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RESUMEN

Durante los tltimos afios, se han obtenido evidencias que relacionan la hipofun-
cién del receptor de glutamato tipo NMDA (NMDAR) con la esquizofrenia. Los
receptores NMDA necesitan para su estimulaciéon la unién conjunta tanto de glu-
tamato como de glicina, ya que ambos poseen en el receptor un sitio de unién
especifico. Puesto que la inhibicién farmacolégica de GLYT1 aumenta los niveles
de glicina en los alrededores del receptor de glutamato tipo NMDA estimulando su
funcién, el transportador de glicina GLYT1 representa una de las dianas terapéu-
ticas mas prometedoras para el desarrollo de nuevos farmacos antipsicéticos. Pre-
viamente hemos demostrado que GLYT1 se encuentra fisicamente asociado con
NMDAR a través de la proteina de adaptadora PSD-95 en neuronas glutamatérgi-
cas. El objetivo de este trabajo se centra en el estudio de la interaccién de GLYT1
con otras proteinas, especialmente con aquellas que también interaccionan con el

* Extracto del trabajo de investigacién original que obtuvo el Premio de la Real
Academia Nacional de Farmacia del afio 2005.
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Abreviaturas utilizadas: GLYT1, Transportador de glicina 1; GST, glutathione-S-
Transferase; MAGUK, membrana-associated guanylate kinase; NFPS, N-(3-4 -fluorofe-
nil)-3-(4"-fenilfenoxi)propil-sarcosina; PBS, phosphate-buffered-saline; PDZ, PSD95/Dlg/
Z0-1 homology domain; SDS-PAGE, sodium dodecyl sulphate-polyacilamide gel elec-
trophoresis; WB, western blot.
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receptor de glutamato tipo NMDA. Hemos encontrado que GLYT1 interacciona con
el tricomplejo heterotrimérico Mint-MALS-CASK. Este complejo esta implicado en
el transporte polarizado del receptor del glutamato tipo NMDA al terminal postsi-
néaptico. Puesto que GLYT1 interacciona simultdneamente con NMDAR y con el
complejo Mint-MALS-CASK, proponemos que NMDAR y GLYT1 son cotransporta-
dos al terminal sinédptico, asi en todo momento NMDAR puede ser regulado por
GLYT1. Estos resultados refuerzan la importancia de GLYT1 en la regulacién de
NMDAR vy su potencial como blanco de accién de farmacos antipsicéticos.

Palabras clave: Trafico intracelular.—NMDAR.—Dominios PDZ.—Interacciéon
proteina-proteina.

ABSTRACT

Glutamatergic hypothesis of schizophrenia: molecular mechanisms of
glycine transport in glutamatergic synapses

During the last few years, evidence has been obtained for a relationship between
hypofunction of the NMDA type of glutamate receptor and schizophrenia. The
glycine binding site on NMDAR and the glycine transporter GLYT1 represent some
of the most promising therapeutic targets for developing new anti-schizophrenic
drugs. Pharmacological inhibition of GLYT1 increases glycine levels in the
surrounding of NMDAR and stimulates its function. Previous studies performed
indicated that GLYT1 is physically associated with NMDAR, through the scaffolding
protein PSD-95, due to the common interaction of both GLYT1 and NMDAR with
PDZ domains of PSD-95. The objective of this research was centred on the study
of the interaction of GLYT1 with other PDZ proteins, in special those that also
interact with NMDAR. Particularly, we were interested the heteromeric tricomplex
Mint-MALS-CASK. We analyzed the structural basis of these interactions and
the functional consequence on GLYT]1 in aspects such as the intracellular traffic,
the turnover on the cell surface and the inclusion in specific microdomains of the
membrane. In this way we analyzed the possible existence of common steps in
GLYT1 and NMDAR processing. To do that we used molecular and cellular biology
techniques, such as cotransfections in cellular systems of DNA constructs obtained
by site directed mutagenesis and immunoprecipitations.

Key words: Intracellular traffic.—NMDAR.—PDZ domains.—Protein-protein
interactions.
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INTRODUCCION

Regulacion de los niveles de glicina en la sinapsis
glutamatérgica: Transportador de glicina de alta afinidad.

La glicina es necesaria, junto con el glutamato, para la activacién
de los NMDARs, pero durante mucho tiempo ha existido una polé-
mica importante sobre el papel fisiol6gico de la misma en la sinapsis
glutamatérgica. Esto se debi6 al hecho de que la afinidad del sitio de
glicina es tan alta que muchos autores pensaron que estaria ténica-
mente saturado a las concentraciones de glicina habituales en la
hendidura sinaptica (1). Sin embargo, cédlculos teéricos basados en
las propiedades electrofisiolégicas de los transportadores de glicina
indicaban que estas proteinas podrian reducir la concentracién de
glicina en el emplazamiento local del NMDAR hasta una concentra-
cién de 1 pM o menos, es decir, hasta niveles no saturantes (2). Esta
posibilidad se ha visto reforzada por estudios funcionales recientes
que muestran que el compuesto N-(3-4’-fluorofenil)-3-(4’-fenilfenoxi)
propil-sarcosina (NFPS), un inhibidor especifico del transportador
de glicina GLYT1, potencia las respuestas mediadas por NMDA tan-
to in vitro como in vivo (3, 4).

El transportador de glicina GLYT1 se encuentra éptimamente
localizado para regular la concentracién de glicina en el microentor-
no de NMDAR, puesto que en cerebro de rata se ha observado una
colocalizacién de la forma neuronal de GLYT1 con marcadores de
las sinapsis glutamatérgicas (5). De hecho, GLYT1 esta fisicamente
asociado a NMDAR como han demostrado experimentos de inmuno-
precipitacién.

En vista de esta asociacién entre GLYT1 y la funcién de NMDAR,
no es sorprendente el que este transportador se haya convertido en
una diana importante para el desarrollo de farmacos antiesquizo-
frénicos. La idea basica de estos estudios es la de incrementar la ac-
tividad del receptor de NMDA, disminuida en los pacientes esquizo-
frénicos, mediante el incremento de la concentracion extracelular de
glicina que ha de producirse tras la inhibicién del transportador.
De hecho, varios estudios preclinicos recientes con los inhibidores
de GLYT1 NFPS y ORG 24598 apuntan en esa direccién (6). Ademas,
un estudio clinico con el inhibidor de GLYT1 sarcosina ha revelado
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una mejora sustancial tanto de los sintomas positivos como de los
negativos y cognitivos de los pacientes esquizofrénicos (7).

De lo anteriormente expuesto se desprende que el conocimiento de
los mecanismos moleculares que regulan la llegada de GLYT1 a las
sinapsis glutamatérgicas y su interaccién con NMDAR (por ejemplo,
trafico intracelular, reciclaje en la superficie celular e inclusién en
microdominios en los que reside NMDAR) pueden ser de gran interés
en la comprensiéon de la regulaciéon no sélo de GLYT1 sino también
de NMDAR vy, por tanto, de interés en el contexto de la esquizofrenia.

Papel de las proteinas con dominios PDZ en la organizaciéon
de la sinapsis

Las uniones sindpticas son estructuras altamente especializadas
para poder transmitir eficientemente la sefial de la neurona presi-
naptica a la postsindptica. En el botén postsindptico existe una zona
activa electrondensa denominada densidad postsinaptica (PSD) for-
mada por diversas proteinas, como los filamentos de actina y las
proteinas de «andamiaje» que juegan un papel importante en la or-
ganizacion, estructura y funcién de las uniones sinapticas. Muchas
de las proteinas de este complejo multiproteico poseen un motivo
estructural comun: los dominios PDZ (Figura 1).

Un importante ejemplo de este tipo de proteinas PDZ es el tricom-
plejo heteromérico descrito por primera vez en C. Elegans forma-
do por LIN2, LIN7 y LIN10 y sus homélogos en mamiferos, deno-
minados CASK/PALS, VELI/MALS y Mint/X11, respectivamente (8).
Todas ellas tienen dominios PDZ y estan implicadas en otros pro-
cesos celulares como la distribucién polarizada de proteinas o la
endocitosis y el reciclaje de las mismas. El tricomplejo esta implica-
do en funciones tales como el transporte de vesiculas y la localiza-
ci6én subcelular del receptor NMDA (9). En dendritas, el dominio PDZ
de MALS se une a traves del extremo Ct de la subunidad NR2B del
receptor de NMDA, mientras que el dominio PDZ de MINT1 se une
a la proteina KIF17, de la superfamilia de las kinesinas que gracias
a su interacciéon con los microtubulos, actuaria como motor para
llevar a las vesiculas cargadas con NMDAR hasta las espinas dendri-
ticas (10).
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Ficura 1. Esquema de algunas proteinas sindpticas que poseen dominios PDZ.

MATERIALES Y METODOS

Construcciones de ADNc
Las construcciones de ADNc se llevaron a cabo mediante el

método de mutagénesis dirigida por técnicas de PCR.

Detecciéon de las interacciones de GLYT1 con dominios PDZ
La deteccién de las interacciones de GLYT1 con dominios PDZ de

diferentes proteinas, se realizé utilizando una membrana comercial
(TranSignal PDZ Domain Arrays de BioCat, Panomics, Alemania).
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El extracto bacteriano que contenia la protefna His-GLYT1,,
obtenido seguin lo indicado en el apartado anterior, se diluyé 1:1 en
solucién de resuspension y se incubé con una membrana de Inmo-
vilon que previamente habia sido bloqueada. Tras una incubacién de
una hora con el extracto proteico, la membrana se lavaba y pasaba
a ser incubada con un anticuerpo secundario dirigido contra la cola
de histidinas. Tras los oportunos lavados, la presencia de His-
GLYTI,, se visualizé6 mediante un procedimiento de quimioluminis-
cencia (ECL). Las soluciones de bloqueo, resuspension y lavado uti-
lizadas en el ensayo, fueron proporcionadas por el fabricante.

Cultivo y transfeccién de células COS-7

La linea celular COS-7 se cultivaban en DMEM suplementado
con suero de ternera fetal al 10% y se mantenian a 37° Cy 7 % de
CO,. Las células se plaqueaban al 50% de confluencia un dia antes
de ser transfectadas. La transfeccion se realizaba con Lipofectamina
Plus (Gibco, USA). Las células eran incubadas con los complejos de
lipidos y ADN en DMEM sin suero durante tres horas a 37° Cy 7%
de CO,. Transcurrido este tiempo se afnadia mas medio de cultivo
y suero bovino fetal hasta el 10%. Las células se utilizaban a las
48 horas de la transfeccién.

Enyaso de inmunoprecipitacion

Las células COS-7 transfectadas o los sinaptosomas de cerebro de
rata fueron solubilizadas en una solucién de lisis (50 mM tris- HCI,
pH 7,5, 1% Triton X-100, 100 mM NaCl y 1 mM EDTA) durante
30 minutos a 4° C. Tras la centrifugacion, el precipitado insoluble
fue eliminado y los sobrenadantes incubados con los anticuerpos
correspondientes durante dos horas, luego se adicioné 40 pl de una
suspension de bolas unidas a proteina A (Sigma) y la mezcla se
incub6 durante una hora a temperatura ambiente y con agitacién
rotatoria. Las bolas fueron lavadas con PBS frio cinco veces. Final-
mente se afiadieron 50 pl de tampoén de carga Laemmli. Las mues-
tras se hirvieron durante cinco minutos para disociar la unién de las
proteinas a las bolas y posteriormente se sometieron a electroforesis
seguida inmunotransferencia como se ha describira mas adelante.
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Ensayo de Pull Down

Las células COS-7 transfectadas con los vectores de expresién de
las proteinas (PSD-95, MALS o Mint) se solubilizaron en 50 mM
Tris-HCI, pH 7,5, 0,5% Triton X-100, 100 mM NaCl y 1 mM EDTA
durante 30 minutos a 4° C. El material solubilizado obtenido tras
centrifugaciéon a 14.000 rpm durante 15 minutos fue preincubado
con 100 pl de bolas de glutation agarosa al 50% (v/v) durante una
hora con rotaciéon en la noria a 4° C. Tras una centrifugacion los
sobrenadante se transferian a un tubo limpio y se incubaran con
GST, GST-GLYT1Ct o GST-GLYT1Ctdel durante la noche con ro-
taciéon constante a 4° C. Posteriormente, las bolas fueron lavadas
con PBS frio tres veces y se les anadié 50 pl de tampén de carga
Laemmli. Las muestras se hirvieron durante cinco minutos para rom-
per la unién de las proteinas a las bolas y luego se sometieron a una
electroforesis seguida de inmunotransferencia.

Electroforesis y Western Blot

Tras la determinacién de la concentraciéon de proteinas en las
muestras. La electroforesis se llevaba a cabo en gel de poliacrilamida
y SDS, en condiciones reductoras, en presencia de 2-mercaptoetanol.
Los geles se corrian lentamente durante la noche mediante una
corriente constante de 30V. Tras la electroforesis, las muestras eran
transferidas a una membrana de nitrocelulosa por el sistema de
electroblotting semi-seco (LKB) a 1,2 mA/cm’ durante dos horas.
La solucién de transferencia que se usaba contenia 192 mM glicina
y 25 mM Tris-HCI, pH 8,3.

La unién inespecifica a la membrana se bloqueé por incubacién
con 5% leche desnatada en 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 7,5,
durante cuatro horas a 25° C. Posteriormente la membrana se incub6
con el antisuero o anticuerpo purificado a la concentracién idénea du-
rante toda la noche a 4° C. Tras lavados con PBS la membrana se in-
cubé con el anticuerpo secundario unido a peroxidasa y la banda se
visualizé por el método de detecciéon por quimioluminisencia (ECL).

11



BEeATRIZ CUBELOS Y COLS. AN. R. Acap. Nac. Farwm.
Producciéon de anticuerpos ANTI-GLYT1

Los anticuerpos policlonales se produjeron inmunizando cone-
jos con la proteina de fusién Glutation-S-Transferasa que contenia
los 37 aminoacidos del extremo amino terminal de GLYT1b para el
anticuerpo numero 224. La inmunizacion se realizé en conejos MDL
Nueva Zelanda (Navarra, Espafa), con proteina de fusiéon y el
coadyuvante de Freund completo. Los conejos fueron reinmunizados
cada dos semanas con la proteina de fusién que en esta ocasién
habia sido emulsionada con el adyuvante de Freund incompleto.
Tras varias inmunizaciones se extrajeron los sueros y los anticuerpos
se purificaron por columnas de afinidad (11). La proteina de fusién
unida a GST y la propia proteina GST en una solucién de Na-HE-
PES, pH 8,0 se acoplaron a columnas de Affi-Gel 15 siguiendo las
instrucciones del fabricante. El suero generado por el conejo contra
la proteina de fusién se pasé en primer lugar por la columna que
tenfa adsorbida la proteina GST y posteriormente por la columna
que contenia la proteina de fusién.

Biotinilacion del anticuerpo ANTI-GLYT1

El anticuerpo anti-GLYT1 (nimero177) se biotinil6 con 250 ng
de éster de succinimida-biotina (Pierce, USA) por mg de anticuerpo.

Anticuerpos comerciales y cedidos

Los anticuerpos secundarios unidos a biotina o peroxidasa eran
de Amersham y los unidos a fluoréforos eran de Molecular Probes.
El anticuerpo anti-HA era de DABCO (Berkeley Antibody Company)
y el anticuerpo anti-Myc fue cortésmente cedido por el laboratorio
del Dr. Balbino Alarcén (CBM-SO). La detecciéon de los miembros
del complejo Mint/MALS/CASK se realiz6 mediante anticuerpos
monoclonales de BD Transduction.

12
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Experimentacion con animales

En este estudio se ha trabajado con animales de acuerdo con los
criterios resaltados en «Guia para el Cuidado y Empleo de Animales
de Laboratorio» preparada por la Nacional Academy of Sciences y
publicada por Nacional Institutes of Health (NIH 1985: 86-23).

RESULTADOS

GLYT1 interacciona in vitro con una variedad
de dominios PDZ

Dado que el extremo carboxilo terminal de GLYT1 posee un
motivo de interaccién con dominios PDZ, se decidié buscar nuevas
proteinas que pudieran interaccionar con el transportador. Para ello
ensayamos la capacidad de interaccién del extremo carboxilo termi-
nal de GLYT1 con una matriz de dominios PDZ de diversas pro-
teinas. Previamente se habia preparado una construccién con los
77 aminoacidos del extremo C, de GLYT1 clonados en fase con un
péptido de seis histidinas. A esta construcciéon se le denominé His-
GLYTI1,. La proteina se expresé en bacterias E. Coli (BL21). El
extracto derivado de estas bacterias se incubé con la membrana en
la que el fabricante habia colocado por duplicado una serie de do-
minios PDZ (Figura 2A). Los puntos a los que se unié His-GLYT]1,
fueron visualizados gracias a un anticuerpo dirigido contra la cola
de histidinas, seguido de deteccién por quimioluminiscencia (Figu-
ra 2B). La intensidad de las sefiales se cuantific6 mediante un ana-
lisis digital de las peliculas fotograficas (Figura 2C).

La interaccién mas fuerte se produjo con el tercer dominio PDZ
de la proteina SAP-97. Sin embargo, no hubo reaccién con el primer
dominio PDZ de dicha proteina. Otras proteinas con las que se ob-
servé interaccién fueron la Chapsina 110, a través de su segundo
dominio, y MPP2 mediante su tnico dominio PDZ. La interaccién
también fue intensa con los dominios PDZ de RIL (reversion indu-
ced LIM protein) y moderada con OMP25 (Mitocondrial outern
membrane protein 25). Unicamente el tercer dominio de PSD-95
estaba representado en la matriz comercial y presenté una interac-
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cién especifica pero débil. Se encontré también una interaccién con
los dominios PDZ de los miembros de la familia de proteinas Mint;
en concreto, con el primer y segundo dominio de Mintl y Mint3.
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FiGura 2. Interaccion del ex-
tremo carboxilo terminal de
GLYT1 con dominios PDZ.

A) Esquema de la distribu-
cion de los dominios PDZ so-
bre la membrana de inmobi-
lon. Cada dominio PDZ estd
representado por duplicado.

B) La membrana se incubé
con un extracto de bacterias
que expresan His-GLYTIct. La
unioén de His-GLYTlIct a la
membrana se detecté median-
te un anticuerpo contra la cola
de histidinas seguido de detec-
cion por quimioluminiscen-
cia.

C) Cuantificacion de la ima-
gen obtenida en B mediante
andlisis digital con el progra-
ma «Scion Image».

Los valores se expresan como
porcentajes de la interaccion
mds fuerte, que correspondio
al tercer dominio de SAP-97.
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Para examinar con mas detalle la posible interaccién de GLYT1
con miembros de la familia Mint se transfectaron células COS con
los vectores de expresion de las diferentes isoformas de Mint y con
el vector de expresién de GLYT1, usandose como control el mismo
vector sin inserto. De esta manera se observé que GLYT1 coinmuno-
precipitaba con Mint2 y Mint3, no observiandose banda en los con-
troles de especificidad (Figura 3).
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Ficura 3. Co-inmunoprecipitacion de miembros de la familia MINT y GLYT1. Cé-
lulas COS fueron transfectadas con los vectores de expresion de HA-Mint2, HA-
Mint3, GLYTI y/o vector de expresion pCDNA sin inserto como se indica en la figu-
ra. Sobre la fraccion solubilizada en 0,5% Triton X-100 se realizé una inmu-
noprecipitacion con anti-GLYT1. Los inmunoprecipitados se corrieron en un gel de
electroforesis y se sometieron a inmunodeteccion con anticuerpos contra el epitopo
HA, identificindose una banda de 120kDa, correspondiente a HA-Mint2 o HA-Mint3.

Estas interacciones se confirmaron mediante experimentos de
«pull down» en los que la proteina de fusién que contiene los 74 ami-
noacidos finales del extremo carboxilo de GLYT1 unidos a GST habia
sido incubada con un lisado de células COS transfectadas con el vec-
tor de expresion de Mint2 o de Mint3. La proteina de fusién GST-
GLYT]1 precipité tanto a Mint2 como a Mint3. El control de GST no
fue capaz de precipitar a ninguno de los miembros de la familia Mint.
También mediante este ensayo de «pull down» se caracterizé la im-
portancia de la secuencia -SRI de GLYT1 en la interaccién con Mint2
y Mint3, ya que al truncar la secuencia de interaccién con dominios
PDZ se produjo la desapariciéon de la interaccion (Figura 4).
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Ficura 4. Ensayo de «pull down». Extractos de células COS transfectadas con los
vectores de expresion para HA-Mint2 o HA-Mint3 fueron incubadas con GST (ca-
rril 1), con GST-GLYT1del-Ct (carril 2) o con GST-GLYTI-Ct (carril 3) durante una
hora. Posteriormente se ariadieron 50 ul de glutation agarosa durante una hora. La
proteina acomplejada a las bolas se separd por centrifugacion y tras lavados exhauis-
tivos se analizé por electroforesis e inmunotransferencia. Como control de la eficien-
cia de transfeccion se analizaron en paralelo los lisados celulares correspondientes.

Una de las proteinas Mint, Mint-1, forma parte de un tricomplejo
formado por Mint/MALS/CASK que ha sido implicado en el trans-
porte polarizado de proteinas, en procesos de exocitosis de vesiculas
sinapticas y en la formacién de complejos estables entre proteinas
de andamiaje en las que participan dominios PDZ. Por este moti-
vo decidimos estudiar también la posible interacciéon de GLYT1 con
las distintas isoformas de MALS y con CASK. En el caso de MALS,
se realizaron transfecciones en células COS con el vector de expre-
sién de GLYT1 y los vectores de las diferentes isoformas de MALS.
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Posteriormente, se realiz6 una inmunoprecipitacién con anti-GLYT1
sobre la porcién solubilizada en 0,5% Triton X-100 del extracto ce-
lular (Figura 5) y tras la inmunotransferencia se obtuvieron bandas
inmunorreactivas para MALS1 y MALS2. Esta interaccién no se
observaba en controles que se habian transfectado con las isoformas
de MALS junto con el vector de expresiéon carente de inserto. De
igual modo, realizamos una inmunoprecipitaciéon sobre el lisado
de células COS que habian sido transfectadas con MALS y con una
forma truncada de GLYT1 carente de los dltimos tres aminoacidos
en su extremo C,. Tras un andlisis por inmunotransferencia no se
identificé coinmunoprecipitacion, lo que confirma que la interac-
cién ocurre a través del extremo Ct de GLYT1, que probablemente
interaccione con el dominio PDZ de las proteinas MALS (Figura 6).
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Ficura 5. Co-inmunoprecipitacion de MALS con GLYTI. Células COS fueron
transfectadas con los vectores de expresion para HA-MALS1, HA-MALS2, GLYT1 y/o
pCDNA como se indica en la figura. Posteriormente fueron lisadas e inmunopreci-
pitadas con anticuerpo anti-GLYT1. Los inmunoprecipitados se analizaron en un gel
de electroforesis y se sometieron a inmunodeteccién con anticuerpos que reconocen
el epitopo HA. Los carriles primero y segundo muestran los lisados, mientras que el
tercero y cuarto muestran las inmunoprecipitaciones. Las proteinas MALSI y MALS2
aparecen como bandas de 30 kDa que inmunoprecipita con anti-GLYT1 tinicamente
cuando se coexpresaron con el transportador.
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FiGura 6. Co-inmunoprecipitacion de miembros de la familia MALS con GLYTI.
Células COS fueron transfectadas con los vectores de expresion para HA-MALSI,
HA-MALS2, GLYT! o GLYTI1delCt (delecion en la secuencia —SRI del extremo Ct
de GLYT1—) como se indica en la figura. Posteriormente fueron lisadas e inmu-
noprecipitadas con anticuerpo anti-GLYTI. Los inmunoprecipitados se analizaron
por electroforesis e inmunofluorescencia con anticuerpos que reconocen el epito-
po HA. Los carriles primero y segundo muestran los lisados, mientras que el ter-
cer y cuarto carril muestran las inmunoprecipitaciones. Las interacciones de HA-
MALS1 y HA-MALS?2 con GLYTI desaparecen cuando se enfrentan con GLYTI del Ct.

Sin embargo, en el caso de CASK, que pertenece a la familia
MAGUK, no encontramos interacciéon directa, ya que cuando se
coexpres6 con GLYT1 no pudimos inmunoprecipitarla con anti-
GLYT1. Para analizar la posible relevancia de la interaccién de
GLYT1 con estas proteinas en tejido cerebral realizamos experimen-
tos de inmunoprecipitaciéon en sinaptosomas derivados de cerebro
de rata. Dichos sinaptosomas fueron solubilizados en 0,5% de Triton
X-100, desechandose la parte insoluble e incubando la fraccién so-
luble con anti-GLYT1. Los inmunoprecipitados se analizaron por
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inmunotransferencia, identificindose una banda inmunorreactiva
que se correspondia con el tamafio de Mintl y Mint2 que no apare-
cia en el preinmune (Figura 7 A, B). También siguiendo la misma
metodologia se identificé la interaccion entre GLYT1 y CASK (Figu-
ra 7 C). Estos datos apoyan la existencia de una interaccién entre el
transportador de glicina GLYT1 y el tricomplejo formado por Mint/
MALS/CASK, que parece estar implicado en el proceso de trafico
intracelular de diversas proteinas y en su distribucién asimétrica en
células polarizadas.
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Figura 7. Co-inmunoprecipitacion en sinaptosomas de MINTI, MINT2 y CASK con
GLYT1. Sinaptosomas de cerebro de rata fueron solubilizados en 0,5% Triton X-100.
La fraccion solubilizada fue sometida a inmunoprecipitacion con anticuerpo anti-
GLYT1 (carril 3) o con suero preinmune (carril 2). Los inmunoprecipitados se ana-
lizaron por electroforesis e inmunodeteccion con anticuerpos frente a MINTI o a
MINT2 o a CASK. Se observa que el anticuerpo anti-GLYT1 pero no el preinmune
precipita una banda de 120kDa, en todos los casos coincide con la movilidad de la
banda en los correspondientes lisados (carril 1).
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DISCUSION

El dominio PDZ es un motivo central en la organizaciéon de pro-
tefnas en la membrana plasmatica. Las proteinas con dominios PDZ
constituyen andamiajes moleculares en lugares especificos de las
neuronas sobre las que se anclan tanto proteinas de membrana como
proteinas reguladoras. GLYT1 posee en su extremo C,la secuencia
Ser-Arg-Ile que se ajusta al tipo I de los motivos de interaccién con
PDZ (12, 13). Por ello, analizamos la interaccién del extremo Ct de
GLYTI1 con una matriz de dominios PDZ de diferentes proteinas.
Encontramos algunas proteinas que potencialmente podrian interac-
cionar con GLYT1. De entre estas proteinas destacan los miembros
de la familia Mint (Mint1, Mint2 y Mint3). La interaccién de GLYT1
con miembros de la familia Mint se reprodujo en un sistema de
expresion heterélogo en eucariotas y se confirmé la implicacion del
extremo C, de GLYT1 en la interaccion.

Mint forma parte del complejo heterotrimérico Mint/MALS/CASK
que desempefia un papel importante en el trafico polarizado de pro-
teinas en neuronas y en otras células polarizadas.

La interaccién de GLYT1 con este complejo trimérico podria ser
importante en la distribucién asimétrica del transportador en células
polarizadas. Este movimiento organizado del transportador podria
estar controlado por las proteinas del complejo heterotrimérico que
regulan el trafico intracelular hasta la membrana plasmatica.

En este estudio hemos presentado evidencias de la asociacion de
GLYT1 con miembros de la familia MINT y con CASK en sinapto-
sonas de cerebro de rata. Ademas hay que destacar la interaccion in
vitro detectada con los miembros de MALS.

Asi confirmamos que GLYT1 es capaz de interaccionar con los
miembros del tricomplejo Mint/MALS/CASK. Estas interacciones
sugieren que las proteinas con dominios PDZ pueden jugar un papel
importante en aspectos basicos de la biologia celular y molecular del
transportador, como puede ser su distribuciéon polarizada en las
neuronas, su anclaje a las densidades postsinapticas o a otro tipo de
microdominios multiproteicos en donde entraria en contacto de ma-
nera selectiva con los sistemas de transduccién de sefial que modu-
larfan su funcién.
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Ficura 8. Representacion del complejo trimérico Mint/MALS/CASK vy de la
interaccion con GLYTI.

Se ha propuesto que el complejo heterotrimérico esta implicado en
el transporte, localizaciéon y anclaje del receptor de glutamato tipo
NMDA; ya que se ha descrito una interaccién entre el dominio PDZ
de MALS y el extremo carboxilo terminal de una de las subunidades
del receptor de glutamato tipo NMDA. Estos datos sustentan la exis-
tencia de mecanismos comunes para el trafico intracelular de GLYT1
y el receptor de NMDA. El conocimiento de estos procesos puede ser
importante para la comprensién de la funcién de los receptores de
NMDA vy del papel regulador que desempena el transportador de glici-
na GLYT1 en la sinapsis glutamatérgicas, de forma que el transporta-
dor puede conseguir una posicién éptima en la membrana plasmatica
para regular la concentracion de glicina en el microentorno del recep-
tor de glutamato tipo NMDA y modular asi su funcion.
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Ademas, recientemente se ha publicado que la glicina no sola-
mente regularia la funcién del receptor de glutamato sino también
su internalizacién desde la superficie celular (14). Aunque los NM-
DARSs tienen tasas de internalizacién mas lentas que otros receptores
ionotrépicos, también sufren procesos de recambio que afectan a las
propiedades de la neurotransmisién (15). Aparentemente, la interna-
lizaciéon dependiente de glicina requiere mayores concentraciones
del aminoacido de las que son necesarias para la apertura del canal.
Asi, mediante su capacidad para modular la concentracién de glicina
extracelular, el transportador de glicina GLYT1 podria regular no
s6lo la funcién del canal sino también los niveles de receptor NMDA
en la superficie celular.
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FiGura 9. Representacion de la asociacion entre NMDAR v GLYT1

El estudio y la comprension de la relacién que existe entre el
transportador de glicina GLYT1 y el receptor de glutamato tipo
NMDA es de vital importancia para el esclarecimiento de la esqui-
zofrenia.

Teniendo en cuenta la presencia de un motivo de interaccién con
dominios PDZ en el extremo carboxilo de GLYTI1, es posible que
GLYTI1 interaccione con otras proteinas PDZ con las que también
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interacciona NMDAR, como hemos demostrado para el complejo
heterotrimérico Mint/MALS/CASK. Nosotros proponemos que es la
interaccién con el tricomplejo Mint/MALS/CASK la responsable de
aspectos tales como el trafico intracelular, el recambio en la super-
ficiecelular y la incorporacién al transportador de glicina GLYT1 a
microdominios especificos de membrana. Ademas proponemos para
este tricomplejo la responsabilidad de puntos comunes de regulacién
en procesos tales como su trafico intracelular, su internalizacién o
su interacciéon con vias de sefializacién para GLYT1 y NMDAR.

GLYT1
MMDAR
-

Mint-MALS-CASK

MicroltGbulo

wesiculas que
contignen
HMDAR y
GLYTA

H Receplor de ghulamailo tipo NMDA
! Transporador de glicing GLYT1

TTC Compleio Mint-MALS-CASK
¥
Ficura 10. Hipdtesis del trdfico intracelular comiin para GLYT1 y NMDAR.
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