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INTRODUCCIO

La glucosa és la font d'energia més im-
portant per a les cel-lules dels mamifers. La
seva oxidacio en condicions aerobiques o
anaerobiques abasteix constantment d 'ATP
les cel-lules. Després de laingesta, I'excés de
glucosa s'emmagatzema al fetge i als mus-
culs en forma de glicogenial teixitadipds en
forma de triacilglicérids. La reserva de glu-
cosa en forma de glicogen en el fetge és
fonamental per a tamponar els nivells de
glucosa a la sang i els diposits de glicogen
dels musculs son unaimportant font d'ener-
gia durant l'exercici. D'altra banda, els tria-
cilglicerids del teixitadipos representen una
forma compacta d'emmagatzemament
d'energia, que es mobilitza en forma d'acids
grassos i glicerol en condicions cataboli-
ques. Tanmateix, tant la glucosa com els
seus derivats representen importants com-
ponents estructurals per a moltes macromo-
lecules biologiques tals com glicoproteines,

glicolipids, proteoglicans i acids nucleics.

La membrana plasmatica és impermea-
ble als soluts polars com la glucosa, de ma-
nera que la captaci6 cel-lular d'aquest nutri-
ent es dona gracies a proteines transporta-
doreslocalitzades alamembrana plasmatica
que lliguen i transfereixen aquest substrat a
través de la bicapa lipidica. Els transporta-
dors de glucosa, a part de ser especifics i
permetre el pas de molecules hidrofiliques a
través de la bicapa lipidica, acompleixen la
important funcié de regular la redistribucio
de glucosa entre els diferents teixits. De
manera que, per exemple, després de la
ingesta, la glucosa es distribueix majorita-
riament cap al fetge, al teixit adip6s i als
musculs, i per altra banda en tot moment
s'assegura la disponibilitat de glucosa al
sistema nervios central.

En les cellules dels mamifers s'han des-
crit dues families de transportadors de glu-
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cosa: 1) els cotransportadors Na*-glucosa,
que medien la captacio activa de glucosa en
contra de la seva concentraci6, i 2) els trans-
portadors de glucosa de difusio facilitada
que medien el transport de glucosa passiu,
saturable i bidireccional a favor del seu gra-
dient de concentraci6. En aquesta revisi6
centrarem la nostra atencio en els transpor-
tadors de glucosa de difusio facilitada.

TRANSPORTADORS DE GLUCOSA
DE DIFUSIO FACILITADA

Tret de la captacio activa de glucosa al
lumen del'intesti primi del tub proximal del
ronyo, el transport de glucosa a través de la
membrana plasmatica de les cel-lules dels
mamifers es dona per difusié facilitada.
Aquest procés, independent d'energia, ve
mediat per una familia de proteines de mem-
brana relacionades estructuralment, codifi-
cades per gens diferentsiamb una expressi6
especifica de teixit.

Eltransportde glucosamediat per aques-
tes proteines és saturable, estereoselectiu i
bidireccional (encara que moltes vegades la
cinetica de transport cap a dins o cap a fora
no sigui identica). Es pensa que el transport
de glucosa i d'altres sucres a través dels
transportadors de glucosa de difusio facili-
tada es dona per un mecanisme en queé el
transportador alterna dos estats conforma-
cionals: un, amb el lloc d'uni6 al substrat
orientat a la cara extracel-lular i l'altre, amb
el lloc d'uni6 orientat cap a la cara citoplas-
matica de la membrana plasmatica
(Walmsley, 1988; Carruthers, 1990). La unié
de la glucosa a un dels llocs produeix la
conversio del transportador a l'altre estat
conformacional. L'existéncia de la separaci6
estructural d'aquests dos llocs d'unié s'ha
confirmatamb estudis cinetics realitzats amb
diferentslligands que competeixen especifi-

cament per un dels dos llocs d'uni6 (Cairns
etal., 1987; Wadzinski et al., 1988; Holman et
al., 1990).

En el procés de difusio facilitada, la di-
reccio neta del flux de glucosa ve determina-
daperlaconcentraciorelativa d'aquest subs-
trat en ambdos costats de la membrana. A la
majoria de cel-lules, la concentracié de glu-
cosa lliure és molt baixa, ja que aquesta és
fosforilada rapidament per diferents hexo-
quinases. Per tant, el flux de glucosa acostu-
ma a ser cap a dins de la cel-lula. De tota
manera, en alguns casos, la glucosa és trans-
portada cap a fora. Aquesta situacié es dona
a les cel-lules dels epitelis de l'intesti o del
rony6 que han de lliurar la glucosa que han
absorbit o reabsorbit cap a la circulacié. En
aquestes cel-lules els cotransportadors Na‘-
glucosa son els responsables de la captacié
activa de glucosa i els transportadors de
difusio facilitada medien la sortida d'aquest
substratcap al'espaiintersticial. Als hepato-
cits, els transportadors de difusio facilitada
medien la captacio de glucosa després de la
ingesta i la sortida de la glucosa generada
per glicogenolisi o gluconeogenesi en l'estat
postabsortiu o durant el dejuni.

S'’han aillat sis cDNA que codifiquen di-
ferentsisoformes de transportadors de difu-
si6 facilitada a partir de biblioteques de
cDNA procedents de diferents teixits hu-
mans i de rata. Les diferents isoformes que
s’han clonat fins al moment s'han designat
GLUT seguit d'un nimero basat en 1'ordre
cronologic del clonatge de la isoforma o pel
nom del teixit o tipus cel-lular en que s6n
més abundants. Aixi tenim: GLUT1/eritro-
cit, GLUT2/fetge, GLUT3/cervell, GLUT4/
muscul-teixit adipoés, GLUT5/intesti prim i
GLUT7 /reticle endoplasmatic (Taula I).
Cada isoforma té un patro d'expressio dife-
rent, tant pel que fa als tipus cel-lulars com
als nivells d'expressio, que el distingeix dels
altres membres de la familia de transporta-
dors. Alhora, cada teixit o tipus cel-lular,
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Taura I. La familia de transportadors de glucosa de difusi6 facilitada

Isoforma Mida K Distribucio tissular Funcio
GLUTI 492 5 Cervell, cel. endotelials, Transport basal
placenta, eritrocits, Transport en barreres
glandula mamaria sang/teixits
GLUT2 524 6-12 Ronyd, intesti prim Transportador de baixa afinitat
fetge, cél. B-pancreatiques  Transportador basolateral de cel. epitelials
Sortida de glucosa del fetge
GLUT3 496 1-2 Neurones, placenta Transportador d'alta afinitat
Transport basal
GLUT4 509 5 Muscul i teixit adipés Transport de glucosa estimulat per insulina
GLUTS 501 Intesti prim, rony6, Transportador de fructosa
testicles 1 esperma
GLUT7 528 Fetge Sortida de glucosa acoblada a glucosa-6-fosfatasa

en reticle endoplasmic

La mida indica en nombre de residus aminoacidics que constitueixen cada isoforma

La K _és peralaD-glucosai els valors s'expressen en mM

com es veura més endavant, pot expressar
més d'una isoforma. A part d'aquestes sis
isoformes funcionals de transportadors de
glucosa per difusi6 facilitada, s'ha aillat una
seqiiencia del tipus pseudogen (GLUT6) a
teixits humans. Es tracta d'un transcrit d'11
kb homoleg a GLUT3 que s'expressa de
manera ubiqua en els teixits humans, pero
que a conseqiencia de multiples codons de
stop idesplagaments de la pauta de lectura
no codifica per una proteina funcional. La
sonda de GLUT6 no hibrida amb DNA de
ratoli en condicions normals: aquest fet in-
dica que aquest pseudogen podria no estar
presenten totes les especies (Fanet al.,1989).

El GLUT1 huma va ser el primer trans-
portador de glucosa que es va clonar
(Mueckleretal., 1985). L'aillamentdel cDNA
que codifica el GLUT1 huma i el de rata va
permetre que es pogués abordar l'estudi del
transport de glucosa en les cél-lules de ma-
mifers amb un enfocament molecular. A
més a més, 1'is del cDNA huma o de rata

com a sonda per fer crivellatges de bibliote-
ques de cDNA preparades a partir de dife-
rents teixits, en condicions que permetessin
la hibridaci6 creuada, va permetre la identi-
ficaci6 de la resta de components de la fami-
lia de proteines transportadores de glucosa.

L'analisi de la seqiiencia deduida del
GLUT1 huma, incloent-hiles determinacions
d'hidropatiailes determinacionsdel'estruc-
tura secundaria, ha revelat que es tracta
d'una proteina extremament hidrofobica i
han suggerit que aproximadament el 50 %
de la proteina esta dins de la bicapa lipidica.
Basant-se en aquestes analisis, Mueckler et
al. (1985) han proposat un model per a la
topologia de GLUT1. Les caracteristiques
essencials d'aquestmodel son: (a) 12 dominis
transmembrana molt hidrofobics connectats
per segments hidrofilics, amb els extrems
-NH, i -COOH orientats internament, (b)
un domini intracel-lular fortament carregat,
constituit per 65 aminoacids hidrofilics entre
els dominis transmembrana M6i1 M7 (c) un
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segment extracel-lular de 33 aminoacids
entre els dominis transmembrana M1 i M2
que contindria un unic punt de glicosilaci6
a l'asparagina 45 (Mueckler et al., 1985)
(Figura 1).

Algunes de les caracteristiques topologi-
ques d'aquest model estructural de GLUT1
s’han confirmat amb anticossos antipeptids
dirigits contra els extrems -NH, i -COOH
de la proteina i mitjancant la digestié amb
tripsinai glicosidasa. Especialment, s’ha con-
firmat el fet que l'oligosacarid N-lligat és a
I'’Asn de la primera nansa exoplasmatica i
que lanansa llarga hidrofilica que connecta-
ria els segments transmembrana M6 i M7 és
a la cara citoplasmatica de la membrana
plasmatica (Shanahan i Dartelellis, 1984;
Cairns et al., 1984; Cairns et al., 1987; Davies
et al., 1987; Andersson i Lundahl, 1988;
Haspel et al., 1988). Mesures biofisiques han
mostratque el GLUT1 purificata partird'eri-
trocits humansi reconstituit en liposomes té

configuraci6 alfa-helicoidal. Aixi, els seg-
ments transmembrana formen helixs alfa
perpendiculars al pla de la bicapa lipidica
(Chin et al., 1986; Chin et al., 1987). A més,
aquest model estructural de GLUT1 ha estat
confirmat mitjangant la utilitzacié de muta-
genesi per escombratge, metode en el qual
s'elimina la N-glucosilacié de 1'Asn 45 i es
creen nous llocs putatius de glucosilacié en
diferents segments extracel-lulars i intra-
cel-lulars (Hresko et al., 1994). No obstant
aixo, també hi ha dades que contradiuen el
model fins ara explicat. Aixi, Fischbarg i els
seus col-laboradors (1993) han suggerit que
el segment putatiu citosplasmatic que uneix
M10 i MI11 estaria localitzat extracel-lu-
larment.

Els sis transportadors de glucosa que
s’han identificat fins al moment es caracte-
ritzen pel fet de tenir una mida similar, entre
492 i 524 aminoacids (Taula I). Les analisis
de les seqiiencies d' aminoacids deduides

Extracel.lular

o

Citosol

Figura 1. Model d’orientaci6 dels transportadors de glucosa de difusié facilitada. Els dotze dominis transmembrana es
mostren com a caixes numerades M1-M12. El simbol indica el lloc putatiu de glicosilacié localitzat entre els dominis

transmembrana 11 2.



de les diferents isoformes suggereixen que
poden tenir una orientacié a la membrana
plasmatica semblant a la de GLUT]1, inclo-
ent-hi els dotze segments transmembrana,
els extrems -NH, i -COOH orientats intra-
cel-lularment, la nansa llarga extracel-lular
que connectaria els segments transmem-
brana M1 i M2, que contindria un tnic lloc
consensus de glicosilacio, i el segment
hidrofilic gran intracel-lular que uniria els
dominis transmembrana M6 i M7. Entre les
diferents isoformes humanes clonades
(GLUT1-GLUT5) hi ha una identitat en la
seqiiencia d'aminoacids d'un 39-65 % i una
similitud d'un 50-76 %. Entre les cinc iso-
formes de transportadors humans un 26 %
dels aminoacids son ideéntics i un altre 13 %
representa substitucions conservades d'ami-
noacids. En general, les regions més diver-
gents entre les diferents isoformes s6n els
dominis dels extrems -NH, i -COOH i el
segment extracel-lular que connectaria els
dominis M1 i M2 (Bell et al., 1990).

Les cinc isoformes identificades fins al
moment son productes de diferents gens, no
hi ha evidencies que es doni maduraci6
(splicing ) alternativa que crei diversitat ad-
dicional. S’han determinat les localitzacions
cromosomiques dels gens que codifiquen
els diferents transportadors de glucosa hu-
mans. Aquests gens no es troben en un ma-
teix punt del genoma, sind que estan disper-
sats. Els gens de GLUT1 i GLUTS son a
diferents regions del brag curt del cromoso-
ma 1,iels de GLUT2, GLUT3 i GLUT4 son
localitzats als cromosomes 3,121 17, respec-
tivament (Shows et al., 1987; Fukumotoetal.,
1988b ; Kayano et al., 1988; Fan et al., 1989;
Bell et al. ,1989). Shan aillat els gens de
GLUT1, GLUT2 i GLUT4, i malgrat que les
seves mides varien considerablement, de 8
(GLUT4) a 35 (GLUT1) kb, les organitzaci-
ons en introns i exons son molt similars
(Fukumoto et al., 1988a; Kusari et al., 1991;
Muraoka et al., 1991; Takeda et al., 1993). El
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gende GLUT1, que vaser el primer queesva
caracteritzar, té deu exons (Fukumoto et al.,
19884 ; Williams i Birnbaum, 1988), mentre
que els gens de GLUT2 i GLUT4 tenen onze
exons. En aquests tltims hiha unintré addi-
cional que subdivideix 1'ex6 4 de GLUT1 en
dos exons que s'han designat 4a i4b . El gen
de GLUTS5, que s'ha caracteritzat parcial-
ment, té un intré que no és present en els
altres gens, que subdivideix I'ex6 9 en I'exo
94 i 9b. Els introns comuns a les diferents
isoformes interrompen les regions codi-
ficants en posicions identiques en cada gen,
excepte pel que fa a l'intr6 1, que té una
posicié absoluta que varia lleugerament (Bell
et al., 1990).

Vegem a continuacio alguns dels aspec-
tes més caracteristics de les diferents iso-
formes de transportadors de glucosa que
funcionen per difusi6 facilitada.

GLUTI

Aquest transportador ja s’havia caracte-
ritzat bioquimicament abans del seu clonat-
ge. El fet de ser molt abundant en eritrocits
humans —representa un 5 % del total de les
proteines de membrana d'aquest tipus cel-
lular— va permetre'n la purificaci6 i I'obten-
ci6 d'anticossos antitransportador. Inicial-
ment, es va aillar el cDNA que codifica el
GLUT1 huma a partir d'una biblioteca d'ex-
pressié delalinia cel-lular d'hepatomahuma
HepG2 amb anticossos policlonals obtin-
guts contra el transportador dels eritrocits
humans (Mueckler et al., 1985). El fet que
aquest cDNA codificava un transportador
de glucosa es va confirmar expressant la
proteina en bactéries amb un sistema indu-
ible (Sarkar et al., 1988; Silverman, 1991); el
transport de glucosaaixidetectatenbacteries
era esteroespecific per a la D-glucosa i inhi-
bit per citocalasina B i clorur de mercuri, fet
que confirmava que codificava un polipep-
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tid que era realment el transportador de
glucosa caracteritzat en els eritrocits hu-
mans (Silverman, 1991).

Fins al moment s'han clonat els cDNA de
rata (Birnbaum et al., 1986), ratoli (Kaestner
et al., 1989), conill (Asano et al., 1988) i porc
(Weilerguttler et al., 1989). Tots aquests
cDNA codifiquen proteines de 492 aminoa-
cids que presenten una identitat de seqiien-
ciaamb ladel GLUT1 huma de més del 97 %.
Aquestaltgraude conservacio de la seqiien-
cia no es dona en tots els transportadors de
glucosa per difusio facilitada, i fins al mo-
ment no esta clar per que la seqtiéncia de
GLUT1 ha restat gairebé invariable al llarg
de I'evolucié dels mamifers.

GLUT1 és abundant al cervell, a la pla-
centa, a les cel lules epitelials de la glandula
mamaria i a les linies cel-lulars transforma-
des (Madon et al., 1990; Pessin i Bell, 1992;
Camps et al., 1994). L'expressié de GLUT1
també és elevada en teixits fetals, tals com el
cor, el teixit adipos marr6 o el fetge, teixits
que en animals adults presenten poca ex-
pressi6 de GLUT1 (Asano et al., 1988;
Santaluciaetal., 1992).]Ja que a tots els teixits
es detecten certs nivells de la proteina o de
I'mRNA de GLUTI, diferents autors han
suggerit que aquest transportador pot ser
responsable, si més no en part, del transport
constitutiu de glucosa. Mitjangant estudis
d'immunolocalitzacid, s'ha mostrat que
GLUT1 és molt abundant en les ceél-lules
endotelials i epitelials que formen les barre-
res sang-teixit dels teixits d'animals adults
(Vilaro et al., 1989; Takata et al., 1990; Harik
et al., 1990a). Aquestes barreres inclouen: la
barrera sang-cervell (Kalaria et al., 1987;
Kalariaet al., 1988; Vilaro et al., 1989; Bagley
etal., 1989), la barrera sang-nervi (Froehner
etal., 1988; GerhartiDrewes, 1990), la barre-
ra sang-ull (Takata et al., 1990; Harik et al.,
1990b)i el sincititrofoblast placentari (Takata
et al., 1990; Barros et al., 1992). Aquest fet
indica que GLUTT1 pot tenir un paper en la

transferencia de glucosa a través d'aquestes
barreres.

Els estudis cinetics realitzats amb eritro-
cits humans, que només expressen GLUT1,
han mostrat que aquest transportador té
una especificitat amplia de substrats, ja que
transporta diferentsaldoses, incloent-hi pen-
toses i hexoses (Carruthers, 1990). Aquest
transportador presenta una baixa afinitat
peralafructosa (K aproximadad'l,5M) fet
que indica que aquestano éslaviad'entrada
d'aquesta important cetosa (Carruthers,
1990). La K  per a la captaci6 de D-glucosa
ésd'1-2mM, mentre quelaK_peral'efluxié
de glucosa és un ordre de magnitud superi-
or, la qual cosa indica que aquest transpor-
tador és asimetric. La cinetica del transport
de glucosa en oocits de Xenopus injectats
amb mRNA de GLUT1 presenta una asime-
tria similar (Keller et al., 1989; Gould et al.,
1991). Diferents evidencies suggereixen que
l'activitatintrinseca de GLUT1 es pot modu-
lar; de totamanera, encara no es coneixen les
bases moleculars d'aquesta regulacié
(Harrisonetal., 1991a; Harrison et al., 1991b).
Aixi mateix s'ha descrit que GLUT1 s'asso-
cia formant estructures oligomeriques en
cel-lules intactes (Pessino et al., 1991). Els
estudis de radiaci6-inactivacio suggereixen
que GLUTT1 en estat natiu forma homote-
tramers; de moment, pero, no és clar siaquest
comportament de GLUT1 a les membranes
intactes reflecteix una interacci6 cooperati-
va de l'estructura oligomerica (Hebert i
Carruthers, 1991).

GLUT2

Estudisbioquimics realitzatsamb hepato-
cits, abans de la clonaci6 dels transporta-
dors de glucosa, ja havien revelat que la
cinetica del transport de glucosa era diferent
a la del transportador dels eritrocits hu-
mans, €s a dir, de GLUT1. Aixi, el transpor-



tador dels hepatocits presentavauna K per
la glucosa deu vegades superior i una afini-
tat per la citocalasina B deu vegades inferior
(Axelrod i Pilch, 1983). Amb el clonatge de
GLUT1 es va evidenciar que el fetge no
expressava grans quantitats de mRNA de
GLUT1, fet que indicava l'existencia d'un
altre transportador en aquest teixit
(Birnbaum et al., 1986; Flier et al., 1987). El
clonatge de GLUT2 es va assolir fent un
crivellatge d'una biblioteca de cDNA de fet-
ge de rata i huma amb una sonda de GLUTI
utilitzant condicions de baixa astringéncia
(Thorens et al., 1988; Fukumoto et al., 1988b).
També s'ha clonat el GLUT2 de ratoli (Suzue
et al., 1989). Les proteines codificades per
aquests clons aillats tenen 522, 523 i 524
aminoacids pel GLUT2 d'huma (Fukumoto
etal., 1988b),derata (Thorensetal., 1988)ide
ratoli (Suzue et al., 1989), respectivament. La
seqiiencia de GLUT2 ésun 55 % identicaala
de GLUT1. L'estructura prevista peraaquest
transportador éslamateixaque pera GLUT1,
les sequiencies de GLUT1 i GLUT2 sén
colinears amb 1'excepcié de la nansa que
connecta els segments transmembrana M1 i
M2. Aquesta nansa té 64 aminoacids a
GLUT2 versus els 32 que té a GLUT1, a més
aquestes dues isoformes presenten també
forca divergencia a l'extrem C-terminal.

La comparacio de les seqtiencies d'ami-
noacids de les proteines GLUT2 humana, de
rataide ratoli dona unaidentitat de sequien-
cia d'un 82 % entre la forma humanaila de
rata i d'un 95 % entre els transportadors de
rata i de ratoli. Comja s'ha discutit anterior-
ment, els nivells de conservacié de la se-
qliencia entre diferents especies son més
baixos que per a GLUTT.

La caracteritzacié funcional del trans-
portador s'ha dut a terme per expressio fun-
cional del transportador en bacteries
(Thorens et al., 1988) i per injeccié del cRNA
sintetitzat in vitro en oocits de Xenopus
(Vera i Rosen, 1989; Gould et al., 1991) se-
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guits de mesures de la captacions de gluco-
sa. S'ha caracteritzat l'especificitat de subs-
trats de GLUT2 expressat en oocits: GLUT2
transporta glucosa, galactosa, mannosa i
fructosa (Gould et al., 1991). La capacitat de
transportar fructosa només s'ha detectat a
GLUT2 i GLUT5 (Gould et al., 1991).

L'expressio tissular de GLUT2 és més
restringida que la de GLUT1; aixi, només
s'ha detectat al fetge, a l'intesti prim, al ro-
ny6 i a les cellules B secretores d'insulina
del pancrees endocri (Thorens et al., 1988).
La distribuci6 tissular de GLUT2 suggereix
que és responsable de realitzar la captacio i
l'alliberament de glucosa als hepatocits, i
que participa en el transport transepitelial
de la glucosa absorbida o reabsorbida per
l'intesti o pel rony6, respectivament. La seva
presenciaales cél-lules B pancreatiques sug-
gereix que pot tenir una funcio en la regula-
ci6 de la secreci6 d'insulina estimulada per
la glucosa.

Els estudis de transport de glucosa realit-
zats amb hepatocits aillats han mostrat que:
a) la K_ per la glucosa és alta, al voltant de
15-20 mM (Craik i Elliott, 1979); b) el trans-
portéssimetric (Craiki Elliott, 1979; Ciaraldi
etal.; 1986); c) la concentracio de citocalasina
B a la qual es dona la inhibicié semimaxima
(K) del transport de glucosa és 1,9 mM,
valor deu vegades superior ala K del trans-
portador d'eritrocits humans (Axelrod i
Pilch, 1983).

La cinetica de captaci6 de glucosa de
GLUT2 s'ha mesurat directament per ex-
pressio del transportador en oocits de
Xenopus injectats amb mRNA de GLUT2
(Gould et al., 1991; Colville et al., 1993). Els
experiments han mostrat una K per a la
captaci6 de la 2-deoxi-D-glucosa de 17 mM
(Burant i Bell, 1992), valor inferior al mesu-
rat en teixits intactes, i un valor de 42 mM
per al'equilibri d'intercanvi de la 3-O-metil-
glucosa (Gould et al., 1991). En ambdos ca-
sos, les K_ per al transport de glucosa son
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clarament superiors a les que presenten els
altres tipus de transportadors de glucosa
mesurades en les mateixes condicions, i és
una caracteristicade GLUT21'altaK_perala
glucosa. En oocits de Xenopus m]ectats amb
mRNA de GLUT2 el transport de 2-deoxi-
glucosa s'inhibeix en preséncia de D-fructo-
sa (Gould et al., 1991).

Lapresenciad'un transportadoramb una
K, entorn de 15-20 mM a les membranes
plasmatiques de les cel-lules epitelials de
l'intesti i del tub proximal del rony6 permet
que la taxa de transport de glucosa a través
de la membrana basolateral augmenti de
manera linial per a concentracions de gluco-
sa entre 51 20 mM. Amb una K més baixa,
per exemple com la de GLUT]1, el transpor-
tador funcionariaa V_, aconcentracions de
5 mM de glucosa, i la taxa de transport no
augmentaria per sobre d'aquesta concentra-
cio. Per tant, aquesta caracteristica cinetica
de GLUT2 probablement es requereixi per a
una absorci6 o reabsorcié de glucosa efi-
cient a través de les cel-lules de l'intesti o de
I'epiteli renal. Labase estructural per aques-
ta baixa afinitat per la glucosa de GLUT2 no
es coneix; en aquest sentit, s’ha postulat que
podria estar en la llarga nansa extracel-lular
entre el primer i segon domini transmem-
brana, pero aquest fet encara no s'ha demos-
trat (Pessin i Bell, 1992).

GLUT3

Elsclons de cDNA que codifiquen GLUT3
es van aillar a partir d'una biblioteca de
cDNA de muscul esqueletic fetal huma
(Kayano et al., 1988). Recentment, també
s’ha clonat el GLUT3 de ratoli (Nagamatsu
etal.,1992). El GLUT3 huma té 496 residus i
el de ratoli, 493 i la identitat d'ambdues
sequencies és del 83 %. El GLUT3 huma
presenta una identitat d'un 64 % id'un 52 %
amb el GLUT1 i el GLUT2 humans, respec-

tivament. Les regions més divergents son la
nansa extracel-lular i el domini C-terminal
(Kayano et al., 1988).

L'mRNA de GLUT3s'expressa en tots els
teixits humans, pero els nivells d'expressi6
més alts s'assoleixen al cervell, al rony6iala
placenta (Kayano et al., 1988). Aquest fet
suggereix que aquest transportador podria
ser responsable, juntament amb GLUT1, del
transport basal de glucosa. Un fet sorpre-
nent és que el patr6 d'expressio de GLUT3 és
molt diferent en mones, conills, rates i rato-
lins: enaquestes especies' mRNA de GLUT3
es detecta amb alts nivells al cervell i és
practicament indetectable als altres teixits
(Yano et al., 1991).

Els estudis d'hibridacio in situ realitzats
en ratolins i humans indiquen que GLUT3
s'expressa basicament a les neurones
(Mantych et al., 1992; Nagamatsu et al.,
1992). L'expressié de GLUT3 al cervell indi-
caque hihados transportadors implicats en
la captaci6 i la disponibilitat de glucosa al
cervell, GLUT1i GLUT3. S'ha proposat que
GLUTT seria responsable basicament del
transport de glucosa a través de la barrera
hematoencefalica, mentre que GLUT3 con-
trolaria el transport de glucosa a les cel-lules
neuronals. Les propietats cinetiques de
GLUT1i GLUT3s6n compatiblesamb aquest
model. Quan GLUT3 s'expressa en oocits de
Xenopus, la K pel transport de glucosa és
forga més baixa que la de GLUT]1, el trans-
portador de la barrera hematoencefalica
(Gould et al., 1991; Colville et al., 1993).
Aquesta K baixa podria representar una
adaptacio a les baixes concentracions de
glucosa que hi ha als fluids extracel-lulars
del cervell comparades amb les del plasma.
Per tant, l'elevada afinitat de GLUT3 pels
sucres asseguraria la captacio eficient de
glucosa a les cel-lules neuronals fins i tot a
concentracions baixes de glucosa. GLUT3 té
laK  per ales hexoses més baixa de tots els
transportadors de glucosa de difusi6 facili-



tada caracteritzats fins al moment (Gould et
al., 1991; Pessin i Bell, 1992).

GLUT4

El 1989, cinc grups de recerca clonaren
independentment aquest transportador de
glucosa a partir de biblioteques de cDNA
procedents d'adipocits i muscul esqueletic
huma, de rata i de ratoli utilitzant la sonda
de cDNA de GLUT1 en condicions de baixa
astringeéncia (Fukumoto et al., 1989;
Birnbaum, 1989; Jamesetal., 1989 ; Charron
et al., 1989; Kaestner et al., 1989). Aquest
transportador només s'expressa en teixit
adipos blanc i marrd, muscul esqueleétic i
muscul cardiac.

El GLUT4 huma presenta una identitat
de seqtiencia del 65 %, 54 % i 58 % amb les
sequienciesde GLUT1, GLUT2i GLUTS3, res-
pectivament. Les divergencies més grans
entre les seqliencies es detecten en I'extrem
NH,-i COOH-terminal i en el segment cito-
plasmatic que uneix els dominis M6 i M7
(Bell et al., 1990). Aquest transportador esta
constituit per 509 (rata i huma) i 510 (ratoli)
residus aminoacidics i la seva seqiiéncia
esta altament conservada entre diferents
especies.

Una caracteristica tinica del transporta-
dor GLUT4 és que en condicions basals,
presenta unalocalitzacié intracel-lular. Mol-
tes aproximacions experimentals han per-
mes relacionar l'increment de la captaci6 de
glucosa en resposta a la insulina amb la
translocaci6 d'aquest transportador des de
la seva localitzaci6 intracel-lular a la mem-
brana plasmatica (Birnbaum, 1989; James et
al., 1989b ). Aquesta informacié permet pro-
posar que GLUT4 és el transportador res-
ponsable dela captacio de glucosa estimula-
da per la insulina. Més endavant explica-
rem, d'una manera més detallada, aquests
processos.
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L'expressio de GLUT4 esta altament re-
gulada. En el teixit adipds marr6, el muscul
esqueletici el cor de rata, GLUT4 s'expressa
en baixos nivells durant la vida fetal, i al
llarg del desenvolupament perinatal
s'obervaunainducci6é del'expressio d'aquest
transportador (Santalucia et al., 1992). La
inducci6 de GLUT4 en el teixit muscular
sembla que depen in vivo, almenys, de dos
factors diferents; les hormones tiroidals i la
inervaci6 (Castell6 et al., 1993, 1994). La re-
sisténcia a la insulina que apareix en els
teixits sensibles a la insulina en determina-
des situacions de diabetis i obesitat també
s'ha relacionat amb una disminuci6 en I'ex-
pressio de GLUT4 i/0 un ineficient proces
de translocaci6 de GLUT4 a la membrana
plasmatica en resposta a la insulina (Camps
et al., 1992; Guma et al., 1992; Kahn, 1992).
Estudis realitzats amb el promotor de gen
de GLUT4 han determinat que la distribucié
tissular de GLUT4 ve donada per algun(s)
element(s) del promotor situats en les 2,4 kb
anteriors a l'inici de transcripcié (Olson et
al., 1993).

GLUTS

El cDNA de GLUTS es va aillar a partir
d'unabiblioteca d'intesti prim huma (Kayano
etal., 1990). Laseqiienciadeduida de GLUT5
té 501 aminoacids i és la més divergent de
tots els transportadors de glucosa: en hu-
mans presenta entre un 39 % i un 40 %
d'identitatamb les altres isoformes de trans-
portadors caracteritzades (Kayano et al.,
1990). GLUTS5 s'expressa majoritariament al
jeju, de tota manera el seu mRNA s'ha detec-
taten humans al rony6, al muscul esquelétic
ial teixitadipds (Kayano et al., 1990; Hundal
et al., 1992; Shepherd et al., 1992).

Recentment dos grups de manera inde-
pendent han clonat el GLUT5 de rata (Rand
etal., 1993; Inukai et al., 1993), a partir d'una
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biblioteca de cDNA de jeju. Aquest trans-
portador presenta un 81,5 % d'identitat amb
la isoforma humana. Estudis d'expressio en
oocits de Xenopus mostren que el GLUT5 de
rata transporta fructosa i glucosa. El trans-
port de fructosa s'inhibeix per glucosa, a
diferencia del que s'ha descrit pel GLUTS
huma (Rand et al., 1993).

Els estudis immunohistoquimics han lo-
calitzat la proteina GLUT5 a la membrana
apical dels enterocits (Davidson etal., 1992).
Aquests resultats han estat confirmats mit-
jancant la realitzacio de Western blots amb
membranes brush-border purificades a par-
tir de jeja huma (Davidson et al., 1992).
Aquesta localitzaci6 es justifica assignant a
GLUTS5 un paper en l'absorci6 intestinal de
glucosa quan les concentracions d'aquest
substrat al lumen de l'intesti son altes o
assumint que el substrat natural d'aquest
transportador no era la glucosa.

Posteriorment quan s'ha expressat el
GLUT5 huma en oocits de Xenopus, s’ha
demostrat que GLUT5 és un transportador
amb alta afinitat per a la fructosa i aparent-
ment amb baixa afinitat per a la glucosa
(Burant et al., 1992). A més, el transport de
fructosa no s'inhibeix per D-glucosa ni per
citocalasina B. La K_ per a la captacié de
fructosa en cel-lules injectades amb I'mRNA
de GLUTS5 és de 6 mM (Burant et al., 1992).
Aixidoncs, podria ser que el paper principal
de GLUT5 a la superficie luminal de l'intesti
prim fos la captacio dela fructosa dela dieta.
De fet, GLUT2, unaaltraisoformadels trans-
portadors de glucosa de difusi6 facilitada,
també transporta fructosa quan s'expressa
en oocits de Xenopus (Gould et al., 1991)ila
seva localitzacio es restringeix a la membra-
na basolateral de les cel-lules absortives de
l'intesti prim (Thorens et al., 1990). Per tant,
GLUTS podria ser el transportador respon-
sable de la captacié de fructosa procedent
del lumen de l'intesti prim, i GLUT2, pre-
sent a la membrana basolateral dels entero-

cits, podria mediarlasortida de fructosa des
de les cel-lules absortives cap als vasos san-
guinis.

GLUTS5 també s'expressa abundantment
en els testicles i espermatozoides humans;
estudis d'immunofluorescencia el localitzen
a la membrana plasmatica de les esper-
matides madures i dels espermatozoides
(Burant et al., 1992). Curiosament, els esper-
matozoides humans utilitzen fructosa, la
captacio d'aquest substrat té una K similar
alade GLUT5inoésinhibida percitocalasina
B. Aixi, sembla que GLUT5 podria mediar el
transport de fructosa en aquests tipus cel-
lulars.

Com ja hem comentat, els estudis
d'immunoblot han demostrat que GLUTS5
s'expressa també en els teixits sensibles a la
insulina d'humans (diferents tipus de mus-
cul esqueletic: soleus, rectus abdominus, psoas
major i vastus lateralis, cor, i teixit adip6s)
(Shepherd et al., 1992). En adipocits, GLUTS
no es transloca en resposta a la insulina
(Shepherd et al., 1992). Aquests resultats son
coherents amb la manca de sensibilitat a la
insulina que presenta el transport de fructo-
sa en els adipocits humans. Hundal et al.
(1992) han aportat evidencies que indiquen
que GLUTS5 es localitza especificament a la
membrana plasmatica del muscul gracilis
d'humans. Ja que s'ha descrit que el muscul
esqueletic huma capta fructosa de la sang
(Ahlborg i Bjorkman, 1990), GLUT5 podria
ser el responsable d'aquesta activitat de
transport.

Elpatrod'expressiode GLUT5alarata és
diferent del d'humans i només s'ha detectat
GLUTS5 a l'intesti, al cervell i al rony6 (Rand
et al., 1993). No s'ha detectat 'mRNA de
GLUTS5 en testicles, muscul ni teixit adipos
de rata, teixits que en humans expressen
GLUTS5 (Rand et al., 1993; Inukai et al., 1993).
En el cas de la rata, l'expressio de GLUT5 a
l'intesti presenta ritmes circadiaris i es regu-
Ja durant el desenvolupament perinatal de



manera dependent de la dieta (Castell6 et
al., 1995). Els estudis d'hibridacié in situ de
l'expressio de 'mRNA de GLUTS5 a l'intesti
prim de rata indiquen que hi ha una expres-
sio diferencial al llarg de 1'eix cripta-vellosi-
tat;elsnivellsmésaltsde mRNA de GLUT5
es donen entre la part baixa i mitjana de la
vellositat; la hibridaci6 és més debil a la
punta de la vellositat i en el lloc d'uni6 de la
vellositat amb la cripta (Rand et al., 1993).
Aixi doncs, sembla que la transcripcio
d'aquest gen comengaria quan les cél-lules
emergeixen de la cripta i continuaria fins
que arriben a la meitat de la vellositat.

GLUT7

La regulacio dels nivells circulants de
glucosa en els mamifers durant I'estat post-
absortiu s'assoleix fent un balang entre la
taxa de captaci6 de glucosa pels diferents
teixits i I'alliberament d'aquest substrat per
part del fetge. El paper de GLUT2 en I'eflux
i influx de glucosa al fetge ja s'ha comentat
anteriorment. De tota manera, es fa necessa-
ria una altra activitat de transport de gluco-
sa per al lliurament hepatic de glucosa. Ates
queeldarrer pas en la produccié de glucosa,
sigui per glicogenolisi o per gluconeogene-
si,esdonaal lumendel reticle endoplasmatic,
catalitzat per la glucosa 6-fosfatasa, cal que
aquesta glucosa travessi la membrana del
reticle endoplasmatic per tal d'arribar al ci-
tosol.

L'any 1992 es va clonar el transportador
de glucosa anomenat GLUT?7 a partir d'una
bibliotecade cDNA de fetge de rata (Waddell
et al., 1992): es tracta d'una proteina de 528
residus amb una identitat de seqiiencia amb
GLUT2 d'un 68 %.

Els estudis de Western blot han confirmat
que GLUT7 s'expressa en una fraccié micro-
somal de fetge lliure de marcadors de
membrana plasmatica (Waddell et al., 1992).
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En expressar GLUT7 a cel-lules COS, també
s’ha confirmataquestalocalitzacié (Waddell
etal.,1992). Sembla que aquesta localitzacio
tan restringida podria aconseguir-se gracies
a la preséncia d'un motiu de retenci6 en el
reticle endoplasmatic, K-K-X-K-X-X, a la
regio C-terminal de la proteina (Waddell et
al.,1992). GLUT7, per tant, podria transportar
glucosa des del lumen del reticle endo-
plasmatic al citosol, per a la seva eventual
sortida dels hepatocits via el transportador
de la membrana plasmatica, GLUT?2.

EL TRANSPORT DE GLUCOSA EN
TEIXITS SENSIBLES A LA INSULINA.
EFECTE DE LA INSULINA SOBRE LA
DISTRIBUCIO DELS
TRANSPORTADORS DE GLUCOSA

La insulina estimula de forma rapida el
transportde glucosaenel teixitadipos (blanc
i marr6), en el muscul esqueletic i el cor,
teixits definits per aquesta raé en aquesta
revisio com a teixits sensibles a la insulina.
Elrapid increment de la captacio de glucosa
en aquests teixits és un procés que participa
de forma moltimportant en el manteniment
de I'homeostasi de la glucosa. En estat ab-
sortiu, la insulina promou la deposicié del
70-90 % de la glucosa present a la sang en
forma de glicogen en teixits musculars
(Baronet al., 1988) i en forma de triacilglice-
rids en teixit adipos.

Els teixits sensibles a la insulina expres-
sen dues isoformes del transportador de
glucosa: GLUT1 i GLUTY, i de les dues
GLUT4 és la isoforma més abundant
(Birnbaum, 1989; Charron et al., 1989;
Fukumoto et al., 1989; James et al., 1989b).
Aixi, GLUT4 representa el 85-90 % del total
de transportadors de glucosa presents en
adipocits (Zorzano et al., 1989; Calderhead
etal., 1990b ) ien muscul esqueletic (Marette
et al., 1992b; Klip i Marette, 1992).
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Estudis inicials, realitzats en diferents
models experimentals, varen demostrar que
l'efecte de la insulina sobre la captacio de
glucosa es produia en absencia de canvis
importants en la K _per ala glucosaicoma
conseqiiencia d'un notable increment en la
V_. deltransport (NaraharaiOzand, 1963).
Posteriorment, utilitzant téecniques de frac-
cionament subcel-lular (Cushman i
Wardzala, 1980; Suzuki i Kono, 1980;
Hirshman et al., 1990), estudis immuno-
citoquimics (Slot et al., 1991; Smith et al.,
1991) i mitjangant tecniques experimentals
que permeten el fotomarcatge dels transpor-
tadors de glucosa de la superficie cel-lular
utilitzant analegs de glucosa no permeables
(Holman et al., 1990), s'’ha demostrat que
lincrement de la V_ del transport es pro-
dueix com a conseqiiencia de la translocacio
dels transportadors de glucosa localitzats
intracel-lularmentalamembrana plasmatica
en resposta a la insulina. Aquest proces és
independent de la sintesi proteica (Karnieli
et al., 1981), i tant el proces de translocacio
cap a la membrana plasmatica com la inter-
nalitzacié dels transportadors de glucosa
(situats a la superficie cel-lular), que es pro-
dueix després de 'eliminaci6 de I'hormona
del medi de cultiu, sén processos depen-
dents d'ATP (Kono et al., 1982).

A partir de la clonaci6 de GLUT4
(Fukumotoetal., 1989; Birnbaum, 1989; James
et al., 1989b; Charron et al., 1989; Kaestner et
al., 1989) i I'obtenci6 d'anticossos especifics
contra aquesta isoforma (James et al., 1988),
ha estat possible caracteritzar I'acci6 de la
insulina, especificamentsobre cadascun dels
transportadors (GLUT11 GLUT4), i associar
a GLUT4 com el transportador responsable
de la captacio de glucosa estimulada per la
insulina. Aixi, en adipocits de rata, i utilit-
zant técniquesde fraccionamentsubcel-lular,
s'ha descrit que en estat basal GLUT1 és el
transportador més abundant present a la
membrana plasmatica, mentre que GLUT4

es localitza quasi exclusivament a l'interior
cel-lular. Lainsulina promou la translocacio
de GLUT1ide GLUT4des d'unalocalitzacio
intracel-lular ala membrana plasmatica. No
obstant aix0, la translocaciéo de GLUT4 és
quantitativament molt més important que
la de GLUT1 (Zorzano et al., 1989).

Resultats semblants s’han obtingut en la
linia cel-lular d'adipocits de ratoli 3T3. En
estat basal aquestes cél-lules presenten un
elevat contingut de GLUT1 a la superficie
cel-lular. A diferencia del que s'ha descrit en
adipocits de rata (Zorzano et al., 1989), en
adipocits 3T3 hi ha també un important
reservori de GLUT1 intracel-lular (Piper et
al., 1991). GLUT4 es localitza quasi exclusi-
vamernit en vesicules intracel-lulars i la insu-
lina incrementa tant la concentraci6 de
GLUT1 com la de GLUT4 a la membrana
plasmatica (Piper et al., 1991).

Totes aquestes evidencies permeten as-
sociar la captacié de glucosa estimulada per
la insulina amb el reclutament de GLUT4 a
la membrana de la superficie cel-lular. No
obstant aix0, hi ha discrepancies pel que fa
al percentatge d'estimulaci6 del transport
d'hexoses i el nombre de vegades que s'in-
crementa la presencia de GLUT4 en la su-
perficie cel-lular per efecte de la insulina.
Aquestes diferéncies es podrien atribuir,
almenys en part, a la possible contaminacio
de les fraccions de membrana plasmatica
amb vesicules intracel-lulars que contenen
GLUT4.

Mitjangant estudis d'immunolocalitzacio
realitzats en teixit adipos marr6, Slot i els
seus col-laboradors (1991) han demostrat
que, en condicions basals, €199 % del GLUT4
es localitza a l'interior dels adipocits i es
troba associata elements tubovesiculars pro-
pers a la membrana plasmatica (44 % del
marcatge total) i en estructures membrano-
ses properes al reticle de trans-Golgi (49 %
del marcatge total). Després de 1'adminis-
traci6 d'insulina in vivo s'observa unimpor-



tant increment del marcatge de GLUT4 a la
membrana plasmatica. En aquesta situacio,
aproximadament el 40 % del GLUT4 es loca-
litza en la superficie cel-lular i en paral-lel
s'aprecia una disminucié del marcatge en
ambdues localitzacions intracel-lulars (Slot
etal., 1991). Aquests resultats, que quantita-
tivament coincideixen amb el grau d'esti-
mulaci6 del transport de glucosa, permeten
associar la translocacié de GLUT4 com el
mecanisme principal pel qual la insulina
estimula la captacié de glucosa.

En presencia d'insulina, GLUT4 es detec-
ta en depressions de la membrana plasma-
tica (coated pits) i vesicules recobertes de
clatrina. En aquestes condicions, GLUT4
també sembla que s'associa a endosomes
primaris, tal com s'ha detectat mitjangant la
utilitzacié de doble marcatge de GLUT4 i
albumina. Aquestes observacions han per-
mes postularunmodel segons el qual GLUT4
reciclaria des de la membrana de superficie
cap a l'interior cel-lular en presencia de la
insulina, a través d'una via de reciclatge
comparable a la descrita pels receptors de
superficie cel-lular (Slot et al., 1991). La
internalitzacié de GLUT4 en presencia d'in-
sulina permet postular que 'efecte més im-
portant de la hormona sobre la translocacié
de GLUT4 seria el de potenciar 'exocitosi
del transportador més que un efecte associat
alainhibicié de I'endocitosi de GLUT4 (Slot
etal., 1991).

Pel que fa al muscul esqueletic, estudis
de fraccionament subcel-lular indiquen que
en estat basal la major part de GLUT1 es
localitza a la superficie cel-lular, concreta-
ment a lamembrana de sarcolema (Zorzano
et al., 1995), mentre que GLUT4 és majo-
ritariament intracel-lular. Malgrat aixo, el
GLUT4 localitzat a la superficie cel-lular es
detecta tant al sarcolemma com en tibuls
transversos (Munoz et al., 1995). L'adminis-
tracio d'insulina in vivo produeix la translo-
caci6 de GLUT4 des d'un compartiment
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intracel-lular al sarcolemma i al tibul T (Fi-
gura 2). De manera concomitant, la insulina
també provoca la redistribucio dels recep-
torsde lainsulina: aixila preséncia de recep-
tors d'insulina disminueix tant al sarcolem-
ma com al tibul T i augmenta en comparti-
ments intracel-lulars d'alta densitat (Mufioz
i col-laboradors, resultats no publicats).

MECANISMES MOLECULARS
IMPLICATS EN LA DISTRIBUCIO
INTRACEL-LULAR DE GLUT4 EN
ESTAT BASAL

Jas'hacomentat que en condicions basals
(ésadir, en presencia de baixos nivells circu-
lants d'insulina), GLUT1iGLUT4 presenten
una diferent distribuci6 subcel-lular en tei-
xits sensibles a la insulina. Aixi, mentre que
GLUT4 es localitza quasi exclusivament a
l'interior de la cel-lula, GLUT1 es localitza a
la membrana plasmatica.

Una pregunta especialment rellevant en
aquest context, €s si els mecanismes impli-
cats en la retenci6 intracel-lular de GLUT4
son especifics dels teixits sensibles a la insu-
lina. Una estrategia que ha permes abordar
aquesta qliestio sobre I'existéncia d'especifi-
citat tissular quant als mecanismes impli-
cats en la diferent distribucié subcel-lular de
GLUT1 i GLUT4, ha estat la transfeccio
d'aquests transportadors en diferents siste-
mes cel-lulars. Seguint aquesta aproximacio
s’ha demostrat que quan GLUT4 s'expressa
en fibroblasts 3T3-L1 i NIH-3T3 (Haney et
al., 1991; Hudson et al., 1992), en oocits
(Thomas et al., 1993; Mora et al., 1995), en
cel-lules CHO procedents d'ovari de hams-
ter xines (Shibasaki et al., 1992; Asano et al.,
1992), en cellules HepG2 procedents
d'hepatoma huma (Haney et al., 1991)ien la
linia cel-lular C2C12 derivada de muscul
esqueletic (KotliariPilch,1992), GLUT4 pre-
senta una localitzacié quasi exclusivament
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sarcolemma

T-tubule

Fiura 2. Esquema hipotétic de la translocacié de GLUT4 induida per la insulina a la fibra muscular.

GLUT4, (@ . receptors de la insulina, [Hsll

;insulina, .

Lainsulina s uneix als seus receptors presents tant al sarcolemma com als tiibuls transversos (1) la qual cosa disparael senyal
de la insulina (2). Com a conseqiiéncia, la insulina promou la translocacié de GLUT4 des d’un compartiment intracel-lular
al sarcolemma i al tdbul T (3). Tant en condicions basals com després de I'estimulaci6 amb insulina, els transportadors
GLUT4 s6n internalitzats des de diferents dominis de la superficie cel-lular.

intracel-lular. Estudis immunocitoquimics
han demostrat que en aquestes ceél-lules
transfectades, la proteina GLUT4 es troba
associada a estructures tubulovesiculars
properes al reticle de trans-Golgi, seguint
una distribuci6 forca similar a la descrita en
teixit adipos o en muscul. A més, les vesicu-
les intracel-lulars que contenen GLUT4 pre-
senten caracteristiques bioquimiques i mor-
fologiques semblants a les descrites en el
compartiment intracel-lular d'adipocits que
conté GLUT4 (Haney et al., 1991; Hudson et
al., 1992).

Alcontrari,quanel transportador GLUT1
huma és sobreexpressat en diferents siste-
mes cel-lulars, es localitza majoritariamenta

la membrana plasmatica de les cel-lules
transfectades. Aquest fet es corrobora per
l'augmentada captacio basal de glucosa que
presenten les cel-lules transfectades respec-
te a les cel-lules parentals (Shibasaki et al.,
1992; Hudson et al., 1992).
Aquestconjuntderesultats demostra que
GLUT1 i GLUT4 presenten una distribucio
subcel-lular especifica que és independent
del tipus cel-lular on s'expressen. Per tant, la
informacio necessaria per a l'eficient reten-
ci6 intracel-lular de GLUT4 sembla que és
una caracteristica intrinseca i probablement
continguda en la seqiiéncia primaria del
transportador. Aquest motiu putatiu de re-
tencio intracel-lular és reconegut de manera



general per molts tipus cel-lulars diferents
(Haney et al., 1991; Hudson et al., 1992;
Shibasakietal., 1992; Asanoetal., 1992; Mora
etal., 1995).

Cal destacar pero que, malgrat que la
localitzaci6 intracel-lular de GLUT4 en cel-
lules transfectades és aparentment correcta,
el tractament amb insulina no sempre pro-
mou la translocacio de GLUT4 cap ala mem-
brana plasmatica. Aixi, la insulina promou
la translocaci6 de GLUT4 en oocits de
Xenopus transfectats amb GLUT4 (Mora et
al., 1995) pero no promou la translocacié de
GLUT4nienlinies cel-lulars HepG2 0 C2C12
on s'expressen normalment receptors d'in-
sulina, ni en fibroblasts NHI-3T3 que sobre-
expressen receptors d'insulina (Hudson et
al., 1992; Haney et al., 1991; Kotliar i Pilch,
1992). Per tant, la informacid necessaria per
al'eficient translocacio de GLUT4 a la mem-
brana plasmatica en resposta a la insulina,
no sembla que sigui una caracteristica in-
trinseca del transportador, sind que es re-
quereix la presencia d'altres factors, a més
del receptor de la insulina, que no s'expres-
sen en tots els tipus cel-lulars.

Totes les evidencies descrites anterior-
ment suggereixen la presencia, en 1'estruc-
tura primaria de GLUT4, d'un motiu de
retencio intracel-lular que podria ser reco-
negut per una maquinaria cel-lular ubiqua.
Sies comparen les seqtiencies d'aminoacids
de GLUT11iGLUT4 s'observa que els domi-
nis NH,-iCOOH-terminalsiel loop intracel-
lular entre els dominis de transmembrana 6
17,s0n les regions on es localitzen les diver-
gencies més grans entre ambdues isoformes.
Diferents grups de recerca han intentat loca-
litzar els possibles senyals de retenci6 intra-
cellular presents a GLUT4, a través de I'es-
tudi de la distribuci6 subcel-lular que pre-
senten proteines quimeriques formades per
la substitucié de determinats dominis de
GLUT4 en la seqiiencia de GLUT1 i/o vice-
versa.
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En estudis inicials, Piper et al. (1992) de-
mostraren, per transfeccio transitoria en cel-
lules CHO amb construccions quimeriques
formades per diferents dominis de GLUT1 i
de GLUT4, que la regio NH.-terminal de
GLUT4 era necessaria i suficient per a la
seva internalitzacio (Piper et al., 1992). Pos-
teriorment, s'ha identificat el motiu FQQI,
situat en els vuit primers aminoacids de la
regio NH_-terminal, com un motiu implicat
en l'endocitosi de GLUT4 mitjangant de-
pressions de la membrana recobertes de
clatrina (coated pits). Dintre d'aquesta se-
quencia, el residu Phe en posici6 5 sembla
que té un paper fonamental en la reorganit-
zaci6 del GLUT4 present a la superficie cel-
lular en dominis de lamembrana plasmatica
enriquits en clatrina (Piper et al., 1993b).
Aixi, la sustitucié del residu Phe per Ala
provoca l'increment de GLUT4 en la super-
ficie cellular i la disminuci6 en depressions
recobertes per clatrina (Piper et al., 1993b ).
El motiu FQQI presenta homologia amb els
motius d'internalitzacié descrits en els do-
minis citoplasmatics de diferents receptors
demembrana, com sén el receptor de mano-
sa-6-fosfat/IGF II, el receptor de transferri-
naielreceptorde LDL. Aquest motiu podria
estar implicat en l'associacio d'aquests re-
ceptorsamb estructures de clatrinaalamem-
brana plasmatica (Pearse i Robinson, 1990).
Tanmateix, quan el domini NH_-terminal de
GLUT4 és incorporat a proteines com ara la
subunitat H1 del receptor de les asialoglico-
proteines o el receptor de transferrina, aques-
tes proteines mostren un targeting intracel-lu-
lar semblant al descrit per GLUT4 (Piper et
al., 1993b ; Garippa et al., 1994).

Altres investigadors han suggerit que el
domini responsable de la distribuci6 intra-
cel-lular de GLUT4 es trobaria en dues
regions situades entre els dominis de
transmembrana 2 i 3 i en el domini de
transmembrana8, juntamentamb el segment
exofacial que comunica els dominis trans-
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membrana 7 i 8 i aquest darrer és clau en la
localitzacio intracel-lular de GLUT4 (Asano
etal., 1992). No obstantaixo, aquestes regions
transmembrana estan molt conservades
entre les diferents isoformes de transpor-
tadors de glucosa, per la qual cosa es fa
dificil explicarla distribuci6 tinicade GLUT4.

Recentment, tres grupsindependents han
demostrat mitjangant I'expressio de protei-
nes quimeriques GLUT1/GLUT4, que la
regio citoplasmatica COOH-terminal incor-
pora sequiéncies que determinen la retencio
intracel-lular de GLUT4 (Czech et al., 1993;
Verhey et al., 1993; Marshall et al., 1993a). El
motiu format per dos residus de Leu
localizats en posicio 489 /490 sembla que té
un important paper en la localitzaci¢ intra-
cel-lular de GLUT4 (Verhey i Birnbaum,
1994). Motius dileucina semblants, s’hanim-
plicat en la regulaci6 de la distribuci6 del
receptor de manosa-6-fosfat/IGF II des del
reticle de Golgi fins al sistema endosomal/
lisosomal (Chen et al., 1993), aixi com en la
localitzaci6 intracel-lular delasubunitat CD3
del receptor d'antigen de les cel-lules-T
(Letourneur i Klausner, 1992). Verhey et al.
(1994)iCorveracetal.(1994) han postulat que
el motiu dileucina presenten GLUT4 podria
contribuir a la regulacié de la distribuci6
intracel-lular de GLUT4 ja que actuaria com
un senyal que promou la rapida endocitosi
del transportador des de la membrana
plasmatica cap a una localitzaci6 intracel-
lular a través de vesicules recobertes de
clatrina. Aquest model obviament entra en
controversiaamb la hipotesi del motiu FQQI
del'extrem N-terminal. Aquestes discrepan-
cies relatives als dominis especifics impli-
cats en la localitzacié intracel-lular de
GLUT4, podrien ser degudes als diferents
sistemes de transfeccié emprats, o bé al dife-
rent graud'expressio de les diferents quime-
res assolit. Aixi, la sobreexpressio de la pro-
teina transportadora podria saturar la seva
via de transit intracel-lular i provocaria la

utilitzacio de vies de transit alternatives, no
utilitzades en condicions normals. Altres
raonaments es basen en la possibilitat que
diferents dominis de GLUT4 col-laborin en
la formaci6 d'un senyal de targeting, a causa
de la seva proximitat en la conformacié
nadiva de la proteina, o bé que siguin neces-
saris diferents senyals de targeting per tal
d'obtenir la distribucié intracel-lular de
GLUT4 caracteristica de I'estat estacionari.

CARACTERITZACIO DE LES
VESICULES INTRACEL-LULARS QUE
CONTENEN GLUT4

Com hem comentat anteriorment, els es-
tudis en els quals s'ha transfectat GLUT4 en
diferents tipus cel-lulars que contenen re-
ceptor d'insulina han mostrat que no sem-
pre es mimetitza la resposta a I'hormona
incrementantel transportde glucosa. Aquest
fet suggereix que en els teixits sensibles a la
insulina s'expressen diferents proteines,
encara no identificades, que son necessaries
perqué es doni aquest fenomen. Una linia de
pensament ha postulat que part d'aquestes
proteines s'haurien de localitzar en les vesi-
cules intracel-lulars que contenen GLUT4, i
realitzarien diferents possibles funcions, com
perexemple, larecepcié d unsenyalintracel-
lular provinent del receptor d'insulina o la
participacio en el transit vesicular. Partint
d'aquesta idea, s'han realitzat analisis de la
composicié d'aquestes vesicules intracel-
lulars per tal d'entendre com es formen i
com la insulina n'estimulala translocaci6ila
fusié amb la membrana plasmatica.

Fins al moment, tots els resultats indi-
quen que el GLUT4 intracel-lular no co-
localitza ni amb proteines marcadores del
reticle de trans-Golgi (Martin et al., 1994;
Zorzano et al., 1995) ni amb el receptor de
manosa-6-fosfat/IGF-II (Zorzanoetal.,1989).
Aquestes dades suggereixen que una vega-



da GLUT4 és internalitzat, se segrega de la
via endocitica i tampoc no sembla que s'as-
socii niamb endosomes tardans (late endoso-
mes) ni amb el reticle de trans-Golgi. Entre
les proteines detectades fins al moment que
colocalitzen amb GLUT4 intracel-lular hi ha
unaactivitat fosfatidil inositol-4-quinasa (Del
Vecchio i Pilch, 1991). Aquesta proteina no
sembla que sigui exclusiva de les vesicules
intracel-lulars i s'ha postulat que aquesta
activitat podria conferir les propietats fuso-
geniques necessaries per a originar el movi-
ment de membranes entre les vesicules
intracel-lulars i la membrana plasmatica.
El procés de translocacié de GLUT4 cap
a la superficie cel-lular recorda un procés
d'exocitosi regulada, comparable al que es
dona en les cellules secretores. En aquest
sentit, s’ha detectat que unes proteines ca-
racteristiques de les vesicules sinaptiques,
lessinaptobrevines o VAMP (vesicle associated
membrane protein ), es troben a les vesicules
intracel-lulars d'adipocits que contenen
GLUT4 (Cain et al., 1992). A més a més, per
efecte de la insulina, aquestes VAMP es
transloquen també cap a la membrana
plasmatica. Més recentment, una altra pro-
teina de la familia de les VAMP, la
cel-lubrevina, també s'ha descrit associada a
les vesicules intracel-lulars que contenen
GLUT4 (Volchuk et al., 1995). Es pensa que
aquestes proteines podrien tenir un paper
fonamental en el procés pel qual les vesicu-
les intracel-lulars reconeixen la cara interna
de la membrana plasmatica i s'hi fusionen.
Durant els ultims anys s'ha caracteritzat
un nou tipus de proteines associades a les
vesicules secretores, les SCAMP (secretory
component-associated membrane proteins )
(Brand et al., 1991; Brand i Castle, 1993).
Aquestes proteines, de 35-40 kD, es troben
en molts tipus cel-lulars independentment
de quina sigui la seva especialitzacio perala
secrecio regulada. Les SCAMP es localitzen
en membranes (vesicules endocitiques o se-
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cretores) que es mouen cap a la superficie
cel-lularides d'aquesta i per tant constituei-
xen marcadors dels sistemes generals de
reciclatge. En cel-lules adiposes, s'ha deter-
minat que GLUT4i VAMP colocalitzen amb
les SCAMP (Thoidisetal., 1993; Laurieet al.,
1993). A més, en preséncia d'insulina, hi ha
una segregacio parcial de GLUT4 i SCAMP,
ja que només es transloquen per efecte de
I'hormona un 10 % de les SCAMP intracel-
lulars. Aquest resultat s'ha interpretat com
que les SCAMP s'internalitzen més rapida-
ment que GLUT4 i queden retingudes a les
membranes intracel-lulars (Laurie et al.,
1993).

Diferents proteines G de baix pes mole-
cular (20-30kD), que pertanyen a la superfa-
milia ras, han estat implicades en la regula-
cid del transit cel-lular de membranes. Entre
aquestes, les proteines rab (Ras-like proteins
from rat brain ) i les ARF (ADP ribosylation
factor) semblen critiques per a la regulacié
de la via endocitica i exocitica. Cada protei-
na d'aquestes families identificades té una
localitzaci6é subcel-lular diferentialhora cada
organel implicat en els processos endocitics
o exocitics presenta com a minim una protei-
na G especifica a la seva superficie. Els gens
rab i ARF codifiquen proteines citosoliques
i son necessaries modificacions post-
traduccionals per a que siguin actives i es
puguin associar als diferents organels. Fins
al moment s'ha demostrat que les proteines
rab estan implicades tant en la formaci6 de
vesicules com en el fargeting d'aquestesi la
seva fusio (Pfeffer, 1992). Dades recents sug-
gereixen un possible paper de les proteines
G de baix pes molecular en el procés de
translocaci6 de GLUT4. Aixi, l'analeg no
hidrolitzable de GTP, GTP-g-S, promou la
translocaci6 de GLUT4 i el metabolisme de
glucosa en adipocits (Baldini et al., 1991) ien
cel-lules 3T3 (Robinson et al., 1992). Per altra
banda, els adipocits expressen diferents ti-
pus de proteines G de baix pes molecular, i
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concretament rab4 colocalitza amb les vesi-
cules que contenen GLUT4 (Cormont et al.,
1991, 1993). En el muscul esqueletic també
s'ha detectat la presencia de proteines G de
baix pes molecular en fraccions de membra-
nesintracel-lulars; a més, aquestes proteines
es transloquen en resposta a lainsulinaiala
contraccié muscular de manera similar a la
translocacio de GLUT4 (Etgen et al., 1993).
Finalment, s'ha identificat una nova pro-
teina integral de membrana, la proteina
gp160, que sembla que és un component
majoritarideles vesiculesintracel-lulars que
contenen GLUT4 procedents d'adipocits
(Kandrori Pilch, 1990 a; Mastick et al., 1994).
Aquesta proteina recicla constantment en-
tre el compartiment intracel-lular i la mem-
brana plasmatica (Kandror i Pilch, 1994 a) i
lainsulina provoca la translocaci6 des de les
membranes intracel-lulars a la membrana
plasmatica de manera quantitativament si-
milar a GLUT4 (Kandror i Pilch, 1990b;
Mastick et al., 1994). La proteina gp160 pre-
senta activitat aminopeptidasa (Kandror et
al., 1994). Ates que també s'ha detectat la
presencia d'activitat aminopeptidasa en ve-
sicules intracel-lulars que contenen canals
d'aigua regulables per I'hormona anti-
diuretica en cel-lules epitelials de ronyo
(Harris et al., 1994), s'ha proposat que I'acti-
vitat aminopeptidasa podria tenir un paper
especific en la redistribuci6 de vesicules
intracel-lulars en resposta a hormones.
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