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RESUM

Els cDNA identificats actualment de transportadors d'aminoacids en mamifers poden
ser agrupats en quatre families. Una d'aquestes families la componen les proteines rBAT i
la cadena pesada (hc) de I'antigen de superficie de membrana anomenat 4F2. Els RNA que
codifiquen aquestes dues proteines indueixen activitat d'un sistema de transport d'amino-
acids tipus b * (rBAT) i un altre de tipus y'L (4F2hc) en oocits de Xenopus laevis. Ambdos
transportadors tenen un mecanisme de bescanvi obligatori d'aminoacids que, en el cas de
rBAT, pot acumular, per aquest mecanisme de transport actiu terciari, substrats a través
de la membrana plasmatica fins a 30-50 vegades en I'odcit de Xenopus. Sorprenentment,
tant rBAT com 4F2hc no sén suficientment hidrofobics i no semblen proteines formadores
de porus en membranes. Aixd ha suggerit la hipotesi que rBAT i 4F2hc son subunitats o
moduladors dels corresponents transportadors. Es significatiu que tant per a rBAT com
per a 4F2hc s'ha suggerit o demostrat, respectivament, la seva associaci6 amb subunitats
lleugeres d'aproximadament 40 kD en una estructura de tipus heterodimeric.
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L'expressio de rBAT en oocits indueix transport d'alta afinitat de cistina, compartitamb
aminoacids basics i alguns de neutres. El gen rBAT s'expressa al ronyo6ia l'intesti prim. La
proteina es localitza en el microvil-li dels tibuls proximals rectes de la nefrona i en la
mucosa de l'intesti prim. Tot aixo té a veure amb la participacié de rBAT en un sistema de
reabsorcié d'alta afinitat de cistina i aminoacids basics, per un mecanisme de transport
actiu terciari. Totes aquestes caracteristiques van suggerir que el gen rBAT (anomenat
SLC3A1 en el Gene Data Bank) era un bon candidat per a la cistintria classica. Aquesta és
una malaltia hereditaria que provoca la reabsorcié renal i intestinal de cistina i aminoacids
basics. La baixa solubilitat de la cistina condueix a la precipitacio d'aquesta i a la formacio
de calculs renals. L'analisi mutacional del gen rBAT procedent de malalts amb cistintiria
ha revelat I'existéncia d'un nombre creixent (17 actualment) de mutacions especifiques de
la malaltia, tant de canvi d'un aminoacid, com de codons d'aturada, insercions o delecions.
Les mutacions M467T (substitucié de metionina per treonina en el residu 467) i R270X
(codo de parada en el residu 270, que elimina aproximadament 2/3 parts de la proteina)
representen aproximadament la meitat dels cromosomes cistintrics on ja s'han trobat mu-
tacions. La mutacié M467T redueix I'activitat de transport expressada en oocits com a con-
sequiencia d'un defecte en el seu processament a la membrana plasmatica. Tots aquests
resultats demostren de manera molt convincent que mutacions en el gen rBAT causen
cistinuria.

Tres tipus de cistindria (tipus I, II i III) han estat descrits basant-se en les caracteristi-
ques genetiques, bioquimiques i cliniques d'aquesta. El tipus I presenta una heréncia total-
ment recessiva; els portadors de tipus I son totalment silenciosos. Per contra, els portadors
de tipus I i II presenten hiperaminoaciduria de cistina i aminoacids basics. Els homozi-
gots de tipus Il sembla que no presenten defecte intestinal, mentre que els de tipus 11 11
mostren un clar defecte d'absorci6 intestinal de cistina. Fins ara no hem trobat mutacions
en el gen rBAT associades als tipus II i III, mentre que totes les mutacions descrites es
troben associades al tipus I, i representen al voltant del 70 % dels cromosomes de tipus I
estudiats. Aixo suggereix una forta associacié entre el gen rBAT i el tipus I de la cistinuria
i I'existencia d'heterogeneitat genetica. Per tal de demostrar aquesta heterogeneitat, hem
desenvolupat estudis de lligament genetic. Primer vam localitzar el gen rBAT al brag curt
del cromosoma 2 (associat a la banda G 2p16.3). Utilitzant tant marcadors d'aquesta zona
cromosomica (microsatel-lits) com marcadors intragenics, hem demostrat que la cistintria
és heterogenia, i que només rBAT seria responsable de la cistintiria de tipusI,inodeles de
tipus IT1 111 Estudis de tipus bioquimic, genétic i clinic son necessaris per tal d'identificar
els altres gens responsables de la cistindria: altres transportadors de cistina, responsables
de la reabsorcio renal d'aquest aminoacid en el tibul renal proximal contornejat, i una
putativa subunitat lleugera de rBAT son ara per ara els maxims candidats per a la cistintria
de tipus IIIi II, respectivament.



INTRODUCCIO

El transport d'aminoacids a través de la
membrana plasmatica de les cel-lules de
mamifer és catalitzat per proteines que reco-
neixen, uneixen i transloquen aquests meta-
bolits entre els compartiments intracel-lular
i extracel-lular. L'adveniment de la biologia
molecular a l'estudi del transport d'aminoa-
cidsenles cel-lules de mamifer harevolucio-
nat en els darrers cinc anys aquesta materia
des d'una visi6 gairebé unicament fisiologi-
ca fins a un estudi més modern de biologia
unificada, on s'apliquen la forma de pensa-
ment i la tecnologia de la bioquimica, la
biologia cel-lular, la genetica, la medicina,
etc. Un nombre rapidament creixent de se-
quencies de cDNA codificadores de protei-
nes relacionades amb el transport d'amino-
acids a través de la membrana plasmatica
han aparegut (aproximadament 20 cDNA
diferents, sense comptar els homolegs pro-
cedents d'especies diferents; vegeu-ne les
revisions recents: Bertran ef al., 1994; Kanai
etal., 1994; KanneriKleinberger-Doron, 1994;
Macleod et al., 1994; MacGivan i Pastor-
Anglada, 1994). Al contrari, cDNA codifi-
cants d'altres activitats de transport d'ami-
noacids molt significatives encara no han
estat clonades (sistemes sodi dependents
comels A, NBB, B>*, N i sodi independents
coml'ubicsistema L oelsd'aminoacids anio-
nics). Els sistemes de transport d'aminoa-
cids fins ara clonats es poden agrupar en
quatre families de gens: 1) transportadors
sodi independents d'aminoacids cationics,
coneguts amb I'abreviacio CAT 2) transpor-
tadors d'aminoacids (transportadors del
neurotransmissor GABA, de B-aminoacids,
de taurina, de glicina i de prolina) dintre de
la superfamilia de transportadors de neuro-
transmissors dependents de sodi i de clorur
3) transportadors sodi i potassi dependents
d'aminoacids anionics i zwitterionics (neu-
tres) (isoformes de transportadors tipus X', .
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de glutamat i de I'activitat de transport co-
neguda com a sistema ASC per a aminoa-
cids neutres). Les proteines deduides de les
seqiiencies de cDNA, o en alguns pocs casos
dels transportadors purificats presenten com
a caracteristica estructural comuna una na-
turalesa molt hidrofobica amb la presencia
potencial de 8 a 12 dominis transmembrana.
Contrariamenta tots aquests transportadors,
dues proteines homologues, rBAT (també
anomenada D2, NAA-Tr, NBAA-TroNABT,
segonsl'autoril'any de publicacio)ila cade-
na pesada del'antigen de superficie cel-lular
4F2 (4F2hc), que son menys hidrofobiques
queels transportadors abans comentats (pos-
seeixen 1 0 4 dominis transmembrana se-
gons els models proposats), indueixen acti-
vitat de transport d'aminoacids en oocits de
Xenopus amb caracteristiques propies de les
activitats de transport similars a les dels
sistema b** i y*", respectivament. L'aparent
incapacitat d'aquestes dues proteines per
formar un porus enlamembrana plasmatica,
a causa de la seva baixa hidrofobicitat, ha
servit per postular que tenen un paper com
a subunitats moduladores de transporta-
dors amb estructura heteromerica. Aques-
tes dues proteines son subjecte d'aquesta
revisi6. Recentment, s’ha demostrat que
mutacions en el gen rBAT causen cistintria
classica, un defecte hereditari en la reabsor-
ci6 renal i intestinal de cistina i d' aminoa-
cids basics. El paper de rBAT en la cistinuria
esta permetent esbrinar les bases molecu-
lars d'aquesta malaltia, coneguda des dels
temps de Beethoven i que va ser descrita
com un dels primers «errors congenits del
metabolisme» per Sir Archibald E. Garrod
(1908).
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CLONACIO 1 IDENTIFICACIO DE
RBAT I 4F2HC, UNA NOVA FAMILIA
DE PROTEINES INVOLUCRADES EN
EL TRANSPORT D'AMINOACIDS

La clonaci6 per expressi6 d'activitat de
transportd'aminoacids en oocits de Xenopus
fou utilitzada per tres laboratoris per a aillar
cDNA codificadors de potencials transpor-
tadors a partir de genoteques de cDNA de
rony¢ de conill, rata i ésser huma (Bertran et
al., 1992¢, 1993; Lee et al., 1993; Tate et al.,
1992; Wells i Hediger, 1992). Aquests cDNA
codifiquen proteines amb una homologia
molt alta de seqiiencia (80-85 % d'identitat).

Per claredatelnom rBAT referira tots aquests
cDNA en aquesta revisio. La proteina rBAT
comparteix aproximadament un 30 % de
seqliencia d'aminoacids (aproximadament
un 50 % de similitud) amb la cadena pesada
del'antigen de superficie cel-lular 4F2 (4F2hc)
( Parmacek et al., 1989; Quackenbush et al.,
1987; Teixeiraet al., 1987). La figura 1 mostra
esquematicament les analogies estructurals
i 'homologia de seqiiéncia entre les protei-
nes rBAT i 4F2hc. Aixi, destaquen algunes
d'aquestes similituds: ambdues proteines
manquen d'una seqtiencia lider, presenten
grafics d'hidrofobicitat (per exemple, algo-
ritme de Kyte-Doolittle) molt semblants (ve-

685 aa
rBAT N - Ic *  * * * * . C
| | | l | I I
| | |
10% 27% 4% 4% 40% 29%
4F2hc N - I in c
529 aa

Ficura 1. Representacié esquematica de les analogies estructurals i de I'homologia de seqiiencia entre les proteines rBAT
i 4F2hc humanes, deduides dels seus respectius clons de cDNA. Amdues proteines presenten un unic clar segment amb
hidrofobicitat i helicoicitat suficient per ser un domini transmembrana (indicat amb barres negres en les posicions 89-110
i 82-104 per rBAT 1 4F2hc, respectivament). S. Tate i col-laboradors (Mosckovitz et al., 1994) proposen l'existéncia d'uns
altres tres segments transmembrana de naturalesa amfipatica, dels quals dos també serien conservats en 4F2hc. Les proteines
en aquest alineament mostren al voltant del 30 % d'identitat (45 % de similitud) en les seves seqiiencies d'aminoacids. Les
homologies parcials entre les dues proteines al llarg de les seves seqiiencies es mostren entre el dos dibuixos esquematics.
Quatre fragments de seqiiencia (10-18 residus d'aminoacids de llargada) s6n altament conservats (67-80 % d'identitat) en les
dues proteines (assenyalats amb barres puntejades). Les proteines rBAT humana, de conill i de rata clonades presenten vuit
residus de cisteina, mentre que la proteina 4F2hc humana presenta dos d'aquests residus. Un d'ells, el primer tant en les
seqiiencies de rBAT com de 4F2hc (posicions 1141 102 de les dues proteines d'origen huma, respectivament) esta conservat
(assenyalat a I'esquema per dues lletres ¢ minuscules). Els asteriscs indiquen les posicions dels llocs de N-glicosilacié. Els
buits en l'alineament més petits de deu residus d'aminoacids no hi sén representats o han estat combinats entre ells. aa indica
residus d'aminoacids.



geu la revisié de Palacin, 1994), i mostren
quatre regions (10-18 residus de longitud)
altament conservades (67-80 % identitat)
(Figura 1). Es potencialment interessant el
fet que les dues proteines presenten un do-
mini proteic d’homologia significativa amb
una familia de a-amilases i a-glucosidases
de procariotesiinsectes (Bertranetal., 1992b,
c; Wells i Hediger, 1992). Dintre d'aquest
domini, el lloc catalitic consensus d'aques-
tes glucosidases no és conservat en les pro-
teines rBAT de conill i 4F2hc humanes; aixo
té a veure amb el fet que l'expressié de rBAT
en oocits de Xenopus no confereix activitat
o-amilasa o maltasa (Wells i Hediger, 1992).

El cDNA de 4F2hc fou clonat amb I'ajut
d'un anticos monoclonal desenvolupat con-
tra un antigen de membrana de cel-lules
limfoblastiques (Quackenbush et al., 1987;
Teixeira et al., 1987). El paper biologic
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d'aquest antigen no va comengar a esbrinar-
se fins cinc anys més tard. A causa de I'ho-
mologia entre rBAT i 4F2hc, I'RNA sintetic
de 4F2hc fou expressat en oocits de Xenopus
i es va demostrar l'expressié de transport
d'aminoacidsamb caracteristiques diferents
de les associades amb l'expressié de rBAT
(Bertran et al., 1992b; Wells et al., 1992). Aixi,
rBAT indueix en oocits el transport d'ami-
noacids basics i neutres, entre ells la cistina,
ambvalorsdeK_enelrang uM (aquest és el
cas per als substrats com L-arginina, L-lisi-
na, L-ornitina, L-leucina, L-histidina, L-cis-
tina, etc.). La cinética del transport expressat
en oocits per al RNA sintetic de rBAT es
mostra ala figura 2. Analisis de tipus cinétic
i d'inhibici6 creuada entre els aminoacids
transportats han fet evident que rBAT indu-
eix un unic sistema de transport en oocits
(Bertran et al., 1992b), que no és present en
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FiGura 2. Transport de L-cistina induit per -BAT huma en odcits de Xenopus. Els oocits es van injectar amb 50 nl d’aigua”
(quadrats buits) o que contenien a més a més 5 ng de RNA sintetic de 'TBAT huma (quadrats negres). Tres dies després, la
captacié de L-[**S] cistina, a les concentracions de I'aminoacid indicades, fou determinada durant incubacions de 5 minuts.
Lacaptaci6 de cistinainduida per 'RNA de rBAT se satura a concentracions de cistina properes a 100 UM; en canvi la captacié
de cistina en els oocits control (injectats amb aigua) no presenta saturacio en el rang de concentracié de 'aminoacid utilitzat.
Els valors s6n la mitjana £ SEM dels valors de captaci6 de set odcits per grup en un experiment representatiu.
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els oocits de Xenopus (estadi VI) (Figura 2;
Bertran et al.; 1992b, ¢c; McNamara ef al.,
1991). L'activitat de transport induida per
I' RNA de rBAT és independent de sodi i
molt semblant a la del sistema b* * (Bertran
et al., 1992b). El nom rBAT és l'acronim de
«related to b** amino acid transporter». El sis-
tema de transportb®* fou descritinicialment
en blastocits de ratoli (van Winkle et al.,
1988), i és un sistema de transport sodi inde-
pendent i d'alta afinitat compartit pels ami-
noacids basics i zwitterionics; a diferéncia
de rBAT aquest sistema no transporta cisti-
na (L.]. van Winkle, comunicacio personal).
En canvi, 'RNA sintetic de 4F2hc sembla
que incrementa una activitat de transport,
preexistent en els oocits de Xenopus (estadi
VI), que es caracteritza pel transport sodi

independent amb alta afinitat (K_enelrang
uM) per aminoacids basics i sodi dependent
amb alta afinitat per certs aminoacids
zwitterionics (p. ex. L-leucina) (Bertran et
al., 1992¢; Wells et al., 1992). Aquesta activi-
tat, que no transporta cistina, és molt sem-
blantaladelsistemay*L, descritinicialment
en eritrocits humans per Devés et al. (1992).
En aquest sentit, molt recentment, el grup
de Ganapathy (Augusta, EUA) ha demos-
trat que el poli(A)* RNA d'una linia cel-Jular
de coriocarcinoma huma expressa activitat
detransport y*L en o0cits; aquesta expressio
és bloquejada per hibridacié amb oligonu-
cleotids anti-sense del cDNA de 4F2hc (Feiet
al., 1995).

RABBIT

Figura 3. Distribuci6 tisular de I'mRNA de rBAT. Utilitzant condicions d'elevada astringencia, el cDNA d'rBAT de conill
hibrida amb transcrits d'aproximadament 2,4 kb i 4,1 kb presents al rony6 de conill (cortex i medul-la) i l'intesti prim
(principalment al jeji). El cDNA de rBAT també hibrida amb un transcrit de cervell de conill d'aproximadament 5,2 kb. No
es troben senyals especifiques de rBAT amb RNA de fetge de conill. Aquest Northern va ser realitzat per Marc Furriols en
el nostre laboratori, seguint els metodes descrits préviament (Furriols et al., 1993).
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FiGura 4. Diagrama esquematic del rony6 que mostra la localitzacié de la proteina rBAT en el tibul proximal recte (segment
S3) de la nefrona. Estudis d'immunolocalitzacié amb anticossos anti-rBAT (immunofluorescéncia indirecta i microscopia
electronica) han demostrat que la proteina rBAT es localitza en els microvil-li de les celul-les epitelials del segment S3 de
lanefrona de larata (tibul proximal recte o pars recta) (Furriols et al., 1993). Aquests estudis han estat confirmats amb altres
anticossos anti-rBAT, i també s'ha mostrat la localitzaci6 de rBAT als microvil-li de la mucosa de l'intesti prim (Pickel et
al., 1993). En total concordanga amb aquestes dades, estudis d'hibridaci6 in siru han demostrat que el missatger drTBAT
s'expressa a les cel-lules epitelials dels segments S2 i sobretot S3 de la nefrona (Kanai er al., 1992). En aquest esquema es
mostren dues nefrones amb els tibuls proximals rectes corresponents en negreta . En els estudis d'immunofluorescéncia
indirecta la senyal especifica de rBAT s'observa sols a la capa externa de la zona externa de la medul-la, incloent la zona
delimitada en els radis medul-lars. Aixo és consistent amb l'expressié de rBAT sols al segment S3 de la nefrona. A més a més,
les caracteristiques ultraestructurals de les cel-lules epitelials que expressen rBAT son les corresponents a les del segment

S3 de la nefrona (Furriols er al., 1993).

PAPER DE rBAT EN LA REABSORCIO
ACTIVA DE CISTINA I AMINOACIDS
BASICS A RONYO I INTESTI

El missatger de rBAT s'expressa al rony6
i ala mucosa de l'intesti prim (Bertan et al.,
1992a,¢,1993; Leeetal., 1993; Wellsi Hediger
1992; Yan et al., 1992). D'acord amb aquesta
distribucio, experiments de deplecio per hi-
bridaci6 de RNA renal i intestinal amb

oligonucelotids anti-sense de la seqiiencia
de rBAT bloquegen I'expressio del sistema
detransportde tipusb®* en oocits de Xenopus
(Bertran et al., 1993; Magagnin et al., 1992;
Wells i Hediger, 1992). A la figura 3 es mos-
tren dos transcrits de rBAT al ronyo i a
l'intesti que representen poliadeninacié al-
ternativa del mateix gen (Bertranetal., 1992b;
Markovich et al., 1993). Estudis d'hibridacio
in situ i d" immunolocalitzacié han demos-
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trat que rBAT eslocalitza als microvil-lidela
mucosa de l'intesti prim i de les cel-lules
epitelials del tabul proximal recte de la
nefrona (Kanai et al., 1992; Furriols et al.,
1993; Pickel et al., 1993). La figura 4 mostra
esquematicament el tibul proximal recte on
s'expressael genrBATieslocalitza la protei-
na. Teixits cerebrals mostren un transcrit de
rBAT més llarg (aproximadamente de 5 kb)
(Figura 3), que també és present en altres

teixits humans (Bertranetal.,1993; Yanetal.,
1992). Estudis de proteccio de l'accio de
RNAses i estudis immunologics suggerei-
xen que aquest transcrit llarg correspon a
l'expressio d'un altre gen homoleg a rBAT
(Pickel et al., 1993; Yan et al., 1992).

La presencia de la proteina rBAT en els
microvil-lidels epitelis intestinal i renal sug-
gereix que rBAT té un paper en la reabsorcid
renal i intestinal d'aminoacids. Pero, de qui-
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Figura 5. El sistema de transport induit per 'RNA de rBAT, en oocits de Xenopus, es comporta com un bescanviador
obligatori d'aminoacids amb especificitat de substrats semblant a la del sistema b®*. L'expressi6 de 'RNA de rBAT (1 ng
per oocit) provoca un corrent d'entrada de carregues positives en preseéncia d'arginina en el medi (quadre a l'esquerra).
Sorprenentment, en presencia de leucina (aminoacid zwitterionic; neutre a pH 7) el corrent induit és de sentit invers (sortida
de carregues positives de l'00cit). Resultats representatius obtinguts en un oocit amb el seu potencial de membrana fixat a
-40mV, tres dies després de lainjeccio de 'RNA de rBAT de conill. Per tal de confirmar que el moviment d'aminoacids basics,
en un mecanisme de bescanvi, a través del transportador rBAT/b® * era responsable del corrent induit es van realitzar
experiments d'eflux d'aminoacids en presencia de substrats de rBAT en el medi d'incubaci6 dels oocits (quadrea la dreta).
Els oocits es van injectar amb RNA de rBAT de conill (1 ng per oocit). Tres dies després, els oocits s'incubaren en presencia
de L-[’H] arginina (100 uM) durant 20 min. Després d'eliminar el medi radiactiu i de rentar els oocits, es va mesurar la sortida
de triti en el medi (eflux d'arginina; en aquestes condicions més del 95 % del triti correspon a L-[*H] arginina). L'eflux
d'arginina és dependent de la preseéncia de substrats del transportador associat a rBAT en el medi (en el cas de la figura, bé
leucina, bé arginina). En abséncia de substrats en el medi (No AA ) I'eflux d'arginina és minim (identic al que presenten oocits
injectats amb aigua, tant en preseéncia com en abséncia de substrats en el medi).



na manera un transportador sodi indepen-
dent com el sistema de tipus b® * associat a
rBAT participa en la reabsorcio renal i intes-
tinal d'aminoacids al pol apical d'aquests
epitelis? Quin és, si és que existeix, el seu
mecanisme concentratiud'aminoacids a tra-
vés de lamembrana plasmatica? Les respos-
tes a aquestes preguntes han comengat a
produir-se en dues linies de recerca dife-
rents, per un costat, a través de l'estudi de
l'activitat electrica del transportador i, per
I'altre amb l'estudi de la implicacié del gen
rBAT en una malaltia hereditaria de la reab-
sorcio renal i intestinal de cistina i aminoa-
cids basics: la cistintria (vegeu més enda-
vant). Andreas Busch, electrofisioleg de la
Universitat de Tiibingen, ens va demanar
col-laboraci6 per a estudiar una potencial
activitat electrica del transportador b */
rBAT, ja que transporta aminoacids basics
per tant, amb carrega neta positiva a pH
neutre. Elsresultatsinicials van seraltament
sorprenents i es mostren a la figura 5. En els
oocits que expressen rBAT (no en els oocits
control) la preséncia d'arginina en el medi
provoca un corrent electric de carregues
positives vers l'interior de la cel-lula; fins
aqui res no és sorprenent: la translocacié de
la mateixa arginina a l'interior cel-lular a
través del transportador ocasiona aquest
corrent positiu. Pero, en exposar els oocits
que expressen rBAT en un medi on es troba
I'aminoacid leucina (zwitterionic, i per tant
amb carrega neta zero a pH neutre) es pro-
duia un corrent eléctric de carregues positi-
ves de sortida. Rapidament es va descartar
la possibilitat que diferents ions inorganics
(K* o CI) fossin transportats per rBAT a
través de lamembrana. Una hipotesi prenia
forma, el transportador b */rBAT bescan-
viava aminoacids a través de la membrana
plasmatica de l'oocit: el corrent positiu de
sortida concomitant a la captaci6 de leucina
seria deguy a la sortida d'aminoacids basics
(amb carrega neta positiva) des de l'interior
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del'oocit! (Buschetal., 1994). Per comprovar
aquesta hipotesi es va testar si l'eflux d'ami-
noacids (sortida d'aminoacids marcats amb
radioisotops) a oocits que expressavenrBAT
depenia de la presencia d'aminoacids en el
medi:la figura 5 mostra clarament quel'eflux
d'arginina depén quasi totalment de la pre-
séncia d'aminoacids en el medi. Aquests
resultats han estat confirmats posteriorment
per altres autors (Coady et al., 1994; Ahmed
etal., 1995). Fins hi tot, Mike Coady (Canada)
va tornar a clonar rBAT de rony6 de conill
per expressi6 funcional en oocits de Xenopus
seguint]'expressio de corrent electricassoci-
at a la preséncia d'arginina (Coady et al.,
1994). El transportador b®*/rBAT és un bes-
canviador obligatori. Diverses dades addi-
cionals avalen aquesta afirmacio (dades de
Josep ChillaréniRatl Estévez; manuscriten
preparacié): 1) Només els aminoacids que
actuen com a substrats del sistema b* */
rBAT provoquen I'eflux (és a dir, participen
en el bescanvi). 2) El cicle de transport esta
limitat per I'aminoacid més «lent», és a dir,
el que posseeix una V . més baixa. 3) Els
valors de K _ dels substrats, determinats en
estudis de captacié dels aminoacids pels
oocits (influx), coincideix amb la concentra-
ci6 de I'aminoacid necessaria per a estimu-
lar de manera semi maxima l'eflux d'altres
aminoacids. Totes aquestes caracteristiques
son les corresponents a un bescanviador
obligatori. Avui, encara falta per esbrinar
l'estequiometria del bescanvi i el mecanis-
me d'acoblament d'aquest (és a dir, tipus
ping-pong o concertat).

Unbescanviador obligatoricanvialacom-
posicié dels substrats a cada banda de la
membrana sense canviar-hi les concentra-
cions inicials del conjunt de substrats. Es a
dir, es pot considerar com un transportador
actiu que acumula un substrat en particular
i dissipa el gradient preestablert d'un altre
substrat; d'aixo, se'n diu transport actiu ter-
ciari. Si és aixi, el transportador b */rBAT,
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és capag d'acumular aminoacids a l'interior
de I'oocit? La resposta és clarament afirma-
tiva, en oocits que expressen rBAT, L-cisti-
na, L-argininaiL-leucina (en una concentra-
ci6 de 50 uM en el medi) s'acumulen entre 30
i 50 vegades a l'interior de 1'oocit (aixo és
tenint en compte que l'espai de distribucid
d'aigua a l'interior de I'oocit és de 200 nl
aproximadament). Aquestsnivellsd'acumu-
lacié s6n un ordre de magnitud superior al
que presenten els oocits controls, els que no
expressen rBAT (dades de Josep Chillarén i
Raul Estévez; manuscrit en preparacio). La
principal forga a que s'acobla aquesta acu-
mulaci6 d'aminoacids és l'alta concentracio
d'aquests aminoacids en l'interior de I'o00cit:
aproximadament 2.500 uM d'aminoacids
neutresi750 UM d'aminoacidsbasics (Taylor
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i Smith, 1987). El potencial de membrana
(-50 mV) no és capag de produir aquestes
acumulacions: aquest gradientdona peracu-
mular 6-8 vegades aminoacids amb carrega
neta positiva (arginina) peronoexplical'acu-
mulaci6 de leucina.

Molt recentment, Conxi Mora (manus-
crit en preparaci6) ha demostrat que aquest
mateix mecanisme de transport actiu tercia-
ri té lloc en una linia cel-lular epitelial proce-
dent del tubul proximal de la sariga, les
cel-lules OK. Aquestes cel-lules expressen el
gen rBAT: estudis de Northern blot mostren
un transcrit de 2,4 kb, el seu poli(A)* RNA
indueix el sistema de tipus b* * en oocits;
senyal que es produeix deplecci6 per hibri-
dacié amb oligonucleotids anti-sense de les
seqiiencies de I'TBAT huma, i hem pogut

Figura 6. Les cel-lules OK (clon 3B/2),
procedents del tibul proximal del rony6
de sariga (opossum), presenten transesti-
mulacié amb l'especificitat de substrats
del sistema de transport d'aminoacids
rBAT/b>*. Les cel-lules es van preincubar
en preseéncia de 50 UM L-[*H] arginina o
L-[*H] leucina durant 2 o 4 minuts, res-
pectivament. El medi es va eliminar i les
cel-lules foren rentades, per mesurar pos-
teriorment l'eflux de l'aminoacid en pre-
sencia (I mM) o absencia d'aminoacids
en el medi. Tant I'eflux d'arginina com el
de leucina és clarament transestimulat
per la presencia al medi dels substrats del
sistema de transport rBAT/b®* (arginina,
lisina, leucina, histidina). En contra la
presencia d'aminoacids que no so6n subs-
trats d'aquest sistema de transport (gluta-
mat) no transestimula I'eflux d'arginina i
leucina; la sortida de triti €s idéntica a la
de les cel-lules incubades en absencia
d'aminoacids. Les dades corresponents a
la sortida de triti (corregit per mg de
proteines totals de les cel-lules) i son la
mitjana £ SEM de triplicats d'un experi-
ment representatiu realitzat per Conxi
Mora al nostre laboratori (manuscrit en
preparacio).
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amplificar per PCR un fragment de 700 bp  mab**/rBAT; noteu com l'eflux d'arginina
amb una homologia d'aproximadament el és quasi totalment dependent de la presen-
70 % amb el cDNA de rBAT de rata, conillo  cia en el medi dels substrats del sistema de
ésser huma). Enel pol apical, les cel-lulesOK  transport (I'aminoacid glutamat no és trans-
mostren transport d'arginina, leucinaicisti- ~ portat pel sistema b */rBAT).

na amb les mateixes caracteristiques que les Teninten compte lalocalitzaci6 del trans-
del sistema b" */rBAT; de fet, gairebé el portador b®*/rBAT en els microvil-li de les
100 % del transport de cistina i el 80 % del  cel-lules epitelials del tibul proximal recte
transport d'arginina és degut a aquest com-  de la nefrona i el seu mecanisme de trans-
ponent de transport. A la figura 6 es mostra  port actiu terciari abans descrit, proposem
la transestimulaci6 de 'eflux d'argininaide  un model del paper fisiologic del transpor-
leucina en aquestes cél-lules en presencia  tador en la reabsorcié renal de cistina i ami-
dels aminoacids que son substrat del siste-  noacids basics (Figura?7). Enaquestmodelel

Lumen del Tubul AA*
proximal S2-S3 CssC

Alta Afinitat
sistema b0+

Fiura 7. Model que proposa el paper del sistema de transport rBAT/b** en la reabsorcié d'aminoacids basics i de cistina
al rony6. La proteina rBAT formaria part del sistema de reabsorci6 renal de cistina i aminoacids bésics amb alta afinitat que
té lloc al segment S3 de la nefrona. Per tant rBAT seria responsable del 15-20 % de la reabsorci6 tubular de cistina al ronyo,
és d'alta afinitat i té lloc a I'extrem més distal del tibul proximal (Silbernagl, 1988). La concentracié d'aminoacids basics i
cistina a través de la membrana apical de les cél-lules tindria lloc per un mecanisme de transport actiu terciari, acoblat a
I'elevada concentracié d'aminoacids neutres dintie de la cél-lula. A més a més, I'entrada d'aminoacids basics i cistina del
lumen des del tibul de la nefrona estaria afavorida pel potencial de membrana i per la reduccio de cistina dependent de
glutation (GSH), respectivament. Activitats de transport concentratiu d'aminoacids neutres en el pol apical (sistema de
cotransportamb sodi NBB; Neutral Brush-Border; no mostraten l'esquema) i al pol basolateral (sistema ASC; transportadors
T en l'esquema), acoblats al gradient electroquimic de sodi establert per l'activitat basolateral Na'/ K* ATPasa, serien els
responsables de I'alta concentraci6 d'aminoacids neutres en l'interior de la cel-lula epitelial. Altres transportadors basolaterals
d'aminoacids, bé basics (no mostrats en I'esquema), bé neutres (tipus sistema L; transportadors t en I'esquema), garantirien
el flux d'aminoacids a l'organisme. Aquest model esta basat en el mecanisme de transport actiu terciari (bescanviador
d'aminoicids) evidenciat en oocits de Xenopus i cél-lules OK i en la localitzacié de rBAT en els microvil-li de les cel-lules
epitelials del segment S3 de la nefrona.



88 M. PALACIN ET AL.

funcionament del transportador b */rBAT
esta dirigit vers I'acumulacié d'aminoacids
basics i cistina i dissipa el gradient de con-
centracié d'aminoacids neutres a l'interior
de la cél-lula . El potencial de membrana
(negatiu a l'interior) i la reducci6 de la cisti-
na a cisteina, dependent de glutati, deuen
afavorir aquest tipus de funcionament. La
sortida al lumen del tibul renal d'aminoa-
cids neutres no ha de ser un problemaja que
activitats de transport molt actives al pol
apical de les cel-lules epitelials del tubul
renal (per exemple, sistema sodi dependent
NBB) poden tornar areabsorbir aquesta ami-
noacids. Es real aquest model? El fet que
mutacions en el gen rBAT provoquin
cistinuria, malaltia en que es produeix
hiperexcrecio de cistina i aminoacids basics,
pero no neutres, el ratifiquen (vegeu més
endavant).

LES PROTEINES rBAT I 4F2HC
PODRIEN CONSTITUIR
TRANSPORTADORS HETEROMERICS

Anteriorment hem mostrat com I'expres-
sio tant de rBAT com de 4F2hc en oocits
resulta en activitats de transport d'aminoa-
cids concretes. Son, per tant, rBAT i 4F2hc
transportadors d'aminoacids? Si és aixi, la
seva estructura deu sostenir l'activitat
catalitica de translocacié del substrat a tra-
vés de la membrana. El paradigma actual
sosté que una proteina transportadora de
substrats polars com ara la glucosa, els ami-
noacids, d'altres ions, etc., ha de ser: a) una
proteina integral de membrana, i per tant
glicosilada, amb b) hidrofobicitat suficient
(generalmentamb dotze dominis transmem-
brana) per formar un porus a la membrana
que permeti el pas dels substrats a través
d'aquesta.

a) Estudis bioquimics i immunocitoqui-
mics han demostratque tantrBAT com 4F2hc

son N-glicoproteines integrals de membra-
na. Les proves experimentals perarBAT son
les segiients: 1) Traducci6 in vitro. L'addicié
de microsomes en el sistema de traducci6 de
reticulocits incrementa la massa del produc-
te proteic sintetitzat a partir de RNA sintetic
de rBAT (procedent tant de conill com de
rata); aquest increment és sensible al tracta-
ment amb endoglucosidasa H (Markovich
etal.,1993; Wells i Hediger, 1992). 2) Expres-
si6 en oocits. El principal producte proteic,
marcat metabolicamentamb [*S] metionina,
un dia després de la injeccio de 'RNA sinte-
tic de rBAT huma en oocits és una N-glico-
proteina integral de membrana (no se solu-
bilitza amb tractament amb carbonat sodic
com fan les proteines associades perd no
integrals de membrana) de 90 kD aproxima-
dament, el tractament dels oocits amb
tunicamicina (inhibidor de la N-glicosilacio)
redueix la mida de la proteina a I'equivalent
de 72 kD en gels de poliacrilamida, compa-
tible amb la massa de la proteina deduida
del seu cDNA (aproximadament Mr 79 x
10°) (Bertranetal., 1993). Quan 'expressio de
transport en 00cits és maxima (per exemple
dia 6 després de la injeccio de 'RNA de
rBAThuma)es detecten amb anticossos anti-
rBAT dues bandes proteiques, una de 90 kD
i l'altra de 95 kD; la primera és sensible al
tractamentamb endoglucosidasa H (no pro-
cessada a través del complex de Golgi) i la
segona no és sensible, demostrant processa-
ment a través del complex de Golgi. Aquest
producte proteic es troba fonamentalment
(>90 %) alamembrana plasmatica de l'oocit
(evidenciat per marcatge amb biotina lliga-
da a un reactiu de lisina no permeable a la
membrana) (experiments realitzats per Josep
Chillar6n; manuscrit en preparacio). 3) Es-
tudis amb la proteina nativa. En estudis de
Western blot la proteina rBAT glicosilada té
una mobilitat en gels d'acrilamida de 90-95
kD aproximadament en preparacions de
membranade brush border derony6 (Furriols



et al., 1993; Mosckovitz et al., 1993). Estudis
d'immunodetecci6 al microscopi electronic
han mostrat que rBAT es localitza en els
microvil-li del tibul proximal recte de la
nefrona (Furriols et al., 1993; Pickel et al.,
1993);

b) El principal argument contra la hipote-
si que rBAT i 4F2hc siguin les proteines
transportadores dels sistemes b>*iy*L, res-
pectivament, radica en la prognosi de la
seva estructura tridimensional. Els grafics
d'hidrofobicitat d'aquestes proteines pro-
posen un unic domini amb hidrofobicitat i
helicoicitat (prognosis d'estructura secun-
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daria en helix o) suficient per a ser un seg-
ment transmembrana (vegeu el peu de la
figura 1). Per ra6 de la manca de peptid lider
i que els llocs consensus d'N-glicosilacio es
troben versl'extrem C-terminal dela posicio
del potencial domini transmembrana, es va
proposar que rBAT i 4F2hc eren glicoprotei-
nes de membrana de tipus II (extrem N-
terminal citoplasmatic i C-terminal extra-
cel-lular). El grup d'Udenfriend, ara sota la
direcci6 de Tate, ha proposat l'existéncia de
quatre dominis transmembrana, el mencio-
nat anteriorment més tres de naturalesa
amfipatica (Figura 8). Aix0 es basa en estu-

R270X

1306insC T652R ®
F648S |-

5'del1192
—» N c

(685 aa)

Figura 8. Model de la proteina rBAT amb quatre dominis transmembrana. S. Tate et al., proposen l'existencia de quatre
dominis transmembrana, amb tres d'aquests de naturalesa amfipatica; aixo es basa en estudis de proteclisi limitada i
d'utilizaci6 de diferents anticossos anti-rBAT en celul-les permeabilitzades (Mosckovitz e al., 1994). Damunt d'aquest
model de la proteina rBAT estan representades les mutacions especifiques de cistintiria trobades fins ara. Les mutacions de
substituci6 d'un residu d'aminoacid estan senyalades amb punts, les de codé de parada per quadrats, i les delecions i una
insercio per les abreviatures del iins. Les fletxes mostren la part de la pauta de lectura de la proteina afectada per la delecio
5'del1192. La deleci6 3'del, que afecta de I'ex6 5 o0 6 fins a 1'dltim ex6, no hi és representada, ja que encara no se'n coneixen
de forma precisa els seus limits. Les mutacions M467T i M467K es troben en el tercer domini transmembrana proposat pel
grup de Tate. La resta de mutacions estan distribuides al llarg de tota la proteina. La mutacié T216M elimina el primer lloc
potencial de N-glicosilacié. Els nombres indiquen el primer i ldltim residu d'aminoacid en els potencials dominis
transmembrana, 1 les posicions potencials de glicosilacié (Y). Catorze de les mutacions assenyalades aqui han estat
publicades (Calonge et al., 1994; Pras et al., 1995; Gasparini et al., 1995). Les mutacions T216M i E483X han estat descrites
recentment per G. Biscegglia i Paolo Gasparini, dintre del nostre consorci d'estudi de la cistindria; encara es troben en estudi
1 estan pendents de publicaci6.
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dis de proteolisi limitada i amb 1'us d'anti-
cossos anti-rBAT dirigits contra diferents
peptids al llarg de la seqliencia de rBAT
(Mosckovitz et al., 1994). Aquests resultats,
moltinteressants, esperen confirmacio per a
rBAT ilarealitzaci6 d'estudis similars per a
la proteina 4F2hc. En qualsevol cas ni un ni
quatre segments transmembrana semblen
suficients per formar un porus a la membra-
na per catalitzar el pas dels aminoacids.
Una possibilitat seria que tant rBAT com
4F2hc fossin components de sistemes de
transport d'aminoacids heteromerics
(Bertran et al., 1992b, c; Wells et al., 1992):
rBAT podria «activar» transportadors de
tipus b * silenciosos en 1'oocit de Xenopus,
mentre que 4F2hc podria «activar» trans-
portadors de tipus y*L parcialment inactius
en l'oocit. Un possible mecanisme per a
aquesta «activacio» fora la constitucio
d'holotransportadors amb subunitats pre-
sents en 'oocits de Xenopus. Aquest hipote-
tic mecanisme seria similar al demostrat per
I'activaci6 de subunitats o catalitiques de la
Na*/K* ATPasa de l'oocit després de I'ex-
pressio de 'RNA sintetic de subunitats  de
la Na*/K* ATPasa, una N-glicoproteina de
membrana de tipus II (Geering et al., 1989).
Enaquest sentit és moltinteressantel fet que
I'antigen de superficie cel-lular 4F2 es un
heterodimer (aproximadament 125 kD) com-
post per una cadena pesada de 85kD (4F2hc,
és a dir, la proteina homologa a rBAT) i un
altra de lleugera de 40 kD covalentment
unides per ponts disulfur (Haynes et al.,
1981; Hemler i Strominger, 1982).
Desafortunadament aquesta cadena lleuge-
ra, evidenciada per marcatge amb '“lode i
posterior immunoprecipitacié amb anticos-
sos anti-4F2hc, no ha estat clonada o
microseqlienciada. De manera molt similar,
en condicionsnoreductores, rBAT esrevela,
en estudis de Western blot, en preparacions
de brush border de ronyé en complexos de
mobilitats d'aproximadament 240 kD i de

125 kD; en gels de dues dimensions (primer
en condicions no reductores, seguit de con-
dicions reductores) els complexos donen
lloc a una tnica banda corresponent a la
proteina glicosilada aillada de 90-95 kD (es-
tudis realitzats per Josep Chillarén; manus-
crit en preparacio; Palacin, 1994). Aixo sug-
gereix que rBAT, igual que 4F2hc, forma
una estructura herodimerica (125 kD) unida
per ponts disulfur amb una potencial subu-
nitatlleugera de 40 kD, aproximadament. El
complex de 240 kD podria ser una estructu-
ra heterotetramerica a partir del complex de
125kD. El grup de Tate també postula I'exis-
tencia d'una subunitat de 50 kD aproxima-
dament (Tate, 1995). Si la hipotesi dels
holotransportadors pel que fa a rBAT i 4F2
es confirmen, I'estructura dels transporta-
dorsdetipusb®*iy*Lseriaheteromerica, un
fet encara no descrit pels transportadors de
substrats organics en mamifers. El coneixe-
ment de la relaci6 estructura-funcio per als
transportadors rBAT i 4F2hc requereix 1'ai-
llament i la clonaci6 de la subunitat lleugera
de 4F2hcidela potencial subunitat lleugera
de rBAT.

IDENTIFICACIO DE rBAT COM A GEN
DE LA CISTINURIA

La cistinuria és una malaltia autosomica
recessiva, amb unaincidéncia mitjana d'una
entre 7.000 persones. Es caracteritza per una
hiperexcreci6 urinaria de cistina i aminoa-
cidsbasics (Levy, 1973; McKusick, 1990; Segal
i Thier, 1989). Com quela cistina té unabaixa
solubilitat, precipita, formant calculs en el
tracte urinari que en provoquen l'obstruc-
cio, ilainfeccié d'aquest, i finalment la insu-
ficiencia renal (Segal i Thier, 1989). S’han
descrit tres tipus de cistinaria classica
(Rosenberg et al., 1966a): el tipus I en que els
heterozigots tenen aminoaciduria normal, i
els tipus IIi III en queé els heterozigots pre-



senten hiperexcreci6 de cistina i aminoacids
basics, principalment de lisina. A diferencia
dels tipus Ii II els homozigots de tipus III
mostrenunincrementdelsnivells plasmatics
de cistina després de I'administracio oral
d'aquesta que és gairebé normal; aixo sug-
gereix una manca de defecte intestinal en
aquests pacients. La hiperexcrecio urinaria
de cistinail'increment de cistina plasmatica
després de la seva carrega oral en pacients
amb cistinuria dels tres tipus es mostren
esquematicament a la figura. 9. Estudis de
tipus genetic van servir per postular que
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aquests diferents tipus de cistinuria classica
eren deguts a allelisme d'un mateix gen
(Rosenberg et al., 1966b).

En algunes hipotesis s'afirma que la
cistinuria és el resultat d'un defecte en el
transport d'alta afinitat de cistina, compartit
amb aminoacidsbasics, atravésdeles cel-lu-
les epitelials del tabul renal i el tracte intes-
tinal (Rosenberg et al., 1965). Malaurada-
ment, encara no s'entén completament la
reabsorcio renal de la cistina. Aixi, el trans-
port d'aquesta determinat amb vesicules de
vora del raspall del jeju sembla que és

Excreci6 urinaria de cistina Nivells plasmatics de cistina tras

la seva administracio oral
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FiGura 9. Defectes renal i intestinal de la reabsorci6 de cistina en pacients amb cistiniria classica. Excrecio urinaria de cistina
(quadre a la esquerra) expressada en umol/g de creatinina excretada en homozigots (HOMO) i heterozigots obligats
(HETERO) de cistiniria classica, aixi com en persones sense relacié amb la cistiniria (NORMAL). Els homozigots mostren
un rang d'excreci6 de cistina superior a la poblaci6 no afecta de cistiniria. Els heterozigots obligats (portadors) mostren un
rang d'excrecié des de valors normals fins a valors propers als dels homozigots. Els portadors amb excrecio normal de cistina
(també d'aminoacids basics; no es mostraen la figura) corresponen al tipus I de cistiniria, mentre que els de rang més superior
corresponen al tipus II; el portadors de tipus III presenten un rang intermedi, entre els de tipus Ii els de tipus II. Increment
en el plasma de la concentracié de cistina després de la seva administracié oral (quadre a la dreta). Es presenten dades
obtingudes en persones no relacionades amb la cistiniria (NORMAL; mitjana i rang amb el 95 % de confianga), i en un
experiment representatiu amb homozigots de cistindria classica de tipus I, IT 1 ITI. Noteu que només s'aprecia increment de
la cistina plasmatica en la poblacié normal 1 en I'homozigot de tipus III representat; no en canvi en els homozigots de tipus
[ i II. Les dades presentades han estat adaptades de les publicades per Crawhall ef al., 1969 (quadre a la esquerra) i de
Rosenberg et al., 1966 (quadre a la dreta).
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majoritariament independent de sodi
(Foremanet al., 1980; McNamara et al., 1981,
1992). A manca d'altre mecanisme concen-
tratiu de cistina i aminoacids basics, la cisti-
na s'acumularia pel fet de la seva reduccié
intracel-lular cap a cisteina, i els aminoacids
basics pel potencial de membrana amb 1'in-
terior cel-lular negatiu; sistemes de trans-
port basolaterals deurien aleshores catalit-
zar la sortida d'aquests aminoacids
(Silbernagl, 1988). El grup de Segal, a Fila-
delfia, postula l'existéncia de dos transpor-
tadors de cistina en el tibul renal: un siste-
ma d'alta afinitat (K enelrang j1) compartit
amb aminoacids basics, i un altre de baixa
afinitat (no se'n pot estudiar la saturaci6 a
causa de la baixa solubilitat de la cistina; al
voltant de 450 uM) que sembla que no és
compartit amb  aminoacids basics
(McNamara et al., 1981; Segal et al., 1977). Es
interessant assenyalar que diversos autors
han trobat inhibicié del transport d'alta afi-
nitat de cistina per aminoacids neutres
(Foreman et al., 1980; Schafer i Watkins;
Furlong i Posen, 1990). Contrariament a les
preparacions de membranes renals, el trans-
portde cistina a vesicules de vora del raspall
del jeju esta mitjangat pel sistema d'alta afi-
nitat, compartit amb aminoacids basics, i no
hi és present el de baixa afinitat (Ozegovic et
al., 1982). Aquest sistema d'alta afinitat, pre-
sental rony6ia l'intesti, es va demostrar ser
defectiu en pacients amb cistinuria classica
(Coicadan et al., 1980; Thier et al., 1964).
Estudis de microperfusié indiquen que
aquest sistema d'alta afinitat esta localitzat
en el tubul proximal recte, mentre que el
transport de cistina de baixa afinitat seria
present en el tibul proximal contornejat
(Schafer i Watkins, 1984).

L'expressio especificade rBAT als micro-
vil-li del segment S3 (tibul proximal recte)
de la nefronaiala mucosa de l'intesti prim,
iles caracteristiques del transportinduit per
a rBAT als oocits, suggerien que el sistema

rBAT/b> * seria un sistema de reabsorci6
activa (transportactiu terciari) d'alta afinitat
de cistinaiaminoacids basics. Totaixo va fer
pensar que rBAT era un bon candidat com a
gen de la cistinuria.

Per estudiar aquesta hipotesi vam buscar
mutacions en el gen rBAT en pacients amb
cistintria. Inicialment no coneixiem I'estruc-
tura genomica del geninomés podiem estu-
diar el seu RNA missatger. En aquest con-
text la principal dificultat era obtenir mos-
tres (biopsies) renals o intestinals dels paci-
ents. Perresoldreaquest problema vamapro-
fitar el fenomen dela transcripci6il-legitima:
qualsevol gen s'expressa a qualsevol teixit,
perd amb un nombre de copies molt baix
(Chelly et al., 1989). Aixi, en col-laboraci6
amb el grup de Paolo Gasparini de I'hospital
Solievo de la Soferenza (San Giovanni
Rotodo, Italia) es van desenvolupar linies
cel-lulars limfoblastiques a partir de la sang
de pacients. Llavors, amb I'ajut de la reaccio
en cadena de la polimerasa (PCR) i del co-
neixement del missatger huma de rBAT
(Bertran et al., 1993) es va amplificar el mis-
satger de rBAT. Aquest cDNA va ser analit-
zat per a trobar-hi mutacions fent servir la
tecnica de l'analisi de polimorfismes de con-
formaci6 de cadenes senzilles (SSCP); aques-
ta técnica detecta canvis de mobilitat (mi-
gracio electroforetica) del DNA que son de-
guts a alteracions de la seva seqiiéncia; pos-
teriorment les bandes anomales se sequien-
cien. Aixi es van trobar sis mutacions que
provocavenuncanvide residu aminoacidic,
iquesegregavenamb el fenotip de cistinaria
(Calonge et al., 1994). L'analisi funcional
d'una d'aquestes mutacions (M467T) va
mostrar la perdua d'activitat de 'RNA mu-
tatde rBAT per induir activitat de transport
d'aminoacids tipus b>* a 00cits (vegeu més
endavant). Aixd va demostrar que muta-
cions en el gen rBAT causen cistinuria
(Calonge et al., 1994). Posteriorment hem
arribat a coneixer l'estructura genomica del



gen (les unions exo6-intro, treball realitzat
per Jesus Purroy i M. Julia Calonge al nostre
laboratori en col-laboracié amb el grup de
Paolo Gasparini; manuscrit en preparacio).
Aix0 ens permet d'esbrinar els canvis de
sequiencia en els fragments de DNA ampli-
ficats per PCR directament de la sang dels
pacients. Amb una técnica molt semblant
RNA-SSCP (s'analitza la mobilitat de cade-
nes sintetiques d'/RNA del gen) hem trobat
set mutacions més, que inclouen delecions,
insercions, codons de parada de traduccio i
substitucions de residu (quatre d'aquestes
mutacions son descrites en Gasparini et al.,
1995). Aquestes dades han estat plenament
confirmades per un grup nord-america que
en analitzar una poblacié de pacients del
Proxim Orient id'Europa del'Est, principal-
ment d'origen jueu, ha trobat quatre muta-
cions en gen rBAT (un cod6 de parada, dues
delecions i una substituci6é de residu) que
segreguen amb el fenotip de cistinuria (Pras
et al., 1995). Fins ara, les mutacions més
freqiients en les poblacions italiana i espa-
nyola i en les d'origen jueu son les muta-
cions M467T (el residu metionina en la posi-
€i6 467 és substituit per treonina) i R270X (el
cod6 del residu arginina en posicio 270 és
substituit per un cod6 de parada de traduc-
ci6 i elimina quasi dues terceres parts de la
proteina cap a la part C-terminal). Aquestes
mutacions s'han trobat en homozigosi en
diversos pacients, aixi com en heterozigosi
amb altres mutacions. Les mutacions fins
ara descrites es mostren a la figura 10; men-
tre que la seva localitzacio a la proteina és
esquematicamentrepresentadaala figura8.

L'analisi funcional de la mutacio M467T,
una de les més freqtients trobades fins ara,
harevelat que es tracta d'un mutant defectiu
per la seva manca de processament cel-lular
cap ala membrana plasmatica. A diferéncia
de la proteina normal, el mutant M467T
forma un unic producte proteic en l'oocit
que és sensible a la digesti6 amb
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endoglucosidasa H i demostra que les N-
glicosilacions de la proteina no han estat
processades al complex de Golgi. Aixo fa
que l'arribada d'aquest a la membrana
plasmatica sigui molt lenta en1'o0cit: la pro-
teina normal es localitza aproximadament
en un 90 % a la membrana plasmatica, men-
tre que per al mutant M467T és a l'inrevés;
menys del 10 % és present a la membrana
plasmatica. Aixo s'ha pogut esbrinar fent
estudis de marcatge amb biotina dela protei-
na rBAT a la superficie cel-lular dels oocits.
Es important assenyalar que la proteina
M467T que arriba fins a la membrana és
totalment funcional (Josep Chillarén i Raul
Estévez; manuscrit en preparacio). Actual-
ment s'esta estudiant el mutant M467K (el
mateix residu canvia a lisina; es tracta també
d'una mutacié especifica de cistintria, ve-
geu la figura 8). Els estudis preliminars sug-
gereixen un comportament similar al de la
M467T, perd amb una proteina que podria a
més a més no ser totalment funcional una
vegada és presentalamembrana plasmatica.
En el futur, estudis realitzats amb cel-lules
dels pacients amb la mutacié M467T en ho-
mozigosi hauran de ratificar el defecte de
processament en la membrana plasmatica
abans esmentat.

Per tant, i resumint el que hem dit fins
ara, les mutacions en el gen rBAT causen
cistintria. Aixo demostra que el sistema de
transport rBAT /b * participa en la reabsor-
ci6 de cistina i aminoacids basics, probable-
ment amb un mecanisme de transport actiu
terciari com es proposa a la figura 7. Per ra6
de la localitzaci6 de rBAT en les ceél-lules
epitelials del segment S3 de la nefrona, tam-
bé es demostra que el sistema de reabsorcio
de cistina d'alta afinitat i baixa capacitat (en
aquest segment del tubul proximal es dona
només un 15-20 % de tota la reabsorcio tubu-
lar de cistina) és manifestament important
per al'eficient reabsorci6 de cistina i amino-
acids basics en el ronyo.
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Figura 10. Mutacions especifiques de cistiniria descrites al gen rBAT. Es mostren les mutacions en el gen rBAT, l'ex6
implicaten el gendels deu que conté, aixi com els cromosomes on s'han descrit (nombre de cromosomes independents i origen
poblacional d'aquests). Fins ara s'han descobert disset mutacions en el gen rBAT que segreguen amb el fenotip de la cistintria
classica: onze mutacions de substituci6 de residu d'aminoacid, sempre en residus ben conservats entre les seqiiéncies
conegudes de rBAT huma, de conill i de rata; dos mutacions de cod6 de parada; i quatre delecions o insercions. Amb la
nomenclatura utilitzada, les mutacions per substitucié estan representades per I'aminoacid substituit, la posici6 del residu
substituit, i el nou aminoacid. Les mutacions de cod6 de parada es designen mitjangant I'aminoacid substituit, la posici6 del
residu substituit i la lletra X. Les delecions descrites afecten les primeres 1192 bases de la pauta de lectura oberta del gen
IBAT (5'del 1192), de I'ex6 5 0 6 fins al 10 i dltim (3'del), 0 I'A en posici6 1749 (1749del A) que provoca un canvi de pauta
de lectura. El signe d'interrogaci6 assenyala que els limits d'aquestes delecions no sén encara coneguts. S'ha descrit una tinica
inserci6 d'una C després de la posicié 1306 (1306ins C) que provoca un canvi de pauta de lectura amb I'aparicié d'un nou
codo de parada. Cinc mutacions han estat observades en més d'un cromosoma independent: M467T, R270X, P128Q, E483X
1 T216M. La major part d'aquestes mutacions han estat descrites en Calonge ef al., 1994 i Gasparini et al., 1995 per les
mutacions d'origenitalia i espanyol, i en Pras ez al., 1995 per les d'origen jueu, drus i de I'est d'Europa. Les mutacions T216M
i E483X han estat descobertes molt recentment en el laboratori del Dr. Gasparini, dintre del nostre consorci per a l'estudi de
la cistindria, i la seva publicaci6 esta actualment en preparacio.

Mutacions especifiques de cistindria del gen rBAT

mutacié exo cromosomes independents

nombre origen
substitucié
P128Q 1 4 2 jueus perses

2 jueus yemenites

RI81Q 2 1 italia
T216M 2 2 italia
R365W 6 1 italia
M467K 8 1 italia
M467T 8 12 6 italians,

6 espanyols

Y582H 9 1 italia
P615T 10 1 italia
F648S 10 1 italia
T652R 10 1 italia
L6780 10 1 italia
cod6 d'aturada
R270X 4 11 2 drusos,
1 italia,
8 jueus ashkenazis
E483X 8 2 italians
delecions i insercions
1749del A 10 1 italia
S'del 1192? 1al6 1 europeu de l'est
1306ins C 7 1 europeu de l'est
1

3'del ? 5/6 al 10 italia




HETEROGENEITAT GENETICA DE LA
CISTINURIA

Com acabem de veure el gen rBAT és
responsable de la cistinuria classica. La se-
glient pregunta és si rBAT és I'inic gen
responsable de la malaltia. Dit d'una altra
manera, és la cistintria una malaltia homo-
genia des del puntde vista genetic? Sies vol,
és rBAT responsable dels tres tipus de
cistinuria? Dues dades, una clinica i l'altra
fisiologica suggereixen heterogeneitat en la
cistinuria classica: 1) Els estudis de carrega
oral de cisitina poden ser indicatius que els
cistinurics de tipus Il no manifesten defecte
intestinal (Figura 9). 2) El 80-85 % de la
reabsorcio renal de cistina i aminoacids ba-
sics es dona als segments S1-S2,ino al S3 on
es localitza la proteina rBAT. Es a dir, altres
transportadors de cistina, expressats als seg-
ments S1-52 i no presents a l'intesti també
podrien ser gens de cistinuria.
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Rapidament vam tenir unaindicacié d 'he-
terogeneitat. Les mutacions en el gen rBAT
estrobavennomés en els malalts de cistintiria
de tipus I. Les dades a la figura 11 mostren,
que quan teniem accés al 70 % de la regio
codificant del gen rBAT a partir de DNA
genomic extret de sang dels malalts, totes les
mutacions descrites pel nostre consorci
hispano-italia, estaven associades a la
cistinturia de tipus I en els casos en que
s'havia pogut establir el fenotip dels pares
(Gasparini et al., 1995). Aleshores podiem
explicar amb les mutacions descobertes en
rBAT fins al 50 % dels cromosomes de tipus
I en malalts de tipus I/I (és a dir, quan tant
el pare com la mare del pacient son porta-
dorsdel tipusI)iel33 % dels cromosomes de
tipus I en els pacients de tipus I /111 (és a dir,
pacients que sén heterozigots compostos
entre els dos tipus). De la mateixa manerano
trobem mutacions en els cistinurics de tipus
II. Aquestes dades estan sent confirmades

Figura 11. Distribucié de les mutacions del gen rBAT segons el tipus de cistintria. En un estudi recent (Gasparini et al.,
1995), families amb cistintria d'origen espanyol i italia, es van classificar d'acord amb la classificaci6 de Rosenberg (tipus
I, IT11IT) segons I'excrecié de cistina i d'aminoacids basics en I'orina dels portadors obligatoris. D'un total de 51 pacients amb
cistindria, 8 van ser classificats com de tipus I/1i 8 de tipus ITI/ITI, mentre que 9 foren classificats com heterozigots compostos
de tipus I/ITIl. A més a més, 6 pacients presenten cistintria de tipus II, bé en homozigosi o bé com heterozigots compostos
amb el tipus III. La cistiniria de vint pacients perque no se'n van poder estudiar els pares. Després d'analitzar el 70 % de la
pauta de lectura del gen rBAT només es van trobar mutacions en els malalts de tipus I/I i de tipus I/III, sempre en la linia de
transmissio hereditaria del tipus I. En canvi no s'han trobat mutacions en els pacients de tipus ITI/IIL, II/IT o II/III. Aquestes
dades suggereixen fortament l'existencia d'heterogeneitat genética en la cistindria classica: rBAT seria responsable només
del tipus I, 1 no del tipus I 1 III.

Distribucié de les mutacions del gen rBAT entre els tipus de cistintria

tipus /1 /111 TI/101 altres no definits total
(TI/1T o TI/TIT)
PACIENTS 8 9 8 6 20 51
I 111
CROMOSOMES
POSITIUS 8 30 0 0 6 17
NEGATIUS 8 6 9 16 12 34 85

% DE POSITIUS 50 33 0 0 0 15 17
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amb noves mutacions i amb l'estudi de tota
laregi6 codificant del gen rBAT: actualment
amb les mutacions descrites, podem expli-
car gairebé el 75 % de la cistintria de tipus I
en la nostra poblacio.

La forma més rapida de demostrar hete-
rogeneitaten la cistinuriaide confirmar que
rBAT és responsable només del tipus I era
amb estudis de lligament genétic. Per a dur
a terme aquests estudis era quasi necessari
localitzar el gen rBAT en el seu cromosoma.

Inicialment amb I'is d'hibrids somatics el
genesvalocalitzar enel brag curt del cromo-
soma 2 huma (2pter-2p12) (Lee et al., 1993;
Calonge et al., 1994). De manera indepen-
dent es va trobar lligament entre un marca-
dor del bra¢ curt del cromosoma 2
(microsatel-lit D25119) i la cistintria (Pras et
al., 1994). Per saber si aquest locus era al
mateix que el de rBAT, vam garbellar una
genoteca de mega YAC (Yeast Artifical
Chromosomes) de DNA genomic huma cedi-

tel

D25177

180M

rBAT —t— D2S119

cen

Figura 12. Localitzacié cromosomica del gen rBAT huma. Senyal fluorescent obtingut per hibridacio in situ (FISH) amb
seqiiencies de DNA huma amplificades per PCR (utilitzant seqiiéncies Alu humanes) a partir d'un cromosoma artificial de
llevat (YAC) que conté el gen rBAT. El senyal és especific i es localitza al brag curt del cromosoma 2 (quadre superior). Amb
aquest tipus de tecnologia s'ha localitzat el gen TBAT a la banda G 2p16.3 (vegeu quadre inferior) (Calonge et al., 1995a).
Mapa genétic regional del locus de cistindria rBAT amb representaci6 esquematica del brag curt del cromosoma 2 huma
(quadre inferior). Estudis de lligament genétic (Calonge et al., 1995b) entre el fenotip de cistintiria, marcadors del brag curt
del cromosoma 2 (microsatél-lits) i marcadors intragénics del gen rBAT (mutacions i polimorfismes) han demostrat el
Iligament homogeni de la cistindria de tipus I al locus rBAT, situat en posicié telomerica respecte al microsatel-lit D25177
i molt a prop del microsatel-lit D2S119 (el gen rBAT se situa a 4,8 cM a cada costat del microsatel-lit amb un interval de
confiangadel 95 %); lamanca de recombinants entre cistintria de tipusIiel gentBAT amb el marcador D2S119 no fa possible
decidir si el locus de cistiniria rBAT se situa centromeric o telomeric respecte d'aquest microsatel-lit. En aquest estudi la
distancia geénica entre els microsatel-lits D2S177 i D2S119 és d'aproximadament 8 ¢cM. La localitzacio fisica del gen rBAT
i els dos microsatel-lits per estudis de FISH situa els tres marcadors de forma indistingible sobre la banda 2p16.3 (Calonge
et al., 1995a).



da per D. Le Paslier del CEPH (Franga). Es
vaobtenirun YAC que contenia tots el exons
de rBAT. Del seu DNA se'n van amplificar
seqiiencies humanes (Alu-PCR) que es van
utilitzar per alocalitzar per hibridacio in situ
(FISH) en cromosomes humans en metafase
(Figura 12). Tant el gen rBAT com el marca-
dor D25119i unaltre de molt proper (D25177)
es van localitzar a la banda G 2p16.3 en el
brag¢ curt del cromosoma 2 (Calonge et al.,
1995a). Altres autors han localitzat el gen
rBAT també enaquestaregio peroalabanda
G contigua 2p21 (Yan et al., 1994). Aixo va
demostrar que el locus de rBAT i el descrit
pel grup de Pras (Bethesda, EUA) era el
mateix. A la vegada aquests estudis ens
proveien d'eines per a fer estudis de lliga-
ment genetic. En un estudi amb vint-i-dues
families amb cistinuria tant de tipus I com
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de tipus III, utilitzant la segregaci6 al-lélica
dels microsatel-lits D25119 i D2S177, aixi
com marcadors intragenics de rBAT (muta-
cions i polimorfismes) hem pogut demos-
trar que el gen rBAT només és responsable
del tipus I, de manera homogenia, pero en
canvi no ho és del tipus III (Calonge et al.,
1995b). A la figura 12 es mostra el mapa
genetic de laregi6 cromosomica del locus de
cistinuria tipus I (gen rBAT). A la figura 13
es mostra un exemple de manca de segrega-
cid entre el locus rBAT la cistinuria de tipus
III en una familia amb malalts de tipus III/
III. Amb analisis com aquests utilitzant fa-
milies de tipus II (el tipus menys freqtient)
ara també sabem que la cistintiria de tipus II
no ésdegudaal genrBAT. En conclusio totes
aquestes dades, en contra de la visi6 més
estesa (McKusick, 1990), han demostrat con-
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FiGura 13. Familia amb cistintria de tipus III/III sense lligament genétic amb el locus rBAT de cistindria. Es mostra el
caracter d'una familia inclosa en un estudi més ampli on s'ha demostrat que la cistindria de tipus III no esta lligada
geneticament amb el locus rBAT de cistiniria (Calonge et al., 1995b). Els simbols omplerts i a mig omplir respresenten els
pacients amb cistintria i els portadors, respectivament. Els dos portadors s6n formadors de calculs. Els haplotips pel
microsatel-lit D2S177, un polimorfisme al gen rBAT i pel microsatel-lit D2S119 es mostren sota els simbols. El gel mostra
la manca de segregacio entre els dos al-lels del gen rBAT pel polimorfisme (A/G) en el nucleotid 1854 i la cistintiria. A la
part inferior de la figura es mostren els valors d'excrecié urinaria (mol g' creatinina), dels membres d'aquesta familia, per
cistina (CssC), arginina (Arg), lisina (Lys), ornitina (Orn), aix{ com per la suma de I'excreci6 de cistina i aminoacids basics.
Elrang de valors normals en la poblacié (o de portadors silenciosos) d'excreci6 urinaria d'aquests aminoacids es mostren entre

claudators.
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vincentment que la cistintiria és una malal-
tia hereditaria amb heterogeneitat genetica;
només el tipus I de cistindria és degut a
rBAT, mentre que no és aquest el cas per als
tipus 111 IIL

GENS CANDIDATS DE CISTINURIA.
FUTURES PERSPECTIVES

L'esquema a la figura 14 resumeix el
nostre coneixement actual de la biologia
molecular de la cistindria. La cistintria de
tipus I, la més freqlient en les nostres pobla-
cions; possiblement el 65-70 % del casos, és
deguda a mutacions al gen rBAT. Aquest
gen codifica una proteina que participa com
amodulador o transportador del sistema de
reabsorci6 renal i intestinal d'alta afinitat de
cistina i d'aminoacids basics de tipus b® *.
Aquest sistema de transport reabsorbeix
aquests aminoacids vers l'interior de les ceél-
lules epitelials dels tubuls renal, en el seu

segment S3 (Pars recta o tibul proximal
recte), per un mecanisme de transport actiu
terciari, dissipant el gradient d'aminoacids
neutres establert en aquestes cel-lules. Per
contra, es desconeixen els gens causants de
la cistinuria de tipus I i III. Molt probable-
ment, a causa de la aparentment normal
absorci¢ intestinal de cistina als pacients de
tipus III, el gen causant d'aquest tipus de
cistinuria sera un gen que s'expressa al ro-
ny6 perod que no s'expressa a l'intesti. El
sistema o els sistemes de reabsorcio renal de
cistina de baixa afinitat i alta capacitat ex-
pressats en els segments S1 i S2 del tubul
renal, i que no es troben a l'intesti, son els
principals candidats. El fet, com ja s'ha co-
mentat abans, que el transportador rBAT/
b°*sigui probablement una proteina hetero-
merica permet postular que la subunitat de
baixa massamolecular («lleugera») derBAT,
encara no clonada, pugui ser un altre gen de
cistinuria, responsable bé del tipus II o fins
i tot del tipus L.

Bases moleculars de la cistintria

Fenotip Gen Sistema de transport Teixit afectat
I rBAT bescanviador d'aminoacids  rony6 (segment S3)
(b * -like) intesti prim
I1 ? ? ronyo i intesti
11 ? sitema de reabsorcié rony6

de baixa afinitat?

(segment S1-S2)?

FiGura

14. Esquema resum del coneixement actual de les bases moleculars de la cistintria. Dels tres tipus de cistinuria,

només el tipus I s'ha demostrat que sigui produit per alteracions en el gen rBAT, també anomenat SLC3A1 en el Gene Data
Bank. La proteina rBAT constitueix total o parcialment el sistema de transport d'aminoacids de tipus b**, responsable de la
reabsorcié d'aminoacids basics i cistina al segment S3 de la nefrona i de la mucosa de l'intesti prim. Els gens, i l'activitat de
transport, responsable de la cistindria de tipus ITi III son desconeguts. Com a hipotesi de treball es proposa que un sistema
de reabsorci6 de cistina i d'aminoacids basics amb alta capacitat i baixa afinitat ubicat en les cel-lules epitelials del tibul
proximal en els segments S2-S3, i no present en l'intesti prim, seria el responsable del tipus III. El fet que rBAT pot tenir una
estructura heterodimeérica amb una subunitat lleugera encara no clonada fa pensar en la possibilitat que mutacions en el gen
d'aquesta subunitat siguin responsables de la cistintria de tipus II.



Tres linies principals d'esforg de recerca
es plantegen en el futur en l'estudi de la
cistinuria: 1) Podem desenvolupar animals
model de cistintria basant-nos en I'elimina-
cio del'expressio del genrBAT, per exemple
en el ratoli. Actualment perseguim el cDNA
de rBAT deratoli per assolir el Knock-out del
gen rBAT en aquest animals. Si el fenotip
d'aquests animals és cistinuric podrem uti-
litzar-los per a desenvolupar noves terapies
per a la cistintria (nous farmacs o en el futur
terapia genica); actualment la terapia exis-
tent és simptomatologica (reduccio de I'ex-
crecio de cistina i solubilitzacié dels calculs)
i presenta molt efectes secundaris. 2) Hem
de trobar els altres gens causants de la
cistinuria. Per a assolir aixo es poden utilit-
zar bé estrategies genetiques (genetica posi-
cional), bé estrategies bioquimiques
(clonaci6 de nous transportadors renals de
cistina). 3) Tant rBAT com 4F2hc semblen
que necessiten de subunitats encara desco-
negudes. La purificacio i/o seqlienciacio
d'aquestes subunitats és un requisit indis-
pensable per a establir la relaci6 estructura-
funci¢ d'aquests transportadors d'aminoa-
cids: quins son els dominis proteics que
permeten d'establir I'acumulaci6 dels subs-
trats d'aquests transportadors i amb quins
mecanismes d'accio? L'estudi de rBAT i
4F2hc esta plantejant problemes tinics i molt
interessants en el mon del transport d'ami-
noacids en mamifers.
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