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1. RESUMEN

GLUT1 es el principal transportador envuelto en el transporte facilitativo de glucosa a
través de la membrana plasmatica, el cual puede ser inhibido por un variado ndmero de
moléculas. Estudios cinéticos de transporte con diversos inhibidores de la actividad funcional de
GLUT1 han mostrado que existen sitios accesibles por la cara externa (exofacial) e interna
(endofacial) del transportador que participan en la union de estos ligandos. En este trabajo
nosotros mutamos dos residuos de lisina ubicados en segmentos del transportador que muestran
homologia con sitios de union de nucleétidos en otras proteinas; uno de orientacion exofacial
(residuo 117) y otro de orientacion endofacial (residuo 229) y las analizamos funcionalmente en
ensayos trans-cero de entrada en ovocitos de Xenopus laevis. Las mutantes K117R, K117Q y
K229Q mostraron niveles de expresion y constantes cinéticas semejantes a la de la proteina
silvestre expresada en el mismo sistema, asi como su sensibilidad frente a citocalasina B y
pentoxifilina. Sin embargo, K117Q perdié parcialmente mientras K117R perdi6 completamente
su capacidad de ser inhibidas por la flavona quercetina, una molécula que se liga a un sitio
accesible por la cara exofacial. Ademas Lys117 present6 varias caracteristicas en su entorno
quimico que permiten proponer que el grupo amino de su cadena lateral se encontraria disociado
en la proteina silvestre. Por otra parte, K229Q fue insensible frente a tirfostina A-47, un inhibidor
sintético de proteinas tirosinas quinasas. Estos antecedentes nos permiten sugerir que el dominio |
participa en la unién de flavonas, mientras el dominio Il formaria parte del sitio alostérico de

union de tirfostina A-47 en GLUTL.



1.1 SUMMARY

GLUT1 is the major transporter involved in the facilitative transport of glucose across the
plasmatic membrane, and it can be inhibited by a varied number of molecules. Transport kinetic
studies with various inhibitors of the functional activity of GLUT1 have shown that there are sites
accessible from the external (exofacial) and internal face (endofacial) of the carrier that
participate in the binding of these ligands. In this work, we mutated two lysine residues located in
transporter segments that show homology with nucleotide binding sites in other proteins; one of
exofacial orientation (residue 117) and other of endofacial orientation (residue 229), and we
analized them functionally in zero-trans uptake assays in Xenopus laevis oocytes. Mutants
K117R, K117Q and K229Q showed levels of expression and kinetic constants similar to that of
the wild-type protein expresed in the same system, as well as their sensibility to cytochalasin B
and pentoxyfylline. However, K117Q lose partially whereas K117R lose completely their
capability of being inhibited by the flavone quercetin, a molecule that binds to an accessible site
of the exofacial face. Besides, Lys117 presented several characteristics in its chemical ambient
that permit us to propose that the e-amino group should to be dissociated in the wild-type protein.
Additionally, K229Q was insensitive to tyrphostin A-47, a synthetic inhibitor of protein tyrosine
kinases. These data allowed us to suggest that the domain | participates in the binding of the
flavone, whereas the domain Il would form part of the allosteric binding site of tyrphostin A-47

on GLUT1.



2. INTRODUCCION

2.1 El transporte de glucosa.

Las membranas bioldgicas son una barrera semipermeable y altamente especializada que
debido a sus caracteristicas fisicoquimicas no permite el libre paso de solutos a través de ellas. La
glucosa, una pequefia molécula de solo 180 Dalton, es la principal fuente de energia de los seres
vivos y forma parte de importantes macromoléculas tales como glicégeno, celulosa o almidén.
Los requerimientos de glucosa por parte de la célula son enormes y esta ha debido adaptarse y
generar un sistema para transportar glucosa hacia el interior celular (Elbrink y Bihler, 1975; Lieb
y Stein, 1971).

El transporte de glucosa a través de la membrana plasmaética esta mediado por dos familias
de proteinas pertenecientes a la superfamilia principal de facilitadores (MFS, Major Facilitator
Superfamily): la familia SGLT (Sodium Glucose Linked Transporter) y la familia GLUT/SLC2
(Glucose Transporter/Solute carrier family 2) (Bell et al., 1990; Wood y Trayhurn, 2003). La
familia SGLT se caracteriza por ser un grupo de proteinas capaces de transportar glucosa en
contra del gradiente de concentracién, aprovechando el gradiente electroquimico formado por el
ion Na'. Estos cotransportadores juegan un rol esencial en la absorcion de glucosa a nivel
intestinal y en la reabsorcion de glucosa en el rifion, para lo cual requieren la hidrélisis de ATP a
través de la bomba Na*/K*ATPasa que mantiene el gradiente de i6n sodio y permite asi el
simporte de glucosa/Na® (Wood y Trayhurn, 2003). Por otro lado la familia GLUT/SLC2 es un
grupo de proteinas (tradicionalmente llamadas GLUT) que facilitan el transporte de glucosa a
través de la membrana plasmatica a favor de un gradiente de concentracion, por lo cual el

transporte es independiente de la hidrdlisis de ATP (Uldry y Thorens, 2004).



2.2 La familia GLUT/SLC2: similitudes y clasificacion

El modelo més aceptado para la estructura de los miembros de la familia GLUT/SLC2,
consiste en 12 segmentos de transmembrana en estructura secundaria a-hélice, unidos por cortos
lazos extracelulares y citoplasmaticos, a excepcion del gran lazo intracelular que une las hélices 6
y 7. Este hecho ha llevado a muchos investigadores a formular la hipétesis que estas proteinas
serian el resultado de una duplicacion génica de un antiguo miembro de 6 segmentos de
transmembrana. Ademd&s presentan la region N-terminal y C-terminal orientados
intracelularmente (Barrett et al., 1999; Burant et al., 1991; Hruz y Mueckler, 2001).

Debido a que algunos tejidos presentaban bajos niveles de expresion de los isotipos
conocidos hasta principios de los afios 90 (GLUT1-5), era sugerente la idea de la existencia de
otros miembros no descritos pertenecientes a esta familia. Sin embargo, los intentos de
identificarlos mediante hibridacién o PCR con partidores degenerados fueron en vano. Muchos
afios después fueron descubiertas algunas secuencias presentes en las bases de datos EST
(Expression Sequence Tag) con importante similitud a GLUT1 (>28% de identidad en la
secuencia aminoacidica), que permitieron el clonamiento de los nuevos miembros de la familia
mediante PCR y RACE (Doege et al., 2000a; Doege et al., 2001; Doege et al., 2000b; Ibberson et
al., 2000; Jarvis et al., 1986; Li et al., 2004; McVie-Wylie et al., 2001; Phay et al., 2000; Rogers
et al., 2002).

En la actualidad se han descrito 14 miembros de esta familia, los cuales difieren en sus
propiedades cinéticas, especificidad de sustrato y en su expresion tisular, celular y subcelular.
Trece de estos miembros han sido clasificados en tres clases (Clase I, Il y Ill) de acuerdo su
disposicion estructural predicha a partir de sus secuencias aminoacidicas, y en comparacion a los

isotipos tradicionalmente descritas (Joost et al., 2002; Joost y Thorens, 2001). La clase | esta



compuesta por los mas profundamente caracterizados GLUT1-4, quienes presentan una identidad
por sobre el 51% entre ellos. Poseen un motivo QL en la hélice 5 (en GLUTL1 corresponde a
Q161) y un motivo STSIF en el loop extracelular 7. La clase Il estd formada por GLUT5 vy las
proteinas relacionadas GLUT7, GLUT9 y GLUT11. La mayor caracteristica de esta clase es que
carecen de un residuo de triptéfano a continuacion del motivo GPXXXP de la hélice 10, el cual
estaria implicado en la unién de ligandos como citocalasina B y forsfocolina. A la clase Il
pertenecen GLUT6, GLUTS, GLUT10, GLUT12 y el transportador de mioinositol HMIT. La
caracteristica de este grupo es el menor tamafio del lazo extracelular que une los segmentos
transmembrana 1 y 2 que ademas carece de sitio de glicosilacion. En los miembros de esta clase,
el sitio para glicosilacion se encuentra ubicada en el lazo extracelular que une las hélices 9 y 10,
lazo que ademas es de mayor tamafio que su analogo en la clase | y Il. EI miembro restante de la
familia SLC2 no ha sido incluido en alguna de las tres clases de la familia, sin embargo la gran

identidad que posee con GLUT3 (>90%) lo posicionaria en la clase | (Jarvis et al., 1986).

2.3 La familia GLUT/SLC2: descripcion de las proteinas

Aunque la expresion de GLUT1 es baja en hepatocitos normales, la proteina fue clonada de
una libreria de cDNA de células de hepatoma HepG2 (Mueckler et al., 1985). Esta proteina es la
mas estudiada cinética y estructuralmente de todos los miembros de la familia debido a su gran
abundancia en eritrocitos humanos y a su expresion ubicua en tejidos humanos, la cual aumenta
sus niveles durante la transformacion oncogénica (Macheda et al., 2005). El sustrato preferido de
GLUT1 es glucosa (Ky ~ 3mM), aunque también son sustratos galactosa, manosa y el &cido
dehidroascarbico, la forma oxidada de la vitamina C (Vera et al., 1994). Es inhibido por una gran

variedad de compuestos, entre ellos citocalasina B (ICsp 0,44 pM), floretina (ICso 49 puM),



flavonas, isoflavonas, tirfostinas y metilxantinas (Baldwin y Lienhard, 1989; Challiss et al., 1980;
Sato et al., 1990a; Vera et al., 2001). Algunas mutaciones en esta proteina conducen a una
enfermedad denominada sindrome de deficiencia del transportador de glucosa tipo 1 (GLUT1DS)
caracterizada por deficiencia de captacion eritrocitaria de glucosa, hipoglucorragia, epilepsia
infantil, microcefalia, espasticidad y retraso mental (De Vivo et al., 2002; Pascual et al., 2004a;
Pascual et al., 2004b; Wong et al., 2007).

GLUT2 es un transportador de baja afinidad para glucosa (Ky ~ 17mM), galactosa, manosa
y fructosa (Thorens et al., 1988), aunque es un transportador de alta afinidad para glucosamina
(Km ~ 0,8mM), un sustrato utilizado para la sintesis de glicoproteinas y glucosaminoglicanos en
cartilago (Lachaal et al., 2001; Uldry et al., 2002). GLUT2 también es inhibido por diferentes
moléculas como flavonoides, floretina, florizina y citocalasina B (ICsp 1,9 pM)(Kwon et al.,
2007). Se expresa en altas cantidades en membrana sinusoidal de hepatocitos, células
pancreaticas, membrana basolateral de epitelio intestinal y en membrana basolateral en epitelio
de tdbulos renales (Thorens et al., 1988). Se cree que juega un rol esencial como sensor de
glucosa para la secrecion de insulina, en la absorcion intestinal de hexosas y en la secrecion de
glucosa por parte de los hepatocitos (Gouyon et al., 2003; Johnson et al., 1990; Kwon et al.,
2007; Mueckler, 1993; Takeda et al., 1993; Thorens et al., 1988).

GLUT3 es un transportador de alta afinidad para glucosa (Ky ~ 1,4mM), pero que también
tiene como sustratos a galactosa, manosa, maltosa, xilosa y &cido dehidroascorbico. Como los
deméas miembros de la clase |, es inhibido por citocalasina B (ICso de 0,4 uM), floretina y
florizina. Aunque fue clonado inicialmente de una libreria de cDNA de musculo fetal humano, es
expresado principalmente en neuronas (Kayano et al., 1988; Mantych et al., 1992; Stuart et al.,

1999) y en testiculo (Haber et al., 1993). Subcelularmente se ubica en membrana plasmatica, pero



una pequefia fraccion se encuentra en vesiculas citoplasmaticas distintas a vesiculas sinapticas
(Thoidis et al., 1999). GLUT3 también esta presente en granulos o de plaguetas humanas, de alli
se transloca a la membrana plasmatica bajo la induccion con trombina, hecho que podria estar
relacionado con los requerimientos de energia de las plaquetas para su activacion (Heijnen et al.,
1997).

Por su parte GLUT4 fue clonado inicialmente de musculo esquelético. Constituye el
principal transportador expresado en tejido adiposo, musculo esquelético y cardiaco (Fukumoto
et al., 1989; Tejero et al., 2004). Tiene afinidad por glucosa (Ky ~ 5mM), glucosamina (Ky ~
3,9mM) y acido dehidroascorbico, siendo inhibido por citocalasina B (ICs 0,1-0,2 uM), floretina
(ICsp 10 uM), florizina (1Cso 140 uM) y genisteina (1Cso 20 uM) (Bazuine et al., 2005; Kasahara
y Kasahara, 1997). GLUT4 es un transportador que se transloca desde vesiculas hacia la
membrana plasmatica en respuesta a insulina, aumentando de 10 a 20 veces su concentracion en
la superficie celular. Este hecho lo envuelve en la regulacién de la concentracion sanguinea de
glucosa (Abel et al., 2001; Hansen et al., 1998; Thurmond y Pessin, 2001).

GLUTS es un transportador que en ovocitos de X.laevis evidencia transporte de glucosa
(Km ~ 0.36 mM)(Manolescu et al., 2007) y de fructosa (Ky ~ 6mM)(Burant et al., 1992). No es
inhibido por citocalasina B, floretina o florizina (Mate et al., 2001), aunque en ratas se ha descrito
la inhibicion por citocalasina B (Manach et al., 2005). Es expresado principalmente en intestino
delgado, participando en la absorcion intestinal de fructosa (Blakemore et al., 1995; Kayano et
al., 1990). También ha sido descrita su expresion en barrera hematoencefalica (Mantych et al.,
1993) y cancer mamario (Zamora-Leon et al., 1996).

GLUT®6 que en un comienzo fue denominado GLUTY, tiene una baja afinidad por glucosa,

no evidencia transporte de galactosa, fructosa o manosa (Doege et al., 2000a). Su mRNA es



expresado principalmente en bazo, cerebro y leucocitos, pero la expresion de la proteina no ha
sido detectada. La transfeccion de GLUTG6 en adipocitos exhibe acumulacién de la proteina en
compartimientos intracelulares, pero cuando el motivo de internalizacion dileucina ubicado en el
extremo amino terminal es mutado o la proteina es coexpresada con un dominante negativo de
dinamina, GLUT®6 es detectado en membrana citoplasmatica (Doege et al., 2000a; Lisinski et al.,
2001).

GLUT7 fue clonado de una libreria de cDNA de intestino, mostrando alto grado de
identidad a GLUT5 y expresion en intestino delgado, colon, testiculo y prostata (Li et al.,
2004).Transporta glucosa (Kv ~ 0,3mM)(Li et al., 2004) y fructosa (Ky ~ 0,1mM) (Manolescu et
al., 2005) con alta afinidad.

GLUTS8 es ha detectado en cerebro, adipocitos y en altos niveles en testiculo y en
blastocisto (Ibberson et al., 2002; Ibberson et al., 2000; Lisinski et al., 2001; Scheepers et al.,
2001), donde jugaria un rol esencial en el metabolismo, ya que la supresién de esta proteina lleva
a un fuerte aumento en la apoptosis en estas celulas. Tiene alta afinidad por glucosa (Ky ~ 2mM),
y es inhibido por citocalasina B. Cuando es transfectado en ovocitos, este se recluta
completamente en compartimientos intracelulares, aunque es expresado en membrana plasmatica
al mutar el motivo dileucina del extremo amino terminal o bajo la estimulacion con insulina
(Carayannopoulos et al., 2000; Doege et al., 2000Db).

En el caso de GLUTY, la expresién de su mRNA se ha detectado en higado, placenta y
rifidn, siendo la proteina detectada en la fraccion microsomal de tdbulo renal (Augustin et al.,
2004; Phay et al., 2000). Se ha descrito ademas su expresion en condroblastos y condrocitos de
origen ovino (Mobasheri et al., 2005; Mobasheri et al., 2002). Transporta glucosa y fructosa

(Manolescu et al., 2007), no siendo inhibido por citocalasina B (Augustin et al., 2004).



GLUT10 transporta desoxiglucosa con alta afinidad (Ky ~ 0,3mM), describiéndose ademas
competencia con glucosa y galactosa e inhibicion por floretina (Dawson et al., 2001). Su mRNA
es detectado en corazén, pulmén, cerebro, pancreas, masculo esquelético, higado, placenta y
rifidn. Se cree podria estar implicado en la diabetes tipo 1l debido a que el gen que codifica la
proteina se ubica en un loci asociado a esta enfermedad (McVie-Wylie et al., 2001).

GLUT11 posee tres variantes de corte y empalme alternativos que difieren en el primer
exon codificando para GLUT11-a b y c. GLUT11-c incluye un motivo de internalizacion en su
extremo amino terminal que no se encuentra en las otras variantes de la proteina (Doege et al.,
2001; Jarvis et al., 1986). Para las tres isoformas se ha descrito transporte de glucosa y fructosa
(Manolescu et al., 2007), siendo inhibidas débilmente por citocalasina B (Doege et al., 2001).
GLUT11-a es encontrado en corazon, placenta y musculo esquelético, mientras que GLUT11-b
ha sido encontrado en higado, placenta, cerebro y pulmén y GLUT11-c es detectado en pancreas,
corazon y musculo esquelético (Scheepers et al., 2005). Subcelularmente se ubican todos en la
superficie de la membrana citoplasmatica (Scheepers et al., 2005).

GLUT12 fue descrito inicialmente en cancer mamario (Rogers et al., 2002), pero se ha
descrito ademas expresién en musculo esquelético (Stuart et al., 2006), placenta (Gude et al.,
2005), cancer renal (Suganuma et al., 2007), tejido adiposo (Wood et al., 2003) e intestino
delgado (Rogers et al., 2002). Posee dos motivos de internalizacién en sus extremos amino y
carboxilo terminal y una alta homologia con GLUT10 y GLUT4 (Rogers et al., 2002). Transporta
desoxiglucosa y tiene afinidad por glucosa, fructosa y galactosa (Rogers et al., 2003). No es claro
el rol que podria cumplir esta proteina, pero se relaciona con los grandes requerimientos de
glucosa por parte de células cancerigenas y por los tejidos que responden a insulina, asi como con

la diabetes tipo Il (Macheda et al., 2003).
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HMIT es un cotransportador de mioinositol/H" expresado predominantemente en cerebro
(Uldry et al., 2001). El transporte de mioinositol se realiza con una Ky de 0,1mM y en proporcién
mayor de una molécula de sustrato por protdn transportado (Bourgeois et al., 2005).
Subcelularmente es encontrado en vesiculas distintas a las vesiculas sinapticas, pero se expresa
en membrana tras la despolarizacién, activacién de PKC o incremento intracelular de Ca** (Uldry
et al., 2004). Aunque ha sido detectada su inhibicion por floretina, florizina y citocalasina B
(Uldry et al., 2001), no se ha demostrado el transporte de glucosa.

La dltima proteina de la familia en ser identificada fue GLUT14, la cual posee dos
variantes de corte y empalme expresadas exclusivamente en testiculo (Jarvis et al., 1986). La
variante corta (GLUT14-S) posee gran identidad con GLUT3 (> 94%). Los genes que codifican
para GLUT14 y GLUT3 se ubican a s6lo 10Mb de distancia en el cromosoma 12p13.3, por lo que
se cree que GLUT14 seria un duplicon de GLUT3 (Jarvis et al., 1986). Su funcién es aun

desconocida.

2.4 GLUTL1: Estructuray funcion.

El transportador mas estudiado de los 14 miembros de la familla es GLUT1, debido a su
gran abundancia en eritrocitos humanos (~5%) y a sus altos niveles de expresion en una gran
cantidad de tejidos, constituyéndose en el principal transportador de glucosa conocido (Hruz y
Mueckler, 2001). La existencia de un transportador de glucosa fue descrita inicialmente en
eritrocitos humanos (Baker et al., 1978), donde se han estudiado ampliamente las propiedades
cinéticas (Carruthers y Zottola, 1996; Jones y Nickson, 1982; Nickson y Jones, 1977; Taverna y

Langdon, 1973; Zoccoli et al., 1978), demostrando que la proteina transporta glucosa a favor del
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gradiente de concentracion, en forma bidireccional y asimétrica (Baker et al., 1978; Carruthers,
1990; Gould y Holman, 1993).

GLUT1 fue clonado varias décadas después a partir de una libreria de cDNA de la linea
celular de hepatoma humano HepG2 (Mueckler et al., 1985). El gen de GLUT1 se encuentra en el
cromosoma 1p35-p31.3, tiene 35 kb de extension y esta formado por 10 exones (Shows et al.,
1987). Codifica para una proteina de 492 aminoacidos con una masa molecular calculada de 54,2
kDa, pero que genera una amplia banda de 45-65 kDa en un SDS-PAGE (Baldwin y Lienhard,
1989; Deziel y Rothstein, 1984), debido a la N-glicosilacion en asparragina 45 (Klip et al., 1984).

El anélisis de la estructura primaria muestra una gran cantidad de residuos hidrofébicos
(>60%), lo cual es consistente con una proteina integral de membrana, calculandose 12
segmentos de transmembrana al realizar el perfil de hidropatia (Mueckler et al., 1985). El
transportador posee un 82% de estructura a-helice, un 10% de giros B y el restante 8% de
estructura aleatoria (Chin et al., 1987; Garcia-Alvarez et al., 2007). Se han propuesto otros
modelos alternativos acerca de la estructura secundaria del transportador (Fischbarg et al., 1993),
sin embargo los datos experimentales existentes sostienen el esquema de 12 hélices de
transmembrana. Estudios de la topologia del transportador en la membrana arrojan que el
extremo amino y carboxilo terminal se ubican intracelularmente al igual que el gran lazo
hidrofilico que une los segmentos de transmembrana 6 y 7 (Davies et al., 1990; Hresko et al.,
1994a). Ademas se ha comprobado que el lazo que une los segmentos de transmembrana 1y 2 se
ubica hacia la cara extracelular del transportador, donde se ubica la glicosilacion en Asn45
(Asano et al., 1991; Hresko et al., 1994a). Si bien no es conocida la estructura terciaria de la
proteina, existen abundantes datos que llevaron a proponer un modelo acerca de la disposicion

tridimensional de las helices en la membrana. Se plantea que la hélice 1, 2, 4, 5, 7, 8, 10 y 11,
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todas anfipaticas, formarian un “poro” a través del cual se translocaria el azlcar a través de la
membrana (Heinze et al., 2004; Hruz y Mueckler, 1999; Hruz y Mueckler, 2000; Mueckler y
Makepeace, 1999; Mueckler y Makepeace, 2002; Mueckler y Makepeace, 2004; Mueckler y
Makepeace, 2005; Olsowski et al., 2000), mientras que las hélices 3, 6, 9 y 12 rodearian este
“poro” y no participarian directamente en el transporte de glucosa, sino que estabilizarian la
correcta insercion de la proteina en la membrana (Mueckler y Makepeace, 2006; Mueckler et al.,
2004). Este modelo ademaés es consistente con la estructura descrita por cristalografia de rayos X
para los transportadores bacterianos Lac permeasa y el transportador de glicerol 3-fosfato
(Abramson et al., 2003; Huang et al., 2003), también miembros de la superfamilia principal de
facilitadores. En cuanto a una posible estructura cuaternaria que poseeria GLUT1, algunos
investigadores sugieren la existencia de un homotetramero formado por dos homodimeros del
transportador, con alternancia en cuanto a la exposicion facial de los sitios de unién a glucosa y
cooperatividad entre ambos dimeros (Carruthers y Zottola, 1996; Hebert y Carruthers, 1992), lo
que se contradice con las evidencias de que el transportador forma sélo monémeros en la
membrana celular (Baldwin et al., 1981; Burant y Bell, 1992; Jacobs et al., 1987).

El modelo mas aceptado acerca del mecanismo de transporte de glucosa por la proteina
consiste en la existencia de dos sitios de union a glucosa: uno en la cara intracelular y el otro en
la cara extracelular del transportador (Baker et al., 1978; Carruthers, 1990). Ambos sitios no
pueden ser utilizados simultaneamente, debido a la exposicion de sélo un sitio de unién a
glucosa. Cuando el azucar se une a uno de los dos sitios, se induce un cambio conformacional
que provoca la translocacion de la hexosa a través de la membrana, quedando asi expuesto el otro
sitio de unién de glucosa que previamente se encontraba desocupado (Baker et al., 1978;

Carruthers, 1990; Gorga y Lienhard, 1981). Este modelo explica una propiedad que ha sido
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descrita para el transporte de glucosa por GLUT1, la aceleracion por contratransporte, en el cual
la captacion de glucosa es bastante mas rapida cuando hay azlcar presente en el lado
citoplasmatico que cuando no lo hay (Carruthers, 1990; Liu et al., 2001; Mueckler, 1994;
Naftalin et al., 1985; Wilbrandt, 1972).

Estudios con mutagénesis sitio dirigida han revelado algunos residuos de aminoacidos que
son importantes tanto en la funcion como en la estructura del transportador. Han sido
identificados residuos en la hélice 5 que se encontrarian en el sitio de union de glucosa exofacial
o0 muy cerca de él, ya que mutantes de GIn161 y Val165 impiden la union de glucosa al sitio
exofacial, asi como de realizar el ciclo de transporte (Mueckler et al., 1994a; Mueckler y
Makepeace, 1997; Mueckler y Makepeace, 1999; Mueckler et al., 1994b). En la hélice 7, las
mutantes de GIn282 alteran el sitio de unién exofacial (Hashiramoto et al., 1992), mientras que
mutantes de Tyr293 lo hacen con el endofacial (Hruz y Mueckler, 1999; Mori et al., 1994).
GIn282 forma parte del motivo QLS, encontrado en todos los GLUTs que transportan glucosa,
que al ser mutado confiere una mayor afinidad por fructosa y menor afinidad por glucosa (Seatter
et al., 1998). El segmento transmembrana 10 es una hélice rica en prolinas y glicinas, por lo que
se ha postulado que estaria implicada en los cambios conformacionales sufridos mediante el ciclo
de transporte (Gould y Holman, 1993), sin embargo las mutaciones de estos aminoéacidos no
alteran significativamente la actividad del transportador (Tamori et al., 1994; Wellner et al.,
1995). Trp388 en la hélice 10 y Trp412 en la hélice 11 han sido implicados en la union del
inhibidor citocalasina B (Deziel y Rothstein, 1984; Inukai et al., 1994). La estabilizacion que
necesita el carbono 1 de glucosa (Barnett et al., 1973) podria ser realizada por Trp412 mediante
interacciones hidrofobicas (Garcia-Alvarez et al., 2007; Hruz y Mueckler, 2000). Ademas de los

residuos presentes en las hélices, se ha descrito que Ser294 y Thr295, ubicados entre las hélices 7
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y 8, estarian implicados en el cambio conformacional del ciclo de transporte, tal cual ocurre con
Tyr293 (Doege et al., 1998). Algo similar ocurriria con Glu345, Glu409 y Arg416 en GLUT4
(Schurmann et al., 1997), que corresponden a Glu329, Glu393 y Arg400 en GLUT1 (Hruz y
Mueckler, 2001). ElI motivo RXGRR encontrado entre las hélices 2-3 y 8-9 es postulado para la
correcta insercion de la proteina en la membrana (Sato y Mueckler, 1999), mientras que el
extremo carboxilo terminal es esencial para conservar la actividad del transportador (Oka et al.,
1990). Otros residuos descritos como importantes para la estructura-funcion del transportador son
GIlu380 en hélice 10 (Mueckler y Makepeace, 2002); Thr310, Ile311, Asn317 y Thr318 en hélice
8 (Mueckler y Makepeace, 2004); Tyr143 y Aspl146 en hélice 4 (Mueckler y Makepeace, 2005);
y GIn283 en la hélice 7 (Mueckler y Makepeace, 2006). Algunos de estos residuos de
aminoacidos han sido detectados como posibles sitos de interaccion con glucosa o inhibidores
mediante estudios de modelamiento y acoplamiento molecular (Bulnes, 2006; Cunningham et al.,
2006; Holyoake et al., 2006; Salas-Burgos et al., 2004). Algunas de estas mutaciones han sido
documentadas en el sindrome de deficiencia de GLUT1, entregando un antecedente méas acerca

de la importancia de estos residuos en la estructura y funcién de la proteina (Zhou et al., 2007).

2.5 GLUTL1: Interaccién con inhibidores y dominios de unién de ATP.

Es conocido hace mucho tiempo que GLUT1 interactla con moléculas estructuralmente no
relacionadas con glucosa, pero que modulan su actividad. La méas estudiada es citocalasina B
(CCB), un metabolito de origen fungico que exhibe una gran diversidad de efectos sobre
mecanismos celulares (Carter, 1967), al unirse a un extremo de la subunidad de actina e impedir
su polimerizacién (Cooper, 1987). La inhibicion del transporte facilitativo de glucosa por CCB

fue informada inicialmente como una inhibicién de tipo no competitiva (Bloch, 1973) y
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reversible (Taverna y Langdon, 1973), sin embargo otros estudios demostraron que la inhibicion
es no competitiva en ensayos de entrada y ensayos de Sen-Widdas (Baker et al., 1978), mientras
que en ensayos de salida la inhibicion es de tipo competitiva (Deves y Krupka, 1978b; Lin y
Spudich, 1974). Con estos resultados se propuso la idea que CCB interactia con el transportador
en un sitio ubicado en la cara citoplasmatica del transportador (Deziel y Rothstein, 1984; Klip et
al., 1984). Un estudio utilizando CCB marcada y mutagénesis sitio especifica reveld que el sitio
de unidn de citocalasina B se ubica entre las hélices 10 y 11 del transportador donde Trp388 y
Trp412 estarian implicados en la interaccion con el inhibidor (Inukai et al., 1994). La inhibicion
se produce con un ICs de 0,1-1uM, valor que fluctta de acuerdo a la técnica utilizada (Baker et
al., 1978; Baldwin y Lienhard, 1989; Bloch, 1973; Carruthers y Helgerson, 1991; Deves y
Krupka, 1978a; Tavernay Langdon, 1973).

Un grupo muy amplio de moléculas reconocidas como inhibidoras de tirosinas quinasas se
han sido descrito ademas como inhibidores del transporte de glucosa en eritrocitos humanos y
variadas lineas celulares (Vera et al., 1996; Vera et al., 2001). Estos compuestos inhiben el
transporte de glucosa de una manera dosis dependiente y por unién directa al transportador
debido a su capacidad de desplazamiento de citocalasina B de la proteina (Vera et al., 2001). Se
desprende de este trabajo que aquellos compuestos que compiten con la union de ATP en
tirosinas quinasas son capaces de inhibir el transporte de glucosa de una manera competitiva,
mientras que aquellos compuestos que compiten con la unién de tirosina, no son inhibidores de
GLUTL1 o lo hacen de una manera no competitiva (Vera et al., 2001). Estos resultados son
consistentes con la idea que el transportador es una proteina que une ATP (Carruthers et al.,
1989; Hebert y Carruthers, 1986; Helgerson et al., 1989). Dentro de los inhibidores estudiados se

incluyen flavonas e isoflavonas, compuestos polifendlicos presentes en una gran variedad de
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vegetales ingeridos en la dieta, absorbidos a nivel intestinal y con una gran variedad de efectos a
nivel celular y molecular (Erlund et al., 2006; Murota y Terao, 2003; Rice-Evans, 2004; Scalbert
y Williamson, 2000; Walle, 2004; Williams et al., 2004), donde destacan quercetina, miricetina y
genisteina entre otros. Otro grupo de compuestos corresponde a las tirfostinas, compuestos
sintéticos inhibidores de tirosinas quinasas, también con un amplio espectro de efectos a nivel
celular (Gazit et al., 1991; Gazit et al., 1989; Levitzki y Gazit, 1995).

Otro grupo de compuestos que son conocidos como inhibidores del transporte facilitativo
de glucosa son las metilxantinas, compuestos biciclicos sustituidos con cadenas alifaticas de
distintos tamafios (Challiss et al., 1980; Yasuhara y Levy, 1988). Poseen una gran homologia
estructural con purinas, siendo encontrados en vegetales comestibles y en distintas bebidas como
café, té y cola (Daly y Fredholm, 1998). Los efectos sobre la funcién celular son amplios,
destacando la relajacion de la fibra muscular lisa, estimulacion de la actividad cardiaca y del
sistema nervioso central, aumento de la diuresis, reduccidon de la agregacion eritrocitaria y
plaquetaria y reduccion de la viscosidad de la sangre (Sato et al., 1990a; Sato et al., 1990b; Sato
et al., 1991). La presencia de estas moléculas potencia los signos clinicos del sindrome de
deficiencia de GLUT1 (Ho et al., 2001). Las metilxantinas mejor estudiadas en cuanto a sus
efectos sobre GLUT1 son pentoxifilina, cafeina y teofilina. Datos de nuestro laboratorio
demuestran que la inhibicion es por union directa al transportador debido a su capacidad de
desplazar citocalasina B y de tipo competitiva con el transporte de glucosa en ensayos de entrada,
sugiriendo que interactGa con la proteina por la cara exofacial. Ademas, ensayos en eritrocitos
apuntan a que la flavona quercetina y las metilxantinas se unirian a GLUT1 en sitios distintos

(Ojeda, 2005).
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La unidn de estos compuestos al transportador y extensos estudios realizados anteriormente
por otros grupos aluden a que GLUT1 es modulado por ATP, sin embargo la hidrolisis del
nucle6tido no ha podido ser demostrada (Carruthers et al., 1989; Cloherty et al., 2001; Hebert y
Carruthers, 1986; Helgerson et al., 1989; Jarvis et al., 1986; Levine et al., 2001). Un andlisis de la
estructura primaria del transportador reveld que GLUT1 presenta tres putativos dominios con
homologia de secuencia a sitios de union de ATP en otras proteinas (Carruthers y Helgerson,
1989; Fry et al., 1986; Levine et al., 1998; Walker et al., 1982). Estos cortos segmentos de
aminoacidos corresponden al dominio | ubicado entre los residuos 111-118 (Gly-Phe-Ser-Lys-
Leu-Gly-Lys-Ser), abarcando parte de la hélice 3 y del lazo extracelular que une los segmentos
de transmembrana 3 y 4; el dominio Il ubicado entre los residuos 225-229 (Lys-Ser-Val-Leu-
Lys), en el gran lazo intracelular que une las hélices 6 y 7; y el dominio Il que se encuentra entre
los residuos 332-338 (Gly-Arg-Arg-Trp-Leu-His-Leu), en el lazo intracelular que une los
segmentos de transmembrana 8 y 9. Mutagénesis sitio dirigida en residuos pertenecientes a estos
motivos, reveld que la integridad de estos sitios es trascendental para mantener las propiedades
cinéticas del transporte, indicando que estos sitios estarian envueltos en la unién y transporte de
glucosa a través de la membrana plasmatica (Liu et al., 2001). Aunque se ha demostrado la union
de ATP o sus anélogos no hidrolizables a GLUT1, no se conoce como ATP podria modular la
actividad del transportador, ni cual seria la labor que cumplirian estos dominios.

Con el fin de demostrar una relacion entre citocalasina B e inhibidores de tirosinas
quinasas con los dominios de unién de ATP, ya existen algunos datos en nuestro laboratorio
revelando que algunos inhibidores de tirosinas quinasas pierden su capacidad de inhibir el
transporte de glucosa al ser mutados los dominios de union de ATP. Es el caso del dominio I que

pierde la inhibicion por quercetina (Glyl16—Ala) y en el dominio Il con citocalasina B
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(Thr335—Leu). Es por ello que esta tesis propone investigar el rol que cumplirian los residuos de
lisina (Lys117 y Lys229) en la inhibicion del transporte de glucosa por citocalasina B, quercetina,
tirfostina A-47 y pentoxifilina, realizando para ello las mutaciones sitio dirigidas Lys117—Argy
Lys117—GlIn en el dominio I, y la mutacion Lys229—GIn en el dominio Il, y evaluando sus
propiedades cinéticas y la inhibicion por las moléculas ya mencionadas mediante la expresion de

las mutantes en ovocitos de X.laevis.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3-O-metilglucosa, 2-desoxiglucosa, citocalasina B, pentoxifilina, quercetina, tirfostina A-
47 y benzocaina fueron obtenidos de Sigma Chemicals Co. [*H]3-O-metilglucosa y [*H]2-
desoxiglucosa fueron adquiridos de American Radiolabeled Chemicals Inc, USA, mientras que el
NaCl, KCI, MgCl,, CaCl,, HEPES, Tris-HCI, Tris-acetato, acrilamida, bisacrilamida, Hepes,
dimetilsulfoxido, fueron obtenidos de J.T.Baker, USA. Colagenasa Tipo | se adquirié de United
States Biological Inc. Triptona o peptona, extracto de lavadura, fueron adquiridos de Mo Bio
Laboratories Inc. SDS, agarosa y bromuro de etidio fueron obtenidos de Winkler Ltda., mientras
que el liquido de centelleo EcoScynt fue adquirido de National Diagnostic Inc. Por su parte
EDTA fue adquirido de UCB Bioproducts. EI TEMED se adquirié de Bio-Rad Laboratories.
Ademas, los kit Qiagen Plasmid Midi y Qiagen Plasmid Mini, fueron obtenidos de Qiagen
company. El kit de mutagénesis, Quickchange Site-Directed fue obtenido de Stratagene
Corporation USA. EI kit de transcripcion mMMESSAGE mMACHINE High Yield Capped RNA
Transcription fue obtenido de Ambion Inc. El ladder de DNA y RNA, High Range, fueron
adquiridos de Fermentas UAB (Genesis Chile Ltda.). El anticuerpo monoclonal utilizado fue
adquirido de Alpha Diagnostic. Las hembras de X.laevis fueron obtenidas de la Facultad de

Ciencias de la Universidad de Chile, Santiago.
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3.2 Generacidn de las mutantes K117Q, K117R y K229Q en GLUT1
3.2.1 Mutagénesis sitio dirigida
Para la construccion de las mutantes K117Q, K117R y K229Q se utilizé el kit de
mutagénesis QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit de Stratagene usando como templado
50ng de GLUT1 silvestre clonado en el vector pGEM. La reaccién de PCR consistié en una
denaturacién inicial de 30 segundos a 95°C seguido de 12 ciclos de 30 segundos a 95°C, 1
minuto a 55°C y 5 minutos a 58°C. Los partidores utilizados para la realizar las mutaciones
fueron:
K117Q Sen 5 -TTCTCGAAACTGGGCCAGTCCTTTGAGATGCTG-3"
As  5-CAGCATCTCAAAGGACTGGCCCAGTTTCGAGAA-3
K117R Sen 5 -GGCTTCTCGAAACTGGGCAGGTCCTTTGAGATGCTG-3"
As  5-CAGCATCTCAAAGGACCTGCCCAGTTTCGAGAAGCC-3
K229Q Sen 5-CGGGCCAAGAGTGTGCTACAGAAGCTGCGCGGGACAGC-3
As  5-GCTGTCCCGCGCAGCTTCTGTAGCACACTCTTGGCCCG-3
Para la digestion de la hebra parental se utilizd Dpnl que fue proporcionada en el kit de
mutagénesis y el producto de PCR fue visualizado en un gel de agarosa al 1,5% en TAE (Tris-
acetato 40mM, EDTA 10mM, pH 8,0).
3.2.2 Transformacion a células competentes
El DNA mutado fue transformado en las células supercompetentes XL1-blue, para lo cual
se incubd 1uL del produto de PCR tratado con Dpnl (10U/uL) con 50uL de las bacterias
proporcionadas por el Kit a 42°C por 45 segundos, y luego en hielo por 2 minutos. Se agregaron
0,5 mL de medio SOC (Extracto de levadura 5%, NaCl 5%, MgCl, 12,5mM, MgSO,4 12,5mM,

Glucosa 20mM, pH 7,5) y se incub6 a 37°C por una hora con agitacién constante (250rpm).
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3.2.3 Purificacion y secuenciacion del DNA mutado

Las bacterias transformadas fueron sembradas en Agar-LB conteniendo 10mg/mL de
ampicilina y crecidas por 16horas a 37°C. Tres colonias fueron seleccionadas y sembradas en
5mL de medio LB-Ampicilina y crecidas por 8 horas a 37°C a 250rpm de agitacion. Se realizd
una extraccion de DNA plasmidial por ebullicion sedimentando las células y resuspendiéndolas
en tampon STET (Tris-HCI 10mM, SDS 1%, EDTA 1mM, pH 8); se llevo a ebullicion por 1
minuto y luego se centrifugd a 12000rpm. El sobrenadante fue precipitado con 1/20 volumen de
NH;OAc 5M y dos volimenes de etanol absoluto, lavado con etanol 75% y resuspendido en agua
desionizada. EI DNA obtenido fue utilizado para realizar un analisis de restriccion con la enzima
Hindlll. Ademas se creci6 un cultivo de 250mL que fue utilizado para realizar una extraccion de
DNA plasmidial con el kit Qiagen Midi prep, el cual que fue cuantificado por espectrofotometria
a 260nm. Este DNA fue empleado para comprobar el cambio mutagénico mediante su

secuenciacion automatica y utilizado como templado para la sintesis de mRNA.

3.3 Sintesis de mMRNA e inyeccion en ovocitos de Xenopus laevis.

3.3.1 Preparaciéon del mMRNA de GLUT1 y de las mutantes.

El vector conteniendo GLUT1 y las mutantes K117Q, K117R y K229Q fue digerido con
Xbal a 37°C por 2 horas. Para purificarlo luego de la reaccion, el DNA lineal se incubd por 30
minutos a 50 °C con SDS 5%, proteinasa K (10mg/mL) y agua desionizada en un volumen final
de 30uL. A continuacion se realizd una extraccion fenolica del DNA agregando a la mezcla 1
volumen de Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico 24:25:1 y agitando vigorosamente en vortex.
Después de centrifugar a 4000rpm por 1minuto a temperatura ambiente se separé la fase acuosa y

se precipitd. Se agregd 1 volumen de NH,OAc 5M y dos volimenes de etanol absoluto y se
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incubd a -20°C por al menos 30 minutos. Finalmente se centrifugd a 12000rpm por 20 minutos a
4°C, se elimino el sobrenadante y se seco el precipitado a 37°C. EI DNA lineal fue resuspendido
en 20uL de agua libre de nucleasas y cuantificado midiendo su absorbancia a 260nm.

A continuacion se procedié a la sintesis del mRNA con el kit de transcripcion T7-
mMessage mMachine (Ambion) utilizando 1ug del DNA linear correspondiente como sustrato.
El mRNA resultante fue precipitado con 1 volumen de LiCl 7,5M e incubado por al menos 30
minutos a -20°C. Luego se procedio a centrifugar a 13000rpm por 20 minutos, se eliminé el
sobrenadante y el precipitado fue lavado con 1mL de etanol 70% seguido de una nueva
centrifugacion a 13000rpm por 5 minutos. EI mRNA fue secado y resuspendido en 20uL de agua
libre de nucleasas. Posterior a esto se verificd la integridad del RNA obtenido a través de una
electroforesis en un gel de agarosa al 1%. La cuantificacion se llevd a cabo midiendo la

absorbancia a 260nm tomando en cuenta que RNA 40ug/mL presenta una absorbancia de 1.

3.3.2 Obtencidn e inyeccion de ovocitos de Xenopus laevis.

Hembras adultas de X. laevis fueron anestesiadas sumergiéndolas en una solucion de
benzocaina 0,8% y NaHCO; 0,5%. Luego se le realiz6 una incision en el abdomen y fueron
tomados aproximadamente 3g de tejido ovéarico, el cual fue seccionado manualmente vy
mantenido por 2 horas a temperatura ambiente en una solucion de colagenasa tipo | 1,3mg/mL en
medio ORIl (NaCl 82,5 mM, KCI 1,8 mM, MgCl, 1 mM, Hepes 5 mM, pH 7,5). Posteriormente
los ovocitos en estado V y VI fueron seleccionados y mantenidos toda la noche a 15°C en medio
ORI (NaCl 82,5 mM, KCI 1,8 mM, MgCl, 1 mM, CaCl, 2mM, Hepes 5 mM, pH 7,5). Al dia
siguiente los ovocitos fueron inyectados con 40ng del mRNA correspondiente y mantenidos a

15°C en medio ORI durante 48 horas para lograr su maxima expresion.



23

3.4 Andlisis mediante western blot

3.4.1 Obtencion de las membranas totales de ovocitos

Un grupo de 20 ovocitos inyectados con mRNA de GLUT1 y/o las mutantes del
transportador fueron homogeneizados con tampon de homogeneizacion (HEPES 10 mM;
sacarosa 250 mM, DTT 3mM, PMSF 1mM, EDTA 1mM, pestatina A 1ug/ uL, aprotinina
lug/uL, leupeptina 1ug/uL, pH 7,5) y centrifugados a 1000rpm por 30 segundos. El

sobrenadante fue recentrifugado 3 a 4 veces y mantenido a -20°C hasta su utilizacion.

3.4.2 SDS-PAGE y western blot

La fraccion de membranas totales fue sujeta a una electroforesis en geles de poliacrilamida
SDS-PAGE 10% vy luego transferidas a una membrana de nitrocelulosa. Las membranas de
nitrocelulosa fueron incubadas en solucién de bloqueo (leche descremada al 5%, tween 0,03% y
BSA al 1%) por 1 hora a temperatura ambiente y agitacion constante. Luego, se procedi6 a la
incubacién por un periodo de 2 horas a temperatura ambiente y agitacion constante, con el primer
anticuerpo 1:1000, anti-GLUT1 de ratén dirigido contra los ultimos quince aminoécidos de la
region carboxilo terminal de la proteina, el cual fue previamente purificado por afinidad desde
conejo (Alpha Diagnostic Internacional). Una vez finalizada la incubacion con el primer
anticuerpo las membranas fueron lavadas en solucion fosfato salino (PBS), 3 veces por 5 minutos
cada vez, después de los cual, se procedié a incubar con el anticuerpo secundario, anti-lgG de
conejo unido a HRP por 1 hora en agitacion constante y a temperatura ambiente. Finalmente la
membrana se lavé 3 veces con PBS y se revel6 con DAB (diaminobencidina) al 0,05% en PBS

pH 7,4 y 0,03% de perdxido de hidrégeno por 10 minutos en oscuridad.
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3.5 Ensayos de transporte y analisis cinéticos.

3.5.1 Ensayos de captacion de 3-O-metilglucosa y 2-desoxiglucosa en condiciones
trans-cero de entrada.

Para determinar los pardmetros cinéticos de transporte de GLUT1 y cada una de sus
mutantes, grupos de 3 ovocitos fueron separados y mantenidos en medio ORI hasta el momento
del ensayo. El ensayo se realizo en triplicado colocando los ovocitos en una mezcla radiactiva
que contenia 1uCi de [*H]3-O-metilglucosa o [*H]2-desoxiglucosa por ensayo y distintas
concentraciones de OMG (0-50mM) y DOG (0-40mM) en medio ORI. La mezcla de transporte
fue incubada por 3 minutos a temperatura ambiente y detenida con tampon de detencién frio
(ORI, HgCl; 10uM) y lavada 3 veces con el mismo tampon. Los ovocitos fueron lisados con
tampdn de lisis (Tris-HCI 10mM, SDS 2%, pH 8,5) y puestos en viales con 2mL de liquido de
centelleo para la cuantificacion de la radiactividad. Los resultados se expresaron en pmoles
incorporados por minuto y por ovocito y graficados en funcion de la concentracion de sustrato no
radiactivo para la obtencién de los valores de Ky y Vmax. Como control se realiz6 el mismo
ensayo con ovocitos no inyectados y el transporte obtenido fue restado al observado con ovocitos
inyectados.

3.5.2 Ensayos de inhibicion en condiciones trans-cero de entrada.

Para los ensayos de inhibicion, grupos de tres ovocitos inyectados fueron incubados en una
mezcla radiactiva conteniendo 1uCi de [°H]3-O-metilglucosa, OMG 0,25mM y distintas
concentraciones de inhibidor en medio ORI. Las concentraciones de inhibidor fueron variadas de
0-100uM para quercetina, 0-300uM para tirfostina A-47, 0-10uM de CCB y de 0-30mM de
pentoxifilina. El ensayo por triplicado fue incubado por 3 minutos a temperatura ambiente y

detenido y lavado con tampdn de detencidn. Posteriormente se procedié a la cuantificacion
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mediante centelleo liquido. Los resultados fueron expresados como % del transporte, en donde el
ensayo en ausencia de inhibidor fue tomado como 100% del transporte, y graficados en funcion
de la concentracion del inhibidor correspondiente para la obtencion del I1Cs; mediante una
regresion no lineal de decaimiento hiperbolico. Como control se utilizaron ovocitos no inyectados
y los valores resultantes fueron restados a los obtenidos con los ovocitos inyectados.
3.6 Andlisis bioinformaético

Los célculos de distancia entre residuos aminoacidicos fueron realizados con el programa
ICM-pro 3.4 utilizando el modelo de GLUT1 propuesto por Salas-Burgos y publicado en la base
de datos de proteinas (PDB 1SUK). Los andlisis de superficie electrostatica fueron realizados
también con el programa ICM-pro 3.4, utilizando el mismo modelo presente en la base de datos.
3.7 Andlisis estadisticos

Para la determinacion estadistica de las diferencias obtenidas en los datos, estos fueron

sometidos a un t-test de student, utilizando un limite de confianza de un 95%.
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4. RESULTADOS

4.1 Mutaciones sitio dirigidas en los residuos K117 y K229 de GLUTL.

Con el fin de averiguar el rol que cumplirian los residuos de lisina 117 y lisina 229, se
realizaron mutaciones sitio dirigidas en la proteina. En el caso de lisina 117, se realizé un sutil
cambio por arginina, en donde sélo existe una pequefia variacion en el tamafio y movilidad de la
cadena lateral del amino&cido y un cambio por glutamina, en donde el cambio es un poco mayor,
ya que ademas de tener una cadena lateral mas corta, glutamina no posee la carga neta positiva.
En el caso de lisina 229, se optd por la mutacién por glutamina, ya que el dominio Il no ha sido
descrito como importante para la funcion de la proteina (Liu et al., 2001). Las tres mutaciones
fueron realizadas como se describe en materiales y métodos, confirmando la mutacion por
secuenciacion automaética. En la figura 1 se muestra un alineamiento del resultado de la
secuenciacion de la regién mutada, en donde se puede observar la efectividad de las mutaciones
realizadas, no existiendo presencia de otras mutaciones en la secuencia de la proteina. Es asi que
resultados funcionales distintos entre la proteina silvestre y las mutantes sélo se explican por la

presencia de la mutacion generada.

4.2  Expresion de la proteina silvestre y mutantes K117R, K117Q y K229Q en ovocitos de
Xenopus laevis

Luego de confirmar las mutaciones por secuenciacion automatica, los cDNA fueron
utilizados para realizar la sintesis in vitro de los mMRNA tanto del transportador silvestre, como de

las respectivas mutantes. Estos fueron inyectados en ovocitos de Xenopus laevis evaluando su
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Figura 1. Alineamiento de las secuencias de GLUTL1 silvestre y las mutantes generadas. El

alineamiento se realizd en el programa Vector NTI, entre las secuencias obtenidas mediante

secuenciacion automatica. Se muestran solo las regiones mutadas. No se observé mutaciones

adicionales en el resto de la secuencia nucleotidica de la proteina silvestre o de las mutantes

K117R, K117Q y K229Q. Los codones mutados se muestran en negrita y subrayados.
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expresion en membrana y las propiedades funcionales del transportador mediante Western blot y
ensayos de transporte respectivamente.

La expresion de GLUT1 silvestre y de las mutantes se examind en membranas totales de
ovocitos, las cuales fueron sometidas a una electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE
y transferidas a una membrana de nitrocelulosa para realizar la inmunodeteccion con un
anticuerpo dirigido a la porcion carboxilo terminal del transportador. EI anélisis revela que los
ovocitos inyectados, expresan una proteina de una masa molecular de aproximadamente 55 kDa,
no observada en ovocitos no inyectados. Ademas, se puede establecer que las proteinas mutadas
son expresadas en la membrana de ovocitos de Xenopus en niveles similares al GLUTL1 silvestre
(Fig. 2). En contraste con el control realizado con membranas de células CHO y con ovocitos no
inyectados, una segunda y tercera banda es observada en el caso de los ovocitos inyectados con
RNA, las cuales presentan un tamafio aproximado de 50 y 45kDa. Al parecer estas bandas
corresponden a la proteina en distintos estados de glicosilacion presente en membranas
intracelulares, situacion que habia sido informada en este sistema de expresion (Hresko et al.,
1994b). Una cuarta banda se observa en todas las membranas provenientes de ovocitos, incluidos
aquellos no inyectados, bandas que podrian ser el producto de una reaccion cruzada del
anticuerpo con alguna proteina intrinseca de la membrana de ovocitos, la cual ain no ha sido

identificada.

4.3  Caracterizacion del transporte de 2-deoxiglucosa y 3-O-metilglucosa para GLUT1
silvestre y las mutantes en condiciones de entrada.
2-deoxiglucosa (DOG) y 3-O-metilglucosa (OMG) son dos moléculas anélogas a la

molécula de D-glucosa que son transportados por GLUT1 con una afinidad y eficiencia similar a
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1 2 3 4 3) 6
Figura 2. Expresion de GLUT1 wt y mutantes en membranas de ovocitos de X. laevis.
Membranas de ovocitos inyectados con 40ng de mRNA de GLUTL silvestre o de las mutantes
K117Q, K117R y K229Q fueron purificadas y sometidas a un SDS-PAGE. Las proteinas fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa para realizar la inmunodeteccion que se muestra en
esta figura. Los carriles indican (1) GLUTL1 silvestre, (2) K117Q, (3) K117R, (4) K229Q, (5)

GLUTL de células CHO y (6) ovocitos no inyectados.
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glucosa. OMG a diferencia de DOG y de D-glucosa no es metabolizado al interior celular, por lo
que se acumula y a medida que es transportado hacia el interior celular, la velocidad de transporte
disminuye hasta alcanzar el equilibrio quimico. En nuestro laboratorio y en otros laboratorios se
ha demostrado que el transporte de OMG se mantiene en velocidad inicial por sobre los 10
minutos de transporte medido en ovocitos de X.laevis (Keller et al., 1989; Raddatz, 2006). Para
realizar la determinacion de las constantes cinéticas del transportador silvestre y sus mutantes en
los ovocitos, se utilizo un tiempo de transporte de 3 minutos. En la figura 3 y figura 4 se muestran
las curvas de saturacion obtenidas para el transporte de DOG y OMG respectivamente mediado
por GLUT1 y las mutantes K117Q, K117R y K229Q. Las curvas obtenidas tanto para el
transporte de DOG como para el de OMG se acomodan a una funcion de tipo hiperbolica, y
responden a la ecuacién de Michaelis-Menten, por lo que se calcularon los pardmetros cinéticos
para medir la afinidad (Kwv) y velocidad del transporte (Vmax), mediante regresion no lineal. Los
resultados se muestran en la Tabla 1 y no fueron significativamente distintos entre GLUT1 y las
mutantes, tanto para DOG como para OMG, aunque se observa que la afinidad de las proteinas
por DOG es significativamente mayor que para OMG.

Si bien la afinidad que presentaron las proteinas por sus sustratos tuvieron baja variacion
entre ensayo y ensayo, los valores de Vyax fueron muy variables entre un ensayo y otro. La
cantidad de proteina expresada fue dependiente del individuo del que se obtenian los ovocitos y

en gran medida de la época del afio en la que se realizo el ensayo.
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Figura 3. Saturacion del transporte de DOG en GLUT1 silvestre y las mutantes K117Q,

K117Q y K2290Q. El transporte de H3-DOG fue medido en un grupo (n) de 3 ovocitos inyectados

con 40ng del mRNA con un total de 3n por punto. El resultado mostrado es el representativo de 3

experimentos distintos, en donde las barras indican la desviacion estandar del ensayo y donde se

ha restado la curva obtenida con ovocitos no inyectados. Las curvas presentadas corresponden a

(A) GLUTT silvestre, (B) K117R, (C) K117Q y (D) K229Q.
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Figura 4. Saturacion del transporte de OMG en GLUTL silvestre y las mutantes K117Q,

K117Q y K229Q. El transporte de H*-OMG fue medido en un grupo (n) de 3 ovocitos

inyectados con 40ng del mRNA con un total de 3n por punto. El resultado mostrado es el

representativo de 3 experimentos distintos, en donde las barras indican la desviacién estandar del

ensayo y donde se ha restado la curva obtenida con ovocitos no inyectados. Las curvas

presentadas corresponden a (A) GLUT1 silvestre, (B) K229Q, (C) K117R y (D) K117Q.
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Tabla 1. Pardmetros cinéticos obtenidos para GLUTL1 silvestre y sus mutantes

Sustratos
2-deoxiglucosa 3-O-metilglucosa
Vmax; Vmax;
Km, MM (%) pmol/rr_]in X Km, MM (*) pmol/min X

ovocito ovocito
GLUT1 9+2 155 +40 18+5 250 + 90
K117R 5+3 125+ 25 13+1 130 = 50
K117Q 8+1 160 + 10 16 +3 145 + 25
K229Q 8+1 136 + 30 19+4 230 =90

Se observan los valores de las constantes cineticas obtenidas para el transporte de DOG y
OMG en ovocitos de X. laevis inyectados con 40ng del mRNA correspondiente. Los valores
representan el promedio y la desviacion estandar de los valores obtenidos en tres experimentos
distintos. Los datos fueron evaluados mediante un t-test, en donde (*) indica un valor P<0,05

entre ambas columnas.
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4.4  Efecto de los inhibidores sobre GLUT1 silvestre y las mutantes

Cuatro inhibidores fueron elegidos para evaluar el efecto que producirian las mutaciones de
la proteina sobre la inhibicién de estos compuestos. Existen datos de la literatura y otros
obtenidos en el laboratorio que sugieren que algunos utilizarian la cara endofacial y otros la cara
exofacial para unirse al transportador, pero en cada caso la cantidad de sitios es desconocida.
Dentro de los inhibidores elegidos se encuentra el clasico inhibidor de GLUT1 citocalasina B, el
cual al parecer posee un sitio de unién intracelular, al igual que el compuesto sintético tirfostina
A-47. La flavona quercetina y la metilxantina pentoxifilina fueron elegidos para la evaluacion de
la cara exofacial. Estos compuestos no estan relacionados estructuralmente con glucosa (Fig. 5),
sin embargo cabe destacar que datos de este y otros laboratorios indican que estos compuestos
inhiben el transporte de glucosa por unién directa al transportador (Inukai et al., 1994; Ojeda,
2005; Vera et al., 2001).

4.4.1 Citocalasina B

Un conocido inhibidor de GLUT1 es citocalasina B, para el cual se ha descrito que existe
un sitio de unién ubicado por la cara intracelular del transportador. Para evaluar el efecto de las
mutaciones sobre la inhibicion por citocalasina B, se realizaron ensayos de transporte de OMG en
condiciones de entrada con los ovocitos inyectados. Los ensayos se realizaron a una
concentracion constante de OMG y variable del inhibidor entre 0 a 10uM.

Como era esperado, en el caso de GLUT1 silvestre la inhibicion fue dosis-dependiente
observando que a medida que se aumentaba la concentracion de inhibidor, disminuia el transporte
de OMG. Se pudo lograr una inhibicion de casi un 100% con la proteina silvestre. Esta inhibicion
se ajustd a una funcién de decaimiento hiperbolico (Fig. 6A) pudiendo determinar asi que en

nuestras manos la concentracidn necesaria de citocalasina B para lograr la mitad de la inhibicion
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Figura 5. Estructura de los inhibidores. Se presentan las estructuras en dos dimensiones de los
inhibidores de GLUT1 utilizados para la evaluacion de las mutantes generadas. Se observa (A)

citocalasina B, (B) tirfostina A-47, (C) quercetina y (D) pentoxifilina.
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(1Cs0), corresponde a 1,0pM.

En el caso de las mutantes K117Q, K117R y K229Q los resultados no fueron
significativamente distintos para citocalasina B (Fig. 6B, C y D), mostrando en cada caso
también una inhibicion dosis-dependiente y presentando valores en los ICsp de 1,1uM para
K117R, 2,2uM para K117Q y 3,5uM para K229Q. El valor de 1Csy obtenido para la inhibicion de
K229Q por citocalasina B fue el mas distante al silvestre, sin embargo la diferencia no fue
estadisticamente significativa (P = 0,08). La inhibicion lograda fue mayor a 80% para las tres
mutantes analizadas en el rango de concentraciones evaluadas. Los valores de 1Csy obtenidos para
GLUT1 silvestre y las mutantes son presentados en la tabla 2.

4.4.2 Tirfostina A-47

Tirfostina A-47 es un compuesto sintético inhibidor de tirosinas quinasas y del transporte
de glucosa mediado por GLUTL. En tirosinas quinasas la inhibicion se realiza por competencia
con tirosina, y en GLUT1 sélo se sabe que la inhibicion es de tipo competitiva con glucosa en
ensayos de salida. A fin de averiguar el efecto de las mutaciones sobre la inhibicion de GLUT1
por tirfostina A-47, se realizaron ensayos de inhibicion del transporte de OMG en condiciones de
entrada. Los ovocitos fueron incubados en una solucién que contenia OMG 0,25mM en presencia
de concentraciones variables del inhibidor entre 0 y 300uM. Mayores concentraciones de
tirfostina A-47 no pudieron medirse con este sistema experimental debido a que la absorbancia
del compuesto interferia con la mezcla de centelleo para medir OMG radiactivo. Como era de
esperarse, el transporte de la hexosa en ovocitos inyectados con RNA de la proteina silvestre fue
disminuyendo a medida que se incrementaba la concentracion del inhibidor de una manera que se
ajusta a una funcién hiperbdlica. La inhibicién no fue total en el intervalo de concentraciones

medidas, pero se logré una disminucion de al menos un 60% del transporte a las concentraciones
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Figura 6. Inhibicion del transporte de OMG en GLUT1 silvestre (A) y mutantes K229Q (B),
K117R (C) y K117Q (D) por citocalasina B. La inhibicion del transporte de OMG 0,25mM se
midio en el rango de concentraciones de 0 a 10 uM de citocalasina B. Las curvas mostradas son
representativas de un total de 3 ensayos distintos. El transporte es expresado como el porcentaje
de transporte, el cual fue calculado utilizando el transporte en ausencia de citocalasina B como el
100%. Las barras indican la desviacion estandar de los datos obtenidos con 3”n” por punto, en

donde cada “n” representa a tres ovocitos inyectados con RNA.
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Tabla 2. Valores de 1Csy obtenidos con citocalasina B para GLUT1 y las mutantes

analizadas.
Mutantes GLUT1 K117R K117Q K229Q
1Cso
citocalasina B, 10+04 1,1+0,8 22+04 35+10
uM

Los valores se presentan como el promedio y la desviacion estandar de tres distintos

ensayos realizados.

significativamente distintos entre ellos.

Los valores se analizaron mediante un student t-test, no siendo
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mas altas (Fig. 7A). El ICs calculado para el transporte de OMG mediado por GLUT1 fue de
175uM.

En el caso de los ovocitos inyectados con RNA de las mutantes K117R y K117Q, la
situacion observada fue muy similar, alcanzando una inhibicion de aproximadamente 50% y 60%
en el transporte de OMG, respectivamente, con tirfostina A-47 300uM (Fig. 7B y C). El ICs
calculado para las mutantes fue de 157uM para K117Q y 337uM para K117R. Si bien el 1Cs
obtenido para K117R es de casi el doble del obtenido para la proteina silvestre, la diferencia es
estadisticamente no significativa (P = 0,07). Sorpresivamente cuando se analizé el efecto de la
mutacion del residuo perteneciente al dominio 1l en la inhibicion del transporte de OMG por
tirfostina A-47, no se logré observar sensibilidad de la proteina al inhibidor en el intervalo de
concentraciones ensayadas (Fig. 7D), observando incluso en muchos de los ensayos una pequefia
activacion del transporte cuando se aumentaban las concentraciones por sobre los 300uM (datos
no mostrados). Los valores obtenidos de 1Csy con su respectiva desviacion estandar son
mostrados en la Tabla 3.

4.4.3 Quercetina

Otro de los inhibidores ensayados fue la flavona quercetina, el cual también es inhibidor
del tirosinas quinasas aunque esta vez compite por la union del nucleétido. En este caso, las
concentraciones de inhibidor ensayadas fueron entre 0 y 100uM. De igual modo a lo realizado
con tirfostina A-47 y citocalasina B, se realizaron ensayos de entrada de OMG a una
concentracion de 0,25mM en ovocitos inyectados con el RNA de GLUT1 y las mutantes de lisina
117 y 229. Cuando los ovocitos inyectados con la proteina silvestre fueron puestos bajo distintas

concentraciones del flavonoide, el transporte de OMG fue inhibido hasta en un 80% de una forma



Tabla 3. Valores
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de ICs obtenidos con tirfostina A-47 para GLUT1 y las mutantes

analizadas.
Mutantes GLUT1 K117R K117Q K229Q
ICso Tirfostina A-47, | 0, 34 337 + 40 157 + 50 NS

uM

Los valores se presentan como el promedio y la desviacion estandar de tres distintos

ensayos realizados. Los datos fueron analizados mediante un t-test, no siendo significativamente

distintos entre ellos. NS, corresponde a no sensible.
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Figura 7. Inhibicion del transporte de OMG en GLUT1 silvestre (A) y mutantes K117R (B),
K117Q (C) y K229Q (D) por Tirfostina A-47. La inhibicion del transporte de OMG 0,25mM se
midio en el intervalo de concentraciones de tirfostina A-47 entre 0 y 300uM. Los experimentos
mostrados son representativos de un total de 3 ensayos distintos. El transporte es expresado como
porcentaje, el cual fue calculado utilizando el transporte en ausencia de tirfostina A-47 como
100%. Las barras indican la desviacion estandar de los datos obtenidos con 3”n” por punto, en

donde cada “n” representa a tres ovocitos inyectados con RNA.
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dosis-dependiente (Fig. 8A). La inhibicion fue ajustada a una funcion hiperbélica y fueron
calculados los pardmetros de inhibicién en donde el 1Csy obtenido fue de 16puM. Algo similar
ocurrié con la mutante de lisina 229, en donde la inhibicién total superé el 80% a la
concentracion de quercetina mas alta que se ensayo (Fig. 8B). El 1Csy obtenido en esta mutante
fue de 15uM.

El anélisis de las mutantes de GLUT1 generadas en el dominio | arroj6 algunos resultados
importantes en cuanto a la sensibilidad del transporte a quercetina. En el caso de la inhibicion del
transporte sobre la mutante K117Q se obtuvo una inhibicién de alrededor de 55% (Fig. 8D), de
manera dosis-dependiente al igual que en la proteina silvestre. Sin embargo la concentracion
necesaria del inhibidor para llegar al 50% de la inhibicion fue de 46uM, en donde la diferencia
con GLUTL silvestre fue estadisticamente significativa (P = 0,008). Mucho mas notable fue el
resultado obtenido en el caso de la mutacion del mismo residuo por arginina, en donde no fue
posible observar inhibicion del transporte de OMG en las condiciones experimentales ensayadas
(Fig. 8C). En ambas situaciones se logré llegar hasta una concentracion de 100uM de quercetina,
pero no fueron posibles los ensayos a una concentracion mayor del inhibidor debido a la baja
solubilidad de quercetina. Los valores de 1Csy obtenidos se muestran en la tabla 4.

4.4.4 Pentoxifilina

El altimo inhibidor en ser probado fue la pentoxifilina. En este caso las concentraciones de
inhibidor medidas fueron de 0 a 30mM. Los ensayos se realizaron de igual manera que con los
demas inhibidores, utilizando 3 ovocitos por ensayo. Como era de esperarse, los ovocitos
inyectados con RNA de la proteina silvestre sufrieron la inhibicién del transporte de OMG de una
manera dosis-dependiente (Fig. 9A), alcanzando cerca de un 90% de la inhibicion a la

concentracion mas alta de la metilxantina. El 1Cso obtenido fue de 5SmM.
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Figura 8. Inhibicion del transporte de OMG en GLUT1 silvestre (A) y mutantes K229Q (B),
K117R (C) y K117Q (D) por quercetina. La inhibicion del transporte de OMG 0,25mM se
midio en el intervalo de concentraciones de quercetina entre 0 y 100uM. Las curvas mostradas
son representativas de un total de 3 ensayos distintos. El transporte es expresado como el
porcentaje de transporte, el cual fue calculado utilizando el transporte en ausencia de inhibidor
como el 100%. Las barras indican la desviacion estandar de los datos obtenidos con 3”n” por

punto, en donde cada “n” representa a tres ovocitos inyectados con RNA.
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Tabla 4. Valores de ICs obtenidos con quercetina para GLUT1 y las mutantes

analizadas.
Mutantes GLUT1 K117R K117Q (*) K229Q
1Cso quercetina, pM 16 +3 NS 46+ 6 15+6

Los valores se presentan como el promedio y la desviacion estandar de tres distintos
ensayos realizados. Los datos fueron analizados mediante un t-test, donde (*) indica una
diferencia estadisticamente significativa con respecto al control (GLUT1). NS, corresponde a no

sensible.
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En el caso de lo ocurrido con las mutantes de lisina 117 y lisina 229, el resultado fue
similar, superando el 80% de inhibicion en todas ellas (Fig 9B, C y D), con ICso que no fueron
distintos al obtenido sobre la proteina silvestre (Tabla 5).

4.5 Andlisis bioinformético de lisina 117

Con el fin de averiguar cuél es el ambiente quimico que rodea a la cadena lateral de lisina
117, se explord el microambiente y los residuos presentes en la cercania de lisina 117. Debido a
la ausencia de un cristal de la proteina que entregue informacion acerca de la estructura terciaria,
se utiliz6 el modelo de GLUT1 propuesto por Salas-Burgos (codigo PDB 1SUK) presente en la
base de datos para proteinas (Protein Data Bank)(Salas-Burgos et al., 2004). En la figura 10A se
muestra el modelo tridimensional propuesto por Salas-Burgos, en donde el recuadro indica el
sitio en donde se ubica el dominio extracelular de union a nucledtidos. Con el programa
computacional ICM-pro 3.4 se determinaron los residuos de aminodcidos ubicados a una
distancia menor a 5A. Estos residuos son mostrados en la figura 10B y son lle40, Met110,
Met121, Leul22, Trpl86, Prol87 y Leul87. Notablemente corresponden en su mayoria a
residuos con carécter hidrofobico, formando un bolsillo en el cual se encontraria lisina 117. El
unico residuo ubicado a esta corta distancia que posee un caracter polar corresponde a Ser118,
aunque la cadena lateral de este residuo se ubica en el sentido contrario a la cadena lateral de
Lys117, sugiriendo que no afecta directamente las propiedades quimicas de la cadena lateral de
Lys117. El bolsillo en el cual se ubica lisinall7 cierra en su parte exterior con Lys114, que si
bien se ubica a una distancia mayor que 5A, tiene el extremo de su cadena lateral a 4,9A de la
cadena lateral de Lys117 (Fig. 10C). Debido al caracter hidrofobico del bolsillo en donde se
ubica el residuo de lisina 117, se simularon las condiciones para calcular el potencial

electrostatico en la superficie del residuo, arrojando un potencial que se acerca a cero (Fig. 10D).



% Transporte

% Transporte

100
80
60
40
20

120
100

A OO @
o O O

A ¢

0,1 1
Pentoxifilina, mM

01 1

10 100

10 100
Pentoxifilina, mM

120
100
80
60
40
20

120
100
80
60
40
20
0

0,1 1
Pentoxifilina, mM

01 1

10 100

10 100
Pentoxifilina, mM

46

Figura 9. Inhibicion del transporte de OMG en GLUT1 silvestre (A) y mutantes K229Q (B),

K117R (C) y K117Q (D) por pentoxifilina. La inhibicién del transporte de OMG 0,25mM se

midio en el rango de concentraciones de 0 a 30mM de pentoxifilina. Las curvas mostradas son

representativas de un total de 3 ensayos distintos. El transporte es expresado como el porcentaje

de transporte, el cual fue calculado utilizando el transporte en ausencia de inhibidor como el

100%. Las barras indican la desviacion estandar de los datos obtenidos con 3”n” por punto, en

donde cada “n” representa a tres ovocitos inyectados con RNA.
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Tabla 5. Valores de ICs, obtenidos con pentoxifilina para GLUTL1 y las mutantes

analizadas.

Mutantes GLUT1 K117/R K117Q K229Q

ICso pentoxifilina,
mM

Los valores se presentan como el promedio y la desviacion estandar de tres distintos
ensayos realizados. Los datos fueron analizados mediante un t-test, donde las diferencias no

fueron estadisticamente significativas con respecto al control (GLUT1).
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Tabla 6. Tabla resumen de valores de 1Csy obtenidos con los inhibidores para GLUT1

y las mutantes analizadas.

mM

Mutantes GLUT1 K11/R K117Q K229Q
1Cso0 Cito:f/'lasma Bl 10z04 1,1+08 2,2+0,4 35+1,0
I1Cso Tirfsls\';lina A-47, 175 + 30 337 + 40 157 + 50 NS
ICs0 quercetina, pM 16+3 NS 46 + 6 15+6
I1Cso pentoxifilina, 5492 3+1 342 7+1

Los valores se presentan como el promedio y la desviacion estandar de tres distintos

ensayos realizados. NS corresponde a no sensible.
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Figura 10: Analisis bioinformatico del la Lisina 117 en el modelo propuesto por Salas-
Burgos. (A) Modelo de GLUT1_1SUK, en el recuadro se observa la localizacion del dominio 1.
(B) Residuos de aminoécidos que rodean a la Lisina 117 a 5A de distancia. (C) Esquema de
distancias calculadas entre Lys117 y Lys114. (D) Simulacién de potencial electrostatico que
presenta Lys117 (recuadro), en donde el color rojo corresponde a positivo, color azul a negativo y

color blanco a cero. Los calculos y figuras fueron realizados con el programa ICM-pro 3.4.
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5. DISCUSION

Una manera de aproximarse al rol que cumple cada residuo aminoacidico en una proteina,
ya sea en su disposicion estructural como para su funcién, es realizar cambios individuales por
otros residuos y evaluar los efectos producidos. Este método, conocido como mutagénesis sitio
dirigida, ha sido ampliamente usado en el estudio de GLUTL1 y otras proteinas de membrana
entregando informacién que en su conjunto ha sido de vital importancia al momento de generar
modelos de estas proteinas. En este trabajo, dos residuos aminoacidicos, correspondientes a
Lys117 y Lys229, fueron mutados por residuos relacionados en cuanto a sus propiedades
fisicoquimicas para probar la interaccion que ellos pudiesen tener con algunos ligandos de la
proteina. Las mutaciones generadas en Lys117 por arginina y glutamina se pueden clasificar
como sutiles en cuanto al tamario de la cadena lateral. Asimismo, ambas sustituciones fueron por
residuos polares, sin embargo, el grupo e-NH, de lisina se puede protonar y disociar
reversiblemente (pKa en péptidos modelos ~ 9,0), en cambio glutamina posee una cadena lateral
polar sin carga. La idea fue no generar cambios conformacionales que empantallaran los efectos
locales producidos por las mutaciones y se pudiese evaluar solo la interaccion de la cadena lateral

con las moléculas inhibidoras.

5.1 Expresion de GLUT1 en ovocitos de Xenopus laevis.

La expresion de la proteina tipo silvestre y de sus tres mutantes fue evaluada a través de
western blot de las proteinas totales de membranas de ovocitos, usando un anticuerpo dirigido al
C-terminal de GLUTL1. Con esta metodologia, se encontrd que la expresion no fue alterada por las

mutaciones generadas (Fig. 2). Sin embargo, dada la utilizacibn de membranas totales de
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ovocitos en este ensayo, esta metodologia no asegura que GLUT1 (silvestre y mutante) haya sido
destinado subcelularmente a la membrana plasmatica, sino que podrian encontrarse en otro tipo
de membrana de ubicacién intracelular. Debido al similar nivel de expresion mostrada por las
proteinas silvestre y mutantes en el western blot, fue crucial determinar la presencia de actividad
transportadora en ovocitos inyectados con RNA codificante para las proteinas tipo silvestre y
mutantes. Los parametros cinéticos mostraron ser similares entre ellas, con s6lo pequefias
diferencias no significativas en la velocidad méxima de transporte. Este hecho nos hace pensar
que las mutaciones generadas no alteraron la llegada de las proteinas hasta la membrana
plasmatica, en donde mantuvieron sus caracteristicas funcionales, lo cual las hace totalmente
comparables si analizamos la interaccién con inhibidores.

Mas aun, el western blot revelé una serie de bandas de menor peso molecular que la
proteina funcional, una situacién que ya habia sido descrita previamente por otros grupos (Hresko
et al., 1994b). Segln estos autores estas bandas corresponden a la proteina en distintos estados de
glicosilacion y se ubicarian en membranas intracelulares durante el proceso de destinacion a
membrana plasmatica. Este es un punto que nos ayuda a comprender el procesamiento que tuvo
la proteina silvestre y las proteinas mutantes al ser expresadas en ovocitos de X. laevis, en donde
la banda de mayor peso molecular corresponde a la banda que alcanzé la totalidad de su
procesamiento y por ende que se situé en membrana plasmatica en similares cantidades entre las
mutantes.

La realizaciéon de una biotinilacion de los ovocitos previa a la inmunodeteccion seria una
prueba méas convincente acerca de la localizacién subcelular de las proteinas silvestre y mutantes
en la superficie de la membrana plasmatica. En este caso los ovocitos inyectados con mRNA

codificante para las proteinas silvestre 0 mutantes se incuban con un compuesto que no atraviesa
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la membrana plasmatica y que se une covalentemente a grupos funcionales presentes en las
proteinas. Solo las moléculas biotiniladas pueden ser purificadas a través de una columna de
streptavidina, por lo que el posterior SDS-PAGE y la inmunodeteccion se realizaran sélo sobre
proteinas presentes en la superficie de la membrana citoplasmatica, descartando a las proteinas

ubicadas en compartimientos intracelulares.

5.2 Analisis funcional de GLUT1 silvestre y las proteinas mutantes.

A fin de dilucidar las caracteristicas funcionales del transporte en GLUT1 y en las
mutantes de K117 y K229, se realizaron ensayos de transporte en condiciones de entrada de
OMG y DOG, dos compuestos analogos a glucosa, pero que presentan algunas diferencias
estructurales y reactivas. En el caso de DOG, se encuentra reducido el carbono 2 de la hexosa,
mientras que en OMG, el oxigeno del carbono 3 se encuentra metilado, lo que produce un
impedimento estérico que disminuye su afinidad por GLUTL1. Estos resultados de transporte,
revelaron que ambos fueron sustratos para GLUT1 y sus mutantes, y ademas la afinidad por los
sustratos no fue alterada. Es evidente la mayor afinidad que se presenta por DOG, dado que la Ky
es de casi la mitad de la determinada para el transporte de OMG. Esta diferencia ha sido
ampliamente descrita en la literatura (Gould y Holman, 1993; Joost y Thorens, 2001; Keller et al.,
1989; Uldry y Thorens, 2004) y tiene su explicacion en que DOG tiene caracteristicas

estructurales y quimicas mas parecidas al sustrato natural de GLUT1 que es glucosa.
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5.3 Sitios de union de inhibidores.

5.3.1 Citocalasina B

El compuesto proveniente de hongos citocalasina B es el inhibidor mas ampliamente
estudiado del transporte de glucosa mediado por GLUT1. Estudios anteriores probaron la union
directa de citocalasina B a GLUT1 en un sitio ubicado intracelularmente (Klip et al., 1984; Liny
Spudich, 1974; Taverna y Langdon, 1973), especificamente entre las hélices 10 y 11. En esta
region estarian W388 y W412, residuos que se han identificado como implicados en a union de
este inhibidor (Inukai et al., 1994). Al ser asi, era de esperar que de producirse una perdida de
sensibilidad por citocalasina B en las mutantes generadas, esta ocurriera en la mutante del
dominio de union a nucleétidos 11, dada su orientacién endofacial, aunque la distancia entre el
gran loop intracelular y el loop que une los segmentos 10 y 11 pudiera ser bastante grande. No
obstante, la mutacion en K229 no produjo efecto alguno sobre la sensibilidad de la proteina al
inhibidor, demostrando que este residuo aminoacidico no estaria implicado en la union del
inhibidor. Se puede especular que esta regién intracelular no forma parte de un eventual sitio de
unién endofacial para citocalasina B. De hecho, algunos datos del laboratorio nos llevan a sugerir
que residuos ubicados en el dominio Il (loop que une los segmentos transmembrana 8 y 9)
participarian en la union del citocalasina B al transportador. La mutacion realizada en Thr335 por
una leucina, volvio a la proteina insensible a CCB en el intervalo de concentraciones ensayadas
(0-10uM), por lo que se cree estaria involucrada en la unién de este inhibidor. Algo similar ha
resultado con una mutante de histidina 337, en donde la sensibilidad al inhibidor es menor (datos
no publicados).

Con respecto a lo ocurrido con las mutantes de K117 y la union de citocalasina B, los

resultados obtenidos eran totalmente esperados, debido a que K117 se ubicaria en un lazo
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extracelular, mientras que citocalasina B se une a un sitio intracelular, por lo que la interaccion
del residuo aminoacidico con el inhibidor es improbable.

5.3.2 Tirfostina A-47

Tirfostina A-47 es un compuesto sintético disefiado como inhibidor de tirosinas quinasas
por competencia a la unién de tirosina. De este modo era de esperar que no ocurriera una
interaccion de la molécula con alguno de los sitios de unién a nucledtidos. Datos previos nos
indican que tirfostina A-47 se une directamente al transportador por un sitio accesible
intracelularmente (Monsalve, 2001; Pérez, 2003; Vera et al., 2001). Segun los resultados
obtenidos, tanto la proteina silvestre como las proteinas mutantes de lisina 117 fueron inhibidas
por tirfostina A-47 de una manera dosis dependiente, mientras que la mutante K229Q fue
insensible al inhibidor bajo el intervalo de concentraciones de inhibidor ensayadas (0-300uM). Es
perfectamente explicable que las mutaciones realizadas en K117 no afectaran la inhibicion del
transporte por esta molécula (Figura 7), debido a que este residuo se ubicaria en la cara exofacial.
Sin embargo, fue una sorpresa observar que la mutacién en K229Q alteré6 completamente la
sensibilidad de GLUTL1 frente a tirfostina A-47. Proponemos que es probable que este residuo
esté implicado de manera directa en la interaccion de la proteina con el inhibidor. Este resultado
se complementa con otros resultados no publicados del laboratorio, que muestran que ocurre un
cambio en la sensibilidad a tirfostina A-47 al probar otras mutaciones realizadas en residuos
pertenecientes al dominio Il de unién a nucle6tidos. Incluso algunas de ellas (K225Q y S226A)
son insensibles en las condiciones en que se han realizado los ensayos (datos no publicados).

5.3.3 Quercetina

La flavona quercetina es un compuesto natural ampliamente estudiado pues produce una

gran variedad de efectos sobre los sistemas vivos. Dentro de estos efectos se encuentra la
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inhibicidn del transporte mediado por GLUT1 (Vera et al., 2001). Estudios de nuestro laboratorio
indican que quercetina interactta con el transportador a traves de un sitio ubicado en la cara
extracelular de la proteina y de manera competitiva con la unién de glucosa y pentoxifilina
(Ojeda, 2005; Pérez, 2003; Saldivia, 2003; Vera et al., 2001). En complemento con lo anterior,
observamos la inhibicién del transporte de OMG por quercetina en ovocitos inyectados con el
transportador silvestre, de manera similar a lo obtenido en otros sistemas experimentales, como
eritrocitos humanos. En el caso de la mutante intracelular K229Q, los resultados fueron similares
al silvestre, lo cual no es una sorpresa si tomamos en cuenta que postulamos que la flavona se
uniria a un sitio extracelular, por lo que una mutacién intracelular no debiera afectar la propiedad
de unir quercetina por parte de la proteina.

Sin embargo algo muy distinto ocurrié con las mutantes extracelulares del dominio I,
K117Q y K117R, pues la sensibilidad de la proteina a quercetina fue claramente menor, siendo la
mutacién por glutamina menos efectiva que la mutacion por arginina. Esta Gltima perdio
totalmente la sensibilidad al inhibidor. Es por ello que postulamos que lisina 117 estaria directa o
indirectamente implicada en la union de este inhibidor. EI dominio | de union a nucleétidos se
encuentra en la cercania de un sitio de unién a glucosa (Bulnes, 2006; Salas-Burgos et al., 2004),
lo que explicaria la inhibicion de tipo competitiva observada en ensayos de entrada utilizando
eritrocitos humanos y otras lineas celulares (Saldivia, 2003; Vera et al., 2001).

Un punto que se debe mencionar es el hecho que la mutacion mas conservada, K117R, fue
la que sufrié un mayor efecto sobre la sensibilidad de la proteina al transportador. Esta situacion
es explicable en el caso que en la proteina silvestre este residuo de lisina no posea una carga
formal. Para que esto ocurra, la cadena lateral de lisina 117 deberia tener un pKa bastante menor

que lo normal (pKa 10,5) y lo suficientemente baja para que a pH fisiol6gico esta se encuentre



56

disociada. Esto puede ser plausible si tomamos en cuenta el fuerte ambiente hidrofobico que
rodea a lisina 117 y a la cercania de la cadena lateral de lisina 114 (probablemente cargada por
encontrarse expuesta al medio extracelular), vale decir, se dan las condiciones para que esta lisina
se encuentre disociada, dado que el pKa de la cadena lateral debe ser bastante bajo (pKa<7,4).
Incluso el anélisis electrostatico de la superficie de la proteina arrojo que esta lisina no posee una
carga formal positiva.

Estos resultados sugieren fuertemente que la interaccion de quercetina con el transportador
ocurriria en el bolsillo hidrofébico en donde se ubica lisina 117, interaccion que probablemente
esté estabilizada con algin puente de hidrogeno formado entre el grupo amino de la cadena
lateral de lisina y alguno de los hidroxilos de la molécula de quercetina. Es asi que al introducir
una mutacion en la posicion 117 por arginina, el bolsillo se veria severamente alterado, dado que
la cadena lateral de este aminoécido presenta un pKa mucho mayor al de lisina (pKa 12,5). Es
posible entonces que el caracter apolar del bolsillo no sea lo suficientemente hidrofébico para
lograr que arginina se encuentre disociada. La introduccion de una carga formal positiva
impediria la formacién de puentes de hidrogeno y alteraria la forma y tamafio del bolsillo, por lo
que quercetina ya no podria unirse. En el caso de la mutacién por glutamina, la carga formal se
mantiene (cero), sin embargo la cadena lateral de glutamina es de menor tamafo que la cadena
lateral de lisina, por lo que en el caso de que exista la formacién de un puente de hidrégeno con
quercetina, este seria mas débil al ser un puente de hidrogeno de una longitud de enlace mayor.
Este hecho es apoyado por nuestros resultados que muestran que la sensibilidad por quercetina
sigue existiendo en K117Q, pero la inhibicion es mas débil que en la proteina silvestre. Es

posible que si se aumenta la concentracién de quercetina en el medio se logre una inhibicion total
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del transporte, sin embargo esto se hace técnicamente muy complicado debido a la baja
solubilidad de la flavona.

5.3.4 Pentoxifilina

La metilxantina pentoxifilina ha sido bastante estudiada en nuestro laboratorio por su
capacidad de inhibir el transporte de glucosa mediado por GLUT1. Esta propiedad inhibitoria ha
sido observada con varias metilxantinas estudiadas, sin embargo, pentoxifilina ha sido un caso
especial pues existen datos que sugieren que ella compite con quercetina por un sitio de union al
transportador y no asi el resto de las metilxantinas (Ojeda, 2005). Es por ello que una propuesta
presentada en estos trabajos fue que las metilxantinas y las flavonas interactuarian con el
transportador a través de distintos sitios pero estructuralmente cercanos entre ellos, siendo la
cadena alifatica de pentoxifilina (que no esta presente en otras metilxantinas) la cuél competiria
con la unién de quercetina. Esta propuesta se ve fuertemente apoyada por los resultados
obtenidos en esta tesis, ya que si bien la mutacion del residuo 117 afecta la unién de la flavona,
no lo hace con la union de pentoxifilina. Por ello concluimos que pentoxifilina no interactGa con
el bolsillo hidrofébico en el cual se une quercetina. Es bastante probable que la cadena alifatica
de pentoxifilina impida el libre acceso de la flavona al bolsillo en el cual esta ejerceria la
inhibicion y sea por ello que en ensayos de competencia realizados con eritrocitos humanos en

trabajos previos, se haya observado la competencia entre ambos compuestos.

5.4 Conclusiones y proyecciones
En esta tesis se ha realizado un trabajo que puede entregar varias conclusiones con respecto
a la interaccion de la proteina con inhibidores. Dentro de estas se encuentran que lisina 117 y

lisina 229 no estan implicadas en la unién de OMG, DOG, citocalasina B y pentoxifilina, lo cual
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se desprende a que no se observaron efectos de las mutaciones sobre las mediciones funcionales
de la proteina sobre estos compuestos. Lisina 117 se ubica en un bolsillo hidrofébico que
probablemente provocaria la disociacion de la cadena lateral del residuo. Lisina 117 estaria
implicado en la directa interaccion del transportador con quercetina. Metilxantinas y flavonas
tendrian distintos sitos de unién al transportador. EI dominio Il de union a nucle6tidos estaria
implicado en la interaccion con Tirfostina A-47. Para probar estas conclusiones sera necesario
efectuar una mayor cantidad de estudios, quizds también con mutagénesis sitio dirigida que
demostrd ser un buen método para realizar este tipo de andlisis. Es de este modo que podrian
introducirse cargas positivas o negativas en el bolsillo en donde se encuentra lisina 117 y evaluar
la unidn de quercetina. Estas mutaciones podrian realizarse en los mismos residuos hidrofobicos
que rodean a lisina 117 como son W186, P187 o L189. Una cuarta mutacion para evaluar la
formacion de un puente de hidrogeno seria una mutante K117M, en donde el tamafio de la cadena
lateral es casi idéntico, pero con una probabilidad casi nula de formar un puente de hidrogeno por
las propiedades fisicoquimicas de metionina. Con respecto a lisina 229, se hace complicada una
evaluacién del sitio y residuos que la rodean debido a que el modelo tedrico que actualmente
existe para la proteina, posee una muy baja resolucion en esta zona. Se podrian realizar ensayos
de fotomarcaje para delimitar el sitio de interaccion de este inhibidor (tirfostina A-47) con la
proteina. De igual modo queda pendiente la evaluacién de muchos otros inhibidores conocidos de
GLUT1 y en donde a través de esta estrategia podrian dilucidarse nuevos sitios alostéricos en el
transportador. Un caso es el putativo sitio de unién de metilxantinas que se mantiene

desconocido.
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