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Resumen/Sunimarv

RESUMEN

Los transportadoresde azúcaresen S. cerevisiaeseinactivanirreversiblementecuandose

inhibe la síntesisdeproteínas.Estainactivación,conocidaen la literaturacomo “inactivación

catabólica”,se debeacambiosen la Vmax, sigueunacinéticadeprimerorden,esdependiente

de energíay estimuladapor la presenciade un sustratofermentable.Estefenómenosedebea

unaproteolisis de los transportadoresy seha calculadoque la vida mediade la actividadde

estasproteínasoscilaentre1 y 5 horas.Seha investigadosi estainactivaciónesunapecularidad

de los transportadoresde azúcareso si pore] contrarioafectaa otrasproteínasde membrana

plasmática.Los resultadosobtenidoscon el sistemade transportede K+ indican que la

inactivacióncatabólicapodríaserunacaracterísticacomúna otrasproteínasde membrana.Por

otra parteseha demostradoque,en contrade resultadospublicadospor otros autores,esta

inactivaciónno requierela actividadde laproteínakinasadependientedecAMP.

Medianteel usode mutantescon la velocidadde endocitosisalteradaseha demostrado

que la proteolisis responsablede la inactivacióntiene lugar en el interior celular tras la

internalizaciónde los transportadores.Además,medianteel uso de mutantesque tienen

alteradaslas funcionesproteolíticasdel proteasomay de la vacuola,sehaestablecidoque la

inactivaciónocurreenla vacuolaindependientementede la funcióndel proteasoma.
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SUMMARV

The sugartransportersin S. cerevisiaeareirreversibly inactivatedupon inhibition of

proteinsynthesis.This inactivation,that is knownin theliteratureas “cataboliteinactivation”, is

dueto changesin theVmax, follows first order kinetics,is energydependentandis stimulated

by the presenceof fermentablesubstrates.This inactivationis due to the proteolysisof the

transportersandit hasbeencalculatedthat thehalf-life valueof theactivitiesof theseproteins

rangesfrom 1 to 5 hours.Wehaveinvestigatedif cataboliteinactivationis apeculiarityof the

sugartransportersoralsoaffectsto otherplasmamembraneproteins.Theresultsobtainedwith

theK+ transponershowthat this inactivationmaybe acommomcharacteristicto otherp]asma

membraneproteins.In addition,webavefound that, in contrastto resultspublishedby other

authors,cataboliteinactivationof the sugartransportersdoesnot requiereactivity of thecAMP-

dependentproteinkinase.

Usingmutantswith an alteratedrateof endocytosiswe haveshownthat theproteolysis

responsablefor the inactivationof the maltosetransportertakesplace inside the celí after

internalizationof ibis proteinby endocytosis.In addition,usingmutantswith alteratedfunction

of theproteasomeandthe vacuole,we haveshownthat this proteolysisocdursin thevacuole,

independentlyof theproteasomefunetion.
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introducción

INTRODUCCION

1. Proteínasde transportede la membranaplasmática.

La membranaplasmáticaes laestructuraque definela extensiónde la célulay permite

mantenerdiferenciasentreel contenidode éstay el medioquela rodea.A travésde ella pasanal

interior celular los nutrientes,seexpulsanlos productosresidualesy sesecretanalgunas

proteínas.Estos procesossellevan a cabode forma selectivaya quela permeabilidadde la

membranaesmuylimitada.Poresolamayoríade los nutrientesentranen lacélulaa travésde

sistemasespecíficosde transporte.Existendos tiposdeproteínasimplicadasenel transporte:

canalesy transportadoreso permeasas.Los canalessonproteínasque permitenel pasoa su

travésde solutosde tamañoy cargaapropiadosmedianteun transportepasivoqueno necesita

energíay quesedetienecuandoseigualanla concentraciónde solutoen lacélulay en el medio.

Los canalescontienensitiosde unión al sustratoquedeterminansu especificidadperono sufren

cambioconformacionalduranteel proceso.Porel contrario,los transportadoresexistenen dos

estadosconformacionalesen los cualesel sitio deunión al sustratoapareceexpuestohaciauno

u otro ladode la membrana.Estasproteínaspuedenllevar acabounadifusión facilitadao un

transporteactivo. En el casode la difusión facilitadalos solutossontransportadosafavor de

gradientede concentracióny el procesosedetienecuandola concentraciónintracelularesigual

a laconcentraciónextracelular.Es un transportepasivoque no requiereenergíacelular. Sin

embargo,en el transporteactivo los solutos se transportanen contrade un gradientede

concentracióny serequiereun aportedeenergíaporpartede la célula.Existentransportadores

activosprimariosy secundarios.Los primariosson las ATPasasqueutilizan la energíaliberada

en la hidrólisisdel ATPparabombearioneshaciadentroo fueradela célula,creandoasíun

gradienteeléctrico.Estaenergía,almacenadaen formadepotencialde membrana,esutilizada

porlos transportadoressecundariosparacatalizarel pasode moléculasacopladasal movimiento

deun catión. Tantoel sustratocomoel catiónutilizan el mismo transportadory puedenmoverse

en la misma dirección o en dirección opuesta.En el primer casose denominanCo-

transportadoresy en el segundoanti-transportadores.
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Introducción

Dentro de los transportadoresdestacanpor su importancia los transportadoresde

azúcares.Todaslas célulasconocidashastaahoracontienenen su membranaplasmáticaeste

tipo de transportes.En la levaduraSaccharomycescerevisiae,organismounicelulary eucariota,

los transportesde azúcareshan sido ampliamenteinvestigados.La glicolisis constituyela

principal vía de obtenciónde energíaen esteorganismoy la importanciade los sistemasde

transportede azúcaresresideen constituirel primerpuntode control de dichavía (Lagunaset

al, 1982; Gancedoy Serrano,1989).Dehechola regulaciónde estostransportadoresesunade

las principalesestrategiasqueempleaSaccharornycesparaadaptarsea los cambiosdelmedio.

1.1. Los transportadoresde azúcaresen levaduray su regulación.La inactivación

catabólica.

Los transportesde azúcaresen levaduraestánreguladosal menospordostipos diferentes

de mecanismos,los queafectana su actividady los queafectanasu contenido.En relacióncon

los primerossesabemuy poco (Lagunas,1993). Se ha observadoque variacionesen las

condicionesfisiológicas,porejemploel pasode aerobiosisaanaerobiosiso la carenciade una

fuentedenitrógeno,producencambiosrápidosy reversiblesen la actividadde estostransportes

(Lagunaset al, 1982; Serranoy DelaFuente,1974;Loureiro-Diasy Peinado,1984).En lo que

serefiereal contenidoen la célulade estasproteínassesabequesu síntesisestácontroladapor

procesosderepresióny de inducción.En el casode la represiónla presenciade glucosaen el

medio impide la expresiónde los genesquecodifican algunosde estostransportadores.Por

otra parteen ausenciade glucosay en presenciadel sustratocorrespondiente,seactiva la

transcripciónde algunosdeestosgenes(Bissony Fraenkel,1984; Johnston,1987; Gancedo,

1992; Chanona al, 1986).Con estemecanismo,la célulaadaptasu catabolismode forma

relativamentelentaa los cambiosde la fuentede carbonopresenteen el medio.

Los transportadoresde azúcaressufren ademásun procesode inactivaciónrápido,

conocidocomo“inactivacióncatabólica”(Holzer, 1976)quepresentacaracterísticassimilaresa

la inactivacióndescritaparaciertasproteínasintracelularesy queesun procesoporel cual su

4
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actividad disminuye al añadir al medio de cultivo glucosa u otro azúcar fácilmente

metabolizable.En el casode los transportadoresde azúcaresla inactivacióncatabólicarequiere

la inhibición de la síntesisdeproteínas,ademásde la presenciadeun sustratofermentable.Se

ha visto que estainactivaciánafectaprincipalmentea la Vmax, es irreversible,sigue una

cinéticade primerorden,esdependientede energíay seha calculadoquela vidamediade la

actividadde estasproteínasoscilaentre 1 y 5 horas(Busturiay Lagunas,1985; Busturiay

Lagunas,1986; DeJuany Lagunas,1986). Todas estascaracterísticassugeríanque esta

inactivaciónpodíaserdebidaaproteolisis,hechoque ha sido recientementedemostradoen

nuestrolaboratorio(Luceroeta!, 1993>.Así seha visto, medianteel usode anticuerposfrente

al transportadorde maltosa,que la inhibición de la síntesisde proteínas,bienporausenciade

unafuentede nitrógenoen el medio de cultivo, bien por adición de un inhibidor como la

cicloheximida,produceun descensode la actividadde estetransportadoren célulasque se

hallanfennentando.Estedescensoen la actividadva acompañadode un descensoparaleloen el

contenidocelulardel transportador(Luceroet al, 1993).El mecanismoporel quetiene lugar

estaproteolisisy el compartimentocelularen el que se lleva a caboerandesconocidoscuando

iniciamosnuestrotrabajoy su esclarecimientoha sido unode los objetivosde estaTesis

Duranteun tiempo sepensóque la inactivacióncatabólicade los transportadoresde

azúcaresen levadurapodíaserun mecanismode controlespecíficode estasproteínas.Sin

embargounainactivacióncon característicassimilaresa la demostradaparalos transportesde

azúcares,si bien muchomás lenta, fue observadaen el casode otraproteínade membrana

plasmática,la H+~ATPasa,quemostróunavidamediade apmximadamente11 horas(Benitoet

al, 1991). El hechode que estaenzimapresentaseuna inactivación con características

semejantesa la de los transportadoresde azúcaresnos hizo concebir la idea de que la

inactivacióncatabólicapodríaserun mecanismode regulacióncomúna otrasproteínasde

membranaplasmática.Paracomprobarestahipótesisdecidimosinvestigarel comportamiento

de otra proteínade membrana,el transportadorde K+. Estesistemade transporteesmuy

importanteyaque el K+ esun catiónnecesarioparatodos los organismosconocidosy participa

5



Introduccián

en numerososprocesoscelulares.Presentaademásla ventajade que ha sido ampliamente

estudiadoen levadura.

1.2. Característicasdel transportede K~.

El K+ se acumulaen las células contragradientede concentración,alcanzando

concentracioneshastade 0.5 M mientrasquela concentraciónde otrosionescomo Na+y H+ es

detansólo io-3 y 10~ M respectivamente.En levaduraexisteun intercambiode H+ y K+. La

salidade H~ estácatalizadaporla H~-ATPasademembranaplasmática(Serrano,1988b)que

generaun potencialeléctricocapazde permitira la célulalacaptacióncontragradientede K+ y

de otros nutrienteslo que provocauna acumulaciónde estasmoléculascuyaconcentración

puede llegar a serde hasta 1000 vecesmayoren el interior que en el exterior. En este

organismoseha identificadoun sistemade transportede K+ que tiene doscomponentescon

distintaafinidad.Uno con bajaafinidadquepresentaunaKm aparentede 2 mM, y otro de alta

afinidadconunaKm aparentede 20 gM. Esteúltimo componenteaparececuandodisminuyeel

contenidointernode K+ (Rodríguez-Navarroy Ramos,1984).

Lacaptaciónde K+ en levaduraestáregulada.Sesabequepennanececonstantecuandoel

pH extracelularvaríaentre8 y 5.5 y queun descensodel pH intracelularporadiciónde ácido

propiónicoa pH 5.6 provocaun incrementotanto de la Vmax comode la Km de ambos

componentes(Rodríguez-Navarroy Ramos,1984).La velocidadmáximadel transportede K+

tambiénpuedeverseafectadapor la presenciade compuestosque alteranel potencialde

membranade tal formaque una disminuciónde dichopotencialinhibe el transportede K+

(Ramosa al, 1990).Ademásen presenciade estoscompuestosla célulapierdeK+ y asíel

contenidocelularde este ión puededescenderdesdesu valor normal,500 nmol K+/mg PS,

hastatan sólo 250 nmol/mg PS (Rodríguez-Navarroy Ramos,1984; Ramosy Rodríguez-

Navarro,1986).El efectode unadisminucióndelpotencialde membranasobreel transportede

K+ tambiénsehacepatenteen mutantescon bajaactividadde la H+~ATPasade membrana

plasmática.En estecasotambiénse observaun descensode la Vmax mientraspermanece

6



Introducción

constantela Km (Ramosetal, 1990).

El transponede K+ estátambiénreguladopor mecanismosquesonajenosal cambioen el

pH intracelulary a la actividaddela ATPasa.Se ha observadoqueel transportede K+ seactiva

durantela fermentación(Ramosera!, 1992>.En estaactivaciónseproduceun aumentode la

Vmax de los transportesde alta y de bajaafinidadpor un mecanismoqueesdependientede la

fosforilacióndel azúcarperoindependientede la víadel AMP cíclico (Alijo y Ramos,1993).

El sistemade transportede K+, ademásde estecatión,puedetransportarotros cationes,

con afinidadesque decrecenen el siguienteorden: K+»Rb+>NH4+=Na+>Li+(Borst-

Pauwels,1981). Este sistemade transporteconstade al menosdos proteínascuyosgenes,

TRKJ y TRK2, han sido secuenciados(Gabera al, 1988, Ko a al, 1990). El papelque

desempeñacadauna de estasproteínasen la acumulaciónde K+ aún no estáclaro y para

explicarlo se han planteadodos hipótesis.Unade ellaspostulaqueTrklp y Trk2p seríandos

proteínasdemembranaplasmáticaque llevaríanacaboel transportede alta y bajaafinidad

respectivamente(Gabereral, 1988,Ko eral, 1990).La otrahipótesispostulaqueel transporte

de K+, y el restode los cationesanteriormentecitados,sellevaríaacaboatravésdeun sistema

multiméricocompuestoporun único transportadorcomúna todos los cationesy por varias

proteínas,entrelas queseencontraríanTrklp y Trk2p, queactuaríancomomoduladoresde la

afinidaddel transportador(Borst-Pauwels,1981; Ramoseta!, 1985>.

2. Papel de la PKA en la ¡naetivacióncatabólica.

El hechodequela inactivacióncatabólicade los transportadoresde azúcaresrequierala

presenciade glucosao de otro azúcarfermentable(Busturiay Lagunas,1985; Busturiay

Lagunas,1986; DeJuany Lagunas,1986)asícomotambiénel hechode estasproteínastengan

sitios de fosforilaciónparalaproteínakinasadependientede cAMP (PICA) (Bissona al, 1993)

sugeríaqueel cAMP podríahallarseimplicadoen el proceso.Sesabequela adiciónde glucosa

a levadurascreciendotanto en presenciade una fuentede carbonofermentablecomono

fermentableproduceun aumentotransitorio, 1 ó 2 minutos,de los nivelesdecAMP (Vander
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Plaaty VanSolingen,1974; Mazónera!, 1982;Erasoeral, 1987).Comoconsecuenciade este

aumentoseactiva la cascadade reaccionesque conducena la fosforilación de numerosas

proteínasporPICA (Fig. 1). Estafosforilaciónmodifica laactividadde dichasproteínas.

2.1. Laproteínakinasadependientede cAMP.

La fosforilaciónporPKA consisteen la unión covalentede formareversiblede un resto

fosfatoprincipalmentea residuosde sernade la secuenciaconsensoArg-Arg-X-Serde las

proteínassustrato,peroexistenotrassecuenciasquetambiénpuedenserfosforiladas.La PICA

esun tetrámeroqueconstadedossubunidadescatalíticas(C) y dosreguladoras(R). EL cAMP

activael holoenzímauniéndosea las subunidadesreguladoras,disociandoel complejoen dos

monómeroscatalíticosactivosy un dímeroformadopor las dos subunidadesreguladoras,

segúnla estequeometríasiguiente(Krebsy Beavo,1979):

R2C2 + 4cAMP = R2(cAMP)4 + 2C

en dondeR2C2 esel holoenzimainactivoy C las subunidadescatalíticasactivas.La subunidad

reguladoraestácodificadaporun único gen,BCYJ (Todaeta!, 1987a),mientrasque existen

tres genespara las subunidadescatalíticas,TPKJ, TPK2 y TPK3 (Todaeral, 1987b).La

subunidadreguladorainhibe la actividadde las subunidadescatalíticasal unirseal sitio activo.

Estasubunidadcontieneademásuna secuenciaque puedeser fosforiladapor la subunidad

catalítica.Cuandoestoocurre,disminuyela afinidad de R por C. Ningunode los tres genes

TPK es esencialpero al menosla presenciade uno de estos geneses necesariaparael

crecimiento normal de la célula. Los productosde estos genespresentanprobablemente

funcionescomplementarias,talescomodiferenciasen la especificidadpor el sustratoy

diferentesgradosde actividadPKA. La actividadPKA sehallalocalizadaprincipalmenteen la

fracciónsolublecelularperotambiénseha visto asociadaalamembranaplasmática(Behrensy

Mazón, 1988).
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Glucosa

1

ATP

cAMP Q?j)jy’2,3
QjPK1j3

El
*

Fosforilación de
proteínas

Figura 1. Esquemade la vía Ras/cAMP.

Los productosque intervienenen estavía se indican medianteel nombredel gen que los

codifica.
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2.2. La PKA en la inactivacióncatabólicade los transportadoresde azúcares.

Entrelas proteínassustratode la actividadPKA seencuentranla fructosa-1,6-bisfosfatasa

(Mazón a al, 1982),la trehalasa(Van da Plaat y Van Solingen, 1974),la isocitratoliasa

(López-Boadoa al, 1988),el factor de transcripciónADRí (Cherry a al, 1989) y la 6-

fosfofructosa-2-kinasa(Fran~oisa al, 1984).En el casode la fructosa-1,6-bisfosfatasay la

isocitratoliasa la fosforilaciónporPKA ha sido relacionadacon la inactivacióncatabólicade

estosenzimas.En un principio sepostuló que dicha fosforilación provocabaun cambio

conformacionalen la enzimaqueinducíasu degradación(Mazón et al, 1982)pero estudios

posterioressobrela inactivacióncatabólicade la fructosa-1,6-bisfosfatasahanmostradoquela

degradaciónocurreindependientementede la fosforilación (Roseeral, 1987).

La fosforilaciónpor PKA tambiénseharelacionadocon la inactivacióncatabólicadelos

transportadoresde azúcares,enconcretode los sistemasde transportedeglucosay galactosa

(Ramosy Cirillo, 1989).Sehapublicadoquelos mutantesbcyl,que presentanun defectoen

la subunidadreguladoray comoconsecuenciasu actividadPICA esindependientedecAMP,

presentanuna bajaactividadde transportede glucosa.Ademásse ha publicadoque estos

mutantesno presentanactividadde transportede galactosa.De estosresultadosseconcluyóque

la presenciade la subunidadreguladorafuncional es necesariaparala expresiónde estos

transportadores.Porotro lado, seha publicadoque un mutantebey] rp/<1w, que ademásde

tenerafectadala subunidadreguladoratieneafectadaslas subunidadescatalíticas,no escapaz

de inactivarestostransportes(Ramosy Cirillo, 1989).De estosresultadosse concluyóquela

actividadPKA esnecesariaparasuinactivacióncatabólica.Dadoquela eventualrelaciónentre

fosforilación e inactivación del transportadorde maltosa no se habíaestablecidonos

propusimosinvestigarestaposibilidad.Comoveremosmásadelante,los resultadosobtenidos

nos indujeronareexaminarlos previamentedescritospara los transportadoresde glucosay

galactosa.
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3. Mecanismosde degradaciónde proteínasde membrana.

Se sabequeS. cerevisiaecontieneun gran númerode proteinasas,localizadasen los

distintoscompartimentoscelulares(Jones,1991;SuárezRenduelesy Wolf, 1988).Ademásse

conocenalgunos de los mecanismosimplicados en la degradaciónde las proteínas

citoplasmáticas(Hershko y Ciechanover,1992; Egner er al, 1993). Sin embargo,los

mecanismosde degradaciónde proteínasde membranaplasmáticason prácticamente

desconocidos.Estas proteínaspodríandegradarsemientrasestánancladasen la propia

membrana,porla acciónde proteinasasespecíficas.Porotraparte,ladegradacióndeproteínas

de membranatambiénpodríallevarseacaboen el interior de la célula, trassu internalización

por un procesode endocitosis.Por medio de la endocitosislas célulaseucariotascaptan

componentesdel medioextracelularmediantela formaciónde vesículasapartirde su membrana

plasmática.

En célulasde eucariotassuperioresla internalizaciónpareceserun pasoprevio a la

degradaciónde estasproteínas(Hare, 1990).Durantela endocitosislas proteínas,normalmente

receptores,sonconcentradastras unirsea susligandosen invaginacionesde la membranaque

se hallanrecubiertasen laparteinternaporunaredde proteínasalgunasde las cuales,comolas

adaptinasy la clatrmna,ya hansido identificadas(Schmid, 1992;Robinson,1994).La función

que llevan a cabo estasproteínasaún no estáclara. Se creeque las adaptinasseunena los

residuoscitoplasmáticosde las proteínasquevan ainternalizar,proporcionandoasí un sitio de

unión para clatrina. En estaetapade internalizaciónlos dominioscitoplasmáticosde los

receptoresjueganun papelimportante,a travésde ciertassecuenciasqueactuande señalparala

internalización(Trowbridge a al, 1994).Finalmentelas invaginacionessecierranformando

vesículasen unaetapaquerequiereenergíay factorescitosólicos.Unavezen el interior de Ja

célula, las vesículaspierdenla cubiertade proteínasy vierten su contenidoal sistemade

endosomasqueestáformadoporcompartimentoscon pH ácidodondemuchosreceptoresse

disociande sus ligandos (Melíman a al, 1986). Algunos de estos receptoreslibres son

recicladosala membranaplasmáticay otros sondegradadosen el lisosoma.Porotrapartelos

11



Introd,jcniíin

ligandossontransportadosa su destinofinal en la célula(Rodmanci al, 1990).Se handescrito

casosde receptoresque sonendocitadosde forma constitutiva,esdecir en ausenciade su

ligando (Trowbridge,1991).

3.1. La endocitosisen levadura.

En levadura,la intemalizacióndeproteínasmedianteendocitosisno seconocecon tanto

detallecomo en célulasde eucariotassuperiores.Existendos tipos de endocitosis:de fase

fluida y mediadapor receptores.En el primer casoseinternalizauna porción del medio

extracelularsin queello vayaacompañadode unión algunade un ligando aunaproteínade

membrana.En estecasoel prncesoesno saturable.Parael estudiode la endocitosisde fase

fluida sesueleutilizarcomomarcadorel colorantefluorescente“lucifer yellow” (LY) (Riezman,

1985). Con menorfrecuenciatambiénseha utilizado a-amilasa,el colorantefluorescente

FLTC-dextrano(Makarow,1985a)e inclusopartículasvirales(Makarow,1985b).En el caso

de endocitosismediadapor receptorun ligando se une a su receptory el complejo es

internalizado.Esteprocesoes saturabley con él la célulapuedeconcentrarun ligandoen su

interior. Comomarcadoressehanempleadolos factoresa y a, que son feromonasimplicadas

en la conjugaciónde célulasde diferentetipo sexual(Chvatchkoa al, 1986; Singery Riezman,

1990; Rathsci al, 1993;Davis eral, 1993).Cadacélulasecretauna únicaferomonay expresa

en su superficieun receptorparala feromonasecretadaporel otro tipo decélulas.

Todosestosmarcadoreshanservidoparaestudiarla endocitosisen mutantesafectadosen

distintasetapasde estavía lo que ha permitido ampliarel conocimientode las proteínas

implicadasy de los procesosen queintervienen.En la figura2 semuestraun esquemade lavía

de la endocitosisen levadura.En él se indican algunosde los genescuyosproductossesabe

sonnecesariosparael transcursode la mismay la etapaen laqueactúan(Riezman,1993).

El primerpasoen la endocitosises la internalización.Cuandolos factoresa y a seunena

su receptoren la membrana,ésteeshiperfosforiladoy el complejoesinternalizado.En el casodel

receptordel factor a, seha identificadouna secuenciaque pareceserla responsablede esta
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Membrana plasmática

END3
SAC6 END4
ACTI CHCJ

Endosomaso tempranos

SECÍ8tEND2

Endosomas
tardíos

Vacuola

Figura 2. Vía de la endocitosisen S. cerevisiae.

En la figura serepresentaun esquemade las etapasde la endocitosisen levadura.En ella se

indicanalgunosde los genescuyosproductosse hanidentificadocomocomponentesde dicha

via.

RENÍ
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internalizaciónaunquesu función aún no seconoceen detalle(Rohreret al, 1993).Ambos

receptoressontambiénendocitadosen ausenciadeligandode formaconstitutiva(Davis etal,

1993). Tambiénen estecasoel dominio citoplasmáticodel receptorpareceintervenir en la

internalización.

Tambiénen levadurase haestudiadoel papelde laclatrinaen la endocitosis.Seha visto

quelas cepasquellevan interrumpidoel gende su cadenapesada,CROl (clatrin heavychain),

soncapacesde internalizartan sólo el 35-50%de factora con respectoa la cepasilvestre

(Paynea al, 1988;Riezman,1993).Otrasproteínasqueparticipanen la formaciónde vesículas

apartirde invaginacionesde la membranaplasmáticasonproteínasdel citoesqueletocomola

actinay la Sac6p(ICtibler y Riezman,1993).La Sac6pesunaproteínahomólogaa la fibrinade

célulasde organismossuperioresque seliga a la actina.La opinión actualesque existen

ademásotras proteínasaún no identificadasque tambiénactúanen esteproceso.Así por

ejemplo,seha observadoqueen unosmutantestermosensibles,los mutantesrs] (Wa]tschewa

ce al, 1991; Tafrov y Venkov, 1992), la expresiónde la mutaciónva acompañadade un

aumentoen la velocidadde endocitosisde fasefluida respectoa la cepasilvestre,y se ha

postuladoqueestefenotiposedebeala alteraciónde unaproteínaquepodríaestarlocalizadaen

la membrana.

Recientemente(Rathsa al, 1993) sehan aisladodoscepasmutantes,la que lleva la

mutaciónend3 y la quelleva la mutaciónend4queestánpermitiendoampliarel conocimiento

sobreel desarrollode la endocitosisen levadura.Estosmutantestienenafectadala primera

etapade la endocitosis,la internalización,y sontermosensibles.Se ha vistoque estosmutantes

no internalizanel factora y tampocoacumulanLY a la temperaturano permisiva.Por tanto,

sondefectivostantoen endocitosisde fasefluidacomoen endocitosismediadaporreceptor.En

el casode end3la disminuciónen la endocitosisaparecetantoatemperaturapermisivacomono

permisiva,lo queindicaquela endocitosisno esesencialparala supervivenciade la célula.

Otrogrupodemutantesrelacionadoscon la víade la endocitosisparecenestarafectados

enla fusión de endosomastempranosy tardíos,siendoestosúltimos los quea menudoliberan
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su contenido a vacuola. Una de estascepasmutanteses la que lleva la mutaciónend2

(Chvatchkoetal, 1986)que puedeinternalizarel factora perono escapazde degradarlo.Así

mismo,la fusión de endosomasparecedependerdel productodel genSECIdquecodificauna

proteína homólogaa la proteínaNSF (N-ethylmaleimide-sensitivefusion protein) de

mamíferos.Se havistoqueestaproteínaestáimplicada in vivo en el transportede proteínas

desdeel retículoendoplásmicoal aparatode Golgi. Así mismo,seha visto que in vitro esta

proteínaestáimplicadaen la fusión de vesículasendocíticas(Rathser al, 1993; Diaz er al,

1989>.Consistentecon estaobservacióneselhechode queen las cepascon la mutaciónseciS,

el factora seainternalizadoperoque,a diferenciade lo queocurreen las cepassilvestres,no

sealiberadoenvacuola.En estosmutantesel factora seacumulaenendosomastempranos

(Riezman,1993; 1985).Estoshechosindican que la proteínaSecl8pno es necesariaen la

etapade internalizacióndela endocitosisperosi esnecesariaparaquelas proteínasendocitadas

alcancensu destinofinal.

Actualmentesepiensaque, al igual que en célulasde mamíferos,la endocitosistiene

elementoscomunescon la secreciónde enzimasa vacuolas.Así lo demuestrael hechode queel

productodeRENí, que intervieneen el pasode endosomasa vacuola,seaidénticoa VPS2

(vacuolarproteinsorting), un factornecesarioparala liberacióndeproteínassintetizadasde

novo avacuola(Davis etal, 1993).Porotro lado, otro gen, YPT7,aisladoporsu homología

conRab7,quecodificaunaproteínaqueliga GTPy queseencuentraasociadaaendosomasde

mamíferos,tambiénparececontrolar los últimos pasosde la endocitosísy la liberaciónde

enzimasavacuolas.Lascepascon la mutaciónypt7 internalizanel factoraperono lo degradan

(Wichmann et al, 1992). Estascepaspresentanademásun retrasoen la maduraciónde las

enzimasvacuolaresy alteraciónde la morfologíade la vacuola.

En estetrabajonospropusimosinvestigarsi unainternalizaciónmediadaporendocitosis

estáimplicadaen la proteolisisde los transportadoresde azúcaresde levadurao si porel

contrarioestaproteolisisocurremientrasla proteínaestáancladaen la membranaplasmática.

Comoveremosmásadelante,los resultadosobtenidossugierenfuertementequela inactivación

15



introduccián

requiereinternalización.Porotraparte,la degradaciónpodríallevarsea cabobienen la vacuola,

un orgánuloque seconsiderasimilar al lisosomade eucariotassuperioresdebidoa su alto

contenidoen proteinasasy supH ácido,bienen el proteasoma,un sistemamulticatalíticoque

sehalla en el citoplasmay que se suponeresponsablede ladegradaciónde proteínasque ligan

ubiquitina.

3.2. La vacuola.

Seconocenvariasproteinasasvacuolares,todasellasmuy inespecificas.Lamayoríade

las enzimasvacuolaresse sintetizancomoprecursores.Estosprecursoresalcanzanla vacuola,

desdeel retículo endoplásmicoa travésdel aparatode Golgi, donde son procesados

proteolíticamentea enzimasmadurosy activos(Jones,1991; Spormanna al, 1992;Hirscher

al, 1 992a;Hirschetal, 1 992b).La maduracióndeenzimasvacuolaresseproduceporla acción

de las proteinasasPrA,PrE o porautocatálisis.Ademásde la vía desecreciónotrasenzimas

son captadaspor la vacuoladirectamentedesdeel citoplasmaporun mecanismodesconocido

(Knop etal, 1993).

3.3. El proteasoma.

La proteolisisen el interior celular,ademásde en la vacuola,tambiénpuedellevarsea

cabo en el citoplasmapor unos complejos de proteinasasde alto pesomolecular, los

proteasomas.Segúnel coeficientede sedimentaciónseconocendos tipos de proteasomas,el

20S y el 265. El proteasoma20S,con un pesomolecularde700KDa,seencuentraen células

eucariotasdesdelevadurashastahombre(Rivett, 1993). En levadurael proteasoma20Sse

conocecomo proteinasayscE. Presentatres actividadescatalíticasdistintas y que son,

respectivamente,similaresa tripsina,quimotripsinay peptidil-glutamil-péptidohidrolasa.Esta

proteinasaes por tanto capazde romperpéptidoscuyo extremocarboxí-tenninallleve

aminoácidosbásicos,hidrofóbicosy ácidos,respectivamente(Heinemeyeret al, 1991).En

levadurasehandonadoy secuenciadocatorcesubunidadespertenecientesal proteasoma205
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que estánorganizadasformandounaespeciede cilindro a cuyo interior debenaccederlas

proteínasdesnaturalizadasparaserdegradadas(Hilt y Wolf, 1992).El proteasoma26S,con un

pesomolecularde1500-2000KDa, hasido recientementeidentificadoenlevadura(Fischeres

al, 1994).Estáformadoporel proteasoma205, comocentrocatalítico,y al menosdosfactores

adicionales,CFI y CF2, que forman un subeomplejo,el 19S.El proteasoma26Spareceser

responsablede la degradaciónde proteínasde vidamediacorta,degradaciónquepuedellevarse

a cabotantode formadependientecomoindependientede ubiquitina (Hershkoy Ciechanover,

1992;Murakamiesal, 1992).

3.4. La vía de la ubiquitina.

La ubiquitinaes un péptidoqueestáimplicadoen ladegradaciónde proteínasanómalasy

deproteínasdevida mediacorta(Rechsteiner,1991) si bienno todaslas proteínasque ligan

ubiquitinasedegradanrápidamente.La unión covalentea la proteínade variasmoléculasde

ubiquitinapareceserla señalparala degradaciónporestavía. El procesoseinicia cuandola

glicina carboxi-terminalde la ubiquitinaesactivadaenpresenciade ATP y formaun intermedio

de altaenergíaal unirseporun enlacetiol-éstercon un enzimaactivantede ubiquitina,El. En

una segundareacciónun carrier o transportador,E2 o UBC, transfiere la moléculade

ubiquitinadesdeEl al sustrato,que a su vez estáunido a una ligasade ubiquitina o E3. Se

formaentoncesun isopéptidoporla unión del carboxi-terniinalde laubiquitinay el e-NH2de

una lisina del sustrato.En reaccionessucesivas,se forma una cadenade poliubiquitina

mediantela transferenciadeubiquitinaa la lisina 48 de la moléculade ubiquitinapreviamente

unidaa laproteínasustrato.Los enzimasE2 puedendonarlaubiquitinaa proteínasespecíficas

aunqueen la mayoríade los casossólo se producela unión de una moléculade ubiquitina y

probablementeestaunión no estéimplicadaen ladegradaciónde la proteína.El reconocimiento

de algunasproteínasparasu degradaciónporestavíaestámediadoporsu aminoácidoterminal

libre (Varshavsky,1992)aunqueestegmpo terminalno esla únicaseñalde reconocimiento,ya

quesehanidentificadootrasseñalesenproteínasque sedegradande unaformadependientede
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ubiquitina(Ciechanover,1994).
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OBJETIVOS

Los objetivosde estetrabajohansido:

- Establecersi el transportadorde K+ presentaunainactivacióncatabólicasemejanteala

observadaen el casode los transportadoresde azúcares.Con ello pretendemosaveriguarsi esta

inactivaciónesun mecanismodecontrolespecíficode los transportadoresde azúcareso si por

el contrarioesun fenómenocomúnaotrasproteínasde membranaplasmática.

- Establecersi, al igualquela inactivacióndelos transportadoresdeglucosay galactosa,

la inactivacióncatabólicadel transportadordemaltosarequiereactividadde la proteínakinasa

dependientede cAMP.

- Establecersi la proteolisisresponsablede la inactivacióncatabólicatienelugar en la

propiamembranaplasmáticao en el interior celulartras su internalizaciónporun procesode

endocitosis.

- Establecersi el proteasomay/o la vacuolasehallan implicadosen la inactivación

catabólica.
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MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES.

1.1. Productos.

1.1.1. Isótoposradiactivos.

Todoslos isótoposradiactivosutilizadosprocedíande lacasacomercialAmersham.

1.1.2.Productosparala preparaciónde gelesdeSDS-poliacrilamida.

Acrilamida,de Merck.

Bis-acrilamida,deE.C. apparatuscorporation.

SDS,de Merck.

Tris, de Serva.

Persulfatoamónico,de Sigma.

TEMED, de Bio-Rad.

1.1.3. Tinciones.

CoomassieBrilliant BlueR-250,de Bio-Rad.

Ponceau5, de Sigma.

1.1.4.Deteccióninmunológica.

Anticuerpocontrael transportadorde maltosa,deGist-Brocade.

Anticuerposecundario,cabra-anticonejounido afosfatasaalcalina,de Bio-Rad.

Los sustratosde la fosfatasaalcalina,NBT y BCIP, tambiénde Bio-Rad.

El anticuerposecundario,cabraanti-conejoconjugadoarodamina,de NORDIC

Immunologicallab.

Tween20, de Sigma.

1.1.5. Inhibidores.

Azida sádica,de Sigma.Es un desacopladorde membranade efectosreversibles.

Se empleaparadisminuirel contenidode K~ intracelular.Es tambiéninhibidordela

ATPasamitocondrial.
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Cicloheximida,de Sigma.Inhibidorde la síntesisde proteínasde célulaseucariotas.

Clorhidratode tetraciclina,de Merrel Dow Pharmaceuticals,Inc., inhibidordel

crecimientobacteriano.

OBEE,de Sigma.Inhibidor específicode la ATPasade membranaplasmática.

Fluoruropotásico,inhibidorde fosfatasas.

Molibdatoamónico,de CarloErba. Inhibidorde la fosfatasaácida.

Los siguientesinhibidoresde proteasas,todosellosdeSigma: Antipaína,IAA, PMSF,

STI.

1.1.6. Otrosproductos.

ATP, de Sigma.

DAPI, de Sigma.

DTE, de Sigma.Agentereductorde grupossulfidrilo.

Kemptide,de Sigma.Péptidosintéticoaceptorde gruposfosfatoqueseutiliza como

sustratode la PKA.

Lucifer yellow, sal de litio, de Sigma.

Marcadoresde pesosmolecularessin preteñir,de Bio-Rady preteñidos,de Sigma.

Los demásproductosutilizadoserande gradoanalítico.

1.2. Equipo instrumental.

Los aparatosutilizadosen la realizaciónde estetrabajohan sido los normalesen un

laboratoriodemicrobiología.La marcay modelode algunosde ellosseindicanen el apartado

de Métodos,cuandose describela técnicaenquefueronutilizados.

1.3. Medios de cultivo.

Los mediosde cultivo seesterilizabanen autoclave,en atmósferade sobrepresióna

1210Cdurante20 minutos.El aguaempleadaeradestilada.A los mediossólidosseles añadía

agar-agaraunaconcentraciónde 1.5%.En los casosen que eranecesariosesuplementabacon

los requerimientosauxotróficosdecadacepaalas concentracionesdescritasporShermanetal.

(1983).
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1.3.1.Medios paraS.cerevisiae.

1.3.1.1.Medio mínimo sintético.

Cadalitro de estemediocontiene(NH4)2HP043.4 g; ICH2PO40.2 g; H3P04al 85% 13

mí; MgSO4.7H~O0.25 g; KCI 9 mg; NaCí 0.25 g; CuSO40.1 mg; Fe(NH4h(S04)2.6H201

mg; ZnSO4 1.8 mg; Biotina 0.02 g; ácidopantoténico0.5 mg; inositol 10 mg; tiamina4 mg;

piridoxina 1 mg. Las vitaminasseesterilizaronpor filtración a travésde un filtro Renner

GmbH, de 0.2 jm de tamañode poro. El pH del medio que contienelas sales y los

oligoelementosseajustaa 6 con KOH. Una vezestéril y atemperadoseañadela fuentede

carbono,estéril,y las vitaminas.

1.3.1.2.Medio Winge.

Contieneextractode levadura,al 0.3%y glucosa,al 2%.

1.3.1.3. Medio YNBw.

Sepreparóconel medio BactoYeastNitrogen Base,sin aminoácidos,al 0.67%.Es un

medionitrogenado,quecontienelas salesy vitaminasnecesariasparael crecimiento.El aporte

nitrogenadoera(NH4)2S04.La fuentede carbonoerala necesariaen cadacaso.

1.3.1.4.Medio YE’, con fuentedecarbono.

Es un mediorico que sepreparaapartir de 1% deextractode levaduray 2% de peptona.

La fuentede carbono,al 2%,podíaserglucosa,maltosao galactosa.

1.3.1.5.Medio parala inhibición de la síntesisde proteínas:Medio mínimo sintéticosin

amonio.

La composiciónes la mismaque la del medio mínimo sintético a excepciónde que se

sustituyeel (NH4)21-1P04por K2HPO4 y el Fe(NH4)2(504)2.6H20por FeCl2.En la

preparaciónde estemediode utilizabaaguaMilliQ.

1.3.2. Medios paraE. cali.

LB (Luria-Bertani)con Ampicilina.

Secomponede Bacto-triptona10 gIl, extractode levadura5 gIl y NaCí 10 gIl. El pH se
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ajustabaa7.5 con NaOH 0.1 M. Despuésde esterilizarloseañadíaampicilinaaconcentración

50 hg/mi.

1.4. Material biológico.

1.4.1, Cepasde S. cerevisiae

En laTabla1 sedescribeel genotipoy laprocedenciade las cepasusadasen estetrabajo.

1.4.2. Cepade E.coli.

DH5ct,descritaen Sambrookesal. (1989)conel siguientegenotipo:

supE44DtacU169(F80lac ZOMiS)hsdRl7recAlendAlgyrA96thi-l retAl.

1.4.3. Plásmido.

pRM1.1,piásmidomulticopiaquellevael locusMALI, descritoporRodicio (1986).
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Tabla 1. Cepasde 5. cerevisiaeempleadasen estetrabajo.

Cepa Genotipo Procedencia/Referencia

ATCC 42407

RS-514

RS-515

RS-516

W-303-1A

MB-23

MB- 13

MB-12

238

242

243

288U

5 4p

H17

TY 17

RH 144-3D

RU 266-ID

RH 268-IC

WCG4a

WCG4-1la

WCG4-21a

WCG4-11/2la

YMTA

YMTAB

MATa suri

<MATa adel-100his4-519ura3-52 leu2-3,112
(gal) ::PMAI) 1
Ilsogénicacon RS-514}pmal -204

(Isogénicacon RS-514) pmal -205

(MATaade2-1 his3-11,15 leu2 -3>112 trpl-l
ura3-1 can] -100 1 TPKI TPK2 TPK3 BCYI

Ilsogénicacon W-303-1A) TPKJ spk2sHIS3
tpk3::URA3BCYJ

Isogénicacon W-303-lA } spkl :LEU2 TPK2
spk3::URA3BCYI

(Isogénicacon W-303-1A} sp/U::LEU2
tpk2sHIS3TPK3 RCYI

{MATa ¿¿de?leu2ura3-52 I¿1s3rrpl CTTJ::laeZ
TPKI TPK2 TPK3 BCYI
Ilsogénicacon238) TPKI zpk2::I-11S3
tpk3s.TRPIbcyl:.LEU2

Isogénicacon 238) spUW spk2::HJS3
¿pk3::TRPINi-y] .wLEU2
{MATa gal2 mat ura3)

(Isogénicacon 288V 1 tsl

MATcxleu2 ura3ssl

MATa leu2 URA3 LS]

MATa uraS leu2 his4 bar]-] END3 END4

jisogénicacon RH 144-3D1 end3

(Isogénicacon RH 144-3D)end4

MATa 14s3-11,15leu2-3>112 GAL~ ura3 canS

(Isogénicacon WCG4-lla} pre]-]

Ilsogénicacon WCG4-lla} pre2-]

<Isogénicacon WCG4-1la) prel-] pre2-l
MATa his3-11,lS leu2-3,112 ura3-AS can8
pral :1-1153
ura3 -AS his3 -11,15 leu2-3>112 pral ::HIS3
prb 1MV

D. Hawthorne(Seattle)

Vallejo y Serrano,1989

Thomasy Rothstein,
1989

Mazónesal., 1993

K. Tatchell

Waltschewaesal., 1991

P. Venkov(Sofía)

Rathsetal, 11993

Heinemeyeresal, 1991

Heinemeyera al, 1993

Teichertesal, 1989

It
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2. METODOS.

2.1. Condiciones de cultivo.

2.1.1. Conservación.

Las cepasse conservabana -700C suspendidasen glicerol al 15% (p/v). Cuandose

requería,a partirdeestasuspensióncongeladaseobteníamasacelularcon un asade siembra

estéril y seextendíaen mediosólidoparaaislarcolonias.

2.1.2. Cultivo.

2.1.2.1.En medio sólido.

Paracomprobarel fenotipo,se suspendían4 ó 5 coloniasaisladaspreviamenteen 200gí

deaguaestérilcadauna.Sedepositaban5 ó 10 1±1de cadaunade estassuspensionesen placas

petri que contienenel medio y los requerimientosauxotróficosy la fuente de carbono

necesariosen cadacaso.Las placasseincubabanduranteunas48 horasa la temperatura

indicada.

Unavezquenos asegurábamosde queel fenotipoquepresentanlas cepaserael correcto,

de la masacelularobtenidaextendíamosun pocoen placasnuevasparaconseguirmásmasa

celularparacongelarlas cepas.

2.1.2.2.En medio líquido.

2.1.2.2.1.Preparaciónde los inóculos.

Con un asade siembraestéril secogíaunaporciónde la masacelularobtenidaen placa

como seindicaenel apartadoanterior,y seinoculabacon ellamediode cultivo líquido que se

incubabaa la temperaturaindicadacon agitación(200-250rpm) hastallegar a crecimiento

estacionano.

2.1.2.2.2.Preparaciónde los cultivos.

Los matracesconteniendoaproximadamenteunaquinta partede su volumen con los

medios indicadosen cadacasoseinoculabancon una alícuotade inóculo. Seagitabana 200-

250 rpm ala temperaturaindicadadurantetodala noche.
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2.1.3. Determinacióndel crecimiento.

El crecimientocelularsedeterminabamidiendola turbidezde los cultivosa 640nm en un

espectrofotómetroHitachi 10<)- 10. Mediantecurvas de calibradopreviamenterealizadasse

establecióque 1 ml decultivo de 1 DO contiene0.29 mg deproteína.Paradetectarposibles

contaminacionesbacterianasseexaminabanlos cultivos al microscopioóptico.

2.2. Condiciones de inactivación.

Parainactivarlas proteínasdemembranaplasmáticaobjeto deesteestudio,seinhibíala

síntesisde proteínas.Paraello en unoscasosse añadíael antibióticocicloheximiday en otros

seayunabalas célulasde fuentedenitrógeno,mediantesuspensiónen un mediomínimocuya

composiciónseha descritopreviamenteen Materiales1.3.1.5.(Lagunasesal., 1982).

Célulascreciendoen faseexponencialsecentrifugabana5000rpm,en centrífugaWifug

2000Sdurante3 minutos aproximadamente.Se lavabancon aguadestilada,cuandoseiba a

inhibir la síntesisde proteínascon cicloheximida,o aguaMilliQ, cuandoseinhibía dicha

síntesispor ausenciade fuente de nitrógeno.Las células lavadasse resuspendíanen un

volumen 3 vecessuperior al volumen inicial de cultivo, para evitar que se agotasenlos

nutrientesduranteelexperimento.La cicloheximidase añadíaaunaconcentraciónfinal de 10

gglml. En amboscasosseincubabacon agitacióna 200-250rpm a la temperaturaindicadaen

cadacaso.Paraevitarcontaminacionesbacterianasseañadíaclorhidratode tetraciclinaa una

concentraciónfinal de250 ~igfmlaproximadamente.

2.3. Medida de los transportes.

2.3.1. Transportesde azúcares.

2.3.1.1.Transportede glucosa.

Se utilizó D-(U-14C)xilosacomosustratosiguiendoel métododescritopor Serranoy

DelaFuente(1974).Volúmenesde cultivo correspondientesa5 mg de proteínaserecogíanpor

centrifugacióna 5000 rpm en centrífugaWifug 20005durante5 minutos. Las célulasse
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lavabancon 10 ml de KH2PO450 mM pH 6 y seresuspendíanen 0.25 ml del mismotampóna

una concentraciónde 20 mg de proteínapor ml. Estelavadopermitíaeliminarel azúcardel

medio paraevitarqueinterfiriera en la medida.La suspensiónresultantesemanteníaen un baño

a 30
0C durante3 minutos aproximadamente.Una alícuotade la suspensión,0.05 mí,

equivalentea 1 mg de proteína,se depositabaen un tubo cónicoatemperadoa300C.La medida

deltransponeseiniciabapor la adiciónde xilosa radiactiva(25 RCiImmol) a unaconcentración

final de 200 mM. Transcurridoun minuto de incubacióna300C con agitaciónla reacciónse

parabaañadiendo5 ml deaguaa40C. Secentrifugabaun minuto a 5000rpm en centrífugade

mesa(Wifug, modeloDoctor),sedecantabael sobrenadantey seañadían5 ml de aguafría para

resuspenderlas células.Las levadurasserecogíanporfiltración sobrefiltros de fibrade vidrio

(WhatmanGFIC) y se lavabansobredicho filtro con 5 ml de aguaa 40C. Los filtros sesecaban

bajo una lámparade rayos infrarrojos y seintroducíanen viales con 3 ml de liquido de

centelleo.La radiactividadse medíaen el contadorde centelleoduranteun minuto.

Paramedir la adsorcióninespecificade la xilosa sesuspendíauna alícuotade células

comola indicadaanteriormenteen 2 ml de agua.Se calentabaa bañomaríadurante5 minutos,

seenfriabaen hielo, secompletabael volumenhasta5 ml de aguafría y se añadíala xilosa

radiactiva.La suspensiónsefiltraba inmediatamentey se seguíael mismotratamientoqueen la

medidadel transporte.Los valoresobtenidosse restabande los respectivosvalores de

transporte.La correspondenciaentreconcentraciónde xilosa y radiactividadse calculabaa

partir deunadilución de la soluciónoriginal depositandouna alícuotade la mismasobreun

filtro húmedo.

2.3.1.2.Transportede galactosa.

Seempleóla técnicadescritaporDeJuany Lagunas(1986).Un volumende supensiónde

levaduraequivalentea 4 mg de proteínaserecogíaporcentrifugacióna5000rpm en centrífuga

Wifug 2000Sdurante5 minutos. Las células selavabancon KI-1
2P04 50 mM pH 6 y se

resuspendíanen el mismo tampónparaunaconcentraciónde 8 mg/ml. A una alícuotade la

suspensiónde 0.4 mg de proteína se le añadíagalactosaradiactiva (0.24 ~sCi/gmol)a
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concentración5 mM. El transportesedetenía,tras 15 segundosde incubacióna 200C con

agitación,mediantela adiciónde 10 ml de aguaa40C. Sefiltraba inmediatamentesobreun filtro

de fibra de vidrio y las célulasse lavabansobreel filtro mediantefiltración de 10 ml deagua

fría. El filtro se sumergíarápidamenteen un vial con 3 ml de líquido de centelleoy la

radiactividadsemedíatranscurridosal menos30 minutos.

El valorde laradiactividadadsorbidainespecíficamentey la relaciónentreconcentracióny

radiactividadsemediacomo en el casoanterior.

2.3.1.3.Transportede maltosa.

Se siguióel métododescritoporSerrano(1977).Un volumendecultivo correspondiente

a 10 mgde proteínasefiltraba sobrefiltros Millipore. Las célulasselavabancon 10 ml de ácido

tartárico0.1 M pH4.2 y seresuspendíanen 0.5 ml del mismotampónen un tubocónico.La

suspensiónseincubabaa200C durante3 minutos.Alícuotasde estasuspensiónde 0.05 mide

volumen>correspondientesa 1 mgdeproteínasedepositabanen tubos cónicosy el transporte

se iniciabaal añadirmaltosaradiactiva(0.5 I.iCi4tmol) paraunaconcentraciónfinal de 4 mM.

Transcurridos15 segundosde incubacióna200Ccon agitación,la reacciónsedeteníaal añadir

10 ml deaguaa 40C. La suspensiónsefiltraba inmediatamentesobrefiltros defibra de vidrio y

las célulasse lavabansobreel filtro con otros 10 ml de agua.Estos filtros secolocaban

rápidamenteen vialesquecontenían3 ml de líquido de centelleo.La radiactividadsecontabaal

cabode 30minutosen el contadorde centelleoduranteun minuto.

La radiacúvidadadsorbidainespecificamentey la relaciónentreconcentraciónde maltosa

y radiactividadse medíacomoen los casosanteriores.

2.3.2. Transportede K~.

2.3.2.1.Tratamientode las células.

Se siguió el métododescritoporRodríguez-Navarroy Ramos(1984) utilizando Rb~

comosustrato.Estecatión seempleaen lamedidadeltransportede K+ porserun análogodel

K+. Una alícuotadel cultivo de levaduraaensayar,conteniendoaproximadamente3 mg de
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proteína,se centrifugabaa 5000 rpm en centrígugaWifug 2000Sdurante5 minutos.Las

célulasasíobtenidasselavabancon 5 ml de tampónqueconteníaMES 10 mM pH 6 y MgCl2

0.1 mM, se centrifugabana5000rpm durante1 minuto y se resuspendíanen el mismotampón

(4.9 mí) al que se añadíaazida sódicaa concentraciónfinal 10 mM. Esta suspensiónse

incubabadurante7 minutosa 300Cy con agitación.Con estetratamientosereducíael contenido

de K+ intracelularal favorecersusalidaal medio. A continuaciónsecentrifugabala suspensión

y selavabanlas célulascon 5 ml deltampóndescritoanteriormente.Se volvía acentrifugary se

resuspendíanlas célulasen el mismotampón(4.75mí) al queseañadíaglucosaaconcentración

final 2% y seincubaban5 minutosa 300C. Conestetratamientolas célulasrecuperansu nivel

energéticonormaly con ello su capacidadde transportarK+.

2.3.2.2.Medidadel transporte.

A la suspensiónde levaduraobtenidaseañadíaRbCI paraunaconcentraciónfinal de 5

mM y se tomabansucesivamente,y tan rápidamentecomo fueseposible, 4 alícuotascuyo

volumen era el correspondientea 0.5 ó 1 mg PS de células que se correspondían

respectivamentecon 0.3 y 0.6 mg de proteína.Las alícuotas,que sealternabanempezandopor

la de mayor contenido en células,se filtraban inmediatamentea travésde un filtro de

nitrocelulosa(Millipore 0.8~xmde tamañode poro y 2.5 cmde diámetrode filtro) colocadoen

una unidadde filtración conectadaa una bombaa vacío.Las célulasrecogidasselavaban2

vecescon 5 ml de MgCl~ 20 mM. Se retirabael filtro con las células rápidamentey se

depositabasobrela chimeneade la unidadde filtración. Se colocabaun nuevofiltro en la

unidadde filtración y las células se arrastrabandesdeel filtro al fondo de la unidadcon

aproximadamente2 ml de MgCI2 utilizando una pipetaPasteur.Se filtraba en vacío y se

lavabanlas célulasdosvecescon 5 ml de MgCl7 20 mM. El filtro conteniendolas célulasse

retirabay se depositabaen la boca de un tubo de plástico donde sedejabahastaque se

terminabacon las 4 alícuotascorrespondientesa la muestra.

En esemomentosedepositabael filtro en el fondodel tubo y seañadían3 ml de HCl 0.1

M. Seagitaba,setapabael tubo y semantemaatemperaturaambienteo a 40C hastasu medida
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quepodíarealizarseincluso2 ó 3 díasmástarde.Trascentrifugara 5000rpm encentrífugade

mesael Rb+ se mediaen el sobrenadantepor espectroscopiade absorciónatómicaa una

longitudde ondade 780 nm (espectrofotómetroPerkimElmer,modelo2380).

En todos los experimentosuna alícuotade célulassesometíaa todos los tratamientos

exceptoa la incubacióncon RbCl. Así sedetectabala cantidadde Rb+ presenteen las célulaso

contaminandolas solucionesutilizadas.

2.4. Medida cualitativa de endocitosis.

El procedimientose basaen la capacidadde la levadurade internalizarel colorante

fluorescenteLY por un procesoendocitico.Estecolorantepermitela medidasemicuantitativade

la endocitosis.Pararealizarestamedidaseguimosel métododescritoporDulic eral. (1991).

Un volumende suspensiónde levadurasequivalentea 1.5 mg de proteínasecentrifugabaen

centrífugademesay resuspendíaen 2 ml de mediofrescoYP con glucosaal 2%.90 gí deesta

suspensiónsetransferíana un tubo al queseañadían10 ul decoloranteparaunaconcentración

final de 4 mg/ml. Los cultivos seincubabana la temperaturaquese indica en cadaexperimento,

durante90 minutos.Tras la incubación,las células se transferíana un tubo Eppendoff,se

centrifugabana 3000rpm durante1 minuto en centrífugaEppendorf54145,y tras eliminarel

sobrenadante,selavaban3 vecescon 1 ml de tampónfrío compuestoporsuccinato50 mM pH

5.0 y azida20 mM y seresuspendianen 10 1.11 de estemismo tampón. Un volumen de la

suspensiónde 3 ó 4 ~tlsemezclabaen un portacon 20 gí deagarosadebajopuntode fusión

1.6%, a 450C. Las preparacionesasí obtenidasseguardabanen frío y oscuridadhastael

momentode su observaciónal microscopio.La observaciónse realizabaen un microscopio

ZeissAxiophot utilizandoel filtro 450-490nm, FT 510, LP 520 y unapelículafotográficade

400 ASA de sensibilidadparalas fotografíasde contrastede fasesy de 1600 ASA paralas

fotografíasde fluorescencia.En esteúltimo caso,el tiempo de exposiciónfue de unos30

segundoscuandose usóel objetivode 40 aumentosy de 50 segundoscuandose usóel de 60

aumentos.
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2.5. Obtención de fracciones celulares.

Seutilizó el métododesarrolladopor Serrano(1983)ligeramentemodificado.

2.5.1. Solucionesempleadas.
*Tampónde roturadecélulas.

Tris-HCI 50 mM pH 8.5

EDTA 5 mM

DTE2niM
*Soluciónde lavadodebolasde vidrio.

Tris-HCI 50 mM pH 8.0

EDTA 0.5 mM

DTE 0.5mM
*Soluciónde mantenimiento,GTED.

Glicerol20%

Tricina-Tris 10 mM pH 7.5

EDTA 0.1 mM

DTEO.l mM
*PMSF0.1 M, en etanoly conservadoa -200C.

*Soluciónde sacarosaal 53.5%.

Sacarosaal53.5%

Tricina-Tris 10 mM pH 7.5

EDTA 0.1 mM

DTEO.l mM
*Soluciónde sacarosaal 43.5%.

Sacarosaal43.5%

Tricina-Tris 10 mM pH 7.5

EDTA 0.1 mM

DThO.1 mM

En amboscasosla concentraciónde sacarosaseajustabautilizando un refractómetrode

marcacomercialAtago.

2.5.2. Extractocrudo.

Cantidadesde levaduracorrespondientesa 100 mgdeproteínasesuspendíanen tubosde
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plásticode 50 mí> se les añadían8 ml de bolasde vidrio previamenteenfriadasy 4 ml de

tampónde rotura,en presenciade PMSF 1 mM. Se agitabaen vórtexenérgicamenteduranteun

minuto y sedejabaenfriaren hielo duranteotro minuto. Estaoperaciónserepetía4 vecesmás.

Se recogíael sobrenadantey las bolasselavaban3 vecescon 4 ml de la soluciónde

lavadoen presenciade PMSF 1 mM. Serecogíanlos líquidosde lavadoque sereuníancon el

sobrenadantey secentrifugabana 3000 rpm en centrífugaBeckmanJ2-21con el rotorJA-20

durante10 minutos.El sobrenadanteobtenidoconstituíalo quedenominamosextractocrudo

celular.Esteextractoseconservabaa-700C hastasu análisis.

2.5.3.Fraccióncrudademembrana.

El extractocrudo celular sesometíaa centrifugacióna 30000 rpm en ultracentrífuga

BeckmanL8-70Mdurante30 minutosen rotor 6OTi y al sedimentoobtenidosele añadía3 ml

de soluciónOTED y PMSFpara1 mM de concentraciónfinal. El sedimentoseresuspendíaen

un homogeneizadordevidrio previamenteenfriadoy la suspensiónresultanteconstituíalo que

denominamosfracción crudade membranas.Se conservabaa-700Chastasu uso.

2.5.4. Fracciónpurificadademembranaplasmática.

La fraccióncrudase aplicabasobreun gradientediscontinuode sacarosa.Estegradiente

se preparabaen un tubo del rotorSW6O. Paraello se depositaban0.7 ml de la soluciónde

sacarosadel 53.5% y se añadíanlentamentedejándolocaerpor las paredes1.4 ml de la

solucióndel 43.5%de sacarosa.Secentrifugabaa55000rpm en ultracentrífugaBeckmanL8-

70M durante3 horasa 40C quesedejabapararsin freno y posteriormenteserecogíala banda

que correspondea la interfaseentrelas sacarosasde distinta concentracióny que contiene

fundamentalmentela membranaplasmática.Se diluía con 3 volúmenesde aguafría, se

mezclabay secentrifugabaa 40000rpm en el rotor5OTi 30 minutos.El sedimentoobtenidose

resuspendíaen 0.750ml deGTED y PMSF a 1 mM y sehomogeneizaba.Se conservabaa

-70W hastasu uso.
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2.6. Valoración de actividadesenzimáticas.

2.6.1. H~-ATPasa.

2.6.1.1. Tratamientode las células para la valoraciónde la enzima activadapor

fermentación.

Unaalícuotadelcultivo de levadurasconteniendo12 mgde proteínaaproximadamentese

centrifugabaa5000rpm en Wifug 2000Sdurante5 minutos.Las célulasseresuspendíanen 2

ml deglucosaal 2%en tubosFalcony seincubabandurante7 minutosa 30W. Sesumergían

los tubosennitrógenolíquido y seguardabana-700Chastasu análisis.

2.6.1.2.Valoraciónde la actividadATPasa.

Se utilizó el métododescritoporSerrano(1983, 1988a)que se basaen la medidadel

fosfatoinorgánicoliberadoapartirdeATE’ trasla incubaciónde estenucleótidoen presenciade

la muestraaensayar.

2.6.1.2.1.Solucionesempleadas.
*TampóndevaloracióndeATPasa

MES-Tris 50 mM pH 6.5.

MgSO4 5 mM. El catión Mg2~ esnecesarioparala actividadATPasa.

KCl 50 mM.

Azidasódica5 mM.

Molibdato amónico0.2 mM.
*DEEB 20 mM.

*ATP 0.1 M, sustratode la ATPasa.

*Solución deparadadela reacción.

Molibdato amónico 1% (plv)

H
25044% (y/y)

SDS 1%(pív)
*Acido ascórbico10%, comoagentereductor,paradesarrollarcolor.

*K2HP04 10 mM, paralacurvade calibración.

2.6.1.2.2. Procedimiento.

Dos alícuotasde la muestraproblema,extractocrudo o fracción de membranacruda,

conteniendola cantidadde proteínaindicadaencadaexperimento,seañadíanrespectivamentea
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dostubosconteniendo0.5 ml del tampónde valoracióncon y sin 0.2 mM DEEB. La mezclase

incubabadurante5 minutosa 300C y transcurridoestetiempose iniciabala reacciónañadiendo

ATPa unaconcentraciónfinal de 2 mM. Tras incubar10 minutosa300C sedeteníala reacción

añadiendo0.5 ml de la soluciónde parada.Seañadía0.01 mIdeácidoascórbico,seincubaba

durante5 minutos a 30W y seleía la absorbanciaa 750 nm. La actividad ATPasade la

membranaplasmáticasecalculabaapartir de la diferenciade absorbanciaobtenidaen ausencia

y en presenciade DEEB y comparandoestevalor con los valoresobtenidosutilizando la

soluciónpatrónde K
2HPO4,entre0.05 y 0.4 gmol de fosfato.

2.6.2. Proteínakinasadependientede cAMP.

2.6.2.1. Solucionesempleadas.
*Tampóndeextraccióncon inhibidoresdeproteasas.

Mes/NaOH25 mM pH 6.5

EDTA 1 mM

EGTA 1 mM

STIO.1 mg/ml

IAA lOmM

Antipaina0.01 mg/ml

Menaptoetanol20 mM
*Tampóndevaloración.

Hepes80 mM

MgCI2 40 mM

ATPO.4mM

BSA 0.4 mg/ml

yATE’
32 20 I.tCi/ml

2.6.2.2.Obtencióndelextractocrudocelular.

Volúmenesde un cultivo de levadura correspondientesa 25 mg de proteína se

centrifugabana5000rpm en Wifug 20008durante3 minutos.Las célulasse lavabanconagua

MilliQ y se les añadían0.75 ml del tampóndeextraccióndescritoen el apartadoanterior,

PMSFaconcentracciónfinal 1 mM y 0.75 ml de bolasde vidrio pararomperlas célulascomo
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sehadescritoen Métodos2.5.2.Trasrecogerel sobrenadantesecentrifugabaen frío durante

10 minutosa 10000rpm enEppendorfy el sobrenadanteobtenidoserecogíay se precipitaba

con (NH4>2S04a unaconcentraciónfinal del 70%.Paraello seañadíanpocoa poco,en frío y

con agitación472 mg de (NI-142S04por ml de sobrenadante.Semanteníaen frío durante1

hora y se centrifugabaen frío a 10000 rpm en centrífugaEppendorf10 minutos. El

sobrenadanteseeliminabaexhaustivamentey el precipitadoseresuspendíaen 100 gIde tampón

de extracciónconteniendoinhibidoresdeproteasasy PMSF 1 mM concentraciónfinal. Deesta

suspensiónsetomabaunaalícuotaparamedirproteínassegúnMétodos2.7.2.

2.6.2.3.Valoraciónde la actividad.

SeguimoselmétododescritoporRoskoski(1983)que sebasaen la capacidadquetiene

la PKA presenteen un extractocelularde fosforilarun sustratoexógeno.La actividadproteína

kinasasemidió empleandocomosustratoel péptidosintéticoKemptide.La mezcladereacción

llevaba 12.5 gí del tampóndevaloracióndescritoanteriormente,fluoruro potásico(KF) 12

mM, Kemptide0.2 mM y un volumende extractocelularcorrespondientea 10 gg de proteína.

Se completabael volumen hasta50 ~.ílcon agua.La valoraciónse hacíaporduplicadoy en

presenciay ausenciade 10 gM de cAMP. La reacciónseiniciaba añadiendoel extracto.

Transcurridos5 minutosa 37W, se deteníaal depositar40 ~il de la suspensiónsobrepapel

WhatmanP-81. Los papelescon las muestrasselavaban4 veces,sumergiéndolosen un

volumende 20 ml de ácidofosfórico 75 mM porcadapapel.Se secabany seintroducíanen

vialesquecontenían3 ml de liquido de centelleoy semedíala radiactividaddurante1 minuto.

La adsorcióninespecíficade ATE’ radiactivosemedíaapartirde unaalícuotadel tampón

de valoracióny KF 12 mM que sedepositabasobreel papelWhatmanP-81 y quese trataba

comolas muestras.La relaciónentreconcentracióny radiactividadseobteníaapartirde 5 i.sl de

la mezclade tampónde valoracióny KF 12 mM depositadasobreel papelP-81.En estecaso

no se lavabael papelconácidofosfórico.
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2.7. Determinación del contenido de proteína.

2.7.1. MétododeLowry.

La valoracióndel contenidode proteínaserealizaba,en general,porel métodode Lowry

previaprecipitaciónconICA. Paraello, se tomabanalícuotasde las suspensionesa ensayar,

normalmentede 50 gí, a las que se añadíaTCA a una concentraciónfinal del 5% y se

completabael volumencon aguahasta1 ml. Se dejabaprecipitara temperaturaambiente

durante20 minutos. Transcurridoestetiempo secentrifugaba5 minutos a 10000 rpm en

Eppendorf.El sobrenadanteseeliminabaexhaustivamentey se disolvíael precipitadoenNaOlzl

2 N. Sí eranecesariosecalentabaal bañomaría.Posteriormentey paratenerla concentración

de NaOHdeseadapara la valoraciónde proteínassediluían las muestrasa la mitad. Para

calcularla concentracióndeproteínaseempleabaunasoluciónpatrónde BSA (1 mg/mí) quese

tratabaigual, y enparalelo,quelas muestras.

Unavezdisueltala proteínasevalorabaporel métodode Lowry esal. (1951).En todos

los casosseteníaen cuentala cantidaddeNaO?!presenteen las alícuotasensayadasy, conel

fin deque la concentraciónfinal de estereactivofueseexactamentelaaconsejada,seigualaban

todas las muestrasal mismovolumen con una soluciónde NaO?! iN. Estas alícuotasse

incubaban10 minutosa 30W con 2 ml de un reactivoque llevabacarbonatosódicoanhidro

2%, tartrato sódico 0.02% y sulfatocúprico0.01%. A continuaciónseañadían0.2 ml de

reactivoFolin. Al cabode 30 minutosde incubaciónseleíasu absorbanciaa 660 nm.

2.7.2. Métodode Bradford.

Ocasionalmentesevaloróel contenidode proteínaporel métodode Bradford (1976>que

sebasaen el cambiodiferencialde color que experimentael coloranteazul Coomassieen

respuestaala concentraciónde proteínapresenteen la solución.

A 1 ml del reactivo de Bradford se añadíancantidadescrecientesde muestra,

correspondientesa unacantidadde proteínaentre1 y 10 mgIml. Unavezdesarrolladoel color,

pasados5 minutosaproximadamente,seleía su absorbanciaa595 nm en el espectrofosómetro.
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La curvade calibraciónsehaciaconBSA 0.2 mg/ml.

2.8. Métodos inmunológicos.

2.8.1. Electroforesisen gelesde poliacrilamida.

2.8.1.1.Solucionesempleadas.
*Solución de acrilamiday bisacrilamida.Se preparabadisolviéndolaen aguay

filtrándola a travésde filtros de nitrocelulosade 0.45 iim de tamañode poro. Semanejaba

siemprecon guantes.Semanteníacongeladaa -200C.

Acrilamida38%

Bisacrilamida2%
*Tampónde separación.Sepreparabaconcentradodosveces,se guardabaestérila4<’C

y seusabaa la siguienteconcentración:

Tris-HO 0.375 M pH 8.8

SDS 0.1%
*Tampónde empaquetamiento.Sepreparabaconcentradodosveces,semanteníaestéril

a 40C y seusabaa la siguienteconcentración:

Tris-HCl 0.125M pH 6.8

SDS 0.1%
*Persulfatoamónico10%(p/v). Se preparabaenel momentode usarlo.

*TEMED 6.6 M. Seguardabaa40C.

*Soluciónde Laemmli. Se guardabacongeladaa -200C.

Tris-HCl 62.5 mM pH 6.8

SDS 2%

DTh 20mM

EDTA 2 mM

Sacarosa10%

Azul de bromofenol0.1 mg/ml
*Tampónde electroforesis.Se preparabaconcentrado10 veces,semanteníaa 4W

estérily seusabaala siguienteconcentración:

Glicina0.19 M.
Tris-base25 mM pH 8.3

SDS 0.1%

2.8.1.2.Preparaciónde los geles.

El métodoempleadosebasaen el descritoporLaemmli (1970).Hemosempleadogeles
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de 1 mm deespesorpreparadosentredosplacasde cristal. El tamañode estasplacaserade

9.5x9 cm, 11x12 cm o 16x16cm. Antes demontarel sistema,las placasselimpiabancon

etanolparaeliminarposiblesrestosde acrilamidao grasa.Los lateralesse sellabancon tirasde

teflón y la base con una tira de papelWhatman3MM doblada,con un ancho final de

aproximadamente1 cm. Todo ello sesujetabacon pinzas.En el casodeplacasde9.5x9cm, un

gel separadordel 10% de acrilamida se preparabacon 1.875 ml de la solución de

acrilamida/bisacrilamida,3.75 ml del tampónde separación,1.725 ml de aguay 0.075 mIde

persulfatoamónicoal 10%.Parasellarbienla basede las placas,setomaban0.75 ml deesta

solución,seañadían7 ~x1de TEMED y se vertíanrápidamenteentrelas dosplacas.Se dejaba

polimerizarunos5 minutos.Transcurridoestetiemposeañadían6.75 k1 deTEMED al restode

la mezcla,y éstasevertíaentrelas placas,y secubríacon isobutanolsaturadoconagua,para

obtenerunasuperficielisa y sin burbujasen el gel. Transcurridosunos30 minutosseretiraba

el isobutanol,selavabacon abundanteaguaal grifo, y seeliminabael aguautilizandopapelde

filtro.

A continuaciónsepreparabael gel concentrador,queen el casode lasplacasde 9.5x9cm

contenía0.225 ml de la solución de acrilamida/bisacrilamida,1.5 ml del tampón de

empaquetamiento,1.21 ml de agua,0.03 mIde persulfatoamónicoal 10%y 3 j.sl deTEMED.

Estamezclasedepositabaentrelas placasdevidrio sobreel gel separadory seintroducíaun

peinede teflón,con pocillos de aproximadamente4x1 mm de base.El gelsedejabapolimerizar

al menosunahoraantesde retirarel peiney colocarlas muestras.Si el tamañode lasplacasera

mayorsepreparabalacantidadde gel separadory de empaquetamientonecesariomanteniendo

estasmismasproporciones.

2.8.1.3.Preparaciónde las muestras.

Un volumende muestraconteniendola cantidadde proteínadeseada,normalmenteentre

100-200gg, secompletabahasta100 gí con aguacuandoeranecesarioy seañadíaTCA para

una concentraciónfinal del 10%. Se dejabaprecipitar en hielo unos 10 minutos, y se

centrifugabaen frío a 10000rpm en centrífugaEppendorfdurante15 minutos.El precipitadose
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lavabacon 1 ml de aguafría paraeliminarlos restosde ácidode las paredesdel tubo y del

sedimentoresuspendiéndolocuidadosamente.Sevolvía a centrifugar15 minutosen frío. Una

vezeliminadoexhaustivamenteel sobrenadante,seresuspendíael precipitadoen 30-80ul de

solucióndeLaemmli.Las muestrassecalentabana420Chastaque sedisolvíantotalmente.El

máximode proteínaque se aconsejaaplicaren el tipo degelesutilizado esde 1 a 10 gg de

proteínapormm2de secciónde pocillo.

2.8.1.4.Desarrollode la electroforesis.

Parael desarrollode la electroforesissemontabanlas placasconteniendoel gel en una

cubetaparaelectroforesisvertical.Unavezllenos los reservoriosde lacubetacon el tampónde

electroforesis,seretirabael peiney secargabanlas muestrasdepositándolascuidadosamenteen

los pocillos con unajeringaHamilton. Se completabacon soluciónde Laemmli paraquetodas

las muestrastuviesenel mismovolumen final (10-20gí), se aplicabaun voltajede 40-50

voltios, en las placaspequeñas,y de 100-150en las grandes,hastaquelas muestraspenetraban

enel gel separador.Esteprocesodurabaentre30 minutosy 2 horas30 minutosdependiendo

de la longituddel gel de empaquetamiento.A continuaciónsesubíael voltaje, a120-150voltios

en los gelespequeñosy a250 voltios en los gelesgrandes,y semanteníaconstantehastaque el

frentevisible por la presenciade azuldebromofenolalcanzabael final del gel. Esto sucedía

aproximadamenteen 1 ó 2 horas.En las condicionesutilizadas el gel no se calentaba

apreciablemente.En estetrabajo hemos utilizado marcadoressin preteñir, cuyospesos

molecularesoscilaban entre200 y 45 KDa, y preteñidos,de pesosmolecularescomprendidos

entre180 y 26.6 KDa.

2.8.2. Transferencia.

2.8.2.1. Solucionesempleadas.
*Tampónde transferencia.Se manteníaestéril a 40C. La concentracióna la que se

empleabaera:

Glicina0.19 M

Tris-base25 mM
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Metanol20%

Se preparabauna disolución con la glicina y el Tris, concentrada10 veces,y su pH

oscilabaentre8.6 y 8.8. Enel momentode usarlosediluíacon aguay metanol.
*Soluciónde tincióndel gel. Se manteníaa temperaturaambiente.

CoomassieblueR-2500.05%

Metano!50%

Acido acético10%
*Soluciónde tinción dela nitrocelulosa.Semanteníaa temperaturaambiente,

Ponceau5 0.1%(p/v)

Acido acético5% (y/y)

2.8.2.2. Procedimiento.

La transferenciadeproteínasdesdeel gel a la láminadenitrocelulosa(Millipore 0.45 I.tm

de diámetrode poro> se realizabasiguiendoel métodosemisecoen el que los elementos

empleadossonhumedecidoscon un tampón o con aguaparapermitir el pasodecorrientea

travésdeellos.El aparatodetransferenciaempleadoerade PharmacíaLKB.

Se cortaban6 papelesWhatman3M/M y una láminade nitrocelulosade las mismas

dimensionesdel gel separadory se humedecíanen el tampón de transferenciay agua

respectivamente.Sobreel electrododegrafitoinferior, el positivo,humedecidocontampónde

transferencia,secolocabansuperponiéndolos3 de estospapelesWhatman,sobreellos la

láminade nitrocelulosay encimael gel separador.Parasepararel gel de la placade cristal

dondesehabíarealizadola electroforesissehumedecíacon agua,ayudándosede unapipeta

Pasteur.Encima del gel se colocabanlos 3 papelesWhatmanrestantessuperpuestos

humedecidoscon el tampónde transferencia.La presenciade burbujasde aire entreestos

elementosdificulta la transferencia,porlo queesnecesarioeliminaríascadavezqueseponen

nuevoselementossobrelos electrodos.Paraello sedeslizabasobresu superficieunapipetao

una varilla de vidrio humedecidaen tampón o agua.El electrodode grafito superior,el

negativo,humedecidocon tampón,se colocabacuidadosamenteencimade todoslos elementos

y seconectabaa unacorrientecontinuade intensidadde 2-2.5mA porcadacm2de superficie

de electrodoocupadapor los papelesWhatmany semanteníael pasodecorrientedurante90
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minutos.Transcurridoestetiempo sedesmontabael sistema,no sin antesmarcarel gel y la

nitrocelulosaen unaesquinaparaconocersu orientación.

Paracomprobarla eficaciade la transferenciay detectarlas proteínasque no sehabían

transferidoseteñíael gel con la soluciónde tinción durantetodala noche.A continuaciónse

eliminabael colorantesobrantelavandoel gelcon unasoluciónde ácidoacético10%y metanol

20%.Unavezque sedetectabanclaramentelas bandasde las proteínasseintroducíael gel en

una solucióndeglicerol al 3% durante2 horasy sesecabaen secagelesa 80W durante30-45

minutos.

Porotraparteseteñíala láminade nitrocelulosaconla solucióncorrespondientedurante1

ó 2 minutos. A continuaciónse lavaba con ácido acéticoal 1% para eliminar la tinción

inespecíficadel papely visualizarlas bandasde proteínas.Cuandoseusabanmarcadoresno

preteñidosseseñalabanlas bandascorrespondientesa los marcadorescon lápiz.

2.8.3. Inmunodetección.

2.8.3.1. Solucionesempleadas.
*TampónPBS. Se preparabaconcentrado10 vecesa pH 7.4 y se manteníaestérila

temperaturaambiente.Seusabaa la siguienteconcentración:

NaCí 0.14 M

KCl 2.7 mM

KH2PO4 1.5 mM

Na2HPO48.1 mM
* Solución de lavado.Tween20 al 0.1%disuelto en tampón PBS. La soluciónde

Tween20 sepreparabaal 20% (y/y) en aguay semanteníaestérila 4
0C. Enel momentode usar

la soluciónde lavadosediluía en PBSparaunaconcentraciónfinal de Tweendel0.1%.
* Soluciónde bloqueo.Se preparabaen el momentode usarla.

Leche en polvo 2% en soluciónde lavado.
*Buffer AP. Seconservabaa40C.

Tris 0.1 M pH 9.5

2.8.3.2. Procedimiento.

Una veztransferidaslas proteínasa la láminade nitrocelulosa,serealizabala detección
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inmunológicadel transportadorutilizandoanticuerpospoliclonalesy un segundoanticuerpo

unido a fosfatasaalcalina.Paraello la nitrocelulosase cubríacon soluciónde bloqueoy se

manteníaenagitaciónsuavedurante1 hora 30 minutosó 2 horasa temperaturaambiente.A

continuaciónseeliminabala soluciónde bloqueoy secubríala nitrocelulosacon 0.1 ml/cm2de

una solución 1/1000 de los anticuerpospoliclonalesfrenteal transportadorde maltosaen

solucióndebloqueo.Trasmantenerloatemperaturaambienteduranteal menosunahoray en

agitaciónsuaveseretirabael líquido que seguardabaa40C parasu reutilización.Se lavaba5

vecesdurante5 minutoscubriendola nitrocelulosacon la soluciónde lavado.

Paradetectarla bandadel transportadorunido a sus anticuerposempleábamosun

segundoanticuerpounido afosfatasaalcalina.Estaenzimaen presenciadelos sustratosNBT y

BCIP dalugara la apariciónde colorpúrpuraallí dondeseencuentrael anticuerposecundario

unido al primario. Paraello la láminade nitrocelulosasesumergíaenel anticuerposecundario

diluido 1/3000con la soluciónde bloqueo,seincubaba30 minutosatemperaturaambientey en

agitaciónsuave.Posterionnenteselavabacon la soluciónde lavado5 vecesdurante5 minutos.

Antesdeañadirlos sustratosdela fosfatasaalcalinaselavaba2 vecesdurante5 minutos,con

tampónAP. Los sustratosde la reacciónNBT y BCIP se preparabanen el momentode usarlos,

diluyéndolos100 vecesen tampónAP y teniendoen cuentaquela relaciónBCIP/NBT es2/1.

La láminade nitrocelulosasemanteníaen agitaciónsuaveen estasoluciónhastaqueaparecía

color, entre10-30minutos.Despuésseretirabala soluciónde colorantey selavabacon agua2

ó 3 vecesparadetenerla reacción,se dejabasecarsobreun papelde filtro y se guardabaen

oscuridad.

La intensidadde la reaccióndecolor secuantificabaen los casosen quefue necesario

midiendola densidadde la bandautilizandoun densitómetroLaCieacopladoaun ordenador,

empleandoel programaImage1.42. El áreadel pico obtenidosemedíaen pixels.
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2.8.4. Purificación de anticuerpopor afinidad con antígeno inmovilizado en

nitrocelulosa.

2.8.4.1. Procedimiento.

El métodoempleadosebasaen el descritoporLillie y Brown (1987).Se preparabaun

gel del 10%de poliacrilamidaen placasde 16x16cm. Entre las placasdevidrio seintroducía

un peinede teflón con un pocillo continuode 9cmy trespeinesdeun solo pocillo, distribuidos

a ambosladosdel peine.En elpocillo grandeseaplicaban250 gg de proteínade unamuestra

de fracciónpurificadade membranaplasmáticaobtenidaapartirdecélulascrecidasen maltosa

(Métodos2.8.1.3.).En dosde los pocillos pequeñossituadosa cadaladodel pocillo centralse

aplicaban20 ~±gde proteínade sendasalícuotasde lamismamuestra.En elpocillo restantese

aplicaban20 ~ígde proteínade una muestraobtenidaa partir de fracción purificadade

membranaplasmáticade célulascrecidasen glucosaa modo de control.El desarrollode la

electroforesisy la transferenciade las proteínasdel gela papeldenitrocelulosaserealizabatal

comoseindica en Métodos2.8.1. y 2.8.2. Unavezque sevisualizabanen la membranade

nitrocelulosalas bandasde proteínasteñidascon rojo Ponceanserecortabanlos carriles

correspondientesa los pocillos pequeñosy se procedíaa la deteccióninmunológicadel

transportadorde maltosaen estoscanilestal como seindica en Métodos2.8.3.La nitrocelulosa

correspondienteal carril centralsebloqueaba,se lavabacon aguay semanteníaa 4W hastasu

uso. Una vez identificada la posición del transportadoren los papelespequeñosde

nitrocelulosa,sereconstituíalamembranaoriginal de nitrocelulosautilizandoestospapelesy la

nitrocelulosacorrespondienteal carril central.De estaforma se localizabala bandadel

transportadoren la nitrocelulosacorrespondienteal carril central (Métodos2.8.3.2.). Se

recortabala banda,se dividía en tres tiras de 3x1 cm, aproximadamente,cadauna que se

sometíansucesivamenteal tratamientoquesedescribeacontinuación.Unatirade nitrocelulosa

conteniendolabandadel transportadorsecolocabaen unaplacapetri pequeñay sehumedecía

biencon PBS o liquido de bloqueo,secubríacon 200 gí de sueroquecontieneel anticuerpo

primariodiluidos vecesen PBS (Métodos2.8.3.1.)y seincubabaen agitacióndurante2horas
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a temperaturaambienteen presenciade una torundade algodón empapadaen agua.

Transcurridoestetiemposerecogíaexhaustivamenteel sueroy con él secubríala segundatira

de nitrocelulosay seprocedíaa incubaríacomosehadescrito.Tras 2 horasde incubaciónse

recogíael sueroy sepasabaa la terceratira queseincubabaen las mismascondiciones.El

suerorecuperadotras las 3 incubaciónseguardabaa 4W, parasu posiblereutilización.

Trassuincubacióncon el suero,las tiras selavaban5 vecescon 2 ml de PBSdurante5

minutos. Se eliminababien el liquido y se evitabaen todo momentoque se secasen.A

continuaciónse eluíael anticuerpofijado al transportadorincubandounade las tiras 15 minutos

con0.25 ml de 5 M guanidina-HCIPH 6.8 a temperaturaambiente.Se recogíael líquido de la

eluciónque sepasabasucesivamentea las otrasdostirasparasereluidascomo se hadescrito.

Este procesode elución se repetíauna segundavez con otros 0.2 ml de la solución de

guanidina-UCí.Los dos líquidos de la elución resultantessereunían.Posteriormentese

lavabancadaunade las tiras5 minutos3 vecescon 2 ml de PBS y seguardabana-700Cpara

sueventualutilizaciónposterior.

Al líquido deelución,aproximadamente0.4 mí, sele añadía25 pi de PESconcentrado

10 vecesy seintroducíaenunatripadediálisis. Se dejabadializandotodala nochea4W en un

litro de PES.Tras la diálisis serecogíael líquido que conteníael anticuerpoprimario

purificado,sealicuotabay seguardabaa-700C.

2.8.4.2.Titulación del anticuerpopurificado.

La titulación se realizóparaestablecercual era la mínimadilución de la soluciónde

anticuerpopurificadocapazde detectarantígenoen inmunoensayo.Sepreparóun gel del 10%

de poliacrilamiday seaplicaron25 y 50 ~.tgdeproteínaalternativamente.El desarrollode la

electroforesisy la transferenciaserealizaroncomoseindica en los apartados2.8.1. y 2.8.2.La

nitrocelulosateñidacon rojo Ponceau’ssecortabaen tirasqueconteníancanilesde 25 y 50 gg

de proteínacadauna. Tras el bloqueose incubócadatira durante2 horasa temperatura

ambientey en agitacióncon diferentesdilucionesde la soluciónde anticuerpopurificado. El

restodela deteccióninmunológicaserealizabacomoseindica en el apanado2.8.3.
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2.8.5. Inmunofluorescencia.

Basadoen los métodosdescritospor Pringleeral (1991).

2.8.5.1. Solucionesempleadas.
*JJJj2pQ41 M pH 6.5. Seajustabael pH con KOH lM y semanteníaa 4W.

*Formaldehido37%. El formaldehidocomercial que se empleaen histologíaestá

estabilizadocon metanoly carbonatocálcico.Antesde usarlohay quefiltrarlo a travésde filtros

denitrocelulosa.
*Tampón SP.

Sorbitol l.2M

KH2PO4 50 mM pH 7.5

El pH seajustabacon KOH.
*Zymoliasa20T 12.5 mg/ml. Sepreparabadisolviéndolaen tampónSP enpresenciade

20 mM ¡3-mercaptoetanol.Seguardabaen alícuotasa-70W.

*Polilisina 1 mg/ml. Sepreparabadisueltaen aguay seguardabacongeladaa -20
0C.

Conella secubríala superficiede los pocillos delportaqueíbamosa utilizar. 25 41 de polilisina

sedepositabansobrecadauno de los pocillos del portamultipocillo, sedejaba5 minutos a

temperaturaambientey seaspirabael líquido y sedejabasecaral aire. A continuaciónse

lavabanlos pocillos con 25 M1 de PBS (Métodos2.8.3.1)dosvecesduranteSminutoscadavez

y selavabaunavez máscon 25 ~tlde agua,durante5 minutos.Los portassepreparabanporlo

menosuna hora antesde serusadosy sepuedenguardarvarios días antesde aplicarleslas

células.
*Anticuerpo secundariopoliclonal conjugado a rodamina. Estos anticuerpos

correspondena la fracción total de inmunoglobulinasobtenidaen cabrainmunizadacontra

suerodeconejo.Sepreparabadiluyéndolo 100 vecesen PBS (Métodos2.8.3.1)y añadiendo

suerode cabradiluido 50 veces.
*DAPI lO ~xg/mlde PBS. Se preparabaen el momentode usarlo a partir de una

solución 100kg/ml en aguaqueseguardabacongeladaa - 700C.
*Líquido de montaje.

p-fenilendiamina1 mg/ml

glicerol 90%

DAPI 0.022ppm

La p-fenilendiaminasepreparabaconcentrada10 mg/ml en PBS a pH 9 y se guardaba

congeladaa -200C en oscuridad.El líquido de montajeseguardabacongeladoa -70W.
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2.8.5.2. Procedimiento.

2.8.5.2.1.Fijación.

La fijación de las célulasserealizabaañadiendo12.5 ml de KH2PO4 1 M pH 6.5 y 12.5

ml de formaldehido37% a 100 ml de cultivo de unaDO aproximadade0.5 y manteniéndoloen

agitaciónsuavea temperaturaambientedurante2 horas.Transcurridoeste tiempo se

centrifugaban100 ml a 3000rpm enWifug 2000Sdurante3 minutos.Las célulasse lavaban

con 15 ml de tampónSP, se centrifugabany seresuspendíanen 1.5 ml del mismo tampón.

Estasuspensiónsepuedeguardara 4
0C al menosduranteunasemana.

2.8.5.2.2.Obtenciónde protoplastos.

De lasuspensiónde célulasfijadassecogían0.3 ml (2 x lO~ célulasaproximadamente)y

seañadían1.2 >11 de g-mercaptoetanoí5 M paraunaconcentraciónfinal de 20 mM y 3 pidela

soluciónzymoliasa20T a unaconcentración125 ~xg/ml.Se incubabaa 37W, con agitación

suavedurante60 minutos,secentrifugabaen tubosEppendorfa bajarevolución(1000rpm)

durante10 minutosa temperaturaambiente.Las célulasselavabancon 1 ml de tampónSP,se

centrifugabande nuevoy seresuspendiancon unavarilla suavementeparano deformarlos

protoplastosen 0.350ml detampónSP.Los protoplastossonestablesa 4W durante24 horas.

2.8.5.2.3.Aplicaciónde las célulasal porta.

10 [11de la suspensiónconteniendo6 x 106 célulasaproximadamentese depositabanen

un pocillo delportamultipocillo tratadocon polilisina, sedejaban10 segundosy seaspirabael

líquido y sedejabansecaral aire las célulaspegadasal porta.En esemomentosecomprobaba

al microscopioquehabíaunadensidadadecuadadecélulasen el pocillo.

2.8.5.2.4.Permeabilización.

Parapermeabilizarlas membranasy que el anticuerpotuvieseaccesoa los antígenos

situadosen el interior celular, los portassesumergieron5 minutosen metanoly después30

segundosen acetona,ambospreenfriadosa -20W, y sedejabansecaral aire.

2.8.5.2.5.Deteccióninmunológica.

Las incubacionesse hacíana temperaturaambientecolocandoelportaen unaplacapetri,
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cuyabasesehabíaforradocon papelde filtro húmedoy unatomndadealgodónhúmeda, para

evitardesecacción.La unión inespecíficade proteínasse bloqueabaañadiendo25 gí de una

soluciónque contiene1 mg/ml de ESA en PESdurante30 minutos.Seaspirabael liquido, se

añadían10 41 de anticuerpoprimario purificadoporafinidady seincubabadurante2 horas.El

anticuerposeutilizabade 5 a 10 vecesmásconcentradoqueen inmunoensayo.Seaspirabael

líquido y selavabacon 25 pi de ESA-PES5 vecesdurante5 minutoscadavez, aspirandoel

líquido cadavez.

A continuaciónse incubabacon el anticuerposecundarioconjugadocon rodamina.Para

ello se añadían10 i.tl del anticuerposecundariopreparadocomo se describeen 2.8.5.1.y se

manteníaen oscuridaddurante1 hora.Se lavabacon 25 >fl de PBS 5 vecesdurante5 minutos

cadavez aspirandoel líquido despuésde cadalavado y manteniendosiemprela placaen

oscuridad.Se incubabaSminutoscon 15 hl de unasolucióndeDAPI 10 gg/ml de PBS y se

lavabade nuevo 5 veces5 minutos cadavez con PBS en las mismascondicionesque los

lavadosanteriores.Se añadían10 41 de liquido demontaje.Secolocabael cubrey se sellaba

con laca deuñastransparente.

Las célulaspuedenmirarseal microscopiodirectamenteo sepuedeguardarel portaa

-200C, en oscuridad,hastasu observación.Para la observaciónde las célulasseusabaun

microscopioZeissAxiophot. Se añadíauna gotade aceitede inmersiónsobreel cubrey se

utilizabanlos filtros 450-490,FT5IO, LP520 pararodaminay BP546, FTS8O,LP590 para

observarelDAPI asociadoal DNA. Las célulassefotografiabanempleandounapelículaHP5O

de 400 ASA de sensibilad.El tiempode exposiciónsedeterminóautomáticamente.

2.9. Técnicasde biología molecular.

2.9.1. Transformaciónde E. coil.

Se basaen el métododescritopor Hanahan(1986). Lo empleamospara amplificar y

conservarel plásmido.Célulasde E. coli competentespreparadassegúnse describíaen el

método de Hanahanfueron congeladasa -700C. En el momentode usarlasse dejaban
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descongelaren hielo y se separabanalícuotasde 50 hl en Eppendorfestériles.Seañadía0.5gg

deDNA plasmfdicoy, en el casodel control,el mismovolumende tampónTE estéril(Tris-

HCI 10 mM pH 7.6, EDTA 1 mM). Se incubabaen hielo durante30 minutosy a continuación

la suspensiónse sometíaa un choquetérmicoa 420C. El tiempoque durabala incubacióna

420Cvariabasegúnla cepade E. coli empleada,perocomonormageneralpuedemantenerse

durante2 minutos.Seañadían5 volúmenesde medio LB (Materiales1.3.2) y se incubaba1

horaa 370Cparaqueseexpresarael gende resistenciaal antibióticopresenteenel plásmido.Se

extendían50-20041 en placasde LB con el antibiótico y seincubabana 370C. Una vez

obtenidascoloniasaisladaséstasse sembrabanen el medio líquido selectivo(LB con el

antibiótico) para obtenermásmasacelular. De estecultivo se guardabancélulasa -700C

mezclándolocon glicerinaestérilal 30%.Deestaformapodíamosdisponerdel plásmidotan

sólocon crecerlas bacteriasy aislandoel DNA plasmídicocomosedescribeacontinuación.

2.9.2. Aislamientode DNA plasmidicode E. coil.

SeempleabandosmétodosdiferentesdependiendodelacantidaddeDNA quese deseaba

obtener.

2.9.2.1.AislamientodeDNA plasmídicoagranescala.

2.9.2.1.1.Solucionesempleadas.
*Soluciónde lisis: seesterilizabay seguardabaa-20W.

Glucosa1%

Tris 25 mM

EDTA 10 mM pH8
*SD%NaOH: sepreparabaen el momentode usarloa partir de una soluciónde 10%

SDS y de NaOH 19M. Las concentracionesa las queseempleabaneran

SDS 1%

NaO?!0.19 M
*RNasa 10 mg/ml. Sedisolvíaen unasoluciónde 10 mM Tris y 15 mM

ajustandoel pH con HCI, hirviendo10 minutos.Se guardabacongeladaa-20W.
*FenoLcloroformoalcoholisoamílico: en las proporciones24:24:1.

*Lisozima 5%. Se disolvía en agua50 mg/ml. Se guardabacongelada

NaCí pH 7.5,

en pequeñas
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alícuotasqueno debendescongelarsemásde 10 veces.
*TampónTE. Sepreparabaconcentrado10 vecesy se guardabaestéril a temperatura

ambiente.Seusabaa la siguienteconcentración:

Tris-HCI 10 mM pH 7.6

EDTA 1 mM
* Etanol-acetatoamónico 7.5 M. Se preparabaa partir de una solución de acetato

amónico7.5 M estéril. A 6 partesde etanolse le añadía 1 partede acetatoamónico. Se

guardabaen nevera.

2.9.2.1.2.Procedimiento.

El métodoempleadoestábasadoenel descritoporBirnboim (1983). 100 ml de medio

LB con ampicilinaseinoculabancon E. colí previamentetransformaday sedejabandurante

todala nocheen agitacióna 370C. Las célulasse recogíanen 3 tubos estérilesde 30 ml de

capacidady secentrifugabana 6000rpm durante10 minutos.Cadasedimentoselavabacon

0.5 ml de aguaestéril,sejuntabanen un tubo y secompletabael volumenhasta20 ml de agua.

Se centrifugabade nuevoa 6000 rpm en BeckmanJ2-21, con el rotor JA-20, durante10

minutos.El sedimentose resuspendíaprimeroen 0.5 ml de la soluciónde lisis y despuésse

añadían4.5 ml de la mismasolución,cuidandoqueno quedasengrumosde células.Seañadían

0.1 mIdelisozimaal 5% y seincubabaen hielo 10 minutos.

A los protoplastosobtenidosseles añadían10 ml de la soluciónde SDS-NaOH,se

mezclabansuavementey sedejabanen hielo durante10 minutos.A continuaciónseprecipitaba

el DNA cromosómiconeutralizandoel medioal añadir7.5 ml de acetatopotásico3 M a pH 4.8.

Semezclabapor inversióny sedejabade 30 a 60 minutosen hielo. Secentrifugabaen frío a

15000rpm durante5 minutos.El sobrenadantesefiltraba con unajeringuilla taponadacon lana

devidrio silanizada,papelde filtro o gasaestéril y serecogíaen el mismo tipo de tubos. Se

añadían15 ml de isopropanolcomercialy se dejaban10 minutosa -20W; secentrifugabana

10000rpm durante10 minutosal cabodelos cualesseeliminababienel sobrenadantedejando

el tuboinvertidosobreunaservilleta.El precipitadoseresuspendiaen 2 ml de TE agitandoen

vórtex 1 ó 2 minutos.A continuaciónse eliminabael RNA con 2.5 ml de LiCí 6 M, dejándolo

en hielo 15 minutosy centrifugandoa 10000rpm 10 minutos.Al sobrenadanteobtenidose le
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añadían5 mIde isopmpanol,seincubaba10 minutosa-20W y se volvíaa centrifugarcomoen

el pasoanterior.Seeliminabael sobrenadantey el precipitadose resuspendíaen 1 ml de TE,

ayudándosedel vórtex.Estasuspensiónsepasabaa un Eppendorfde 2.5 ml al queseañadían

10 pi deRNasa10 mg/ml y seincubaba15 minutosa 37W. Con estetratamientoseeliminaba

el resto de RNA que no hubiesesido eliminadocon el LiCí. Paraeliminar las proteínas

residualesseefectuabaun tratamientocon fenol-cloroformo.Paraello, se añadía1 ml de la

mezclafenol-clorofonno-isoamílico,secentrifugabarápidamenteunos 10 segundos,setomaba

la capasuperiory sepasabaaotro tubo.Serepetíaotravezestaoperacióny acontinuaciónse

purificabael DNA plasmídico.Paraello seañadían0.1 ml de acetatosódico3M pH 5.2 y 1 ml

de isopropanol.Sedejaba10 minutosa -20W y secentrifugaba10 minutosa 10000rpm. Se

eliminabael isopropanoly seresuspendíaen 0.5 ml de TE. Se añadían1.75 ml de etanol-

acetatoamónico7.5 M. Se dejaba10 minutosa -20W y se volvía acentrifugara 10000rpm 10

minutos. El precitadose lavabacon 1 ml de etanol 70% y se secababien, a vacio. Se

resuspendíaen 200 gil de TE. Se centrifugaba2 minutos a 10000rpm y el sobrenadantese

recogíaenun tubo estéril. En nuestrolaboratorioseconsideraque a 260 nm de longitud de

onda 1 ml de estasuspensióna 1 deDO contiene50 ~igdeDNA plasmídico.

2.9.2.2.Obtenciónde DNA plasmídicoen pequeñaescala.

2.9.2.2.1.Solucionesempleadas.
*STET. Se esterilizabaporcalory seguardabaa4W.

Sacarosa10%

Tris-HCI 50 mM pH 8

EDTASOmMpH8

Tritón X-100 1%

2.9.2.2.2. Procedimiento.

El métodoempleadosebasaen eldescritoporHolms y Quigley (1981). Secrecieron4

coloniasde E. colí conteniendoel DNA plasmídicoen medioLB con ampicilinaa 370C durante

al menos5 horas.Sepodíandejarinclusotodala noche.Deestecultivo serecogíanvolúmenes

de 1 ml en tubosEppendorfestériles.Secentrifugana 10000rpm duranteunos15 segundosy
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seretirabael sobrenadanteconayudade una pipetaGilson. A continuaciónseañadían0.5 ml

de soluciónSTET,seresuspendiacon pipetaGilson y semezclabaporinversióncon 5 41 de

lisozima 5 % (Métodos2.9.2.1.1).Las muestrassehervíana 100W durante2 minutos y

despuéssecentrifugabana 10000rpm durante15 minutosa temperaturaambiente.Con un

palillo estéril seretirabael precipitado.Todoel materialsobrantequesehayaobtenidohasta

estepunto debeesterilizarseantesde tirarlo. A continuaciónserecogíael sobrenadanteque

conteníaDNA y RNA y secompletabael volumencon TE hasta0.5 ml aproximadamente,se

añadían10 jul de NaCí 5 M y 400 gil de isopropanol.Se agitabapor inversióny sedejabaa

-200Cduranteal menos10 minutos.Secentrifugaba10 minutosy seeliminabael sobrenadante

a vacío.Paraeliminarlas salesdelmedio,al precipitadoobtenidosele añadía1 ml de etanolal

70% y secentrifugaba2 minutos. Seeliminabael sobrenadantecon bombadevacíoy para

eliminarlodel todo se centrifugabade nuevobrevementey el sobrenadantese eliminabacon

pipetaGilson. El precipitadoobtenidosedejabasecarunos5 minutosy posteriormentese

resuspendíaen 40 jil de TE y secongelabaa -20W.

2.9.3. Transformacióndecélulasintactasde S.cerevisiae.

2.9.3.1.Solucionesempleadas.
*TELi. El LiCí sepreparabaa una concentración10 vecesmayor en TE (Métodos

2.9.1.1.1)también concentrado10 veces;se esterilizabapor filtración y se manteníaa

temperaturaambiente.La concentraciónala queseusabaera

LiClO.1 MenTE
*PEGTELi. La soluciónde PEG4000se preparabaal 40% en TELi y seesterilizaba

por filtración. En el momentode usarlasemezclaban9 partesde PEG4000 al 40% con 1

volumende la soluciónde TELi concentrada,de modoquela concentraciónfinal de PEG4000

eradel 36%.

2.9.3.2.Procedimiento.

Se siguió el métododescritopor Ito a al. (1983) modificado por Beckery Guarente

(1991).LascélulassecrecíanenYP (Materiales1.3.1.4)hastaunaDOentre0.5 y 1 medidaa

640 nm. Serecogían10 mide cultivo, secentrifugabanen centrífugade mesay selavabancon
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10 ml de aguaestéril y luegocon 10 ml de TELi. A continuaciónseresuspendíancon un

volumende la soluciónanterior,correspondienteaunadilución 1/100 delcultivo original y se

incubabana 30W durante1 hora, conagitaciónsuave.Transcurridoestetiemposedividía en

alícuotasde 100 pl en Eppendorfestériles,seañadían50 gg del DNA ‘carriel’ y el DNA

plasmídico(1-10 gig, en menosde 20 gil). Se incubabaa 300C sin agitacióndurante20 ó 30

minutosy al cabode estetiempose agitabapararesuspendery seañadían0.7 ml de la solución

dePEO4000al 36%.Se incubaba1 horaa 30Wy sesometíanlas célulasaun choquetérmico

a 42W durante5 minutos.Finalmentesecentrifugaban10 segundosencentrífugaEppendorf,

seresuspendíanen 0.2mIdesorbitol lM y sesembrabaen mediosólidoselectivo.
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1. INACTIVACION CATABOLICA DEL TRANSPORTADOR DE K~.

Comosehadescritomás arribalos transportadoresde azúcaresen levaduraseinactivan

rápidamentetras la inhibición de la síntesisde proteínas.Estainactivación,conocidacomo

inactivacióncatabólica,sigueunacinéticade primerorden,se debeacambiosen la Vmax, es

dependientede energíay estimuladapor la presenciade sustratosfermentables.En estas

condicionesla vida media de estostransportadoresoscila entre 1 y 5 horas(Busturia y

Lagunas,1985; Busturia y Lagunas, 1986; DeJuany Lagunas,1986). Paraver si esta

inactivaciónesunapeculiaridadde los transportadoresde azúcareso si tambiénafectaa otras

proteínasdemembranaplasmáticahemosinvestigadolaestabilidaddel sistemade transportede

K~.

1.1. Puestaa punto del método de valoracion.

La actividaddel sistemade transportede K+ puededeterminarsemidiendola captación

por las célulasde doscationesdistintos: K+ o Rb+.En el primer casoseutiliza el isótopo

radiactivo42K~ (Rodríguez-Navarroy Ramos,1984)y en el segundocasobienRb~ biensu

isótopo radioactivo86Rb~(Ramosy Rodríguez-Navarro,1986).El Rb~ sedeterminamuy

fácilmenteporespectroscopiade absorciónatómicay suusopresentalas ventajasinherentesa

todo sustratono radiactivo.

Estábienestablecidoquela captaciónde Rb~ por la levaduraesinhibidaporel contenido

intracelularde K+ a las concentracionesa las queestecatión sehalla normalmenteeneste

organismo.Porello los ensayosdecaptaciónde Rb+ sellevan a caboutilizandocélulascuyo

contenidointracelularde K+ se halladisminuido. Paraello se tratancon azidasódica(ver

Métodos 2.3.2.1) con lo que se consigueque el K+ intracelulardesciendadesde una

concentraciónde 500 nrnol/mgPS de célulasa 230-250nmol/mg PS. El empleode la azida

presentala ventajade que susefectossobreel potencialde membranaplasmáticadesaparecen1

ó 2 minutosdespuésde eliminarladel medio. Pararestablecerel potencialdemembranabasta
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con tratarlas célulascon glucosacomosedescribeen Métodos2.3.2.1.

El ensayodel transportede K+ empleandoRb+ya ha sido descritoen detalle(Ramosy

Rodríguez-Navarro, 1986).Sin embargo,dadoque la velocidadde captaciónde estecatión

dependede la cepade levaduraempleadatuvimosqueestablecerlas condicionesóptimaspara

nuestroensayo.El transponesedeterminamidiendoel aumentoenel contenidointracelularde

Rb+. El ensayoseiniciacuandoseañadeRb+ a unasuspensióndecélulas.Trasincubara 30W

se recogena tiemposcrecientes,nunca superioresa cuatro minutos,cuatro alícuotas

conteniendodoscantidadesdiferentesde célulasquesevanalternando.Secomienzapor unade

las dosalícuotasconmáscantidadde células.Con ello se pretendequela última alícuotasea

una de las de menoscantidadde célulasy, con ello, que el riesgo de superarel límite de

deteccióndelespectrofotómetroseamínimo.En un primertanteorealizamosun experimentoen

el que,a partir deuna suspensiónde célulasconteniendo0.5 mg deproteína/mly 5 mM RbCI,

tomamosalícuotasde aproximadamente1 y 0.5 mg deproteína.Los resultadossemuestranen

la figura 3A. Comosepuedever, la captaciónde Rb+ fue proporcionalal tiempode incubación

durantela recogidade las tresprimerasalícuotas.Al cabode estetiempose perdióla linearidad,

lo que probablementese debió a que se alcanzóel límite superior de deteccióndel

espectrofotómetro.Decidimos,por tantorealizarotro experimentodisminuyendolacantidadde

célulasenel ensayo.Observamosqueutilizando alícuotasqueconteníanaproximadamente0.6

y 0.3 mg deproteína,la acumulaciónde Rb+ se mantuvolineal duranteel tiempode recogida

de las cuatroalícuotas(Fig. 3B). En estecasolacantidaddekV acumuladosemantuvodentro

de los limites dedeteccióndelespectrofotómetro.Además,la filtracióndealícuotascon menor

cantidadde célulaspermitióqueel ensayoserealizaraen períodosde tiempomáscortos,lo que

representauna ventaja desdeel punto de vista analítico. Como conclusiónde estos

experimentos,decidimosfiltrar alícuotasconteniendo0.6 y 0.3 mg de proteínay realizarla

filtración lo másrápidamenteposible.
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Figura 3. Efecto de la cantidadde proteína presenteen la medida del transporte

de K~.

Las célulassecrecierona 30W enmediomínimo sintético(Materiales1.3.1.1.)con glucosaal

2%.A mitadde la faseexponencialde crecimiento,las célulasserecogieronporcentrifugacióna

5000rpm durante3 minutosy setrataroncomosedescribeen Métodos2.3.2.1.,paramedirel

transportede K+, utilizando 5 mM RbCI comosustrato(Métodos2.3.2.2.).(A) Se utilizaron

alternativamentedosalícuotasde 1 mg deproteínay dosalícuotasde 0.5 mgde proteína.(B) Se

utilizaron alternativamentedosalícuotasde 0.6 mg de proteínay dosalícuotasde 0.3 mg de

proteína.

0 1 2 3 4
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1.2. Inactivación catabólica.

1.2.1. Efecto de la inhibición de la síntesisde proteínassobrela actividad del

transportadorde K+, en presenciay ausenciade un sustratofermentable.

Resultadospreviosobtenidosen nuestrolaboratoriohabíanmostradoque durantela

inhibiciónde la síntesisdeproteínas,ya seaporla adiciónde cicloheximidao porayunode una

fuentede nitrógeno,seproduceunainactivacióndelos transportadoresde azúcares(Lagunaset

al, 1982),queesmásrápidaenpresenciade un sustratofermentablequeenpresenciade un

sustratono fermentable.Paraaveriguarsi estainactivaciónesun fenómenoespecificode los

transportadoresde azúcareso si tambiénafectaal transportadorde K+ medimosla eventual

inactivaciónde estetransportadoren la cepaATCC 42407 (Tabla 1). Estacepaha sido la

utilizadaen el estudiode la inactivaciénde los transportadoresde azúcares(Lagunaser al,

1982).

Observamosquecuandolevadurascreciendoen un medio con glucosacomofuentede

carbono,serecogíanen faseexponencialdecrecimientoy seresuspendíanen un mediofresco

conteniendoelmismoazúcar,la adicióndecicloheximidapmducíaun descensoenla actividad

del transportadorde K+ queseguíaunacinéticade primer orden(Kg. 4). A partirde estos

datospudimoscalcularque la vida mediade estetransportadoren ausenciade síntesisde

proteínasy en presenciade un sustratofermentableesde unas3.5 horas.

Ahora bien, cuandoen vez de glucosa,las células fueron resuspendidasen un medio

frescoconteniendoetanolcomo fuentede carbono,la adiciónde cicloheximidaprodujo un

descensoen la actividaddel transportadorde K+ muchomáslentay de los datosmostradosen

la figura 4 pudimoscalcularquela vidamediaen presenciade estesustratono fermentablefue

mayor de 15 horas.Estosresultadosmuestranque, al igual que los transportadoresde

azúcares,el transportadorde K+ sufreun procesode inactivacióncatabólicay que esta

inactivaciónesestimuladapor lapresenciade un sustratofermentable.
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Figura 4. Inactivación del transportador de K~ durante el ayuno de fuente de
nitrógeno en presencia y ausencia de un sustrato fermentable.

Las células se crecieron a 30W en medio mínimo con glucosaal 2%. A mitad de la fase

exponencialdecrecimientose transfirierona un volumen 3 vecessuperiorde medio frescoen

presenciade 10 pg/mldecicloheximida,250 >.tg/ml de clorhidratode tetraciclinay glucosaal 2%

• ) o etanolal 2% ( O ) (Métodos2.2). Seincubarona 300C y a los tiempos indicadosse

recogieronalícuotasen lasquese valoróel transportede K+. Los datoscorrespondena lamedia

de al menosdosexperimentos.
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1.2.2. Efecto de la inhibición de la síntesisde proteínassobre la afinidad del

transportadorde I(~.

Seha visto que la inactivacióncatabólicade los transportadoresde azúcaresesdebida

fundamentalmentea un descensoen su Vmax. En el casode los transportesde glucosay

maltosano seapreciancambiosen susrespectivasKm, mientrasqueen el casodel transporte

de galactosase observaun leve descenso.Nos propusimosaveriguarsi en el casodel

transportadorde K+ la inhibición es debidaa cambiosen su Vmax, su Km o si ambos

parámetroscinéticosseafectabanduranteel proceso.

La Km del transportadorde K+ parael Rb+cuandoel contenidoen K+ en las célulases

bajo esde aproximadamente0.2 mM (Rodríguez-Navarroy Ramos,1984). Por lo tantoen

nuestrascélulas,quehan sido tratadasparadisminuir suK+ intracelular,el transportedeK+

estarámuy próximo a saturaciónen presenciade 5 mM Rb+,que es la concentración

habitualmentepresenteen los ensayos.Ahora bien, si la inactivaciónobservadasedebieraa

unacaídaen la afinidad del transportadorpodría sucederque a esaconcentraciónde Rb+el

transportadorno sehallarasaturado.Paraprobarestahipótesisdeterminamoslaactividaddel

transportadordurantela inactivacióna dosconcentracionesde Rb+,2.5 y 5 mM. Nuestra

hipótesisde trabajoeraque si la afinidaddisminuyedurantela inactivación,la relaciónde

actividadesobservadaa 5 y 2.5 mM iría aumentandocon el tiempo de inactivación.Los

resultadosobtenidosse muestranen la tabla2.

Seobservóquela relaciónde actividadesa ambasconcentracionessemantuvoconstante

durantetodo el procesode inactivación.Estehechosugiereque el gradode saturaciónde la

proteínasemantuvoconstantedurantelas 24 horasde inactivacióna que sesometieronlas

células. Tras este períodola inactivación fue superioral 95%. Estos hechos sugieren

fuertementequela inactivacióndel transportadordeK4 no sedebea cambiosde la afinidad

sino acambiosde la Vmax.
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Tabla 2. Relación de actividadesdel transportador de K~ a 5 y 2.5 mM Rb~.

Tiempo (it)

V (nmolesRb±mg proteína-1 min~1)

Concentraciónde Rl?

5 mM Rb~ 2.5 mM Rb~ 5 mM/2.5 mM Rb~

0 143 117 1.22

3 110 98 1.12

6 93 63 1.48

9 50 42 1.19

15 20 17 1.18

24 6.7 5 1.34

Las células se crecieron a 300C en un medio mínimo en presencia de glucosa al 2%. A mitad de la

fase exponencial de crecimiento se transfirieron a un volumen 3 veces superior de medio fresco en

presencia de glucosa al 2%, 10 ~.tg/mlde cicloheximida y 250 gg/ml de clorhidrato de tetraciclina.

Se incubaron a 30Wy a los tiempos indicadosserecogieronalícuotasen las que sevaloróel

transporte de K4 en presencia de 5 y 2.5 mMde RbCl.
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1.2.3.Dependencia de energía.

Se ha visto que la inactivaciónde los transportadoresde azúcareses dependientede

energía (Busturia y Lagunas, 1985; Busturia y Lagunas, 1986; DeJuan y Lagunas, 1986).

Nuestrosiguienteobjetivo fue establecersi la inactivacióndel transportadorde K4 presentaba

también este requerimiento.

En levadurascreciendoen glucosafuncionandosvíascatabólicasqueproducenATP, la

respiración y la fermentación. Ahora bien en el caso de células utilizando etanol, la única vía

funcionalproductoradeATP esla respiracióny, comoconsecuencia,si sebloqueaestavíalos

niveles de ATP dentro de la célula disminuyen.Nuestrahipótesisde trabajoera que si la

inactivación catabólica del transportador de K+ era dependiente de energía, la velocidadde

inactivación debería disminuircuandosebloquearalaproducciónde energía.Paraprobaresta

hipótesis,ensayamosel efectode la antimicinaA, un inhibidor de la respiración,sobrela

inactivacióndel transportadorde K+ en célulasutilizandoetanol.Observamosquelapresencia

del antibióticoprodujoun descensoen la velocidadde inactivacióndel transportadorde K+,

quepasóde teneruna vidamediade unas10 horasa tenerunavidamediasuperiora 30 horas

(Fig. 5). Estosresultadossugierenque, al igual que la inactivaciónde los transportadoresde

azúcares,la inactivacióndel transportadorde K+ esdependientede energía.

1.3. Efecto de la inactivación de la H~-ATPasa sobre la actividad del

transportadorde K4.

La H~-ATPasaesunaenzimasituadaen la membranaplasmática,encargadade bombear

H4 al exteriorcelular.Como consecuenciade estaexpulsiónde H+ secreaun potencialde

membrana que permite la entrada en la célula de nutrientes, como por ejemplo el K+. Por lo

tanto, un descenso en la actividad H4-ATPasa puede provocar un aumento de la concentración

intracelular de fl+, y en consecuencia un descenso en el potencial de membrana con la

consiguienteinhibición de la entradade K+ en la célula.Teniendoen cuentaestoshechoscabía

la posibilidad de que la inactivación del transportadorde K+ observada en nuestros

60



Resultados

4-

.0
4-

4J
o
1~

en
E
+

.0

.3
E

10 15 20 25

Tiempo (h>

Figura 5. Efecto de la antimicína sobre la ¡nactívación del transportador de K+.

Lascélulassecrecierona30Wen mediomínimocon etanolal 2%. A mitaddela faseexponencial

decrecimientosetransfirieronaun volumen3 vecessuperiorde mediofrescoen presenciade 2%

de etanol, 10 pg/ml de cicloheximiday en ausencia( •) y presencia( O ) de 10 gg/ml de

antimicinaA. A los tiemposindicadossetomaronmuestrasy se valoróel transportede K+. Los

datoscorrespondena la mediadedos experimentos.
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experimentosfueradebida,no a unainactivaciónpropiamentedichade estetransportador,sino

a una inactivación de la H+~ATPasaque disminuyeraapreciablementeel potencial de

membrana.Dehecho,sehadescrito(Benito etal, 1991)una inactivaciónde dichaproteínaen

condiciones similares a las utilizadas en nuestros experimentos. Parecía por lo tanto aconsejable

investigarsi la actividadde estaenzimaestabao no disminuidaen nuestrascondiciones

experimentales.

Observamosque cuandolevadurascreciendoen un medio con glucosase recogíanen

fase exponencialde crecimiento y se resuspendíanen medio fresco en presenciade

cicloheximida,seproducíaun descensoen la actividadde la H+~ATPasa(Hg. 6) que seguía

una cinéticade primer ordeny sugeríauna vida mediaparaestaproteínade unas9 horas.

Recordemosqueen estasmismascondicionesla vida mediadel transportadorde K+ erade tan

sólo 3.5 horas.Por lo tanto,observamosquela inactivaciónde la H+~ATPasaeramuchomás

lentaquela del transportadorde K+. A pesarde ello, no podíamosdescartarel hechode que

pequeñoscambiosenla actividadde estaenzimatuviesenun granefectosobrela actividadde

dicho transportador.De hechoVallejo y Serrano(1989)habíandescritoque mutantesque

tenían reducidala expresióndel gen PMAJ,que codifica la H4-ATPasade levadura,

presentabandisminuidosen un 99% laactividaddedostransportesdependientesdel potencial

demembrana,el transportede leucinay el de histidina.Hay que añadirsin embargoquela

actividad de otros transportes activos como el de metilamina, que es un sustrato no

metabolizablede lapermeasadeamonio, y el del ácido2-aminoisobutírico,que esun sustírato

no metabolizablede variaspermeasasde aminoácidos,no estabanapenasafectadosen estos

mutantes. Parece por tanto que no todos los sistemas de transporte dependientes de energía en

levadura responden por igual ante los mismos cambios en el potencial de membrana. Para

averiguar en qué medida el transportador de K+ se veía afectado por el descenso en la actividad

ATPasaque se hadetectadoen nuestrascondicionesexperimentales,utilizamos dos cepas

mutantes (Tabla 1) que expresan un menor contenido de dicha enzima y, por tanto, presentan

una menor actividad ATPasa.
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Figura 6. Inactivación de la H+~ATPasa en presenciade un sustrato fermentable.

Las célulassecrecierona 30W enun mediomínimoen presenciadeglucosaal 2%.A mitadde la

faseexponencialdecrecimientosetransfirieronaun volumen3 vecessuperiorde mediofrescoen

presenciade glucosaal 2%, 10 gg/mI de cicloheximiday 250 gg/ml declorhidratode tetraciclina.

Se incubarona 30W y a los tiemposindicadosserecogieronalícuotas,se obtuvola fracciónde

membranascrudas(Métodos2.5)y sevaloróla actividadde la H+~ATPasatras su activacióncon

glucosa como se describe en Métodos 2.6.1. Los datoscorrespondenala mediade al menosdos

experimentos.
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En estascepassemidió la actividadde la H4-ATPasay del transportadorde K4 y los

resultados se muestran en la Tabla 3. En ella se observa que un descenso de aproximadamente

el 60%en la actividad ATPasa provocó un descenso de la actividad del transporte de K~ de tan

sólo un 25%, lo que indica que un gran descenso en la actividad l-14-ATPasa provoca un

pequeño descenso en la actividad del transportador de K+ (Rg. 4). Este hecho sugiere que la

pequeña inactivación de la H+~ATPasa (Fig. 6) detectada durante los experimentos con el

transportador de K+ no puede dar cuenta de la elevada inactivación observada en el caso de este

transportador (Fig. 4).

Los experimentos que acabo de describir se realizaron en presenciade glucosacomo

fuente de energía. Si en vez de este azúcar la fuente de carbono presente en el medio era etanol,

la inhibición de la síntesisde proteínasproducíaun descensoen la actividadde laH4-ATPasa

mucho más rápido. Los resultados obtenidos indican una vida media para la H+~ATPasa en

presencia de etanol de tan sólo 7 horas (Rg. 7). La naturaleza de esta rápida inactivación de la

ATPasa ha sido ya elucidada en nuestro laboratorio (Amigo u al, 1993).En las mismas

condicionesla vida mediadel transportadorde K+ fue mayorde 15 horas(Fig. 4). Estos

experimentoshan puestode manifiestoque en presenciade etanolla inactivaciónde la H+~

ATPasa ocurre más rápidamente que la del transportador de K+ y por lo tanto que, en este caso,

la pérdidade actividadde esteenzimapodríaseren parteresponsablede la inactivacióndel

transportadorde K~.

1.4. Discusión.

Los resultadosobtenidosmuestranqueel sistemade transportede K+ estásujetoa un

procesode inactivacióncatabólicaquepresentalas siguientescaracterísticas:(i) sedetectatrasla

inhibición de la síntesisde proteínas;(u) sigueunacinéticadeprimerorden;(iii) pareceser

debidoacambiosde la Vmax; (iv) esdependientede energía;(y) esestimuladapor la presencia

de un sustratofermentable.Quela inactivaciónesconsecuenciade un cambioen e) propio

transportadory no unadisminucióndel potencialde membranadebidoa cambiosen la actividad
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Tabla 3. Efecto de la disminución de la actividad H~-ATPasa sobre la actividad

del transportador de K+.

Cepas
ATPasa Transporte de K+

¡mol P1 mg-
1 mm-1 % actividad nmol Rb~ mg~1 min<~ % actividad

RS-514 0.450 “100” 61 100”

RS-515 0.189 42 45.75 75

RS-516 0.166 37 43.92 72

Las célulasse crecierona 300C en medio YNBw (Materiales 1.3.1.3.),Mes-Tris pH 6.5,

suplementadocon los aminoácidosnecesarios,en presenciadeglucosaal 2%.A mitaddela fase

exponencialde crecimiento,setomaronalícuotasy sevaloró la actividadATPasaen la fracciónde

membranascrudasy el transportede K+ en célulasenteras.Las actividadesserefierenamg de

proteína.Los datoscorrespondena la mediadedosexperimentos.
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Figura 7. Inactivación de la H+~ATPasa en presencia de un sustrato no

fermentable.

Las célulassecrecierona30W en un mediomínimoen presenciade glucosaal 2%.A mitadde la

faseexponencialde crecimientosetransfirieronaun volumen3 vecessuperiorde mediofrescoen

presenciade etanolal 2%, 10 ~ig¡mldecicloheximiday 250 sg/mlde clorhidratode tetraciclina.

Se incubarona 300C y a los tiemposindicadosse recogieronalícuotas,se obtuvola fracciónde

membranascrudasy sevaloró la actividadde laH±~ATPasatras su activacióncon glucosa.Los

datoscorrespondenala mediade al menosdosexperimentos.
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H+~ATPasaha sido demostradoen estetrabajomedianteel usodemutantesqueexpresanbajos

nivelesde estaenzima.

Lascaracterísticasde la inactivacióndel sistemade transportede K+ sonsemejantesa las

que presenta la inactivación de otros transportadores de membrana plasmática, concretamente

los transportadores de azúcares (Busturiay Lagunas,1985; Busturiay Lagunas,1986;DeJuan

y Lagunas, 1986). Este hechosugierefuertementeque laasíllamadainactivacióncatabólicade

las proteínas de membrana plasmáticano esun procesode controlespecíficodel metabolismo

sino un fenómeno que podría afectar a un gran número de proteínas de este compartimento

celular. Por otra parte, las características que en todos los casos estudiados presenta esta

inactivación sugieren que podría ser debida a una proteolisis. Durante el desarrollo de este

trabajo se ha demostrado en este laboratorio que al menos en el caso de dos de estas proteínas,

el transportador de maltosa(Lucero et al, 1993) y la H~-ATPasa (Benito et al, 1991), su

inactivación es de hecho debida a proteolisis. A esta conclusión se ha llegadomedianteel uso

de anticuerpospoliclonalescontraestasdosproteínas.Porlo tanto,parecemuy posiblequela

inactivaciónde los transportadoresde membranaplasmáticaobservadadurantela inhibiciónde

la síntesisdeproteínas,seasimplementeconsecuenciade unaestimulacióngeneraldelrecambio

de las proteínas.El recambioseríamáspatenteen el casodeproteínasde estecompartimento

celulardebidoa unamenorestabilidad.

Si la inactivacióndel transportadorde K+ esdebidao no a proteolisisno hapodido ser

demostradaporqueaún no disponemosde anticuerposcontraestaproteína.Sin embargo,

existenindicios que apoyanestaposibilidad.Se havistoqueel gen TRKI, quecodificaunade

las proteínasque participaen el transportede K+, presentasecuenciasque sesabeestán

implicadasen la degradaciónrápidade proteínas(Andersona al, 1991). Una de estas

secuencias,la secuenciaPEST,es unaregiónricaen prolina(P), ácidoglutámico(E), serma

(5) y treonina(T) flanqueadaporaminoácidosconcargapositiva,comohistidina,argininay

lisina. Otra señalpresenteen la secuenciade TRKI y que tambiénse ha relacionadocon la

rápidadegradaciónde proteínasesla abundanciade paresde arginina(Rogersa al, 1986).
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Puesbien, la Trklp contiene3 secuenciasPESTy 6 paresde argininay laposibledegradación

del transportadorde K+ ocurridadurantela inactivacióncatabólicapodríaestarmediadapor

estasseñales.Las regionesPESTsehanencontradoenalgunasproteínasde vida mediacorta.

Tambiénsehanencontradoregionesque tienenunagran homologíacon las secuenciasPEST

en las secuenciasde aminoácidosde los transportadoresde azúcares(Bisson et al, 1993;

Szkutnickaa al, 1989). Se hapostuladoqueestasregionespuedenconvertirseen regiones

PEST efectivasmediantela fosforilación de residuosde sermao treonina, por alguna

serina/treoninakinasa de levaduras(Szkutnicka et al, 1989). Aún no se conocenlos

mecanismosporlos queestassecuenciasmarcana unaproteínaparasu degradaciónni tampoco

a travésdequé vía se lleva a caboestaproteolisis.Se sabeque algunasde las proteínasque

contienensecuenciasPEST sondegradadasvía ubiquitina (Hershkoy Ciechanover,1992)

aunquetambiénsehapostuladoque estadegradaciónestaríamediadaporproteasasactivadas

porionesCa2~,las calpainas(Rogerset al, 1986; Andersona al, 1991).

1.5. Conclusiones.

Los experimentosmostradosen esta parte del trabajo sugieren las siguientes

conclusiones.

1) El transportadorde K~ seinactivaal inhibir la síntesisde proteínas.Estainactivacióntiene

las siguientescaracterísticas:

- Sedebea cambiosen la Vmax.

- Presenta una cinética de primer orden.

- Es un procesodependientede energía.

- Seestimulapor lapresenciaen el mediode un sustratofermentable

2) La inactivaciónpareceserdebidaa cambiosen el propio sistemade transponey no aun

descensodelpotencialde membranaocurridocomoconsecuenciade unapérdidade

actividad ATPasa.
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3) Las característicasde la inactivaciónsugierenquepuedeserdebidaa la proteolisisdel

transportador.

69



Resultados

2. EFECTO DE LA PROTEíNA KINASA DEPENDIENTE DE cAMP EN

LA INACTIVACION CATABOLICA DE LOS TRANSPORTADORES DE

AZUCARES.

Se ha propuestoque la inactivacióncatabólicade los transportadoresde glucosay

galactosarequiereactividadde la proteínakinasadependientede cAMP (Ramosy Cirilo,

1989). Además, se ha visto que en mutantesen los que la actividadde la PKA está

descontroladala expresiónde estostransportadoresno existeo estámuy disminuida.Iniciamos

estapartedeltrabajoparaaveriguarsi la inactivacióny laexpresióndel sistemade transportede

maltosapresentabanrequerimientossimilares.Los resultadosobtenidosconestesistemade

transportenoshicieronrevisarlos resultadospreviamentepublicadosen cuantoa la inactivación

de los sistemasde transportede glucosay galactosa.

2.1. Actividad PKA de las cepasutilizadas.

En estetrabajohemosutilizado dos gruposdemutantes.

a) Mutantesque expresanla subunidadreguladoranormal, cepasBCY]. En estecaso

empleamoscepasque sólo expresanuno de los genesTPK. La actividadPKA que presentan

dependedel genTPK queexpresan.

b) Cepasque expresanel gen BCYI interrrumpido, cepasbey]. Estosmutanteshan

perdidola capacidadde serreguladosporcAMP y por tanto la actividadPKA no varíaen

presenciao ausenciade estenucleótido.En estecasoempleamosun mutantequesólo expresa

TPKI y otro mutanteque expresael alelo rpklW. La mutación rpklW fue aisladacomo

supresoradel fenotipo presentadopor los mutantesbey] y secaracterizapor tenerbaja

actividad PKA(Cameron eral, 1988).

El genotipo y la procedenciade las cepasempleadassedescribeen la tabla 1. Cuandose

comprobaronlas auxotrofíasy el crecimientoen maltosa(Métodos2.1.2.1)seobservóque

ninguna de estas cepas era capaz de utilizar este azúcar como fuente de carbono. Por tanto se

transformaron, como se indica en Métodos 2.9.3, con el plásmido pRMl.l (Materiales 1.4.3.)

70



Resultados

que lleva los genesnecesariosparael transponey la hidrólisisdemaltosa.

En estosmutantesy en sus correspondientescepassilvestressemidió actividadPKA.

Los resultadosobtenidos(Tabla4) muestranque las cepasque sólo expresanTPK] o TPK2

presentanaproximadamenteun 40%de la actividadPKA de la cepasilvestrey que las cepas

quesólo expresanTPK3 o rpklw presentanuna actividadPKA muy baja,aproximadamenteun

5% de la actividadde unacepasilvestre.Los resultadostambiénmuestranque,comoerade

esperar,las cepasqueexpresanla subunidadreguladorafuncional son sensiblesa la ausencia

decAMP mientrasqueen las cepasquellevanel genBCYJ interrumpidola actividadPKA es

independientede estavariable.

2.2. Efecto de la PKA en la expresióndel transportadorde maltosa.

Parainvestigarsi la ausenciade unasubunidadreguladorafuncionalde laPKA afectabao

no a la expresión del transportadorde maltosa utilizamos dos mutantesbey] y su

correspondientecepasilvestreisogénica.Estosmutantesno expresantodaslas subunidades

catalíticasde PKA por lo quela actividadde laenzimaademásde no estarreguladaporcAMP,

erade tansólo el 40%y el 5%respectivamentede la actividaden la cepasilvestre(Tabla4).

Estehechonospermitió tambiéninvestigarsi el nivel de actividadde laenzimaafectabao no a

la expresióndel transportador.Los resultadosobtenidosindican queel nivel de expresióndel

transportadorfue similar en las trescepasensayadas.Estehechose deducedela observación

de la intensidadde la bandacorrespondienteal transportador(Fig. 8A) y tambiéndela medida

cuantitativade dichaintensidad(Fig. 8B). Un aumentodeproteínaen el inmunoensayoprodujo

un aumentolineal de la intensidadde la banda(Fig. 8B) y la pendientede las rectasfue la

mismaen las trescepasusadas.Estosresultadosindicanquela expresióndel transportadorde

maltosaen levaduraesindependientetantode lapresenciade la subunidadreguladorafuncional

de la PICA comode lacapacidadde fosforilacióndedichoenzima.
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Tabla 4. Actividad PKA de las cepasempleadas.

Cepas Genotipo relevante

Actividad PKA

(nmol P~ mg protein&~ miwt)

-vcAMP -cAMP

W303-IA TPKI TPK2 TPK3 BCYJ 3.50 0.34

MB23 TPK¡ tpk2 tpk3BCYI 1.20 0.25

MB13 tpkl TPK2 tpk3RCYJ 1.20 0.14

MB12 rpkl rpk2 TPK3 BCYI 0.14 0.07

238 TPKI TPK2 TPK3 BCY] 2.00 0.29

242 TPKI rpk2 rpk3 bey] 1.30 1.20

243 rpkPt>rpk2rpk3bcy¡ 0.14 0.12

Lascélulassecrecierona 30W en medioYP (Materiales1.3.1.4.)con maltosaal 2% y 3 ppm de

antimicinaA. A mitad de la faseexponencialdecrecimiento,serecogieronporcentrifugacióna

5000rpm durante3 minutosalícuotasdeaproximadamente25 mg deproteínay en ellassevaloró

la actividadPICA (Métodos2.6.2.)en ausenciay en presenciade 10 gM de cAMP. Los datos

correspondenala mediade dosexperimentos.

72



Figura 8. Expresión del transportador de maltosa en mutantes en la subunidad
reguladora de la PKA.

A. Las célulassecrecierona 30WenmedioYP con maltosaal 2% y 3 ppm de antimicinaA. A

mitad de la faseexponencialdecrecimiento,setransfirieronaun volumen3 vecessuperiorde

mediomínimo sin amonio(Materiales1.3.1.5)con glucosaal 2% y 250gg/ml declorhidrato

de tetraciclina(Métodos2.2).En esemomento(célulasno inactivadas)serecogióunaalícuota

de cultivo y se obtuvo un extractocrudo de las células (Métodos2.5.). Alícuotasde estos

extractosse trataroncomoseindicaen Métodos2.8.1.3y se aplicarona un geldel 10% SDS-

poliacrilamida.Trasel desarrollode la electroforesis(Métodos2.8.1.4)y la transferenciade las

proteínasdel gel apapelde nitrocelulosa(Métodos2.8.2)el transportadorde maltosasedetectó

empleandoun anticuerpopoliclonal frente a ese transportadory un segundoanticuerpo

acopladoa fosfatasaalcalina(Métodos2.8.3.).Los carriles 1 al 5, 6 al 10 y 11 al 15 contienen

respectivamente5, 10 15, 20 y 25 gg de proteína. A la derechase indican los pesos

molecularesde algunosde los marcadoresutilizados.

B. Representaciónenunidadesarbitrariasde ladensitometríade las bandascorrespondientesal

transportadordemaltosa.(U ) TPK] TPK2 TPK3 BCYI, ( A ) TPK] rpk2 tpk3 bey], (@

tpklw rpk2 tpk3 bey].





Rexultados

2.3. Efecto de la PKA en la inactivación catabólica del transportador de

mala.

Paraaveriguarsi la inactivacióncatabólicadel transportadorde maltosarequiereactividad

PICA medimosla inactivacióndeestetransportadoren todaslas cepasdescritasen el apartado

2.1, cuya actividad PKAcomo hemos visto oscila entre el 5 y el 100% de la actividad normal

de unacepasilvestre.Observamos(Hg. 9 y 10) queen todaslos casosal someterlas célulasa

condicionesde inactivaciónseprodujoun descensoen la actividaddel transportadorde maltosa

queseguíaunacinéticadeprimerordeny queocurríaa la mismavelocidadindependientemente

de la actividadPKA presenteen las célulasasí como tambiénde la presenciao no de una

subunidadreguladorafuncional.De los resultadosmostradosen las figuras 9 y 10 se deduce

que la vida media del transportadorde maltosaen todas las cepasensayadasfue de

aproximadamente1 horay por lo tanto sepuedeconcluir quela fosforilaciónporPICA no está

implicadaen su inactivacióncatabólica.Enexperimentosrealizadosen paralelosecomprobósi

las diferenciasen la actividad PICA de las cepassemanteníadurantelos experimentosde

inactivacióno si por el contrario desaparecía.La desapariciónde las diferenciashubiera

invalidado la conclusiónalcanzada.Paraello se midió la actividad PICA de las cepas

inmediatamentedespuésde someterlas célulasa condicionesde inactivacióny transcurridas3

horasen estascondiciones.Los resultadosobtenidosmostraronquelas diferenciasen actividad

PICA de las cepassemanteníaconstanteduranteel procesode inactivación(Tabla5).

2.4. Efecto de la PKA en la degradación del transportador de maltosa.

Paralelamenteal desarrollode estetrabajo se demostróen nuestrolaboratorioque la

inactivacióncatabólicadel transportadorde maltosaesdebidaa su proteolisis(Lucero eral,

1993).De acuerdocon esto la inactivaciónque habíamosdetectadoy que semuestraen las

figuras9 y 10, deberíair acompañadade un descensoen el contenidocelulardeltransportador.

Paraprobarestahipótesisseguimosla disminuciónde su contenidoen dosmutantesquetienen

respectivamenteunaactividadPICA de un 40 y un 5% conrespectoa la cepasilvestre(Tabla4).
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Figura 9. Inactivación catabólica del sistema de transporte de maltosa en
mutantes defectivos en actividad PKA que expresan BCYI.
Las células se crecieron a 300C en medio YP con maltosa al 2% y 3 ppm de antimicina A. A
mitadde la faseexponencialdecrecimientosetransfirierona un volumen 3 vecessuperiorde
medio mínimo sin amonioen presenciade glucosaal 2% y 250 ~xg/mlde clorhidratode
tetraciclina.Se incubarona30”C y a los tiemposindicadosserecogieronalícuotasy sevaloróel
transportede maltosa (Métodos 2.3.1.3). Los datos correspondena la media de dos
experimentos.
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Figura 10. Inactivación catabólica del sistema de transporte de maltosa en
mutantes defectivos en actividad PKA que expresan bcyl.

El experimentoserealizócomosedescribeenla figura9.

76



Resultados

Tabla 5. Estabilidad de la actividad PKA tras 3 horas de incubación en

condiciones de inactivación.

Cepas Genotipo relevante

Actividad PKA

(nmol P~ mg proteínw1 min1)

Oh 3h

W303-IA TPKJ TPK2 TPK3 BCYI 3.50 3.50

MB23 TPKJ rpk2 rpk3 BCY] 1.20 1.24

MB13 rpM TPK2 tpk3RCY] 1.20 1.40

MBl2 rpkl rpk2 TPK3 BCYI 0.14 0.20

238 TPK1 TPK2 TPK3 BCYJ 2.00 3.20

242 TPK] rpk2 rpk3 bey] 1.30 1.00

243 rpklwrpk2 rpk3 bey] 0.14 0.10

Las células se crecieron a 300C en medio YP con maltosa al 2%y 3 ppm de antimicina. A mitad

de la fase exponencial de crecimiento se transfirieron a un volumen 3 veces superior de medio

mínimo sin amonio en presenciade glucosaal 2% y 250 gg/ml de clorhidratode tetraciclina.Se

incubaron a 300C y en ese momento y también tras tres horas de incubación se recogieron

alícuotas de aproximadamente 25 mg de proteína y se valoró la actividad PKA. Los datos

corresponden a la media de dos experimentos.
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Los resultadosobtenidosmostraronque trascuatrohorasen condicionesde inactivacióntanto

en la cepasilvestre como en las cepascon actividad PKA disminuida tuvo lugar una

disminuciónde la intensidadde la bandacorrespondienteal transportadorquefue semejanteen

todasellas(Fig. 11).

En resumen,todos los resultadospresentadosindican fuertementeque la fosforilación

por PICA no intervieneen la inactivacióncatabólicadel transportadorde maltosay queesta

inactivaciónocurrea unavelocidadqueesindependientedela fosforilaciónporestaproteína

kinasa.

2.5. Erecto de la PKA en la inactivación catabólica de los transportadores

de glucosa y galactosa.

Los resultadosobtenidospor nosotrossobreel efecto de la PICA en la expresióne

inactivacióndel transportadorde maltosadiscrepabande los descritospreviamenteen relacióna

los transportesde glucosay galactosa.Comoya he mencionadoanteriormenteseha descrito

que la inactivacióncatabólicade estostransportadoresrequiereactividadPICA (Ramosy

Cirillo, 1989). Teniendoen cuentaque la inactivaciónde todos los transportadorespresenta

característicassimilaressorprendíael hechode queestainactivaciónpresentaserequerimientos

de actividadPKA diferentes.Porestarazón,decidimosreexaminarlos resultadosobtenidos

porRamosy Cirilo.

Paraello investigamosla inactivacióndel transportadorde glucosaen los dos gruposde

mutantesPICA descritos(Tabla4). En el casodel transportadorde galactosano seutilizaronlos

mutantesbey] porqueestascepasmostraronserincapacesdeutilizar esteazúcar.Observamos

que al someterlas célulasa condicionesde inactivaciónseproducíaun descensoen la actividad

tanto del transportadorde glucosa(Fig. 12 y 13) como del de galactosa(Fig. 14), a una

velocidadqueeraigual en todaslas cepasy por lo tanto, independientetantode la actividadPKA

comode la presenciade la subunidadreguladorafuncional. En todaslas cepaslavida media
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Figura 12. Inactivación del sistema de transporte de glucosa en cepas deficientes

en PKA que expresan BCYJ.

Las célulassecrecierona 300C en medioYPcon glucosaal 2%. A mitadde la faseexponencialde

crecimientose transfirierona un volumen 3 vecessuperiorde medio mínimo sin amonioen

presenciadeglucosaal 2%y 250gg/ml de clorhidratode tetraciclina.Seincubarona30’C y a los

tiemposindicadosserecogieronalícuotasy en ellassevaloróel transportede glucosacomo se

indicaen Métodos2.3.1.1.Los datoscorrespondena la mediade dosexperimentos.
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Figura 13. Inactivación del sistema de transporte de glucosa en cepasdeficientes

en PKA que expresan bcyl.

El experimentose realizócomosedescribeen la figura 12.
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Figura 14. Inactivación del sistema de transporte de galactosa en cepas

deficientes en PKA que expresan BCYI.

Las célulasse crecierona 30W en medioYPcongalactosaal 2% y 3 ppm antimicinaA. A mitad.

de la faseexponencialdecrecimientosetransfirierona un volumen 3 vecessuperiorde medio

mínimo sin amonioen presenciade glucosaal 2% y 250 ~tg/mlde clorhidratode tetraciclina.Se

incubarona 300C y a los tiempos indicadosserecogieronalícuotasy en ellas se valoró el

transportede galactosacomose indica en Métodos2.3.1.2.Los datoscorrespondenalamediade

dosexperimentos.
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calculadaa partir de los datosde estasfigurasfue de unas5 y 2 horasparalos transportadores

de glucosay galactosarespectivamente.Estosresultadosindicanquela inactivacióncatabólica

de estostransportadores,al igual que la del de maltosa,no dependede la actividadPICA

presenteen las células.

La discrepanciaentrenuestrosresultadosy los obtenidosporRamosy Cirillo podíaser

debidaa diferenciasen las condicionesde inactivaciónutilizadaspor estosautoresy las

nuestras.Enrealidadestasdiferenciaseranmuy pequeñaspuestoqueselimitabana la diferente

densidadcelularde los cultivos durantela inactivación.No obstantedecidimosprobaresta

posibilidad.Parareproducirlas condicionesde inactivaciónde Ramosy Cirillo, aumentamosla

cantidadde célulasenel mediode inactivación,y estudiamosladesapariciónde la actividaddel

transportede galactosaen dos cepasque presentanun 5 y un 100% de actividadPKA

respectivamente(Tabla4). Observamosque en estascondicionesexperimentalesseproducíaun

retrasoen el comienzode la inactivacióndel transportador(Fig. 15). Perouna vez que la

inactivacióncomenzabaéstatranscurríaa la misma velocidaden ambascepas.La vida media

calculadafue, al igual que en nuestrascondicionesexperimentales,deunasdoshoraspor lo

queconcluimosquelasdiferenciasentrenuestrosresultadosy los previamentedescritosno son

debidasalas diferentescondicionesde inactivaciónempleadas.

2.6. Discusión.

Los resultadosmostradosindicanque laexpresiónde los transportadoresdeazúcaresen

levadura, así como también la inactivación catabólicade estas proteínas,ocurre

independientementetantode la presenciade la subunidadreguladorafuncional de laproteína

kinasadependientede cAMP comode la actividadcatalíticade estaenzima.Con los datosde

quedisponemosno podemosestablecerlacausade la discrepanciaentrenuestrosresultadosy

los publicadospreviamenteporotrosautores(Ramosy Cirillo, 1989). Nuestrosresultados

indican que esta discrepanciano puedeserdebidaa diferenciasen las condicionesde

inactivación utilizadas puesto que a partir de experimentosrealizadosen las condiciones
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Figura 15. Inactivación del sistema de transporte de galactosa en las condiciones

empleadas por Ramos y Cirillo.
Las células se crecieron a 300C en medio YP con galactosa al 2%y 3 ppm antimicina A. A mitad

de la faseexponencialde crecimientoserecogieronpor centrifugacióna 5000 rpm durante3

minutos y, despuésde lavarlascon aguaMilliQ, se suspendieronen un medio que contenia

0.67% YNBw y glucosaal 2%, para una densidadcelular de 5 DO
640 nm~ A los tiempos

indicadosserecogieronalícuotasde célulasen las que se valoró la actividaddel transportede

galactosa.Los datoscorrespondena lamediadedosexperimentos.
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experimentalesusadasporesosautoresalcanzamosla mismaconclusión.Unarazónquepodría

contribuir a la mencionada discrepancia es la forma inadecuada en la que fueron realizadas las

medidas del transporte en el trabajo previamente publicado (Ramos y Cirillo, 1989). En este

trabajo los autores incuban las células en presencia de los sustratos naturales, glucosa y

galactosa respectivamente, durante un minuto a 30W. Ahora bien se ha demostrado que a esa

temperaturay con esetiempode incubaciónunacantidadsubstancialdel azúcartransportado

puedesersecretadoal mediocomoproductosdefermentación(Serrano,1977),lo queda lugar

a un gran error en la medida del transporte. Hay que tener en cuenta que el tiempo de

incubaciónrecomendadocuandose usansustratosnaturalesa 30W esde tansólo 5 segundos

(Fuhrmann, 1992; Bisson y Fraenkel,1983). Nuestroperiodo de incubaciónfue de 15

segundosy la temperaturade incubaciónfue de tan sólo 20W, como se describeen Métodos

2.3.1.

Todos los transportadoresde azúcaresidentificadoshastala fechaen S. cerevisiae

contienenposiblessitios de fosforilaciónporPICA (Kruckebergy Bisson, 1990; Bissoneral,

1993). Aunque los resultadospresentadosen este trabajo indican que estos sitios de

fosforilaciónno estánimplicadosen la inactivacióncatabólicade los transportadores,no puede

descartarsequeesténrelacionadoscon otrosmecanismosderegulación.Porejemplo,podrían

estarimplicadosen los cambiosrápidosy reversiblesen la actividaddeestostransportadores

que seobservantras la desapariciónde la fuentede nitrógenoen el medio o tambiénen el

cambio de aerobiosis a anaerobiosis, lo que se conoce como efecto Pasteur (Lagunas, 1993).

De hecho un papel similar a éste que proponemos podría guardar relación con los sitios de

fosforilación de otras proteínas como por ejemplo la fructosa- 1 ,6-bisfosfatasa y la isocitrato

liasa. Durante mucho tiempo se pensó que la degradación de estas enzimas, ocurrida durante su

inactivación catabólica, estaba provocada por la fosforilación por PICA que tiene lugar durante

la primeraetapade la inactivación.Sin embargo,actualmentesepiensaqueestafosforilación

no está implicada en esta degradación sino que es responsable del aumento de la susceptibilidad

de estas enzimas a sus mecanismos de regulación alostéricos (Holzer, 1989). Sería interesante
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averiguarsi la fosforilación por PICA de los transportadoresde azúcaresjuegaun papel

semejanteal descritoen el casodeestosenzimas.

2.7. Conclusiones.

En contrade lo queotros autoreshandescrito:

1) La expresión de los transportadores de azúcares no depende de la presencia de la subunidad

reguladorafuncionalde laproteínalónasadependientedecAMP.

2) La inactivación catabólica de estos transportadores es independiente de la actividad

fosforilantedeestaenzima.
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3. MECANISMO DE DEGRADACION DE LAS PROTEíNAS DE

MEMBRANA PLASMATICA DURANTE LA INACTIVACION CATABOLICA.

Las característicasde la inactivacióncatabólicadelas proteínasdemembranaplasmática

sugierenque estainactivaciónpodría serdebidaa proteolisis y en los casosen los que la

disponibilidadde anticuerposlo ha permitido,estahipótesisha sido demostrada(Luceroet al,

1993; Benito et al, 1991). En estaparte del trabajo nos hemospropuestoinvestigarel

compartimentocelularen el quetienelugarestaproteolisís.Ladegradaciónpuedeocurrir enla

propia membranaplasmáticao en el interior de la célula. Paradistinguir entreestasdos

posibilidadeshemos investigadoel papel de la endocitosisen la inactivacióncatabólica.

Posteriormenteinvestigamoscuálde los principalessistemasde degradaciónde S. cerevisiae,

elproteasomao la vacuola,estáimplicadoen dichoproceso.

3.1. Relación entre endocitosise ¡nactivación catabólica del transportador

de maltosa.

Parainvestigarsi la endocitosisestáimplicada en la inactivación catabólicadel

transportadorde maltosautilizamos las cepascon lasmutacionesend3y end4 (Tabla 1), que

presentanendocitosisdisminuidadebidoa una alteraciónen la etapade intemalización.El

mutanteend3esdefectivoen la endocitosísacualquiertemperaturamientrasquelamutación

end4reducelaendocitosisprincipalmentea temperaturassuperioresa 340C.Se comprobóel

fenotipode estosmutantesy sucrecimientoenpresenciade distintosazúcarescomo fuentede

carbono(Métodos2.1.2)y, puestoque eran incapacesdecrecerutilizando maltosa,fueron

transformadascon el plásmidopRMl.l (Materiales1.4.3.)comoseindica en Métodos2.9.3.

Observamosquecuandolascélulastransformadassesometíanacondicionesde inactivaciónse

producíaun descensoen la actividaddel transportede maltosaque,tantoa 24comoa 350C,

ocurríamucho máslentamenteen los mutantesque en la cepasilvestre(Fig. 16). De los

resultadosobtenidossecalculéque a 35W la vida mediadel transportadoren las cepas

mutantes fue 6- ‘7 veces mayor que en el silvestre (Tabla6), mientras que a 24W fue
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Figura 16. Inactivación del sistema de transportede maltosa en cepascon

endocitosisdisminuida a 240C y MT.

Las célulassecrecierona240C en YP (Materiales1.3.1.4>conmaltosaal 2% en presenciade 3

ppm de antimicinaA. A mitad de la fasede crecimientoexponencialse transfirierona un

volumen 3 vecessuperiorde medio mínimo sin amonio (Materiales1.3.1.5)en presenciade

glucosaal 2% y 250gg/m] de clorhidratode tetraciclina.Seincubarona240C y a 350C y a los

tiempos indicadosse recogieronalícuotasy se valoró el transportede maltosa(Métodos

2.3.1.3).Los datoscorrespondena lamediade al menosdosexperimentos.
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Tabla 6. Vida media del transportador de maltosa en cepas con endocitosis

disminuida.

Vida media (h)
Cepas Genotipo relevante

Actividad Contenido

350C240C 350C

RH144-3D END3END4 1.4 1.4 1.3

RH266-1D end3 3.2 6.0 5.9

RH268-1C end4 4.4 7.0 6.2

Los experimentosserealizaroncomosedescribeen las figuras 16 y 17.
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sólamentede 2-3vecesmayor(Tabla6). Estosresultadosindicanqueun defectoen laetapade

intemalizaciónde la endocitosisvaacompañadode un defectoen la inactivacióncatabólicadel

transportadordemaltosay sugierequeambosprocesosestánrelacionados.

3.2. Relación entre endocitosis y degradación del transportador de

maltosa.

La inactivacióncatabólicadel transponede maltosaes debidaa la proteolisis del

transportador(Lucero a al, 1993). Si, como sededucede los resultadosmostrados,la

endocitosisestáimplicadaen la inactivacióncatabólica,la degradacióndel transportador

ocurridadurantedichainactivacióndebetambiénestardisminuidaen los mutantesafectadosen

endocitosis.Paraprobarestahipótesismedimosel contenidode transportadora la temperatura

enque los efectosde la mutaciónsonmásaparentes,estoes a 350C (Rathsetal, 1993).Los

resultadosobtenidossemuestranen la figura 17 y en ella seobservaque tanto en la cepa

silvestrecomo en los mutantesla inactivación(Fig. 16) fue acompañadade un descenso

paraleloen lacantidaddela proteína.Comopuedeverseen la tabla6, los valoresde vidamedia

obtenidosa partir de los datos sobrecontenidode transportadorfueron semejantesa los

obtenidosa partirde los datossobreactividad.Estosresultadosmuestranquela degradación

del transportadordemaltosaestárelacionadacon la velocidadde endocitosisy queun retraso

enesteprocesotiene comoconsecuenciaun descensoen la velocidadde degradacióndel

transportador.En resumen,la internalizacióndel transportadoresun pasonecesarioen su

degradación.

3.3. Relación entre endocitosis e inactivación catabólica de otros

transportadores.

Paracomprobarsi la endocitosisse halla implicadano sólo en la inactivacióncatabólica

del transportadorde maltosasino tambiénen la inactivacióncatabólicade otrasproteínasde

membrana,decidimosexplorarel papeleventualde esteprocesoen la inactivacióncatabólicade
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los transportadoresde glucosay de K~. En estosexperimentosintentamosutilizar tambiénlos

mutantesend3y end4.Sin embargo,resultadospreliminaresmostraronque en estecasoestos

mutantesno eran apropiados.Los transponesde glucosay K+ tienen una vida media

relativamentealta, aproximadamente5 horas,y no fue posibleevaluarde formacuantitativay

fiable un incrementosobreese valor. Por esarazón intentamosel uso de otrasdos cepas

mutantes,la MP y la H17 (Tabla 1), tambiéntermosensibles,quepresentanla mutaciónrs], y

cuyo fenotipo,a diferenciade las cepascon las mutacionesend3y end4,esun aumentoen la

velocidadde endocitosis.Asímismo,utilizamos la cepaTY17, obtenidapor transformación

con el gen silvestreTSJ de uno de los mutantesrsl, en concretoH17. Secomprobóel fenotipo

de estascepasy semidió deformacualitativala endocitosismedianteel usodelcoloranteLY,

comoseindica en Métodos 2.4. En la figura 18 sepresentanlas fotografíasde las células

visualizadasal microscopio.Como se puedeobservar,las cepascon la mutación tsl

presentaronun aumentoen la captacióndeLY con respectoa )acepasilvestreo la transformada

con TSJ,en las queno seobservóla acumulacióndel coloranteen el interiorcelular.

3.3.1. Relaciónentre la inactivacióncatabólicadel transportadorde glucosay la

endocitosis.

Para investigarsi la endocitosisestáimplicada en la inactivación catabólicadel

transportadorde glucosaseguimosla velocidadde la inactivaciónen las cepascon endocitosis

aumentada,en su correspondientesilvestrey en la cepatransformadacon TS1.Cuandolos

experimentosde inactivaciónserealizarona 240C no seobservarondiferenciasentrelas cepasy

en todos los casosseobservóun descensoen la actividadque siguióunacinética de primer

ordeny que sugiereuna vida mediade aproximadamente‘7 horas(Figura 19). Sin embargo,

cuandolas célulasseincubarona 350C, la inactivaciónfuemásrápidaquea240C en todaslas

cepasestudiadas.Peroen estecasosí queseobservandiferenciasentrelas cepasque portaban

el gen tsl y las que portabanelTSI (Fig. 19).Lavida mediafue un 40% másbajoen las cepas

mutantes que en la cepa silvestre y la cepatransformadacon el gen TSI (Tabla7). Esta
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Figura 19. Inactivación del sistema de transporte de glucosa en cepas con

endocitosis aumentada, a 240C y 350C.

Las célulassecrecierona 240C en YP con glucosaal 2%. A mitad de la fasede crecimiento

exponencialse diluyerona la mitad en medio frescoconteniendo2% glucosa.Este cultivo se

dividió endosalícuotasy cadaunade ellasseincubó2 horasa 240C o 350C. Transcurridoeste

tiempo selavaroncon aguadestiladay seresuspendieronenmediomínimoconglucosaal 2% y

los requerimientosnecesariosen presenciade 10 gg/ml decicloheximida.Se incubarona 240C

(A) y a 350C (B), y a los tiemposindicados serecogieron alícuotasconteniendo4 mg de proteina

y sevaloróel transportede glucosa(Métodos2.3.1.1).Cepas:288U (TSI) (EJ ), TY17 (TSI)

( ~ ), 54P (rs]) ( U ), H17 (rs]) ( e ). Los datos correspondena la media de cinco

experimentos.
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Tabla 7. Vida media del sistema de transporte de glucosa en cepas con

endocitosis aumentada.

Vida media (h)
Cepas Genotipo relevante

240C 350C

288U TSJ 6.9 2.7

54P ts] 6.8 1.7

H17 tsl 6.7 1.9

TYI7 rsl::YIp::TSJ 6.8 2.3

Los experimentosserealizaroncomose describeen la figura 19.

95



Resultados

diferencia, aunquepequeña,resultó ser estadísticamentesignificativa (2P<0.05).Para

comprobarsi durantela inactivaciónsemanteníanlas diferenciasde endocitosisentrelas cepas

utilizadasmedimosde forma cualitativa la endocitosisde estascélulas tras 4 horasen

condicionesde inactivación.Los resultadosobtenidosindicaronqueelpatrónde captaciónde

LY fue similar en todoslos casosal obtenidocuandolas célulasno sehabíansometidoa las

condicionesde inactivación(Fig. 18).

De los resultadosobtenidospodemosconcluir que un aumentoen la velocidadde

endocitosisva acompañadode un aumentoen la velocidadde inactivacióncatabólicadel

transponedeglucosa,lo quesugiereque ambosprocesosestánrelacionados.

3.3.2.Relaciónentrela endocitosisy la inactivacióncatabólicadeltransportadorde K~.

En lo que serefiereal transponede K+ observamosquecuandosesometíanlas célulasa

condicionesde inactivacióna240C,seproducíaun descensoen laactividaddeltransponede K+

queocurríaa lamismavelocidadtantoen lascepasconel gen TSI comoen las queportanla

mutacióntsl (Fig. 20). En todos los casosla vida mediade estetransportea estatemperatura

fue de 6.4 horas(Tabla 8). Sin embargo,cuandolas célulasse sometierona inactivacióna

350C,seobservóquetantola cepasilvestrecomola transformadamanteníanla mismavelocidad

de inactivaciónque a 240C mientrasque las dos cepasque tienen endocitosisaumentada

presentanun aumentode lavelocidadde inactivaciónde unastresveces(Fig. 20).En estecaso

la vidamediadel transportadoren las cepasmutantesfue alrededorde2 horasmientrasqueen la

cepasilvestrey en la cepatransformadafue de másde6 horas(Tabla8).

Esteaumentoen la velocidadde inactivaciónen las cepascon endocitosisaumentada

sugería,comoen el casodel transportede glucosa,que un incrementoen la velocidadde

endocitosisiba acompañadode un incrementoen la velocidadde inactivacióncatabólicadel

transportadorde K+. Sin embargo,en el casode estetransportadorexistía al menosotra

posibilidadparaexplicarlos resultados.Comohemos mencionadomásarriba,el transportede
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Figura 20. Inactivación del sistema de transporte

aumentada a 240C y MT.

Las células setrataron como seindica en la figura 19. A los tiempos

alícuotasconteniendo3 mg de proteínay se valoróel transportede K+

288U (TSI) ( E ), TY17 (TSJ) ( A ), 54P (rs]) ( U ), H17 (rs]) ( •

a la mediade tresexperimentos.

de K~ en cepascon endocitosis

indicadosse recogieron
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Tabla 8. Vida media del sistema de transporte de K~ en cepas con endocitosis

aumentada.

Vida media (h>
Cepas Genotipo relevante

240C 350C

288U TSJ 6.4 6.4

54P tsl 6.4 1.9

1-117 rs] 6.4 2.1

TYI7 tslx’YIp::TSJ 6.4 5.9

Los experimentosserealizaroncomosedescribeen la figura 20.
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K+ dependedel potencialde membrana,quea suvezesdependientede laactividadde la H+~

ATPasa.Si el aumentode la endocitosisen estascepasfueseacompañadode unapérdidade

actividadde la H+~ATPasa,el descensoen el potencialde membranaprovocadopodríaserel

responsabledel descensoobservadoen la actividaddel transportede K+. Parainvestigarsi en

las cepasmutantesla H+~ATPasase inactivadurantela incubacióna350C en las condiciones

experimentalesempleadasmedimosla actividadde estaenzima.Comopuedeverseen la tabla9

tras 4 horasde incubacióna 350C en las condicionesinactivaníesla actividadH+~ATPasa

descendióaproximadamenteun 20% en las cepasmutantesen comparacióncon la silvestre,

mientrasque la actividaddel sistemade transportede K+ descendióun 70%.Comoyahemos

demostradomásarriba(Resultados,1.3),un descensodehastaun 60%en la actividadde esta

enzimaesresponsablede tansólo un 25% depérdidade actividaddel sistemade transponede

K+ por lo que podemosconcluir que el incrementoen la inactivacióndel transportede K+

observadano puedeatribuirsea la inactivaciónde la H+~ATPasa,sino al incrementode la

velocidadde la endocitosisen estascepas.

3.4. Papel del proteasomaen la inactivación catabólica del transportador

de maltosa.

En levaduraexistendossistemasmayoritariosde proteolisis:la vacuolay el proteasoma.

Conobjeto de averiguarsi el proteasomaestáimplicadoen ladegradacióndeltransportadorde

maltosaocurridadurantela inactivacióncatabólicaempleamosdoscepascon mutaciones

simples,prel-] ypre2-1,y unacepacon la doblemutación,prel-] pre2-1 (Tabla 1). Estas

cepassondefectuosasen la actividadsimilar a quimowipsinadel proteasoma(Heinemeyera al,

1991; HeinemeyereraL, 1993)porlo quepresentandisminuidala degradacióndeproteínasy

acumulanproteínasunidasa ubiquitinaen condicionesde estrés.Como sepuedever en la

figura 21, al someterlas célulasde estosmutantesacondicionesde inactivaciónseobservóun

descensoen la actividaddel transportede maltosaa una velocidadque fue similar a la

observadaen la cepasilvestre. A partir delos datosde estafigura 21 secalculóla vida media
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Tabla 9. Actividad de la H~-ATPasa y del sistema de transporte de K~, en cepas

con endocitosis aumentada, al cabo de 4 horas de inactivación.

Cepas
AlPasa Transporte de K~

240C 350C 240C 350C

288U “100” “100” “100” “100”

54P 97 87 103 32

H17 102 80 100 27

TY17 100 93 100 80

Lascélulasfueron tratadascomose indica en la Fig 19. Despuésde 4 horasde incubaciónalas

temperaturas indicadas se midió la actividad H~-ATPasa y la del transporte de K~. La actividad

ATPasa se valoró en membranas crudas en presencia de 2 mMATP (Métodos 2.6.1.). El

transporte de K+ se valoró en células enteras en presencia de 5 mMRbCI (Métodos 2.3.2.). Los

valores son relativos a los de la cepa silvestre. Los valores absolutos encontrados de las

actividades de la cepa silvestre a 240C y 350C fueron, respectivamente, 0.48 y 0.56 limol P
1 mg

proteína’ miw
t para la ATPasa y 90 y 85 nmol Rb+ mgproteína-1 mirn1 para el transporte de

K±.Los datos corresponden a la media de dos experimentos.

loo



Resultados

PRE] PRE2

prel-] pre2-1

U

0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 67

Tiempo (It)

Figura 21. Inactivación del sistema de transporte de maltosa en cepas deficientes
en la actividad del proteasoma.
Las células se crecieron a 280C en YP con maltosa al 2% en presenciade 3 ppm de antimicina A.
A mitad de la fase de crecimiento exponencial se transfirieron a un volumen 3 veces superior de
medio mínimo sin amonio en presencia de glucosa al 2%, 10 g/ml de cicloheximida y 250 gg/ml
de clorhidrato de tetraciclina. Se incubaron a 280C y a los tiempos indicados se recogieron
alícuotas y se valoró el transporte de maltosa (Métodos 2.3.1.2). Los datos corresponden a la

media de dos experimentos.
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de! transportador que, en todas las cepas, fue aproximadamente de 1 hora, Resultados

semejantes se obtuvieron cuando, en vez de medir actividad, se midió el contenido celular de

este transportador. En este caso utilizamos solamente la cepa silvestre y el doble mutante prel-J

pre2-l y los resultados obtenidos mostraron que el contenido celular del transportador también

disminuye a la misma velocidad en la cepa silvestre que en el doble mutante (Fig. 22). Todos

estos resultados indican que la actividad proteolítica del proteasoma no está implicada en la

inactivación catabólica del transporte de maltosa.

3.5. Papel de la vacuola en la inactivación catabólica del transportador de

maltosa.

Para investigar si el otro sistema mayoritario de degradación de proteínas, la vacuola, está

implicado en la proteolisis del transportador de maltosa investigamos tanto la actividad como el

contenido de este transportador en cepas deficientes en proteasas vacuolares. Utilizamos dos

cepas mutantes, una cepa que presenta una mutación en el gen PRAl que codifica la proteinasa

yscA, y otra cepa que presenta sendas mutaciones en los genes PRAl y PRRJ y que, como

consecuencia, es defectiva en las proteinasas yscA e yscB (Tabla 1). La capacidad proteolítica

de la vacuola en estas cepas está reducida en un 70 y un 85%respectivamente en comparación

con una cepa silvestre (Teichert etal, 1989). Cuando sometimos estas células a condiciones de

inactivación observamos que la actividad del transporte disminuía a la misma velocidad tanto en

las células mutantes como en la células silvestres (Fig. 23) lo que indica que el transportador

desaparece de la membrana plasmática, en otras palabras, es internalizado a la misma velocidad

en todas las cepas estudiadas. La vida media calculada fue de 1 hora aproximadamente.Ahora

bien, cuando en vez de medir actividad medimos el contenido celular del transportador

observamos que éste contenido disminuía a una velocidad aproximadamente5 veces más lenta

en lascepasmutantesqueen la cepasilvestre(Ng. 24). Los valoresde vida mediaobtenidos

calculadosapartir de estosresultadossemuestranen la tabla 10. Estosresultadosindican que,

unavez internalizado,ladegradacióndel transportadorocurremuchomásdespacioen las cepas
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Figura 23. Inactivación del sistema de transporte de maltosa en cepasdeficientes

en proteasas vacuolares.

El experimento serealizó como se indicaen lafigura2l. Cepas: (U ) PRAl PRJ3J,(O )pral-l

y ( e ) pral-lIprbl-l. Los datos corresponden a la media de dos experimentos.
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Tabla 10. Vida media del transporte de maltosa en cepas deficientes en proteasas

vacuolares.

Cepas Genotipo relevante
Vida media (h)

Actividad Contenido

WCG4a PRA/PRB] 1.0 1.4

YMTA pral-] LO 7.0

YMTAB pral-lprbl-l 1.0 7.0

Los experimentos se realizaron como se indica en las figuras 23 y 24.
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con la función vacuolar alterada que en la silvestre lo que sugiere fuertemente que la vacuola se

halla implicada en la degradación.

Si realmente la vacuola se hallase implicada en la degradación del transportador los

mutantes afectados en su función deberían acumular el transportador en este compartimento

celular. Para probar esta hipótesis realizamos experimentos de inmunofluorescencia en los que

utilizamos la cepa silvestre y el doble mutante pral -JIprbJ-l y los anticuemos anti-

transportador previamente purificados por afinidad como se describe en Métodos 2.8.4. Los

resultados obtenidos mostraron que células creciendo exponencialmente en presencia de

maltosa presentaban una fluorescencia difusa que cubría toda la superficie celular. Estos

resultados son consistentes con el hecho de que el transportador se halla localizado en la

membrana plasmática (Ng. 25). Ahora bien, cuando las células fueron sometidas a condiciones

de inactivación durante 4 horas, la cepa con la doble mutación presentó un acúmulo de

fluorescencia en un compartimento celular distinto del núcleo identificado con DAPI, un

colorante fluorescente que se une al DNA(Fig. 25). El aspecto y el tamaño del compartimento

celular donde se detecta el transportador de maltosa unido al anticuerpo sugiere que se trata de

la vacuola y por lo tanto los resultados confirman los ya obtenidos e indican fuertemente que la

vacuola está implicada en la inactivación catabólica del transportador de maltosa.
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La mayoríade las proteínasde Saccharomycescerevisiaesonmuyestablesen diferentes

condiciones metabólicas y su vida media supera incluso las 70 horas (Gancedo a al, 1982). Sin

embargo, existe un pequeño grupo de proteínas, alrededor del 10%, que presenta una vida

media corta. Los transportadores de azúcares parecen pertenecer a este grupo ya que se

inactivan rápidamente durante la fermentación en ausencia de síntesis de proteínas debida bien a

la carencia de una fuente de nitrógeno, bien a la presencia de un inhibidor como la

cicloheximida. En estas condiciones la vida media de estas proteínas oscila entre 1 y 5 horas

(Lagunas eta!, 1982; Busturia y Lagunas, 1985; Busturia y Lagunas, 1986; DeJuan y Lagunas,

1986). En un principio se pensó que esta inestabilidad podría ser una característica panicular de

los transportadoresde azúcares.Sin embargo,se havisto queunainestabilidadsemejanteafecta

tambiéna otrasproteínasdemembranaplasmática.Hemosmostradoen estetrabajoque el

transportadorde K+ presentaunavida mediade tansólo 3.5 horasdurantela fermentacióntras

la inhibición de la síntesisde proteínasy tambiénen un trabajopreviodenuestrolaboratorio

(Benito eta!, 1991)semostróqueen condicionessimilaresa las descritasla vida mediade la

H+~ATPasa es de unas 11 horas, valor que está muy por debajo del valor de vida media de la

mayoría de las proteínas de este organismo. También en otros laboratorios, utilizando

condiciones experimentales que incluyen el ayuno de algún nutriente o algún otro tipo de estrés,

se ha podido comprobar que otras proteínas de membrana plasmática son inestables. De hecho,

la vida media de la permeasa de uracilo es de alrededor de 1 hora durante el ayuno de nutrientes

como compuestos nitrogenados, fosfato o fuentes de carbono (Volland eral, 1993). También

una vida media corta se ha observado para la penneasa general de aminoácidos o Gaplp, si bien

en este caso el factor desencadenantede la inactivaciónno eslacarenciade un nutrientesino la

presencia de iones amonio en el medio (Grenson, 1983). En realidad puede decirse que la

actividad de todas las proteínas de membrana plasmática de levadura estudiadas hasta la fecha es

mucho menos estable que la actividad de la mayoría de las proteínas de este organismo en

condiciones análogas y es importante señalar que en los casos en que la disponibilidad de
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anticuerpos ha permitido estudiar el mecanismo de esta pérdida de actividad se ha podido

demostrar que es debida a proteolisis (Benito eta!, 1991; Luceroet al; 1993; Volland eta!;

1993; Hein y Andre, 1994).

El hecho de que, en general, las proteínas de membrana plasmática sean tan inestables

hace sospechar que en la mayoría de los casos la estabilidad no se deba a mecanismos de

regulación desencadenados específicamente por condiciones fisiológicas particulares, sino que

mas bien se deba a la estimulación del recambio general de proteínas producido cuando las

células se someten a condiciones adversas. De hecho, se sabe que el principal mecanismo de

respuesta a condiciones de estrés, como son la ausencia de los nutrientes aquí mencionados o la

acción de factores fisico-quimicosextremos,consisteen la degradaciónde un elevadonúmero

de proteínas bien porque sean innecesarias, bien porque estén alteradas (Hilt y Wolf, 1992).

En eucariotas superiores la degradación de las proteínas de membrana plasmática se lleva

a cabo por proteinasas lisosomales, citosólicas y extracelulares. Para un proteína dada puede

darse el caso de que en su degradación participen más de un sistema de proteinasas. Por

ejemplo, el dominio extracelular de la proteína puede ser eliminado en el medio externo por la

acción de proteinasas extracelulares mientras que el dominio citoplasmáticopuedeser

degradado por proteinasas citoplásmicas y el dominio transmembranapor proteinasas

lisosomales.Porotra partela degradaciónde las proteínasde membranaplasmáticapuede

llevarseacabocompletamenteen la propiamembranaplasmáticao en algúnlugardiferentede la

céluladondehan sido sintetizadas(Hare, 1990). Sin embargo,en organismoseucariotasse

sabequeel principalmecanismode degradaciónde proteínasde membranaplasmáticaselleva a

cabotras suinternalizaciónporendocitosisy su posteriorliberaciónal lisosomaqueesdonde

tiene lugar la proteolisisno selectivade las mismas.Enel casode Saccharomycescerevisiaese

ignoracasi todo sobrela degradaciónde estasproteínasaunquese sospechaque ocurrirá

probablementepormecanismossemejantesa los descritosen otrosorganismoseucariotas.De

hecho,se ha demostradoque existeuna relaciónentre la internalizaciónde proteínasde

membranaporendocitosisy su degradación.Ejemplosde estarelaciónsonlos receptoresde los
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factores a y a, que se pueden internalizar unidos a sus respectivos ligandos o en ausencia de

éstos (Singer y Riezman, 1990; Davis a al, 1993),paraserposteriormentedegradadosenel

interior de la célula.Tambiénejemplosde estemecanismosonladegradaciónde lapenneasade

uracilo (Volland etal, 1993)y la de los transportadoresde maltosa,glucosay K~ (estetrabajo),

en los que la degradación requiere la intemalización previa de estas proteínas por endocitosis.

En eucariotas superiores, los receptores y proteínas intemalizadas por endocitosis pueden

ser detectadas en el sistema de endosomas. Una parte de estas proteínas son liberadas en el

lisosoma pero la mayoría de ellas, así como también aproximadamente el 50% de los

compuestos que entran en la célula por endocitosis de fase fluida, no son liberados en el

lisosoma sino que son devueltos a la superficie celular desde los endosomas (Gruenberg y

l-lowell, 1989). Este reciclaje se lleva a cabo a través de un compartimento que presenta un

morfología tubular y se halla próximo a la superficie celular. De esta forma no sólo las proteínas

vuelven a la membrana plasmática, sino que también los componentes lipídicos de ésta que han

sido internalizados son devueltos a ella en un proceso no específico (Mayor e:al, 1993).No se

sabesi un mecanismodereciclajesimilar al descritopodríatenerlugaren levaduraperoalgunos

hechos lo sugieren. Se ha visto que el mutanterení, que estáafectadoen la transición de

endosomas a vacuola, presenta acumulación de receptor del factor a en la membrana plasmática

(Davis et al, 1993) lo que podría indicar que al estar impedido el paso de proteínas endocitadas

a lavacuolaéstasretornanala membranaplasmática.Sin embargo,no sepuededescartarqueel

fenotipode estosmutantesseadebidoa otrascausas.Porejemploa que el productodel gen

RENí intervengaen la internalizaciónde estasproteínas.En estesentidose estánllevandoa

cabo experimentos en nuestro laboratorio con un mutantesecAS.Como seha mencionado

anteriormente, el producto del gen SECI8 está implicado en la fusión de endosomas. Los

mutantes secASinternalizanel factora perono lo liberan a vacuolasino quelo acumulanen

endosomas.Resultadospreliminaresobtenidosmidiendotanto actividadcomocontenidodel

transportadorde maltosaen un mutanteseci8y en dos cepasisogénicascontrolesapoyanla

hipótesisdel reciclaje. Sin embargo,la demostracióndirectade estahipótesisrequierela
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identificaciónen la membranaplasmáticadel transportadorpreviamenteinternalizado.Esta

demostraciónno seráposibleen tantono sedispongade un métodofiable paraidentificar en la

membranaproteínasque hayansido internalizadas.

En eucariotassuperioresse sabeque las proteínasde membranaplasmáticaque son

intemalizadasperoqueno sonrecicladasa la superficiecelularcontinuana travésde la víade la

endocitosishastala vacuoladondesondegradadas.Sin embargo,existela posibilidadde que

ademásde lavacuola,tambiénproteinasascitoplasmáticascomoel proteasomaintervenganen

estadegradación.Cuandolas proteínasestánancladasen la membranasólo el dominio

citoplasmáticopuedeseraccesiblea la proteolisisenestecompartimentocelular,perocuando

las proteínashan sidoendocitadaspodríanserliberadasde los endosomasquedandoexpuestas

a la accióndel proteasoma.Se sabeque estecomplejomultienzimáticointervieneal mismo

tiempoque lavacuolaen ladegradaciónde proteínasdurantesituacionesde estrés.Porejemplo

sehavisto que laesporulación,que esinducidaporayunode ciertosnutrientesy queincluye

proteolisisde un cierto númerode proteínas,dependetanto de la presenciade proteinasas

vacuolares(Teicherteral, 1989)comode la presenciadelproteasomafuncional(Heinemeyerer

al, 1991). La participaciónde la vacuolay el proteasomaen la degradacióndeproteínas

concretasha sidoestudiadaen el casode la fructosa-1 ,6-bisfosfatasa.Como yahemosindicado

anteriormente,la presenciade glucosaprovoca la inactivación de estaproteína y su

degradación.Segúnunosautoresestadegradaciónocurreen la vacuola(Chiangy Schekman,

1994)mientrasque otrosautoresconcluyenquela presenciadel azúcarinducela degradación

en el proteasoma(Schork a al, 1994). Los resultadospresentadosen estetrabajo sobreel

transportadordemaltosaindicanclaramenteque en las condicionesinactivantesempleadas,es

decir, ausenciade fuentedenitrógenoy presenciade un azúcarfermentable,el proteasomano

intervieneen la degradacióndeestaproteínade membrana.Quenosotrossepamoslaeventual

participacióndel proteasomaen la degradaciónde unaproteínade membranaplasmáticano ha

sido investigadaanteriormente.

Sesabequelavía de laubiquitinaestáimplicadaen la degradacióndelas proteínasenel
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proteasoma. A pesarde quenuestrosresultadosindicanque el proteasomano estáimplicadoen

la degradacióndel transportadorde maltosano se puededescartarla participaciónde la

ubiquitinaen la degradaciónde estaproteína.Hastahacepoco se pensabaque las proteínas

citosólicasde vidamediacortaligabanubiquitinay erandegradadasen el proteasoma,mientras

quelas proteínasdemembranaplasmáticasedegradabanen la vacuola,tras su intemalización

porendocitosis,de formaindependientedeubiquitina.Sin embargo,doshechosindicanque

estaideapodría no serdel todo cierta. Por un lado, se han encontradoproteínasunidasa

ubiquitina, tantoen lisosomasdeencariotassuperiores(Laszloa al, 1990)comoen vacuolade

levadura (Simeon a al, 1992).Por otro lado, tambiénse ha visto que ciertasproteínasde

membrana,que sesabesedegradanen vacuola,aparecenasociadasa ubiquitina, tanto en

eucariotassuperiores(Cahoreauera!, 1992; Mori et a!, 1992)comoen levadura(Kólling y

Hollenberg, 1994). En 8. cerevisae,hastaahorase han identificadosólo dosproteínasque

unen ubiquitina, el represor MATa2 (Hochstraseretal, 1991)y el transportadorSte6 (Kólling

y Hollenberg, 1994). El transportadorSte6pertenecea la familia de transportadoresABC y

comparteuna gran homologíade secuenciacon algunostransportadoresde mamíferos.Es

necesariopara la secrecióndel factora, y se ha observadoque se acumulaen la membrana

plasmática en los mutantes en endocitosis end3 y end4. Cuandoselocalizaen membranaesta

proteína es ubiquitinizada y su vida media es más larga en el doble mutante ubc4ubes.Ubc4p y

Ubc5pestánimplicadasen la degradaciónporla vía de la ubiquitinade proteínasanormalesy

devida mediacortay su presenciaesnecesariaparala viabilidadde la célulaen condicionesde

estrés(Ciechanover,1994).

Otro indicio a favor de la implicación de la ubiquitina en la degradación de proteínas de

membrana plasmática se ha obtenido con el estudio de la permeasa de uracilo. En esta proteína

se ha encontrado una secuencia de 9 aminoácidos muy similar a una secuencia que aparece en

las ciclinas, necesaria para la degradación de éstas por la vía de la ubiquitina (Glotzer et al,

1991; Volland ¿a al, 1994). Se ha observado, además, que mutaciones en un residuo de

arginina conservado en estas secuencias, retrasa la degradaciónde lapermeasa.Estasecuencia
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no actúacomositio de unión de ubiquitina,sino quemásbienactuaríaen el reconocimientopor

unaenzimaimplicadaen la unión de ubiquitinao de formaindirectaafectandoa un sitio de

reconocimiento(Ciechanover,1994).Porotraparte,seha demostradoquela degradaciónde

estaproteína,queocurreen vacuola,requierela presenciade otraproteínadenominadaNpi lp.

El extremocarboxilo de estaproteínaeshomólogo,con un 30%de identidad,al de una ligasa

de la vía de laubiquitinaen humanos,laE6-AP(Scheffnereral, 1993).La proteínaNpilp está

tambiénimplicadaen la inactivacióny degradaciónde otraproteínade membranaplasmática,la

permeasageneralde aminoácidos,Gaplp(Springaely Andre, 1994).

Resultaevidentede los hechosmencionadosque el conocimientosobrela proteolisisde

las proteínasdemembranaplasmáticade levaduradistamuchode sercompleto.Sin embargo,

parecemuy probablequela disponibilidadde mutantesen las víasproteolíticaspropicieen los

próximosañosel avancerápidoen estecampo.
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Conc!usionrs

CONCLUSIONES

Los resultadospresentadosen estetrabajosugierenlas siguientesconclusiones:

1. El transportador de K+ en levadura sufre una inactivación tras la inhibición de la

síntesis de proteínas. Esta inactivación se debe a cambios en la Vmax, presenta cinética de

primer orden, es dependiente de energía y es estimulada por la presencia de un sustrato

fermentable. Estas características sugieren que la inactivación es debida a una proteolisisdel

transportador.

2. El hechode queotrasproteínasdemembranaplasmáticacomolos transportadoresde

azúcaresy la H+~ATPasa,presentenuna inactivación semejantea la descritapara el

transportadorde K+ sugiereque estainactivaciónno es debidaa un procesoespecificode

regulaciónsino a un aumentodel recambiogeneralde proteínasque tiene lugar en las

condicionesen queseproducela inactivación.

3. En contrade lo descritopor otros autores,la inactivaciónde estasproteínasde

membranaocurre independientementede la actividad de la proteínakinasadependientede

cAMP asícomotambiénde la subunidadreguladorade estaenzima.

4. La inactivaciónde los transportadoresde K+, glucosay maltosatienelugar en el

interior de lacélulatrasun procesode endocitosis.Probablementela inactivaciónde los otros

transportadoresmencionadosocurriráporun mecanismosimilar.

5. La proteolisisdel transportadordemaltosaocurridadurantesu inactivacióncatabólica

tienelugaren la vacuolay esindependientede la actividaddel proteasoma.
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Tise s¡ahility of ¡he K transpon sys¡em it, Saccharon¡yces ccre¡’isiac has hect, siudied upon inhibilion of protein syt,thesis with eycloheximide.
Addition of Ihe antihiotie gaye risc lo a,¡ inactivation of ibis transport, Tbk activation followcd firsí-order kinetics and was stimulatcd by dic
presence of a fermentable subsírale. A balí-Life of abouc 4 b conté be calculated it, ihe presence of glucose. The resulis indicate thai. similarly Lo

si¡gar carnicrs, ¡4- ransporí system is Less siable iban ¡he bulk of prolcios of tisis orgat,isnv

¡4 Ira ¡sspor¡ I’roíei¡, tumover; PI asma mcmbra nc Al Pase; Sarchara,, cres cerav¡s,ac

1. INTRODUCTION

Most enzymesiii Saccharon¡yces cercws¡ae are fairly
stable in maintainingtheir catalytic activities for long
periods under different metabolie conditions [1—4].
Sugar transportsystemsbehavediffercntly in this re-
speetsineea rapid inactivationis observedupon inhibi-
don of proteinsynthesis[4]. This inactivation,that fol-
lows first-ordcr kineties indicating half-lives in the
rangeof 1—5 h for thesecarriers [5—8],is an energy-
dependentprocessstfrnulatedby fermentablesubsira-
tes. Thecharacteristicsof this inactivation suggestthat
it is due to proteolysisof theseproteins [5—8].To see
whethera ‘0W stability is a peeuliarity of the sugar
transportsor also affccts othcr carricrs of the yeast
plasmamembraneWC bave investigatedthe stability of
the Kt transponsystem.

K* transponhasbeencxtensivelystudiedin S. cereví-
sitie [9—11]. Thistransportis dependenton plasmamcm-
brane potential [12] and exisis in two intereonvertible
formswith different kinetic constantsdependingon the
K~ contentof Ihe cells [13,14].To investigateIhe stabil-
Uy of this carrier we have followcd its activity upon
inhibition of proteinsynthesisby additionof cyclohexi-
mide.

2. MATERIALS AND METHODS

Cycloheximidc, MES. diethylstilbcstrol and ATP were from Sigma
Chemical Co. (Sí. Lonis. MO). Ah other reagenis were of analytical
grade. Sirain ATCC 42407 was grown aerobically with 2% glucose in
minimal medium as previously described [15]. Strains R5-514 (MAl
a, adel-lOti, his4-519, Ieí¡ 2-3,112, í¡ra 3-52, PMAI), R5-515 (MAl
a,adel-I00,his4-519, Ieu 2-3,112, ura3-52, pmal-204),R5-516(MAT
a, adcl-I00, his4-519, Ieu 2-3,112, ura 3-52, pmal-205) constructed as
described in [tú] wei-e grown with 2% glucose, 0.7% yeasi nitroget,

Correspondcí¡ce addrcss: R. Lagunas. Instituto de Investigaciones
Biomédicas del C5IC, Arturo Duperier 4, 28029 Madrid, Spait,.

base withoui amino acids (Difco). 20 pg/mI adenine, and 20 pg¡histi-
dine buffered wilh 50 mM Mes-Tris, pH 6.5. Ccli growth was monito-
red by optical absorbance níeasurement at 640 rsm. Plasma membrane
ATPase was measured ir crude menibrane prcparaíions [17]. Por ibis
purpose celís wcre trealed wiíh glucose before homogenization as
dcscnibcd ir (18] and ihe enzynse aciivity was nicasured aL described
[17]. Proteit, content of 11w membrane preparations was determined
by dic meihod of Lowry el al. [19j after precipitation with 5% tricb-
Ioroacetic acid. Activiíy of ¡he ¡4 transpon system was nicasured by
following Rb uptake using atomic absorption spectrophotomctry aL
described [13]. For ibis purpose eclís werc prcviously depleted of
iníracellular K by incuhation it, ¡he presence of NaN, aL described
it, [14].lo recover ihe plasma menibrane potential before Rb uptake
níeasurements, NaN

3-rreaied celis were washcd with waicr and incu.
hateé for 5 miii in the presenceof glucose as descnibed [¡4]. kW upiake
was siarted by addition of 5 mM RbCI. A¡ tbk concentration of RW
ibe carrier is almosí saturated aré dic veloeity measured is very close
to the V,,,~, [14]. Protein contení of te eclis was determined as de-
seribed in [201.

3. RESULTS AND DISCUSSION

Addition of eycloheximideto glucosegroWing celís
produeeda ¿cercasein ihe uptakeof Rb~ that fo]Iowed
first-order kinetics indieating a half-Iife for the K*
transportsystemof about3.5 ti (Hg. lA). Theseresults
are consistentWith ihe low intracellularconcentration
of K~ detectedit, yeasícelis treatedwith this antibiotie
[2]]. When instead of glucose,ethanolWas presentas
Ihe energy source,dic inactivation oceurredat a lower
rateaud in this casea half-life of about [5 h could be
calculated(Fig. IB).

This decayof Rb~ uptake could be due lo the turn-
over of the carrier as WC

11 as to a decreasein Ihe activity
of the plasmainembraneAlPasethroughits effect on
píasma membrane potential and intracellular pH
[12,22,23].Actua]lya certaininactivationof this enzyme
hasbeenreportedin conditionssimilar to the onesused
in this work [24].To eheekibis possibility we investigat••
cd Ihe behaviotírof ATPaseduring our experiments.
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Tabte 1

Act iv it y of t tic ptas¡fl a ni en> btu nc A TI>asc un d ¡ tic K ¡ ra ¡¡opu r¡ sys tcm
iii mutan¡s wi¡ts red uced csprcssion of ATPase

A It>asc ¡4 + ira nsportStrut 1

RS-St 4 (PM Al)
RS-StS (pniat-2t>4)
RS- 516 (pnsa ¡-205)

¡ <1<)
42
37

loo
75
72

Vatoics are retative to títose of ¡tic .vitd—typc s¡rai¡¡. Ihe ahsotutc vatues
of ¡ hc act¡vitics of thc vi td-¡ypc werc 045 pmot ATt> - ~ it,-> . mg
protcfli for Atl>asc at,d lot nmot ElY - miii ¡y¡g•> pro¡eín for 1<.,

transpor> -

5 £ 4 ¡3 6 24

lime (h)

¡ng t . ¡ nactivation of be K ¡ ransport at,d ptasma menibrane Alt>-

ase upon addít¡on ofcyctuhcximide. Cetts were harvested dt¡ríng expo-
ncntiat grow¡ ti on gtucose upé transferred ¡o 5 t¡níes the initial vot unie
of Iresh medium con¡aining t O pg/m! cycloheximidc. 250 pg¡mt letra-
cyctine ctítorhydrate and 2% glucose (A) or 2% ethanot (B). Af¡er it,-
cubation al 30%? br the indicated íime. cetts were harvesíed and
assayed for K + transport <½)and ATPase (A) activities, Ihe resutis

are ¡neans ±St) of 4 czpcrimen¡s.

We observedthai addilion of cycloheximidelo glucose
groWing yeastgayerisc toan inactivationof the ATPase
that occurredal a Iower rate ihan Ihe one observedin
ihe caseof ihe K~ transponsystem.To investig-ateihe
effectthai íhesechangesin ATPasecould produceit, ihe
K~ transporíactivity WC usedtWo mutaniswith a redo-
ced expressionof plasma membraneATI’ase [16] and
found thai a ¿cercasein Ihe activity of Ibis cnzyme of
as much as60% wasaccompaniedby a decreaseiii ihe
activity of Ihe carriel of only 25% (Table 1). Similar
resulis huye beenreponedby Ramosel al. [12]. These
resulissuggestthai. ihe s]ow ¿cercasein ATPaseacliviiy
observed opon addiíion of cycloheximide lo glucose
growungycast(Te,, aboul 9 h) ¿oesnot accountfon 11w
rapid unactivation of ihe K~ transpon syste¡n (T<.>
about 3.5 h) (Fig. lA) and strongly indicate that Ihis
¡naedvationis mainly dite to the unstabiliíy of ihe car-
nier ilseIL However, a much greatercontnibution of
ATPaselo ihe unacíivationof ihe K~ transpon íakes
place when, instead of glucose, cihano] was prescnt.
This is suggesíedby Ihe fact thaI, in ihis case, ihe in-
activationof ATPaseoccorredal higherrate(T~0 about
2 h) than thaI of 11w carrier (fl,, ahoní 15 h) (Fig. IB)

[n conclusion,ihe resulís showniii (his work undicate
thai, similarly to sugartranspon.systems,K~ transpon
system is Iess stab[e [han Ihe hulk of proteuns of S.
cerevis/tie and thai lis instability is increasedby 0w
presenceof fermentablesubsirates.

Rogersel al. [25] haveobservedthai sorneproteins
With shorí intracellulanha[f-Iives contain one or more
rcgionsrich in Pro(P), Glu (E), Ser(S),andThr (T) thai
are fianked hy positivcly chargedamino acids. Iii addi-
tion, proteinsconíainingArg—Arg pairsarealso rapidly

degraded[251.Takirag ihese facis Uno account,it has
beco recently predictedthai K

4 transpon shouldbe a
targelfor rapid degradationbecauseit contains ihíce
PESTsequencesandsix Arg—Arg pairs [26] Gon rcsulrs
confirni ihis prediction.

Aa/.s,¡ao/cdga,.¡aox: Wc are vcry grateful to Dr. A. Rodriguez—Na-
varro for belp it, ¡he Eh uptake measuremcnts and for ¡he stimutating
díscussions, (o Dr. R. Scrrano for ¡be gift of Ihe A’lI’ase mutants aríd
to Dr. C. Gancedo for crilicat readung of tbk níanuscript. Ibis work
was supported by Dirección Cencrat de Investigación Científica y
Técnica (PBS7-0294), by Conimision of [he Furopean Comniuniuies
(SA? t)389E), and by Fondo de tnvestigaciones Sanitarias (SX!t448).
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A/,s¡ract: The possible re¡atio¡iship belween endoeytosis and catabolite inaetivation of p¡asma mcmbrane proteins lii Saccha-
ron¡yces cerc,.isiae has heen investigated. Using m¡,tants witb an inereased rate of endocytosis Wc have shown (bat (here isa positive
corretalion bclween 11w rate of endocytosis and dic rate of inaetivation of Use Kl aud glucose trartsport systems. It k concluded
thai endocytosis is irwolved it, catabolileinaetivation of (bese two transport systems,

Kcy words: Catabotite i¡iactivation; Endoeytosis; Po¡assium ion tra¡ísport; Glucose transport: Sacc/¡aromvces ccreo¡s,ac

Introduction

Most proteins in Saccharoniycescerevisitieare
stable tor Long periods of time under diffcreot
mctabolic conditions [1]. Severalplasma mcm-
hume proiciosbehavedifferently in ihis vespeet,
¡n that a rapid and irreversible inactivation is
observedopon arrcst of protein syníhesis[2—4].
TUis inactivation,Ibat is known iii dic Iherature
as cataholite inactivation [5], is dcpendent on
energy,stimuiatedUy fermentablesubstrates[2—4]
and due to protcolysis [6]. Proteolysisof ihese
proteins mighl occur in thc plasma membrane
¡tself or mio ihe ccli after tbcir intennalizationby

* Corresponding aothor. jet.: (01)

5457
585 46¡4; Fax: (01) 585

endocytosis.This researchaítemptslo seeit diere
ís a corre[ation bctweco endocytosis andcatabo-
lite inactivation of thc p[asma membranepro-
tejos. For ihis purposeWc haveusedstrainswith
an ut,creasedrafe of endocytosisand have mea-
suredthe ínaet¡vationyatesof twa transportsvs-
tenis, the K1 and ihe glucosetransportsystems.

Materialsand Metlíods

GycLoheximide, MES, dicthylstitbcstroL ami!
ATP were from Sigma Chemica[ Co (St. Louis,
MO). n-[U- ‘4C]xylose was ítem Radiochemical
Center,UK. AII otherreageníswerc of analytical
grade.

The following straíns have beco osed: 288U
(MATa ura3 ‘¡‘SI) £7], 54P (MATa ura3 s1) £7],

SS!)! 0325-it)93(»4)00243-K
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NI? (MATa ura3 Ial fcu2) (1>. Venkov, personal
coairnoaicaííon);andTY 17, obtainedUy transfor—
mation of 1-II? with tht=plasmid YIp-TSI (MATa
UJ?A3 fil lcu2) [8].CelIs weregroxvn acrobically
at 240C it, YPI) (lC/o ycas extrací,2% peptone,
and 2% glucose. w/v). (St]l growth was moni-
tored Uy measoring optical densitiesat 640 nm.
To exprcssthc (xl moíatioii, the celís wcre har-
vested Uy centrifugation during exponential
growth, sí¡spendedin threc times the initial vol-
unie of frcshníediuniami incubatedat 330(7 for 2
Ji [7]. ControL al 240(7 wcre run in parallel.
Inactivation nl 11w K< and glucose transporís
wcre triggcrcd Uy sospendirigthe celís ja a mini-
mal mediuní as described[9] la dic presenceof
2% glucose, It) gg mV ¡ cycloheximidc, and Ihe
appropriatc notrieuts. Afler incubation al 240C
or 350(7 for tlíe lodicated periods in a rotatory
shaker(200 rpm), Kt transporíactivity was mea-
suredas descnibed[2]. Por Ibis purposeIhe celís
xvere depletedbcforelíandof intracellolar K~ by
incubation in the presenceof NaN

3 as described
carlier [10]. Rb* optake ~vassíartedUy addition
of 5 níM RUGí. Al Ihis concentrationof RUt the
transportenis almost saturatedand the velocity
¡neasurcdis vc¡y close to the Vmix [10]. Gíucose
transporí was measured osing xylose, a non-
metabolizab[e analogof glocose, as sobstrateas
described Uy Bosturiaaod Lagunas[4]. Por Ihis
purposethe celís werc harvested,Washedwith 50
mM KH 2P04 (p[-{ 6.0) aod suspendedlo the
same buffer. Xylose í¡ptake was síarted Uy addi-
tion of 170 mM radionclive xylose (25 ¡iGl
mníol — ¡)~ Al díis sí¡gar concentrationactivity of
dic high-atfinity coníponenrof 11w glucosetrans-
porí is nicasored[4]. Wc have focosednur alteo-
tino exc]osively no this compo¡íent bccat¡sc Ihe
occurrence of dic low-affinity componení has
beenqoestioned[II]. ]>lasnia menibraneATPase
was measored o crode membranepreparatinas
of ycastcelís treatedWilh glocosebeforehomoge-
n¡zation as described[12]. The fluid-pUase codo-
cytosis Was detectedas describedUy Du[ic ct al.
[13] Uy incubatingllie celís in Ihe presenceof dic
fluorescení ¿ye Lí¡cifer yello~ carbohydrazide
(LY) for 90 níin. Visoalizalion of cclI-associated
LY ~as performedUy fluorescencemicroscopy.A
Zeiss Axiophot níicroscope cquipped with 11w

following filters wasused: excitation450—490orn,
FF510, LP520. Protejo conlení was determined
afler precipítatioíí \vith triebloracetieacid using
Ihe method of Lowry u al. [14].

Resulís ami Discuss¡on

Two tempcrature-sensitivesíralascanryingthe
(si mutation thai leadslo increasedmíe of fluid-
pUasecndocytosis17] havebeenusedla tUis work
as wc’

1 as a TSI strain nbtainedUy Irgasformation
of a Ml mutantwjth an integrativeplasmidcarry-
ung Ihe lS] gene [8]. The Ls] mutanís showed, al
350(7, an increased iníernallzation of LY as com-
paredwith Ihe Wild-type or Ihe transformcdcelís
whereas al 240(7 ioteríialization of dic ¿ye was
similar in ah tested strains (resolís not shown).
When Ihe inaclivation míesof ihe Kt (Fig. lA)
aud dic glíteose transpon systems(Fig. iB) were
measoredin llíese straias it was found that the
is] motanís showcd, al 350(7, increased rates of
inactivation as comparedWith Ihe wild-type anc[
tlíc trausformanícelís xvhereasdifferenccsat 24~C
werc not observed.From the dalashíownin Hg. 1
it conid be calcolated thai Ihe half-[ife valuesof
Ihe 1<> transpon systcm during unaclivation al.
350(7 Werc aboul three-fold lower in llie ¡nutanís
Ihan ¡o Ihe wi[d-lypc nr transfnrmedcelis (Table:
]Y LOWCF differenccs \VCfC oblained lo ihe case
of tIte glucoseíraosportsystern(TaU[e 1). la this
case,differencesof about 40% betWeenIhe half-
Lite of dic transpon ini dic mutanísaod ini tIte
W¡ld-type wcre observed(TaUle ]). Thcsediffcr-
caceswere staiisticafly significanil (2P <0.05).

These resolís soggestthat mí increasein the
¡ate of cndocytosis iii 5. ccreuisiae is accompa-
mcd Uy an mercaseini líe míe of inactivation of
ihe plasma membranetransporters.However, in
dic caseof ihe Kt transponsysteníone alterna-
live explanation, al leasí, could acenuní br thc
nbtainedresolis. K* transporíin tUis organisníis
depeíídenton plasnía membranepotential [15].
Thcrefore,Ihe observeddilferencesin Kt trans-
porí bctwecnIhe niotanisand ihe wild-typc and
Ihe transformedcelís al 350(7 (Fig. lA) may be
duc aol lo an inactivation of tIte Kt transporten
itself buí lo ari inactivation of llie plasma mcm-
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braneAiffiasc through its eficcí no plasníamcm-
branepoteritial []5]. This possibiliíywasruled out
Uy [he resulis oblained with ATFasc. ]t was ob-
served [bat 4 Ji under inactivating conditionsat
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Fig. 1. ¡nactivation rate ob the ¡4 and glucose transport
sys¡enís at 24’C a¡íd 37(2. Yeast cetís were liarvested dt¡ring
expo¡íentia¡ growl¡í <¡1 24%? and diluted in three volumes of
bresli medium. Tbe suspe¡isiot, ‘vas separated into two aliquots
that were ineubated br 2 h st ‘4%? -c¡id 35%?, respectivets’,
(see Maeria¡s and Methods). Alter this period the cetís were
lia¡-vested, suspe¡ided it, ¡tic uoactivating medium (see ten)
and incubated at ¡ ¡¡e sanie temperature as before. At tbe
¡¡idicated times, (A) ¡41 a¡id IB) glucose transport aetivity
were measured. Ss’mbo¡s are as foliows: (o) 288U (TSI); (y)
54P (tal); (A) bit? (tal): ID) TY 17 (tsL:Ylp:sTSI). Dala are
mean values of 3 and 5 experin¡ents br K

t and glucose
transporí measureme¡its, respectivels’. Straigbt ¡mes were ob-
tained by regres.sio¡í analysis. Diffcrences bctween tbe stopes
of the wild-type strain and the stopes of the mucanís are

síatislicatls’ sig¡iibican¡ (2P < 0.05)

¡able ¡

Catcu lated halb-¡ be of ¡líe ¡4 + anO gíucose transport systen¡s
duri¡íg ¡he inaetival ion process

Strai¡i ¡ latí—libe (ti)

¡4 ¡ transporí Cílucose Iransporí

24V 37(2 24%? 35(2

288U (751) 6.4 6.4 6.9 2.7
54P (tal) 6.4 ¡.9 6.8 ti]
Hl lIza!) lo.4 2. ¡ 6.7 ¡ .9
TYI7 (tsirllp:sTSi) 6.4 5.9 6.8 2.3

Tlíe values have been calculaled irom data of Fig. 1.

350C produced a decreaseof about 20% in thc
ATPascactivity of [he mulanísas comparedwith
thc wíld-typc aad[he transformedcelís (Table 2)
aadit hasbeenshown that tuis 10W ¿cercasehas
no significant cffcct no the K~ transporíactivity
[2,151.

The rcsul[s reported ia tlíis Work show thaI
[hereis a positivecorrelationbetWcco[he rateof
endocytosisand[he rateof cataboliteinactivation
of thc K~ aadthc glucosetransportsystemsin 5.
eereíñsiaeaííd st’ggestthai cndocytosisis involved
in catabolite inactivation of diesetransport sys-
ten¡ 5.

lable 2

Acíivity of the plasma meníbrane ATPasc anO tbe ¡4~ trans-
porí system it, yeast celís afier 4 h under inactivaling condí-
liana

Strai n ATPase
activily

24’(? 350(7

¡4 transport
ac¡ivity

24%? 350(2

288U(TS]) ¡00 100 ¡00 100
541’ (rs]) 97 87 103 32
¡117 (Ls]) ¡02 80 lOO 27
TYi 7 ILslxYlp:: lS!) ¡00 93 ¡ 01< 80

Yeasl celia were ¡reated aL deserihed in Fig. 1. Afler 4 h of
¡nct¡bation in ¡be inactivating medium at tlíe indicated 1cm-
peratures activity of plas¡iia níe¡íít,nane ATPase a¡íd ]K1
transpont were measuned.Values are relative tu those of ¡he
wild-type. The absolutevalues nl the activities of thc ~vild-type
sírain at 24’C anO 37(2 were,reapectively, 0.48 and 0.56 mmml
ATP mitr ¡ g protein> bor ATPase anO 90 anO 85 gmol
Rl, * mit, — g protein — ¡ br ¡4 + transporí.
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AMP-dependentproteinkinaseis not involved in catabolite
inactivationof the transportof sugarsin Saccharomycescerevisiae
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Abstract

Ir has been reported that catabolite iíjactivation of sugartransportsystemsin Sacchawn¡yccs cerevisiar requirescAMP-de-
pendcntprotein kinaseactivity (cAPK) and that tlíc leveNof thesctransportsystemsare decreasedin <he absenceob a funetional
cAPK regulatorysubunit.Wc have re-examinedthesepossibi[ities and have bound that cataboliteinaetivation doesant rcquíre
cAPK activity aud that normal lcvcls of tixe trausportsoccurindependeotis’from ttscpresenceof tIte rcgulatorysubunit.With tIte
available inbormarioí,, it is dibliculr to aseentainthe neasonsfon dic disenepaneyUetwcennur resulís -anO thc ones previnusis’
reported.Thc iaadequaeyob Use meíhod used to measure the sugartnanspontactivitiesmight contributeto this discrepanes’.

Key words: Sugartransport;Cataboliteinactivation; cAMP-depeadentprotein kinase; Protein ki¡iase; (8. cerer-isiae)

Sugar transport systemsare ¡nactivatedla Saccha-
romyces cereuisiac whcn protelo synthcsisis impaired
[1—5].This inactivatina,kaoWn as catabolite inactive-
tion [6], is dependent on encrgy, stimu[atcd by fer-
mentablesubstrarcs[2—4]anO due to proteo[ysis [7]. It
has beca repontedthat catabolite inactivation of the
glucoseand galactosetranspontcrs¡equirescAMP-dc-
peadentprotein kinasc activity (cAPK) [8]. This con-
clusionw-as basedon the observationthat rnutantsWith
markedly reduced cAPK aetivity Oid not inactivate
Ihese traosporters[8]. In addition. it has beenclaimed
that iii mutantsWith unhridled cAl’K activity, due to
the presenceof a non-funetional regulatory subunit,
thc traasportsystemswere absent nr presentat vcry
IOW levels [8]. Wc unitiated this Work to elucidate
Whethcror nnt the levels of maltosetransportand its
catabnliteinactivation are simi]arly affectcd by muta-
tioas ia the cAPK coniponents.Wc fnund that in the
caseof tUis transportbnth phcnoíucnaWctrt=indepead-
cnt of cAl’K aetivity. This promptcdus to re-examine
the reporteOrcsultson thc glucoseandgalactosetraas-
port systems.Wc prcscntevidenceshoWing that cAPK
activity is nnt implicated cither iii thc inactivation of
thesesystemsnr iii thc occurrenceof normal levels.

* Corresponding aullior. Fax: -¡-34 ¡ 5854587.

(7haracteristics of the straiasaod plasmid used are
describedini Table 1. CelIs were grown aerobicauyat
300(7 uatil late exponentialgrowth la YP (1% yeast
cxtract and 2% peptone(w/v)) in <he presenceof 3
ppm antimycin A anO 2% of tIte sugarsindicated ir
each case. At tUis stage of groWth thc high-affinity
glucose transport is present in the celís [12,13]. Ccl]
groWth WasmonitoredUy measuningoptical densitiesat
640 nal. Inactivationnf tIte sugartraasportsWa5 mu-

tincly achievedby suspendinggnoWing celís in an am-
mnaíurn-freemcdium as describedin Rcf. [3] in th’2
presenceof 2Ú/c glucose anO 251) gg/ml tetracycline
chlorhydratc, to avoid bacterial groxvth, at a cellular
dcnsityof 0.5 mg/tul (wet wt). Only Whea iadicalcd i>i
the text tIte unactivation condilinas descnibedin Ref.

18] Were used. la tUis casethe celís Were suspeadedir
ycasl nitrogen base it, tile presenceof 2% glucoseat
2.5 mg/ml (wet xví). la Unth cases incubation Was
performed al 300(7 in a rotarníy shaker (200 rpm).
Glucosetransponw-as measunedas describedir Reí.
[14]usingassubstraíe170 mM xvlnse, a non-metaboliz-
able analogueof glucose.aud uncubatiag30 s at 300(7.

Galactosetnanspnrtwas measuredas describedin Reí.
[4] using 5 mM galacínseanO incubadng15 s at 20’(7.
Maltose Ir-ansporí Was n,easurcd as describedir¡ Rcf.
[5] using4 mM mallose anO incubaling 15 s al 20~(7.
Aí <Ii ese suca¡ coreenIr-atinas <he acíivi lies of tIte
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TaFile ¡
cAMP-Oepcndent protein kinase activity a ¡he stra¡ns used it, tbis work

Strain C,enotypc Activity
Inn¡ol P/min per mg protein)

+cAMP —eAMP

W3t)3-IA-pRMI-l (MATa adc2-l his3-//,/5 leu2-3,1/2 trpt! ural-] can!-!00) TPKI TPK2 11>1<3 /JCYI 3,5 0.34
MB23-pRMI-l > (Isogeniewith w303-IA) TPXJ íp/<2::H1S3 tpkl::URA3 BCYI 1,2 12.25
MBI3-pRMI-l > (¡sogenie with W3t)3-IA) IpkISLEU2 TPK2 tpkl?s CRAS 8(2V] ¡.2 0,14
MBI2-pEMI-1 (¡sogenie with W303—LA) tpkl:,LEU2 tpk2xf1153 TPK3 BEY] 0,14 0.07
238-pRMI-l b (MA] a udc /eu2 ¡,roí-52 /0s3 rip! CTI1:-LacZ) 7PKI 71>1<2 TPK3 BEY] 2.0 0.29
242-pRMt-t {lsoge¡íic with 238) TPKI epk2<H153 ¡pk3::TRP/ bcyIxLElJ2 1.3 1.2
243-pRMI-l (¡sogenie witb 238) mpkIW ipk2::HIS3 1p43r:TRPI /‘cyIxLEU2 0.14 0,12

Strains are Ocacribed a ReÍ. [9]. < Strains were obtait,ed from K. latehell. Alt ¡bese atrains were i¡nahle tu grow on mallose anO were
transtormed with ¡he multicopy plasmid pENII -1 <bat carnes the
exponen tialis’ growing un VP 2% maltose as described it, Ref (It].

high-affiaity compoacnts of íhe sugar transportsystems
are Octermined[3,4,15].We havefocusedour atteatioa
exclusively on thesecornponentsbecausethe occur-
neace of the IoW-affinity ones has been questioned
[16,17,25].Immuaodetectinaof the maltosetransporter
Was performedir crude extractsusiagpolyclona[ anti-
bodies as prcviously described [7]. cAMP-dependeat
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MAI.l locus [¡03. cA)K ac¡ivity was measured it, extraeta brom celta

proteio kinasc activity (cAPK) was measuredusiag
labe]ed [y-32P]ATPanO tIte synthetic peptide ke-mp-
tide as descnibedin Ref. [11]. Protein content was
determinedaftcr precipitationWith trichloroacetieacid
us¡ngthe method of LoWry et al. [18].

TWo setsof cAPK Oeficient ¡nutaatshavebeenascO
ir this work. TIte first set carnesa wild-type BCYI
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Fig. 1. Inacrivation ¡ate ob at¡gar transporís it, cAPK deficiení mutanta. Celta were harvesteO al llie exponentia¡ phaae of grnwth on glucose (o),
galaetose (u), or maltose It), washed anO suspended it, 3-times the filial volume of the inacíiva¡ing medium. Aher ineubation at 30o>C fon Ibe
undicated times celta wene liarvesteO, washed anO assayeO for sugar lransport activities.
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gene in tIte presenceof only one of the three TPK
genes,j.c., TPKI or TPK2 or TPK3, respectively.TIte
secendset carnesa BCYI gene ¿isruption in the
presenee of tIte TPK¡ gene or a tpk¡w afiele with
markedly reducedphosphory[ating activity (Table 1).
Oue to the mutations in tIte different cata]ytic sub-
units, cAPK activity ¡adiesetWo setsof mutaats ranged
between5 anO 100%of tIte normalvalue(Table 1). As
expectedcAPK activity Was indcpendenton tIte pres-
ence of cAME in tIte mutants tItat carry the BCY1
disruptedgene(Table 1).

In alí thesestraias WC measuredsugar traosport
activities. As shoWain Fig. 1 ~e fonud similar levels of

TPKI TPK2
TPK3 BCYI

TPKI tpk2
tpk3 bcyl

tpklW tpk2
tpk3 bcyl

sugartransportactivities as we[ as similar inactivation
rates.la ah strainshalf-life valuesduring the inaetiva-
tion processof ahout 5, 2 and 1 h for the glucose,
galactose,anid maltose transport systemscould be,
respectively,caleulated(from ¿ata of Fig. 1). Control
experimeots run in parallel demonstratedthat cAP]K
aetivity remainedconstantduring the inactivation pe-
riod (resultsnot shown).Theseresultsstronglyindicate
that levels anO inactivation of sugartransports in S.
cercvisiae occur independent]yon cAPK activity. This
conclusion is supported Uy other experimeatsper-
formed with dic maltose traasportsystcm in which
coatent of tIte transporterinsteadof transportactivil.y

kDa
.4 974

—66
.4 45

.4 97.4
< 66

.4 45

.4 97.4
< 66
.445

FIg. 2. Conlení and decrease of the maltose tranaporler in eAPK deficient mutanís dunung inactivation. Celís were barvesled ~t Ihe exponenliia¡
phase of growth, wasbed, anO suspended aL deseribed it, ¡he text Crude extnaets wene oblained immediately (nnn-inaelivated celís) on aher 3 b of
‘neubation al 30C (inactivated celis). Samplea eontauning 5. 10, 15. 20, anO 25 ~g protein, nespeetivels’, were analyzed using the polyclor¡al
antibodies sg deseribed in ReÍ. 17]- The band eonresponding to Ihe maltose transporten is indicaled by the arrow.

Non-inactivated Inactivated
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wasmeasured.As shown in flg. 2, maltosetransporten
showedsimilar levels Whethera fuactionalcAPK regu-
lato¡y subunil was prcsentor not. l¡i additior, anO as
expectedfrom the calculated half-life of tUis trans-
porter, its coatentdecreasedUy about 8I)% iii 3 It of
inactivation indepcndentlyon the cAPK activity of tIte
celís (Eig. 2).

RamosanO (7irillo observedno inactivation of sugar
transportsin mutantssimilar to thoseuscO in tUis Work
[8].TIte reasonsfor thc cliscrepancyUctweeatIte re-
sults of theseauthors anO our rcsults are Oifficult to
asses.TUis Oiscrepancycanrol be ascribed to Oiffer-
encesin the inactivatingconditions used siaceexperi-
ments performedin the eonditionsdescribedby these
authors(sce aboye)gayesimilar rcsu[ts to ihose shown
ja Fig. 1 (results mt sbown). Ore reasonthat might
contribule to this discreparcyis the iaadequacyof the
proceduresused iii transport measurcments.Ramos
anO Cinillo performedtlicir measuremcntsUy incubat-
ing the ceJ]sir dic preserceof ¡he ralural substraíes
fon 1 mm at 30’C [8] anO it has been shown tItat, la
theseconditions, a substartial arnount of tIte trans-
porteO sugarmay be lost in thc mediunías fermenta-
lion products [15]. TIte recommendedincubation pe-
riod with the natural substnatcsat tUis temperatureis
only 5 s [17,19].

AII sugar transportersso far identificO in S. cae-
visitie coatain cAPK substratcsites [20—24].AltItough
nur resu[ts indicatethat thesesitesare not involved la
cataboliteinactivation thcy might be irvolved in other
regulatory mech-anisms,for instance,in the reversible
chargesof sugar traasportactivities occurred under
certain physiological conditions(fon a revieW seeRef.
[25]). This kird of role has been ascribed to cA.PK
substraíesitespnescntin other proteins [26]. For many
ycars it Was supposedth-at cal-abolite inactivation of
fructose-1,6-bisphospbatase[27,28] anO isocitratelyase
[29] in S. ccrevisiac is tniggeredby a cAMP-Oependent
phosphorylationoceurredat the first step of this pro-
cess[26]. HoWeven, the presentvieW is that this pItos-
phorylation servesinstead to increasesusceptibilityof
these eazymes to thcir allosterie regulatory mecha-
nisms[26].It might be intcnestingto check if a similar
mechanismtakesplacei¡~ l1~e regulationof sugartraas-
porters.

We are vcry grateful to Dr. M. 1-Ierwcijcr (Gist-Bro-
cades) fon (he gifí of lIte anlibodies and fon cnitical

rcadingof (bis manuscripíanO to Dr. C. Gancedofor
cnitical readingof this manuscnipt.TUis Work was sup-
porteO Uy Dirección GeneralCientífica y Técnica(PB
9 1-0056).
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Fe de erratas.

El título de la figura 4 (pag.57) deberíaser:

Inactivación del transportador de K~ en presencia y ausencia de un

sustrato fermentable.

El experimentoque se describeen la figura 21 (pág. ¡01) se hizo ea ausenciade

cicloheximida.
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