-

ven fins a 3-4 vegades sobre els valors basals

despres d'exposar Les cel•lules a hipertoni-

citat (Figura 6). Totes aquestes Jades clara-

ment apunten que, en aquest cas, la hiperos-

molaritat si que estimula directament la

transcripcio del gen EAAC1 i sintetitza mes

transportadors, els quals determiner un can-

vi cinetic en llur funcionalitat biolbgica que

es manifesta en un increment de V (Fer-

rer-Martinez et al., 1995). Tanmateix, altres

sistemes de transport d'aminoacids, tambe
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concentratius i dependents de sodi, que s'ex-

pressen en cel - lules NBL-1 (sistema BO d'am-

pli espectre) i en cellules CHO-KI (sistema

ASC) son totalment insensibles a un medi

hipertonic o fins i tot disminueixen d'activi-

tat. Transportadors concentratius d'altres

soluts inorganics, com el de fosfat, tipica-

ment renal, tampoc son mod ulables per can-

vis osmotics en les cellules NBL-1 (Ferrer-

Martinez et al., 1995). Tanmateix, 1'activitat

de transport de Rb' inhibibleper furosemida

(equivalent al cotransportador Na/K/Cl)

es troba fortament indulda per hiperosmo-

laritat , mitjancant un mecanisme que impli-

ca canvis en la quantitat del seu missatger

(Ferrer-Martinez, Felipe, Casado i Pastor-

Anglada, dales no publicades). Curiosa-

ment l'activitat de la Na', K'-ATPasa aug-

menta feblement en les mateixes condicions

de cultiu, pero aixo va acompanyat d'un fort

increment en els nivells de mRNA de la

subunitat I de la Na', K'-ATPasa, que es

compatible amb un sistema de control

transcripcional (Ferrer-Martinez, Felipe,

Casado i Pastor-Anglada; dades no publica-

des).

Les implicacions fisiologiques del per-

que alguns transportadors d'aminoacids no

respondrien a canvis osmotics I altres si ho

que farien, pero potser per mecanismes di-

ferents (sintesi del propi transportador o de

possibles prote'ines activadores ), ens son ara

per ara totalment desconegudes.

EL SISTEMA A EN LA PROLIFERACIO

CELLULAR

L'activitat del sistema A oscil•la al Ilarg

del cicle cellular i generalment augmenta

en situacions d'hiperplasia tisular i en linies

transformades quimicament i viralment que

presenten elevades taxes de proliferaci6 (Mc
Givan i Pastor-Anglada, 1994). Una vegada
mes, les cellules parenquimatiques del fet-

ge constitueixen un model unic per a I'estu-

di de la modulacio del sistema A vinculada

a fenomens de proliferaci6 cellular, merces

a 1'elevada capacitat de regeneraci6 que to

aquest organ fins i tot en l ' animal adult i en

les nombroses situacions fisiologiques i

fisiopatologiques associades a un creixement

hipertrofic i/o hiperplasic del fetge. Per re-

gla general, I'activitat A es troba induida en

situacions d'hiperplasia com s6n el propi

desenvolupament (Martinez-Mas ct al.,

1993a; G6mez-Angelats et al., 1995a; Amat et

al., 1995), la gestaci6 (Pastor-Anglada et al.,

1987; Felipe et al., 1989; Pastor-Anglada et

al., 1995), 1'alletament (Felipe ct al., 1993a) o

les Eases primerenques de l'obesitat genetica

(Ruiz et al., 1991). Aquesta inducci6 proba-

blement es troba en alguns casos coordina-

da amb la d'altres transportadors concen-

tratius com 1'ASC, el N i el sistema de trans-

port, recentment caracteritzat , responsable

de la captaci6 concentrativa de nucleosids.

Tanmateix, el millor model per a establir la

correlaci6 entre 1 ' entrada en el cicle mitotic i

la induccio de 1'activitat A, es la regeneracio

induida per una hepatectomia parcial. Du-

rant la fase prereplicativa de la regeneraci6,

1'activitat A es troba fortament indufda, mit-

jancant un mecanisme que es compatible

amb la sIntesi de nous transportadors

(Martinez-Mas et al., 1993b). La inducci6 es

estable en preparacions de membrana plas-

matica fins i tot en presencia d'ionofors de

sodi. Es a dir, que es tracta d'una inducci6

del transportador i no pas d'un efecte sobre

el gradient de Na'. L'activitat induida sem-

bla que es identica a la basal. En aquest sentit

conve recordar que l'activitat A descrita en

lines d'hepatoma , malgrat que es molt ele-

vada , presenta una forta insensibilitat a

agents modificadors de grups -SH tipus N-

etilmaleImida (Dudeck et al., 1987), la qual

cosa no es detecta per a 1'activitat A, basal o

indufda, de cellules diferenciades (Martinez-

Mas et al., 1993b). Aquesta observaci6 es
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compatible amb l'existencia d'isoformes, tal
corn ja s 'ha suggerit utilitzant la tecnica d'oo-
cits de Xenopus , en que s ' ha pogut demostrar
que mRNA de diferent mida poden codifi-
car un minim de dues activitats diferents
(Lin et al ., 1994 ). S'ha suggerit que la induc-
cio de l ' activitat A durant la proliferacio de
les cellules parenquimatiques del fetge po-
dia ser un mecanisme permissiu en 1'entra-
da al cicle cellular (Leffert et al., 1988), tot i
que durant molt de temps es va creure que
aquest increment d'activitat , lluny de ser
estable, podria ser degut exclusivament a
canvis en el potencial de membrana. Conve
recordar que tradicionalment s'havia consi-
derat que un increment en la concentracio
de sodi intracellular i la consegiient ener-
getitzacio de la bomba de sodi foren ele-
ments primerencs en la resposta proliferativa
de 1'hepat6cit (Koch i Leffert, 1979). Actual-
ment s ' ha demostrat que la Na', K'-ATPasa
s'indueix fortament durant la mateixa fase
prereplicativa mitjancant un mecanisme que
implica increments en la quantitat de protef-
na d'ambdues subunitats , al i (31 , i tambe en
la quantitat de Burs mRNA (Martinez-Mas
et al., 1995 ). Probablement 1'increment esta-
ble tingui sentit fisiologic en tant que altres
transportadors concentratius i dependents
de Na', com el de nucleosids , tambe es tro-
ben induIts (Ruiz-Montasell et al., 1993), i
previsiblement 1'activitat incrementada de
la bomba de sodi haura de ser necessaria per
a garantir un manteniment eficient del gra-
dient transmembrana del catio . Tot i que
s'allunya de 1'abast d'aquesta revisio, pel
que fa al transport hepatic de nucleosids
durant la proliferacio cellular, tambe exis-
teixen evidencies a favor d'una possible ex-
pressio diferencial de transportadors.

La possibilitat que certs transportadors
d'aminoacids o de nucleosids es puguin ex-
pressar diferencialment segons 1'estat de
diferenciacio de 1'hepat6cit , ens obre una
possible via per a la generacio de marcadors

tumorals, alhora que, potencialment, fins i
tot existeix la possibilitat teorica que aquests
sistemes puguin ser utilitzats com a dianes
de farmacs antiproliferatius . Aquesta parti-
cularitat, 1 ' expressi6 diferencial de trans-
portadors, probablement no fora exclusiva
dels hepatocits, ja que, per exemple, els
fibroblasts transformats oncogenicament es
caracteritzen perque gairebe desapareix 1'ac-
tivitat de transport d'alta afinitat de gluta-
mat, coneguda per sistema X,,,- (Bussolati et
al., 1993 ). Les bases cellulars d'aquests efec-
tes ens son en gran mesura desconegudes.

INDUCCIO COORDINADA DEL
SISTEMA A AMB ALTRES SISTEMES
DE TRANSPORT DEPENDENTS DE
SODI

Fora atractiu pensar que 1'activitat de

transportadors concentratius i dependents

de sodi, responsables de la captacio de so-

luts que cobreixen necessitats metaboliques

complementaries , es podrien induir de ma-

nera coordinada en situacions fisiologiques

i fisiopatologiques que aixi ho requerissin

(vegeu la figura 7). Tanmateix, les evidenci-

es son circumstancials i tan sols es disposa

d'alguna prova mes co icloent en 1'ambit de

la genetica somatica.

Es frequent que la induccio de I'activitat
A s'esdevingui de manera simultania amb la
d'altres transportadors actius, incloent-hi la
mateixa Na', K'-ATPasa. En molts casos
l'ohservacio es merament fenomenologica,

es a dir, A s'activa i tambe ho fan altres
transportadors ( Ruiz-Montasell et al., 19941)).
Aquest es el cas dels models associats a la
hiperplasia hepatica o de la resposta a la
hiperosmolaritat , tot i que en aquest darrer
cas, com ja hem explicat, mecanfsticament la
induccio del sistema A sembla que es unica
entre les descrites . Probablement les dades
mes espectaculars son les que s'han obtin-
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ala Na'

I u Arun 7. Relacio entre els trunsportadors dependents de sodi i la Na', K '-ATPasa. Fis trunsportadors dependents de sodi que

han augmentat en diferents situations fisiolbgiques o fisiopatolbgiques associades a un estat de proliteracid cellular en les

quals t:unbe s ' ha descrit una activaciu de la Na', K'-ATPasa . Els transportadors independents de sodi , com ara el sistema L

de transport d'aminoacids ramificats o el sistema GLUT2 de transport de glucosa , no presenten increments d'activitat en les

nratefxes situacions.

gut en linies cei'iulars i en alguns mutants

somatics. El cultiu prolongat de fibroblasts

en un medi amb ouabaina indueix una acti-

vitat incrementada de la bomba de sodi que

va acompanyada d'induccions en 1'activitat
A (Leister et al., 1988; Schenermann et al.,
1988). No hi ha evidencies pero que l'incre-

ment de la Na`, K'-ATPasa es correspongui

amb un fenomen estable lligat a un incre-

ment en el nombre de bombes. Quan es fa un
experiment que es podria entendre com a

complementari de 1'anterior, es a dir, selec-
cionar cel•lules somatiques segons activitats

incrementades del sistema A, s'observa que

el fenotip seleccionat presenta una

coinduccio de la Na*, K`-ATPasa (Qian et al.,

1989). Aixo s'ha fet amb cellules CHO-K1

pro , que son auxotrofes per a la prolina

(substrat del sistema A). Despres d'induir

quimicament la taxa basal de mutacio es-

pontania d'aquestes cel'lules, la seleccio amb

concentracions elevades d'alanina (tambe

substrat del sistema A i, per tant, toxic per a

les cel'lules si es troba en concentracions

elevades) va permetre d'obtenir mutants

somatics amb activitats A forca incrementa-

des. Un d'aquests mutants, el CHO-K1 ala14

ja ha estat introduit en 1'apartat de modula-

ci.o a llarg termini per control adaptatiu.

Aquests mutants i d'altres que se'n deriva-
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ren mantenien una correlaci6 lineal i positi-
va entre ambd6s parametres, activitat del
sistema de transport d'aminoacids i activitat

Na', K'-ATPasa. La correlaci6 se seguia man-
tenint si utilitzavem el valor de nombre de
bombes de sodi (mesurat corn a llocs d'unid

especifica d'ouabaina) o corn a quantitat de
mRNA per a la subunitat al de la bomba.
Tanmateix, les evidencies mes concloents a
favor d'una possible coinducci6 d'ambd6s
transportadors pel que fa als gens s'obtin-
gueren en demostrar que I'm RNA d'aquesta
subunitat tambe s'acumulava corn a respos-

ta al control adaptatiu per manca d'aminoa-
cids i, a mes, aquesta resposta era inhibible

per aminoacids individuals amb el mateix
patr6 d'especificitat que el descrit per a la

des-repressi6 del sistema A en absencia

d'aminoacids (Qian et al., 1991). Tal corn es
podia esperar d'aquest tipus de resposta, el
mutant somatic CHO-K1 pro - tambe pre-
sentava nivells mes elevats del missatger,
pero 1'hibrid somatic CHO-K1 pro - x CHO-
K1 alar4 tenia cumuls de mRNA per a la
subunitat al propis de la soca salvatge.

Aquestes caracteristiques fenotipiques dels

mutants i els hibrids, aixi corn la resposta
adaptativa de la soca salvatge s6n compati-
bles amb la idea que el gen de la subunitat al
podria estar sota el control de la mateixa
proteina repressora postulada per al siste-
ma A de transport d'aminoacids neutres.

Aquesta possibilitat de coregulaci6 s'esque-
matitza tambe a la figura 3.

La possibilitat que les coinduccions po-

guessin afectar mes d'un transportador

d'aminoacids tambe es deriva de 1'analisi

fenotipica dels primers mutants somatics

generats a partir de cel•lules CHO-K1 pro -

(Englesberg i Moffett, 1986). Mutants pun-

tuals presentaven efectes pleotropics que

implicaven mes d'un transportador d'ami-

noacids sempre que aquests fossin concen-

tratius. Aixi doncs 1'activitat del sistema L

(de difusi6 facilitada) mai no es troba signi-

ficativament alterada. S'ha postulat 1'exis-
tencia d'algun element funcional coma per a
tots ells i de fet no es extrany trobar situa-
cions fisiologiques, corn les ja descrites, on
els efectes sobre mes d'un transportador

exclou sistematicament els de difusi6 facili-
tada. L'existencia o no de mecanismes de
coregulaci6 o de proteines activadores co-
munes per a mes d'un transportador que
permetin explicar el fenomen del pleotro-

pisme, nomes es podra demostrar mitjan-
cant aproximacions moleculars.

IDENTITAT MOLECULAR DEL
SISTEMA A

Ningu no sap com es el sistema A. Si ens
demanessin el parer, probablemcnt diriem
que aquesta activitat biologica correspon a
mes d'una proteina, possiblement un hetero-
polimer, del qual existeixen moltes isofor-

mes. Aquesta possibilitat es tan cols una

aposta. Per que no s'ha pogut identificar
encara ara el sistema A a escala molecular?

Per regla general tots els sistemes de
transport d'aminoacids han estat molt difi-
cils de caracteritzar a escala molecular i po-
driem dir que molts dels que tenon mes
interes metabolic, com el propi A, el N o el L,
no han estat encara identificats. Les raons
son essencialment dues: la manca de Ili-
gands especifics i la poca abundancia
d'aquestes proteines en la cel.lula. Aixo ha
complicat en gran mesura l'aproximaci6 clas-

sica, es a dir, la purificaci6 de la proteina, la
segi enciaci6 i 1'obtenci6 d'anticossos i la

seva eventual clonaci6 en biblioteques d'ex-
pressi6 o mitjancant oligonucleotids dege-
nerats. Cal tenir present que la manca de
lligands obliga constantment a realitzar as-
sajos biologics de transport al llarg de tot el
proces de purificaci6, la qual cosa comporta
la solubilitzaci6 i la reconstituci6 de les frac-

cions proteiques en proteoliposomes. Aixo
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sovint s'associa a perdua d'activitat, parcial-

ment deguda al caracter altament hidrofo-

bic dell dominis transmembrana i a la forta

tendencia a crear agregats proteics. Algunes

purificacions parcials del sistema A han es-

tat descrites i, fins i tot, a finals de la decada

dels vuitanta, aparegue un treball en que

s'afirmava haver obtingut anticossos anti-A

(McCormick i Johnstone, 1988), que final-

ment no van reconeixer aquest transporta-

dor. La possibilitat de convertir en « especi-

fics,, uns Iligands en principi «inespecifics»

s'havia intentat uns quants anys abans mit-

jancant una estrategia forta habil que me-

reix un record (Hayes i McGivan, 1983). Ja

hem comentat que alguns modificadors de

grups -SH com el NEM poden inhibir 1'acti-

vitat A. En realitat el NEM s'unira a qualse-

vol grup -SH sempre que la topografia de la

proteina ho permeti. En demostrar-se que

en coincubar preparacions de vesicula de

membrana plasmatica de fetge amb NEM i

substrats del sistema A es protegia el trans-

portador de la inactivaci6, s'intenta saturar

tots els flocs d'uni6 de NEM en presencia de

substrats protectors, per tal d'eliminar-los

posteriorment i repetir la incubaci6 amb

NEM tritiat. Teoricament el NEM marcat

s'hauria d'haver unit irreversiblement a pro-

teines A. L'estrategia no va funcionar.

Quan la via proteica no ha tingut exit,

aleshores s'intenta 1'aproximaci6 per la via

dels acids nucleics. En aquest sentit, el tre-

ball pioner amb el transportador dependent

de sodi de glucosa intestinal (SGLT1)

(Hediger et al., 1987), clonat per la tecnica

d'expressi6 en oocits de Xeuopus, va obrir la

via a I'alllament dels cDNA que codifiquen

per a alguns dels transportadors fins ara

clonats. En tant que molts d'aquests com-

parteixen una elevada homologia estructu-

ral i sembla que constitueixen families geni-

ques, l'aillament dels primers dons i 1'obser-

vaci6 de llur homologia de sequencia gene-

ra veritables curses per tal d'aillar qualsevol

cDNA minimament homoleg. Aixo es

especialment cert per al cas dels transporta-

dors de neurotransmissors (Harvey i Nelson,

1994). El gruix de publicacions de llur

clonaci6 s'extengue al llarg d'un periode de

pocs mesos.

Pel que fa a 1'activitat A, malgrat que

s'aconsegui un cert nivell d'expressi6 en

oocits injectats amb mRNA (Tarnuzzer et al.,

1990; Palacin et al., 1990), aquesta aproxima-

ci6 no ha arribat a funcionar mai. La possibi-

litat que A fos parcialment homoleg amb

algun altre transportador ja identificat a es-

cala molecular tambe es va considerar i s'ar-

riba a suggerir que la protema codificada

per el cDNA SAAT1 era la responsable de

1'activitat biologica coneguda corn a A (Kong

et al., 1993). SAATI es clona merces a la seva

homologia amb SGLT1. Aixi semblava con-

firmar-se la hipotesi que dins una mateixa

familia de transportadors concentratius i

dependents de sodi, les diferents entitats

moleculars mantindrien certa homologia

estructural pel que fa, per exemple, a llocs

d'uni6 del cati6, de manera que petits canvis

de sequencia foren suficients per a anar

modificant 1'especificitat de substrat. SMIT,

un dels transportadors modulables per os-

molaritat ja comentats anteriorment, tambe

formaria part d'aquesta familia genica. As-

sajos funcionals molt mes acurats permete-

ren comprovar que SAATI codificava en

realitat un transportador de glucosa de bai-

xa afinitat (Mackenzie et al., 1994), amb la

qual cosa el nom del clon fou canviat per

pSGLT2 i el problema de la identitat mole-

cular de A seguia sense resoldre's. Aparent-

ment, 1'expressi6 heterologa de pSGLT2 es

tradu'ia, segons el tipus cellular, en una

petita inducci6 de 1'activitat A endogena. La

base cellular d'aquesta resposta es descone-

guda pero probablement es trobava en 1'ori-

gen de la mala interpretaci6 dels resultats

obtinguts amb SAATI.

Una altra aproximaci6 utilitzada per un
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parell de laboratoris fou la hibridacio dife-
rencial aprofitant lines cel-lulars o condici-
ons de cultiu que permetessin la induccio
selectiva de A. La hibridacio diferencial
mRNA/cDNA o qualsevol altra variant
d'aquesta aproximacio, to com a finalitat
aillar dons que provinguin de mRNA
sobreexpressats especfficament en la linia
cellular o en la situaci6 de cultiu i que
comportin la induccio selectiva de 1'activitat
A. En darrer terme sempre calia recorrer a
1'expressio del clon per tal d'esbrinar-ne la
funcio biologica. Aquesta aproximacio s'ha
realitzat en dos models: el control adaptatiu
en cellules d'hepatoma (Shay et al., 1990;
Kilberg et al., 1994) i els mutants somatics de
cellules CHO-K1 pro - que sobreexpressen
1'activitat A (Pastor-Anglada, Qian,
Englesberg; dades no publicades). L'estrate-
gia del control adaptatiu era clara, es tracta-
va de desreprimir les cel-lules durant un
temps curt (unes quatre hores) pero sufici-
ent per a garantir que la totalitat de 1'mRNA
necessari per a la resposta adaptativa del
sistema A ja s'havia sintetitzat. Si la resposta
adaptativa era altament especifica d'aquest
transportador, calia suposar que la hibrida-
cio diferencial entre cellules dejunades
d'aminoacids i cel-lules mantingudes en
medi control ens hauria de permetre aillar
un nombre reduit de dons, entre els quals hi
ha 1'A. L'experiencia ha demostrat que pro-
bablement siguin moltes les proteines sus-
ceptibles d'induir-se en absencia d'aminoa-
cids (entre elles les proteines d'estres diver-
ses), per la qual cosa es van aillar cDNA de
gens sensibles al dejuni d'aminoacids pero
que no tenien res a veure amb la funcio
transportadora (per exemple proteines
ribosomals) (Kilberg et al., 1994). La hibrida-
cio diferencial aplicada a mutants indufts
per amplificacio genica a partir de la linia
cellular ja comentada, CHO-K1 ala`4, tam-
poc va donar resultats positius. La causa
probablement sigui el fet que la soca utilit-

zada, alar4 H3.9, malgrat que to activitats de
transport fins cinquanta vegades mes alter
que les propies de la soca salvatge, tambe
havia estat coseleccionada per elevades con-
centracions d'alanina en el medi (>100 mM).
Aquestes condicions son clarament
hipertoniques i, en aquest cas, no sent mu-
tants puntuals, es podia preveure una
coselecci6 per resistencia a l'aminoacid pero
tambe per resistencia al medi hipertonic.
Aixf doncs 1'activitat A del mutant podia ser
la consequencia de la sobreexpressi6 de A i
de la hipotetica prote'ina activadora codifi-
cada per un gen osmoticament sensible. Aixo
ve refermat pel fet que ala'4 H3.9 ha perdut
totalment la capacitat de resposta al medi
hipertonic (Gomez-Angelats, Casado, Felipe,
Pastor-Anglada; dades no publicades).

Una alternativa que s'esta assajant actu-
alment al nostre laboratori es la d'utilitzar
els models de cellules NBL-1 i CHO-K1 pro
en 1'estudi de 1'expressi6 diferencial de
mRNA (differential display (Liang and Pardee,
1995)), corn a eina per a 1'aillament d'algun
cDNA vinculat al sistema A. Ja hem comen-
tat que NBL-1, quan s'incuba en un medi
sense aminoacids, passa de no presenter
activitat A a induir-la fortament. Tambe hem
fet referencia a l'elevada activitat d'aquest
sistema de transport en els mutants soma-
tics derivats de CHO-K1 pro-. Essencialment
el que estem tent es amplificar mitjancant
PCR la totalitat de cDNA procedent de cada
tipus cellular incubat en condicions que
comportin canvis modulables d'activitat A.
El conjunt de productes de PCR,
previsiblement un elevat nombre de frag-
ments de pesos moleculars lleugerament
diferents, es poden resoldre en un gel de
poliacrilamida i es pot determinar quins
fragments s'han expressat diferencialment
tot comparant mostra <control>> amb mostra
induida». El cas 6ptim fora el de la induccio

de now (aparici6 d'una Banda ally on no era)
pero, alternativament, la tecnica pot arribar
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a ser semiquantitativa. Es obvi que aquesta

aproximaci6, malgrat que es basa en el ma-

teix principi tebric, to avantages sobre la

hibridacio diferencial. L'aproximacio per la

via dels acids nucleics va acompanyada dels

esforcos d'un altre grup que ha concentrat

I'interes en la generacio d'anticossos

monoclonals contra glucoprotelnes que s'in-

dueixen selectivament en cel•lules NBL-1 en

ser dejunades d'aminoacids.

Si aquestes estrategies conduiran o no a

la clonacio del sistema A es del tot dificil de

predir. En el tons, malauradament, les estra-

tegies sovint son limitades i en darrer terme

sempre es depen de la sort. La identificacio

d'aquest sistema de transport aportaria les

eines per a establir les bases moleculars de la

seva regulaci6 per la llarga llista de factors

hormonals i nutricionals que modulen la

seva activitat, alhora que permetria eviden-

ciar I'existencia d'isoformes i estudiar les

causes de llur expressio probablement espe-

cifica del teixit i de l'estat de diferenciacio.
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