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Abreviaturas

ABREVIATURAS

ADN
AMP
ATP
BCIP

bp

BSA
CHM

Ci
DEEB
DMSO
DTE
EDTA
IAA
kDa

Lys

mA
NBT
oD

p/v

PBS
PEG-4000
Pi
PMSF
SDS
Tampén AP
TCA
TE
TEMED
™S
Tris
Tween-20
Ub

UFD

viv

X-Gal

Acido desoxirribonucleico.
Adenosina-5'-monofosfato.
Adenosina-5'-trifosfato.
5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato.
pares de bases.

Seroalbiimina bovina.
Cicloheximida.

Curio.

Dietilestilbestrol.

Dimetil sulféxido.

Ditioeritritol.

Acido etilendiamionotetracético, sal disédica.
lodoacetato de sodio.

kilodaltons.

Lisina.

Miliamperi0s.

"p-nitroblue tetrazolium cloride”.
Unidad de densidad éptica.
peso/volumen.

Tampon fosfato salino.
Polietilenglicol 4000.

Fosforo inorganico.

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo.
Dodecil sulfato sédico o Lauril sulfato sédico.
Tris HCI pH 9.5.

Acido tricloroacético.

Tamp6n Tris-EDTA.

N,N,N' N'-tetrametiletilendiamina.
Segmentos transmembrana.
Tris(hidroximetil)aminometano.
Polioxietilén-sorbitan-monolaurato.
Ubicuitina.

"Ub fusion degradation”.
volumen/volumen.
5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-galactdsido.
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RESUMEN

Los transportadores de aziicares en Saccharomyces cerevisiae se inactivan durante
el ayuno de fuente de nitrégeno cuando se halla presente glucosa. Esta inactivacion,
conocida en la literatura como "inactivacién catabdlica”, es un proceso irreversible,
dependiente de energia, que afecta a la Vmax y que sigue una cinética de primer orden.
Mediante ¢l uso de anticuerpos policlonales obtenidos frente a una proteina recombinante
del transportador de maltosa, hemos demostrado que la inactivacidn de este transportador
es debida a su degradacién. También en nuestro laboratorio se ha demostrado que la
degradacién de esta proteina tiene lugar en la vacuola tras su internalizacién por
endocitosis. Utilizando mutantes en la via de la ubicuitina (Ub) hemos demostrado que la
Ub juega un importante papel en la endocitosis del transportador, concretamente en la
etapa de internalizacién. Ademds, sobreexpresando Ubs mutadas incapaces de formar
cadenas de Ub en células carentes de Ub libre, hemos demostrado que la "mono-
ubicuitinacién", definida como la unién de una molécula de Ub a una o mds lisinas del
transportador, es suficiente para desencadenar la maxima velocidad de internalizacion.

Se viene asumiendo que Ia “inactivacitn catabélica” de transportadores de azicares
distintos a los de glucosa es un mecanismo especifico de regulacién que favorece el uso
preferencial de glucosa cuando este azicar se halla presente en el medio. Nosotros hemos
demostrado que esta inactivacién no es producida especificamente por glucosa sino que
otros azicares, por ejemplo la maltosa, desencadenan y sostienen la inactivacion con la
misma eficacia que la glucosa. Este hecho y otros hechos observados en nuestro
laboratorio sugieren fuertemente que la asi llamada “inactivacién catabdlica” de los
transportadores no es el resultado de un mecanismo especifico de regulacion.
Proponemos que esta inactivacién es debida, simplemente, a la estimulacion del recambio

de proteinas que provoca la carencia de fuente de nitrégeno.
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SUMMARY

Sugar transporters in Saccharomyces cerevisiae are inactivated during nitrogen-
starvation when glucose is present. This inactivation, known as “catabolite inactivation”, 1s
an irreversible and energy-dependent process, which affects the Vmax and follows first-
order kinetics. Using polyclonal antibodies against a maltose transporter recombinant-
protein, we have shown that inactivation of this transporter is due to its degradation. Also
in our laboratory it has been demostrated that degradation of this protein occurs in the
vacuole after its internalization by endocytosis. Using mutants in the ubiquitin (Ub)
pathway we have demonstrated that Ub plays an important role in endocytosis of the
transporter, specifically in the internalization step. Moreover, by overexpressing mutated
Ubs unable to form Ub chains in cells lacking free Ub, we have demostrated that "mono-
ubiquitination”, defined as binding of a single Ub molecule to one or more lysine residues
of the transporter, is sufficient to trigger a maximum rate of internalization.

It is believed that "catabolite inactivation” of sugar transporters other than those of
glucose is a specific control mechanism which favours a preferential use of glucose when
it is available in the medium. We have shown that the inactivation is not specifically
produced by glucose but others sugars, i.e. maltose, trigger and support it as efficiently as
glucose. These facts and others observed in our laboratory strongly suggest that the so-
called "catabolite inactivation” of transporters is not the result of a specific control
mechanism. We propose that this inactivation is due to the stimulation of protein turnover

which is produced by the lack of a nitrogen source.
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INTRODUCCION

1. Transporte de azicares en levadura.

La levadura Saccharomyces cerevisiae utiliza preferentemente monosaciridos como
glucosa, fructosa, manosa y galactosa, y disacdridos como maltosa e isomaltosa, como
fuente de carbono y de energia (76). La primera etapa de la utilizacién de estos aziicares €s
su paso a través de la membrana plasmatica, estructura que define la extensién de la c€lula
y que es permeable a moléculas no cargadas de pequefio tamafio e impermeable a
moléculas cargadas y de gran tamafio. Los azicares y la mayoria de los nutrientes no pasan
libremente a través de la membrana plasmatica. Por ello, su entrada en la célula requiere la
accién de protefnas integrales de dicha membrana conocidas con el pombre de
transportadores o permeasas. Pricticamente todas las células conocidas contienen
transportadores de azicares.

En la levadura Saccharomyces cerevisiae, organismo unicelular eucariota, los
transportadores de azicares han sido ampliamente investigados. En este organismo se han
identificado dos sistemas de transporte para monosacéridos: el de glucosa y el de galactosa.
El sistema de transporte de glucosa estd formado por un elevado nimero de proteinas
capaces de transportar fructosa y manosa ademis de glucosa (49, 76). Estas proteinas son
codificadas por genes de la familia HXT de la que se han identificado 20 miembros. La
expresién de algunos de estos genes €s constitutiva mientras que la de otros depende de la
concentracién de azicar en el medio (72). El transportador de galactosa, que es capaz de
transportar galactosa y, segiin estudios recientes también glucosa (11, 91), estd codificado
por el gen GAL2 (129). La expresién de este gen es inducida por galactosa y reprimida por
glucosa (24, 65, 66). El transporte de monosacdridos tiene lugar por un mecanismo de
difusién facilitada (36, 107), es decir, estos aziicares son transportados a favor de gradiente
de concentracién y su transporte cesa cuando su concentracion en la célula es igual a la del
medio. Este tipo de transporte no requiere energia.

En Saccharomyces cerevisiae se han identificado, ademas, dos sistemas de transporte
para disacéridos: el de maltosa y el de isomaltosa. El transportador de maltosa, que es
capaz de transportar turanosa ademds de maltosa (15), estd codificado por cinco genes
situados en cada uno de los cinco loci MAL (MALI-MAL4 y MALG). Todos estos locus
contienen, ademds del gen que codifica el transportador (MALT), los otros dos genes que
son necesarios para la utilizacién de maltosa: el MALS, que codifica la maltasa y el MALR,
que codifica un activador de la transcripcion de MALT y MALS (20). Los genes homologos
de los diferentes locus MAL presentan secuencias muy similares, diferencidndose
tinicamente en unas pocas pares de bases (17). La expresién de estos genes es inducida por
maltosa y reprimida por glucosa (76).

El transportador de isomaltosa, también conocido como transportador de o-

metiiglucdsido, es capaz de transportar, ademds de maltosa y turanosa, isomaltosa, Ct-
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metilglucésido, maltotriosa, palatinosa y trehalosa (42). Este transportador estd codificado
por el gen AGT/, cuya secuencia presenta un 57% de identidad y un 75% de homologia
con los genes MALT. Como en el caso de estos genes, la expresién de AGTI es inducida
por maltosa y reprimida por glucosa (42) Tanto el transporte de maltosa como ¢l de
isomaltosa actian por un mecanismo activo de tipo simporte en el cual el azicar es co-
transportado con un H*. Este proceso ocurre en contra de gradiente de concentracion y es
dependiente del gradiente electroquimico de H* e independiente de los niveles de ATP
(113).

El transporte de azicares a través de la membrana plasmadtica es la primera etapa
catalizada de la glicolisis, principal via de obtencion de energia en levadura, y su velocidad
limita la velocidad de esta via (25). La regulacién de estos transportadores es una de las
estrategias que utiliza Saccharomyces para adaptarse a ciertos cambios nutricionales. El
hecho de que el transporte de azicares sea el primer punto de control de la glicolisis hace

particularmente interesante su estudio.

IL. Regulacién del transporte de aziicares en levadura.

La captacién de azicares en levadura estd regulado, al menos, por dos tipos de
mecanismos, los que afectan a la actividad de los transportadores y los que afectan a su
contenido. Los primeros permiten a la célula adaptarse rapida y reversiblemente a cambios
ocurridos en el medio (76). Asi, se sabe que determinadas condiciones fisiolégicas, como
el paso de aerobiosis a anacrobiosis o la carencia de fuente de nitrégeno, producen cambios
rdpidos y reversibles en la actividad de los transportadores (78, 79, 115) si bien, se ignora
el mecanismo por el que estos cambios tienen lugar. Por el contrario, la regulacion del
contenido celular de los transportadores permite a la célula adaptarse a cambios
medioambientales de forma relativamente lenta y duradera.

Desde hace tiempo se conocen dos mecanismos que afectan al contenido de los
transportadores en la célula y que actdan a nivel transcripcional: uno reprimiendo y otro
induciendo la expresién de dichas protefnas. En el caso de los transportadores de galactosa,
isomaltosa y maltosa, codificados por los genes GAL2, AGTIy MALIT-MALOT
respectivamente, la presencia de glucosa en el medio reprime la transcripcién de estos
genes mientras que, en ausencia de glucosa, la presencia del inductor correspondiente
activa su transcripcién y por tanto la sintesis de las protefnas correspondientes (16, 38, 66).
Mis recientemente se ha descrito que los transportadores de azdcares de levadura, tanto los
de monosaciridos como los de disacdridos, sufren una inactivacidn irreversible que tiene
lugar en ciertas condiciones fisioldgicas. Esta inactivacion es conocida como "inactivacion
catabdlica” por analogia con la inactivacién observada en el caso de ciertas proteinas

citosélicas (57).
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IL.1. Inactivacién catabélica de los transportadores.

La "inactivacién catabélica” se define como el proceso por el cual la actividad de
determinadas proteinas disminuye al afiadir glucosa a células que estdn en presencia de
otras fuentes de carbono y energia (57). Este tipo de inactivacién ha sido ampliamente
estudiada en el caso de proteinas citosélicas (57). En el caso de algunas proteinas de
membrana plasmdtica se ha visto que en presencia de glucosa, la inhibicién de la sintesis
de proteinas, bien por ayuno de fuente de nitrégeno bien por adicién de cicloheximida,
provoca su inactivacién irreversible. El hecho de que tanto la inhibicion del catabolismo de
la glucosa como la ausencia de una fuente de energia en el medio prevengan la inactivacion
sugiere que este proceso es dependiente de energia (14, 25). Se ha visto también que la
inactivacién afecta principalmente a la Vmax de estas proteinas y que sigue una cinética de
primer orden (25, 78). Todos estos hechos sugieren que la "inactivacion catabdlica” de las
proteinas de membrana plasmatica podria ser debida a su degradacién y esta posibilidad
resulta muy atractiva dado que la inactivacién catabélica de algunas proteinas
citoplasmaticas, como la malato deshidrogenasa, fructosa-1,6-bifosfatasa y

fosfoenolpiruvato carboxikinasa, incluye su proteolisis (32, 88, 89).

III. Degradacion de proteinas.

La degradaci6n de proteinas, a pesar de su aparente inconveniencia para la célula,
ocurre a gran escala y cumple numerosas funciones esenciales para su supervivencia. Se
sabe que la divisidn, proliferacion y diferenciacidon celular estan controladas mediante ia
degradacién ripida de las ciclinas (68). Asi mismo, se ha visto que la proteolisis juega un
papel esencial en la respuesta a las condiciones de estrés y en la adaptacion de la célula a
los cambios medioambientales [(53).

De estos hechos se deduce que no todas las proteinas se degradan de la misma forma
en la célula sino que existen diferencias considerables en la velocidad de degradacién. En
S. cerevisiae la vida media de las proteinas, es decir, el tiempo necesario para que se
degraden la mitad de sus moléculas, puede variar desde unos minutos hasta varias horas
(26, 40, 62). Esto se comprende ficilmente si se tiene en cuenta las funciones tan distintas
que desempefian las proteinas. Por tanto, es evidente que su degradacién tiene que ser un
proceso regulado y altamente especifico y el estudio de los mecanismos que lo gobiernan

ha sido objeto de numerosas investigaciones.

II1.1. Mecanismos de degradacion de proteinas.

Se han identificado un gran niimero de proteinasas localizadas en los distintos
compartimentos celulares de S. cerevisiaze y también algunos de los mecanismos
implicados en la degradacién de proteinas citosélicas en el proteasoma (50). Sin embargo,
al comienzo de este trabajo no se conocia todavia si las proteinas de membrana plasmatica

de levadura se degradaban en la propia membrana por la accién de proteasas especificas o
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si, por el contrario y como ocurre €n otros eucariotas, la degradacion tenia lugar en el
interior de la célula tras su internalizacién por endocitosis (44).

La degradacion de las proteinas en el interior celular puede llevarse a cabo, al menos,
por dos sistemas: el sisterma vacuolar y el sistema citoplasmatico independiente de la
vacuola (2). El sistema vacuolar de levadura es el equivalente a la via lisosomal de células
eucariotas superiores. La vacuola se caracteriza por su pH écido y su alto contenido en
proteinasas, todas ellas muy inespecificas. La mayoria de estas enzimas se sintetizan como
precursores inactivos. Estos precursores sufren una primera modificacién en el reticulo
endopldsmico y alcanzan la vacuola, a través del aparato de Golgi, en una forma atin no
activa. Finalmente son procesados a enzimas maduros y activos en la vacuola, bien por
autocatélisis bien por accién de las endoproteinasas vacuolares PrA o PrB (67).
Excepcionalmente, algunas de las enzimas vacuolares son captadas por la vacuola
directamente del citoplasma por un mecanismo desconocido (69). La vacuola se ha
implicado en la degradacién masiva de proteinas que tiene lugar en condiciones de estrés
mientras que su contribucién a la degradacion de proteinas en células en crecimiento se
cree muy pequefia (67, 126).

El sistema de degradacién independiente de la vacuola es el equivalente a las vias no
lisosomales de eucariotas superiores. El componente central de este sistema es el
proteasoma, conocido también como complejo multicatalitico de endopeptidasas (67), que
se encuentra tanto en el citoplasma como en el niicleo (104). El primer elemento que se
identificé de este sistema fue el complejo 20S, que estd constituido por diversas
subunidades que se hallan organizadas formando un cilindro hueco. Esta estructura estd
altamente conservada en células eucariotas, desde levaduras hasta el hombre (104). Se ha
visto que el proteasoma de levadura presenta, al menos, cinco actividades proteoliticas
diferentes entre las que se encuentran actividades similares a tripsina, quimiotripsina y
peptidil-glutamil-péptido hidrolasa, que catalizan la rotura de enlaces peptidicos en los que
el grupo carboxilo corresponde, respectivamente, a residuos basicos, hidrofébicos y acidos
(48). Recientemente se ha visto que el proteasoma 208 forma complejos con distintas
subunidades reguladoras que modifican su actividad. Asi, la unién del regulador 118 al
proteasoma 20S parece estimular su actividad peptidasa pero no su actividad proteasa. Este
complejo se ha implicado en la producci6n de péptidos antigénicos para su presentacion
por el complejo mayor de histocompatibilidad de clase 1 (104). Por otro lado, el
proteasoma 20S se une al regulador 195 para formar el complejo denominado proteasoma
26S. Este proteasoma es capaz de degradar proteinas plegadas mientras que el proteasoma
20S s6lo degrada proteinas desnaturalizadas, lo que sugiere que una de las actividades de la
subunidad 198 es modificar la estructura de las proteinas que van a ser degradadas por este
complejo (54, 97). El proteasoma 26S se ha implicado en la degradacién de proteinas

anormales y también en las de vida media corta como las ciclinas (62, 97). Esta
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degradacién puede llevarse a cabo de forma tanto dependiente como independiente de
ubicuitina (Ub) (50, 97).

I11.2. La via de la ubicuitina.

La Ub es un péptido de 76 amino4cidos altamente conservado que se encuentra s6lo
en células eucariotas (99). Este péptido se ha implicado principalmente en la degradacion
répida de protefnas citosélicas en el proteasoma 268, si bien no todas las proteinas que
ligan Ub se degradan rapidamente (55). La degradacién de una proteina en el proteasoma
26S por la via de la Ub consta de dos ctapas: la primera consiste en la sefializacion de la
proteina mediante la unién covalente de una o varias moléculas de Ub (Esquema I-A), y la
segunda en la degradacién de la proteina conjugada a Ub. Finalmente, la Ub se recupera
mediante su liberacién de los péptidos resultantes, para ser usada en un nuevo ciclo de
degradacién (Esquema I-B).

La conjugacién de Ub a la proteina sustrato requiere la accién de dos, y en algunas
ocasiones tres, enzimas. Primeramente, uné enzima activante de Ub (E1), en una reaccion
dependiente de ATP, forma un intermedio de tipo tiol-ester con el grupo carboxilo de la
glicina terminal de la Ub. A continuacién, la Ub asi activada es transferida a una enzima
conjugante de Ub (E2), a la cual queda unida por un enlace también de tipo tiol-ester.
Finalmente, la Ub es transferida al grupo e-amino de determinadas lisinas de la proteina
sustrato, formandose un enlace peptidico entre el grupo carboxi-terminal de la Ub y el
grupo amino de la lisina. A veces, este ditimo paso requiere la participacién de una
ubicuitin-protefna ligasa (E3), cuya funcién no estd muy clara. Unos autores consideran
que la funcién de E3 es reconocer la sefial de degradacién en la protefna sustrato, unirse a
ella y catalizar la transferencia de Ub desde el complejo E2-Ub a la proteina sustrato [46].
Otros consideran que la funcién de la enzima E3 es mds compleja: en primer lugar la
enzima se unirfa a Ub y se formaria el complejo E3-Ub, al que se uniria la proteina sustrato
a través de E3. A continuacidn, la propia E3 catalizaria la formaci6n del enlace peptidico
entre la Ub y la proteina (99).

En la segunda etapa de la via (Esquema I-B) la proteina es degradada por el
proteasoma 26S y mediante la accion de las enzimas ubicutin-hidrolasas o enzimas "des-
ubicuitinizantes" (E4), la Ub es separada de los péptidos resultantes y recuperada en su
forma libre para ser utilizada en un nuevo ciclo de degradacién (54).

Se conoce una dnica enzima E1 cuya funcién es esencial para la célula. Sin embargo,
se sabe que las enzimas E2, E3 y E4 son muy numerosas. Asi, se han descrito hasta 13
enzimas E2 en levadura y muchas mdas en mamiferos. Con respecto a las E3, aunque
pertenecen a una familia muy numerosa que sigue aumentando, parece improbable que
exista una enzima E3 para cada uno de las diferentes proteinas sustratos. Se cree mas bien
que una misma enzima E3 pueda reconocer diferentes proteinas con motivos estructurales

similares (22). Las enzimas E4 son también muy numerosas y engloban enzimas de dos
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ub)
Proteasoma 26S
Eﬂk : 1
Poli-péptidos B

Aminoacidos

Esquema 1. La via de la ubicuitina. (A} Conjugacién de Ub a la proteina sustrato.
(1) Activacién de Ub por El. (2) Transferencia de Ub de E1 a una de las enzimas E2.
(3) Transferencia de Ub de E2 a E3. (4) Formacién del complejo proteina-E3-Ub y
transferencia de Ub a la proteina sustrato. (B) Degradacidn de la proteina ubicuitinada
por el proteasoma 26S. (5) Recuperacién de Ub mediante la accién de las enzimas E4.



Introduccion 13

familias diferentes, ubicuitin-hidrolasas y ubicuitin-proteasas-especificas. Las primeras
estan implicadas en la liberacién de la Ub unida a moléculas pequefias como lisinas o
péptidos. Las segundas catalizan la liberacién de Ub de los complejos Ub-proteina y de
cadenas libres de Ub (54, 64). Tanto en levadura como en eucariotas superiores, s¢ ha
identificado un elevado nimero de estas Gltimas enzimas, lo que sugiere que algunas de

ellas podrian reconocer de forma especifica distintos complejos de Ub (22).

I11.3. Funciones de la ubicuitina.

Durante bastante tiempo se pensaba que el papel mds importante de la Ub era la
sefializacién de proteinas citosdlicas y, en general, de proteinas de vida media muy corta,
para ser degradadas por el proteasoma 268 (54, 99). También se creia que, en el caso de las
proteinas de membrana plasmatica, tanto su seiializacién como su degradacion tenia lugar
por otros sistemas (109). Diversas lineas de evidencia han indicado que, como se suponia,
la degradacién de las proteinas de membrana plasmatica tiene lugar independientemente del
proteasoma, en la vacuola, tras su internalizacién por endocitosis (29, 87, 101, 135). Sin
embargo, en el caso de la sefializacién se demostré durante el desarrollo de este trabajo, que
la internalizacién de una proteina de membrana plasmitica, el transportador del factor-a
(Ste6p), es desencadenada, como en el caso de las proteinas citosélicas, por su unién a Ub
(70). Posteriormente se ha obtenido evidencia, tanto en células de mamifero como en
levadura, de que otras proteinas de membrana plasmatica también se unen a Ub antes de ser
internalizadas (29, 34, 47, 52, 70, 125).

De todo esto se deduce que la Ub puede actuar como sefial para desencadenar, al
menos, dos procesos diferentes: la degradacion de proteinas citos6licas por el proteasoma
26S y la internalizacién de proteinas de membrana plasmitica para su degradacién en la
vacuola. Este hecho plantea la pregunta de cémo estos dos sistemas de degradacion, el
proteasoma y la vacuola, reconocen sus respectivos sustratos. Puede ocurrir que una sola
molécula de Ub se ligue por su extremo carboxilo a una lisina de la proteina sustrato.
También puede ocurrir que varias moléculas de Ub se liguen de esta misma forma a varias
lisinas de la proteina. Ambos tipos de modificacién se conocen en la literatura como
"mono-ubicuitinacién" (33). Por otra parte, puesto que la Ub contiene en su secuencia 7
lisinas, puede ocurrir que a alguna de estas lisinas se ligue otra molécula de Ub. La adicién
sucesiva de moléculas de Ub daria lugar a la formacién de cadenas (51, 54), cuya
estructura variaria en funcién de la lisina (Lys) que interviniera en la unién Ub-Ub (1, 63).
Este tipo de modificacién se denomina en la literatura "poli-ubicuitinacién” (12). En la
Figura I se representa de forma esquematica un ejemplo de estos dos tipos de
modificaciones. El hecho de que existan estas distintas posibilidades ha llevado a postular

que, las diferencias en la modificacién por Ub de las proteinas de citosol y de membrana
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Figura L. Tipos de modificaciones por Ub de proteinas de membrana plasmatica.
“Mono-ubicuitinacion': unién de una molécula de Ub a una (A) o més lisinas (B) de
la proteina sustrato.

“Poli-ubicuitinacion™ unién de cadenas de Ub a una o mids lisinas de la proteina
sustrato. La estructura de las cadenas (C y D) depende de la lisina que interviene en la

unién Ub-Ub.
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plasmética podrian ser responsables de su reconocimiento por sus respectivos sistemas de
degradacion.

Se ha visto que en S. cerevisiae, in vivo, s¢ forman cadenas de Ub en las que
intervienen la Lys-29, -48 6 -63 (31, 63, 119) y que estas cadenas estdn implicadas en
diferentes funciones: las cadenas formadas por uniones en la Lys-29 en la denominada "via
de degradacién por fusién de Ub (UFD)", cuyos sustratos fisiolégicos no se conocen (63);
las formadas por uniones en la Lys-63 en resistencia a estrés (1) y en reparacién de ADN
(119); y las formadas por uniones en la Lys-48 en el reconocimiento y degradacién de
proteinas citosélicas por el proteasoma (31).

En el caso de proteinas de membrana plasmdtica, se han descrito recientemente dos
tipos de modificaciones por Ub: "mono-ubicuitinacién" y "poli-ubicuitinacién” con
cadenas unidas por la Lys-63 (33, 127). La "mono-ubicuitinacién", que como ya hemos
comentado se define como la unién de una Ub a una o mds lisinas de la proteina sustrato,
parece ser necesaria y suficiente para desencadenar la velocidad mdxima de internalizacion
del receptor del factor-a, esto es, de una proteina con 7 segmentos transmembrana (7-
TMS) (127). Por el contrario, se ha mostrado que la formacién de cadenas unidas por la
Lys-63 parece necesaria para la internalizacion a velocidad maxima de la uracil permeasa y
el transportador general de aminodcidos (33, 122), es decir, para la internalizacién de dos
proteinas de 12 segmentos transmembrana (12-TMS). Basdndose en estos hechos, se ha
postulado que los diferentes requerimientos, en lo que se refiere a Ub, para la
internalizacién de estos dos tipos de proteinas podrian ser debidos a su diferente tamafio y
nimero de TMS. Asf, la "mono-ubicuitinacién” podria ser suficiente para la interaccion
con la maquinaria endocitica de proteinas pequefias como el receptor del factor-o (7-TMS),
mientras que en el caso de proteinas grandes, como los transportadores de uracilo y de
aminodcidos (12-TMS), esta interaccién podria requerir su "poli-ubicuitinacién” (127).

IV. Significado fisiolégico de la inactivacién de los transportadores
de azicares.

Ia levadura utiliza, como ya hemos dicho, monosacdridos y disacéridos como fuente
de carbono y de energia (76). Sin embargo, consume glucosa preferentemente a cualquier
otra fuente de carbono siempre que este azdcar se halla disponible en el medio. Esta
utilizacién preferente estd asegurada por distintos mecanismos de control desencadenados
por la propia glucosa: induccién de la sintesis de los transportadores de glucosa (93} y
represién (38) e inactivacién (58) de proteinas requeridas especificamente para el
catabolismo de otros sustratos. Dado que los transportadores de azicares diferentes de los
de glucosa pertenecen a este ultimo grupo de proteinas, se viene asumiendo que la
inactivacién por glucosa de estos transportadores es un mecanismo de regulacién para

favorecer el uso preferente de este aziicar.
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Esta idea de que la inactivacién por glucosa de los transportadores de otros azucares
es un mecanismo de regulacién se basa en dos suposiciones: 1) la glucosa inactiva
especificamente los transportadores de azicares distintos de los de glucosa. ii) La
inactivacién de estos transportadores es producida especificamente por glucosa, otras
fuentes de carbono fermentables no son capaces de producirla.

Sin embargo, resultados obtenidos tanto en nuestro laboratorio como en otros
laboratorios, indican que la primera suposicién no es correcta puesto que se ha visto que en
las condiciones en las que tiene lugar la inactivaci6n catabélica, esto es, en ayuno de fuente
de nitrégeno, la adicién de glucosa desencadena la inactivacién no sélo de los
transportadores de azdcares diferentes de los de glucosa, sino de todas las proteinas de
membrana plasmética ensayadas: la H -ATPasa (7), el transportador de potasio (8, 102) la
uracil permeasa (135) y todos los transportadores de aziicares ensayados (59, 101), incluso
algunos de los propios transportadores de glucosa, como el Hxt6 y Hxt7 (14, 71). Seria
interesante establecer si la segunda suposicidén es o no es correcta, es decir, investigar si la
inactivacién de los transportadores de aziicares es realmente producida especificamente por
glucosa o si, por el contrario, otras fuentes de carbono producen una inactivacion similar.
Si aziicares diferentes de la glucosa inactivasen al transportador con la misma eficacia que
la glucosa indicarfa que, la llamada “inactivacién catabdlica” de los transportadores de

azicares no es, como se viene asumiendo, un mecanismo especifico de regulacion.
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OBJETIVOS

Tras considerar la informacién disponible sobre los temas comentados, nos

propusimos los siguientes objetivos:

_ Establecer si la "inactivacién catabdlica" de los transportadores de azicares de
levadura es 0 no es debida a su degradaci6n utilizando el transportador de maltosa como

modelo experimental.

_  En caso de que la inactivacién fuera debida a degradacién, establecer si requiere
la via de la Ub.

- En caso de requerir esta via, establecer que tipo de modificacién por Ub, "mono-

ubicuitinacién" o "poli-ubicuitinacién", es necesaria.

- Establecer si la "inactivacién catabélica” de los transportadores de aziicares €s
producida especificamente por glucosa o si, por el contrario, otras fuentes de carbono

pueden ser igualmente eficaces.
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I. MATERIALES

1. Equipo instrumental, enzimas, isétopos y reactivos.

Los aparatos utilizados en la realizacién de este trabajo han sido los habituales en un
laboratorio de microbiologia.

Las enzimas de restriccién y los tampones para su uso y la ADN ligasa del bacteriéfago T4
procedian de Boehringer Manheim, Pharmacia o Fermentas. La fosfatasa alcalina de intestino de
ternera para fines bioquimicos procedia de Merck y la utilizada en biologia molecular de New
England Biolabs. La RNAsa pancredtica y la lisozima procedian de Merck, la U-['4C)-maltosa y U-
{14C]-galactosa de Amersham Intemnational y los inhibidores de proteasas y de fosfatasas procedian
de Sigma. La acrilamida y la N'-N'-bisacrilamida procedian de Merck. El resto de los reactivos

utilizados eran de grado analitico.

2. Material biolégico.

2.1. Cepas de Saccharomyces cerevisiae y Escherichia coli.

Las cepas de S. cerevisiae y de E. coli utilizadas en este trabajo y su genotipo més relevante
se detallan en las Tablas I y I, respectivamente.

2.2. Plasmidos.

Se utilizaron los pldsmidos que se describen a continuacién:

pRM1.1. Plasmido multicopia con resistencia a ampicilina que contiene el locus MALI de S.
cerevisiae. Este locus esta formado por tres genes: MALII, que codifica el transportador de
maltosa; MALI2, que codifica la maltasa y MALI3, que codifica un activador de la transcripcion de
los otros dos genes. Ademds, contiene los genes URA3 y TRPI de S. cerevisiae como marcadores
de seleccion (103).

pRS423. Plasmido multicopia con resistencia a ampicilina que contiene el gen HIS3 de §.
cerevisiae como marcador de seleccion (23).

YEp96. Plismido multicopia con resistencia a ampicilina que contiene un gen que codifica la
Ub de levadura bajo el promotor CUPI que es inducible por cobre. Ademds, contiene el gen TRP/
de S. cerevisiae como marcador de seleccion (28).

YEp105. Plismido derivado de YEp96 que contiene un gen que codifica una Ub de levadura
que lleva en su extremo amino el epitopo c-myc (10 aminodcidos de la proteina humana c-myc)
(28).

YEp96UbK29R. Plasmido derivado de YEp96 que contiene un gen que codifica una Ub de
levadura en la que la lisina en posicién 29 ha sido sustituida por arginina (28).

YEp96UbK48R (También denominado YEp110). Plismido derivado de YEp96 que
contiene un gen que codifica una Ub de levadura en la que la lisina en posicién 48 ha sido
sustituida por arginina (56).

YEp96UbK63R. Pldsmido derivado de YEpS6 que contiene un gen que codifica una Ub de

levadura en la que la lisina en posicién 63 ha sido sustituida por arginina (33).
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Tabla I. Cepas de S. cerevisiae.

Cepa Genotipo Referencia
ATCC 42407 MATa suc- MAL GAL Dra. Lagunas
MALI-1¢-D MATa leul trpl MALIR-I¢ (mal2l

dicio, 198
mal22 :: TRP1) Radicio, 1986

YLP-1T Cepa anterior transformada con el plasmido

) Rodicio,
pRML.1 descrito en Materiales. odicio, 1986

X106-3D MATa gal80 hisl ura3 Nevado et al, 1996
23346¢ MATa NP1 ura3 Egner et al, 1996
27038a MATa npil ura3 Egner et al, 1996
MHY 501- MATo. DOA4 his3-A200 leu2-3,112

Papa et al, 1993
pRM1.1 lys2-801 MALI] MALI2 MALI3
MHY 623- MATo doad::LEU2 his3-A200 lys2-801 p L 1993

tal, 1

pRMI.1 MALII MALI2 MALI3 apacta
RH268-1c- MATa end4 leu2 his4 barl-1 MALII Raths et al, 1993
pRM1.1 MALI2 MALI3

Tabla II. Cepas de E. coll.

Cepa Genotipo Referencia

DHSa supE44 AlacU169 (80 [acZAMIS)

hsdR17 recAl endAl gyrA96 relAl Sambrook et al., 1989

TG1 supE hsdA5 thi (Alac-proAB) F'(traD36 Sambrook et al.. 1989
proABY lac 14 lacZAMI5)
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YEp96UbRRR. Plasmido derivado de YEp96 que contiene un gen que codifica una Ub de
levadura en la que las lisinas en posicion 29, 48 y 63 han sido sustituidas por argininas (28).

LHp 306. Plismido derivado de YEp96 que codifica una ubicuitina de levadura en la que
todas la lisinas, situadas en posicion 6, 11, 27, 29, 33, 48 y 63, han sido sustituidas por argininas

(127).
Los plasmidos generados en este trabajo que cotienen genes que codifican una Ub silvestre o

Ub con diferentes mutaciones se describen en la tabla IIL La construccién de estos plasmidos se

detalla en el esquema II (Resultados).

Tabla IIL Plismidos que contienen genes que codifican diferentes Ubs

Nombre del plasmido Tipo de Ub que codifica

pLP18-Ub Ub silvestre

pLP18-UbK29R Ub que tiene la lisina-29 sustituida por arginina

pLP18-UbK48R Ub que tiene la lisina-48 sustituida por arginina

pLP18-UbK63R Ub que tiene la lisina-63 sustituida por arginina

pLP18UbRRR Ub que tiene las lisinas-29, -48 y -63 sustituidas por

argininas

pLP18-Ub-no-Lys Ub que tiene sus 7 lisinas sustituidas por argininas

pLP2 Ub que lleva en su extremo amino el epitopo "c-myc”
2.3. Anticuerpos.

- Anticuerpos policlonales (suero inmune) frente al transportador de maltosa.

Los anticuerpos policlonales frente al transportador de maltosa fueron obtenidos por la Dra.
M. Herweijer de Gist-Brocades (Delft, Holanda). Para ello, se inyecté a un conejo una proteina
recombinante del transportador de maltosa obtenida expresando el plasmido pPEXMPO3 en E. coli.
Este pldsmido contenia el fragmento EcoRI-Hincll de 658 bp del gen del transportador de maltosa
fusionado al gen LacZ del plismido pEX-3 (124).

- Anticuerpos policlonales (suero inmune) frente a Ub.

Los anticuerpos utilizados para detectar Ub eran anticuerpos de conejo frente a Ub de

globulos rojos de vaca conjugada a KLLH. Estos anticuerpos procedian de Sigma.
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- Anticuerpos secundarios.
Los anticuerpos secundarios utilizados en este trabajo eran anticuerpos de cabra frente a IgG
de conejo y conjugados a fosfatasa alcalina o a peroxidasa. Estos anticuerpos procedian,

respectivamente, de Bio-Rad y Biosource International.

3. Medios de cultivo.
Los medios de cultivo se esterilizaban en autoclave, en atmésfera de sobrepresitn, a 121°C
durante 20 minutos. Los medios sélidos se preparaban anadiendo agar-agar 1.5% concentracién

final.

3.1. Medios de cultivo para S. cerevisiae.
3.1.1. Medio YP.
Medio rico, utilizado para el crecimiento de levadura en el trabajo de rutina, compuesto de
1% extracto de levadura, 2% peptona y 2% glucosa o maltosa segiin se indica en cada experimento.
Cuando la fuente de carbono era maltosa, se afiadia antimicina A, un inhibidor de la respiracién,
que se utilizaba para forzar la fermentacién de maltosa y evitar asf la pérdida del plasmido pRM1.1
que contiene el locus MALI. Se preparaba una solucién 5 mM de antimicina A en etanol que se
mantenia a 4°C y de clla se afiadian alicuotas al medio para una concentracién final de 5 pM
inmediatamente antes de inocular.
3.1.2. Medio YNB
Medio minimo comercial que contiene sulfato aménico y las sales minerales y vitaminas
necesarias para el crecimiento de la levadura pero que carece de aminodcidos. Se preparaba segin
recomienda la casa comercial y se suplementaba con los requerimientos auxotréficos de las cepas a
las concentraciones descritas en "Methods in yeast genetics” [80]. Tras ser esterilizado, se afadia la
fuente de carbono indicada en cada experimento para una concentracién final del 2%. La fuente de
carbono se preparaba concentrada 10 veces y se esterilizaba previamente a ser usada. Cuando la
fuente de carbono era maltosa, se afiadia antimicina A en el momento de inocular segiin se ha

descrito en el apartado anterior.

3.2. Medios para E. coli.

Para el crecimiento de este microorganismo se utilizaba el medio LB (Luria Broth) que
contiene 10 g/l de bacto-triptona, 5 g/l de extracto de levadura y 10 g/l de NaCl. La solucién se
ajustaba a pH 7.5 con NaOH y se esterilizaba en autoclave. Cuando se crecian bacterias
transformadas con pldsmidos que contenian el gen de resistencia a ampicilina, se afladia ampicilina
a una concentracién final de 50 pg/ml. La ampicilina se preparaba concentrada 1000 veces, se

mantenia a -20°C y se afiadia al medio en el momento de ser inoculado.

4. Medio de inactivacion
Este medio carecia de fuente de nitrégeno y se preparaba con agua MilliQ. Su composicidn,

referida a un litro, era la siguiente:
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- Sales minerales y oligoelementos: K,PO4H 5.92 g; KPO4H, 0.2g; H;PO,4 al 85% 1.7 ml;
KCL 9 mg; NaCL 0.25 g; MgSO47H; O 0.25 g; FeCl 1 mg; SO4Zn 1.8 mg; CuSO,4 0.1mg. Esta
solucién se ajustaba a pH 6.0 con KOH y se esterilizaba en autoclave, Un vez fria se afladian, en
esterilidad, las vitaminas y 1a fuente de energia, al 2%, adecuada para ¢l experimento.

- Vitaminas: Biotina 0.02g; D-pantotenato célcico 0.5mg; Inositol 10 mg; Tiamina 4 mg;
Piridoxina 1mg. Las vitaminas, que se preparaban concentradas 1000 veces, se esterilizaban por
filtracién a través de un filtro Renner GmbH de 0,2 um de tamafio de poro y se conservaban a 4°C.

- Fuente de energia: cuando se utilizaban aziicares, se preparaba una solucién al 20% que se
esterilizaba en autoclave. Se afiadia para concentracién final del 2% en el momento de iniciar el
experimento. En el caso del etanol se utilizaba el producto comercial y se afiadia también para una

concentracion final del 2% en el momento de iniciar el experimento

5. Medio de endocitosis.
La composicién de este medio era la misma que la del medio de inactivacién pero, en este

caso, la fuente de energia era glucosa.
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I1. METODOS

1. Crecimiento de las células.

Las cepas de S. cerevisiae y de E. coli se conservaban a -70°C suspendidas en glicerol al 15y
20% (p/v), respectivamente. Las de uso frecuente se mantenian a 4°C en placas petri crecidas en el
medio sélido adecuado en cada caso. El cultivo en medio liquido se realizaba en matraces cuya
capacidad era al menos 5 veces el volumen del medio de cultivo que contenian. Con ello se
aseguraba una buena aireacién. La incubacién de S. cerevisiae y E. coli se realizaba,
respectivamente, a 30 y 37°C con agitacién vigorosa (200-250 rpm). El cultivo en medio sélido se
realizaba en placas petri que se incubaban a las temperaturas indicadas. El crecimiento celular se
seguia midiendo la turbidez del cultivo a 640 nm en un espectrofotémetro Hitachi 100-10. En base
a curvas de calibracién previamente obtenidas, se consideraba que 1 ml de un cultivo de levadura
de una absorbancia de 1 unidad de densidad éptica (OD) correspondia a 0.29 mg proteina. Para

detectar posibles contaminaciones bacterianas, los cultivos se examinaban al microscopio &ptico.

2. Condiciones de inactivacion.

Para desencadenar la inactivacién de los transportadores de azicares se ayunaba a las células
de fuente de nitrégeno. Para ello, células creciendo exponencialmente se recogian por
centrifugacién a 5000 rpm durante 3 minutos. Se lavaban con agua milliQ, se suspendian en un
volumen de medio de inactivacion (Materiales) 3 veces superior al volumen inicial de cultivo, para
evitar que se agotasen los nutrientes durante el experimento, y se afiadia la fuente de energia que se
indica en cada experimento. La suspensién se incubaba a 30°C con agitacién (180-200 rpm).

Para evitar contaminaciones bacterianas durante las manipulaciones se afiadia a la suspension

250-500 pg/ml clorhidrato de tetraciclina concentracién final.

3. Condiciones de endocitosis.

La endocitosis del transportador de maltosa se desencadenaba ayunando a las c¢élulas de
fuente de nitrégeno. Para ello, las células se recogfan, se suspendian en el medio de endocitosis
(Materiales) y se incubaban como se ha descrito més arriba.

Para evitar contaminaciones bacterianas durante las manipulaciones se afiadia a la suspension

250-500 pg/ml clorhidrato de tetraciclina concentracién final.

4. Obtencién de extracto crudo celular por el método habitual.
Se utilizé el método desarrollado por Serrano (1983) (114) ligeramente madificado.
4. 1. Soluciones empleadas.
- Tampé6n de rotura de células:
DTE 2 mM
EDTA 5 mM
Tris-HC1 50 mM pH 8.5
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- Solucién de lavado:
DTE 0.5 mM
EDTA 0.5 mM
Tris-HCI 50 mM pH 8.0
- Solucién GTED:
DTE 0.1 mM
EDTA 0.1 mM
Glicerol al 20% (viv)
Tricina-tris 10 mM pH 7.5
Estas tres soluciones se conservaban a 4°C.
- Inhibidores de proteasas:
Se preparaban soluciones stock conteniendo PMSF 0.1 M en etanol, TAA 0.1M,
chimostatina 2.5 mg/m! en DMSO y leupeptina 1 mg/ml, que se conservaban a -20°C. De
estas soluciones se tomaban alicuotas para alcanzar las concentraciones deseadas en cada

€aso.

4.2. Procedimiento.

Un volumen del cultivo de levadura correspondiente a, aproximadamente, 125 mg de
proteina se centrifugaba a 3000-4000 rpm durante 5 minutos. Las células se suspendian en 50 ml de
agua destilada, se transferian a un tubo picudo de plastico de 50 ml de capacidad y se centrifugaban
en las condiciones descritas mas arriba. Se retiraba el sobrenadante y se afiadian 4 ml de tampén de
rotura frio, PMSF 1 mM concentracién final y 8 ml de bolas de vidrio de 0.5 mm de didmetro
previamente enfriadas. En algunos experimentos, ademds de PMSF se anadia JAA 1 mM,
chimostatina 25 pg/ml y leupeptina 10 pLg/mi concentracién final. Se agitaba en vortex durante un
minuto y se dejaba enfriar en hielo durante otro minuto. Este proceso se repetia 5 veces. Se recogia
el sobrenadante con una pipeta pasteur y las bolas se lavaban 3 veces con 4 ml de la solucién de
lavado en presencia de PMSF 1 mM vy, cuando era necesario, del resto de los inhibidores. Los
liquidos de lavado se reunian con el sobrenadante y se centrifugaba a 4°C a 3000 rpm el rotor JA-
20 en una centrifuga Beckman J2-21 durante 10 minutos. El sobrenadante constituia el extracto

crudo celular que se conservaba en alicuotas a -70°C hasta su analisis.

5. Obtencion de extracto crudo celular por el método alcalino.
Se sigui6 el método descrito en Silve (1991) (118} con alguna modificacién.
5.1. Soluciones empleadas.
- Solucién de rotura de células:

NaOH 1.85 M

Mercaptoetanol 2%
Esta solucién se conservaba a -20°C

- Solucion Laemmli (conservada a -20°C):



Métrodos 27

Tris-HCI 62.5 mM pH6.8

SDS 2%

DTE 20 mM

EDTA 2 mM

Sacarosa 10%

Azul de bromofenol 0.1 mg/ml

- Solucién Tris 1M

5.2. Procedimiento.

Un volumen del cultivo de levadura correspondiente a, aproximadamente, 1 mg de proteina
se centrifugaba a 3000 rpm durante 5 minutos. Las células se suspendian en 1 ml de agua destilada,
se transferfan a un eppendorf de 1.5 ml de capacidad y se centrifugaban durante 2 minutos a 12000
rpm en una microcentrifuga. El pellet se suspendia en 0.250 ml de la solucién de rotura y se dejaba
10 minutos en hielo. Transcurrido este tiempo, se afadian 0.250 ml de TCA 50%, se dejaba otros
10 minutos en hielo para que precipitasen las protefnas y se centrifugaba durante 10 minutos a
12000 rpm. El pellet se lavaba 2 veces con 1 ml de agua fria y se suspendia en 0.250 ml de la
solucién de Laemmli descrita més arriba. Se calentaba durante 10 minutos a 37°C y se aplicaba en

el gel de SDS-poliacrilamida .

6. Obtencidn de la fraccion cruda de membranas.
6.1. Soluciones empleadas.
- Solucién GTED:
DTE 0.1 mM
EDTA 0.1 mM
Glicerol al 20% (vfv)
Tricina-tris 10 mM pH 7.5
Estas solucién se conservaba a 4°C.

_ Solucién de PMSF 0.1M en etanol. Conservado a -20°C.

6.2. Procedimiento.

La fraccién cruda de membranas se obtenia a partir del extracto crudo celular obtenido como
se describe en Métodos 4. Para ello, el extracto crudo se centrifugaba a 4°C a 30000 rpm durante 30
minutos en el rotor 60Ti en una ultracentrifuga Beckman L8-55. El pellet obtenido se suspendia en
1.5 ml de la solucién GTED afiadida de 1 mM PMSF y se homogeneizaba en un homogenizador
manual de vidrio esmerilado previamente enfriado. La suspensi6n obtenida constituia la fraccién

cruda de membranas que se conservaba en alicuotas a -70°C hasta su andlisis.

7. Obtencion de la fraccién purificada de membrana plasmatica.
7.1. Soluciones empleadas.

- Solucién GTED, descrita en el apartado anterior.
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- Solucién de sacarosa al 53.5%
Sacarosa al 53.5%
DTE 0.1 mM
EDTA 0.1 mM
Tricina-tris 10 mM pH 7.5
- Solucién de sacarosa al 43.5%
Sacarosa al 43.5%
DTE 0.1 mM
EDTA 0.1 mM
Tricina-Tris 10 mM pH 7.5
Las concentraciénes de sacarosa se ajustaban utilizando un refractémetro y se conservaban a
-200C.
- Solucién PMSF 0.1 M en etanol conservada a -20°C.

7.2. Procedimiento.

Se preparaba un gradiente discontinuo de sacarosa en un tubo del rotor SW-60 en el que se
depositaban 0.7 ml de la solucién de sacarosa al 53.5% y a continuacion, dejando resbalar por las
paredes, I.4 ml de la solucién de sacarosa al 43.5%. A este gradiente se aplicaba cuidadosamente la
fraccién cruda de membranas obtenida como se describe mds arriba. Se centrifugaba a 4°C a 55000
rpm durante 3 horas, en una ultracentrifuga Beckman L8-553 en un rotor SW60 y, transcurrido este
periodo, se dejaba detener el rotor sin utilizar el freno. Tras la centrifugacion se distinguian
épticamente 4 zonas en el gradiente:

1) Parte superior, de aspecto blanquecino constituida por material graso suspendido en la
solucién GTED de la muestra.

2) Banda situada en la interfase GTED/sacarosa al 43.5% que contiene la membrana
mitocondrial.

3) Banda situada en la interfase sacarosa al 43.5%/sacarosa al 53.5% que contiene la
membrana plasmatica.

4) Sedimento que contiene los componentes de mayor densidad de la célula, como dcidos
nucleicos y polisacéridos.

Después de eliminar la banda de la membrana mitocondrial y la solucién de sacarosa al
43.5% por aspiracién a vacio con una pipeta Pasteur, se recogia muy cuidadosamente la banda
correspondiente a la membrana plasmadtica. Se diluia con 3 volimenes de agua destilada fria, s
mezclaba y se centrifugaba a 4°C a 40000 rpm en el rotor 50Ti en una ultracentrifuga Beckman
L.8-55 durante 30 minutos. El pellet se suspendia en 1 ml de la solucién GTED afiadida de ImM
PMSF y se homogeinizaba. El homogeneizadd constituia la fraccién purificada de membrana

plasmitica que se conservaba en alicuotas a -70°C hasta su andlisis.
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8. Medida de fermentacién y respiracion.

La fermentacién y respiracién se midieron siguiendo la produccion de CO7 y consumo de
097, respectivamente, en un respirémetro de Warburg siguiendo las técnicas convencionales (130)
Las células se recogian durante el crecimiento exponencial, se lavaban con agua y se suspendian en
medio YP o en medio de inactivacién conteniendo el azdcar a ensayar. Alicuotas de 1 ml de esta
suspensién se depositaban en matraces del respirémetro de 15 ml de capacidad, que se sumergian
en el bafio previamente calentado a 30°C. Los matraces s¢ mantenian en agitacién durante todo el
experimento. Antes de comenzar las lecturas manométricas se atemperaban las suspensiones
celulares durante 15 minutos. En cada experimento se llevaba en paralelo un matraz sin células con
el fin de corregir las posibles oscilaciones de los barémetros debidas a cambios de temperatura o de
presién atmosférica. Los cambios de presion en los man6metros se median cada 10 minutos durante

3-6 horas.

9. Medida de los transportes.

9.1. Transporte de maltosa.

Se sigui6 el método descrito por Serrano (1977} (113) con alguna modificacidn.

9.1.1. Soluciones empleadas.

- Acido tartarico 0.1 M pH 4.2. Se conservaba a 4°C.

- U- [14C] maltosa 45 mM (0.5 pCi/pmol).

- Liquido de centelleo Optiphase "HiSafe2".

9.1.2. Ensayo.

Un volumen del cultivo de levadura correspondiente a 5 mg de proteina se centrifugaba en
tubos c6nicos en una centrifuga de mesa. Las células se lavaban con 10 ml de 4cido tartarico 0.1 M
pH 4.2 y se resuspendian en 0.25 ml de ]a misma solucién. La suspension de células se incubaba a
20°C durante 3 minutos. El transporte se iniciaba depositando 50 yii de la suspensién de células en
un tubo cénico que contenia 5 pl de la solucién de maltosa radioactiva. Transcurridos 15 segundos
de incubacién a 20°C, la reaccién se detenia afiadiendo 10 ml de agua a 4°C. Inmediatamente, la
suspensién se filtraba a vacio a través de un filtro de fibra de vidrio GF/C y las células fijadas al
filtro se lavaban con otros 10 ml de agua fria. El filtro se introducfa rdpidamente en viales que
contenfan 3 ml del liquido de centelleo. Pasados 30 minutos, la radioactividad se contaba en un
contador de centelleo durante 1 minuto.

Para medir la adsorcién inespecifica de maltosa radiactiva a las células o al filtro, se
suspendia una alicuota de 50 pl de la suspensién de la levadura en 5 ml de agua previamente
calentada a bafio marfa. Se dejaba hervir durante 5 minutos y se enfriaba en hielo. Se adadia 5 ml
de agua fria y 5 pl de la solucién de maltosa radioactiva, se filiraba inmediatamente y se seguia el
mismo tratamiento que en la medida del transporte. Los valores obtenidos se restaban de los de la
medida del transporte.

Para conocer la relacién entre la radiactividad y la concentracién de maltosa, 50 pl de la

solucién de maltosa radiactiva diluida 1/100 se depositaban sobre un filtro himedo que se
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introducia inmediatamente en el vial con el liquido de centelleo. La radiactividad se contaba como

en los casos anteriores.

9.2. Transporte de galactosa.

Se siguié el método descrito por De Juan (1986} (25) con alguna modificacion.

9.2.1. Soluciones empleadas.

- KH,PO, 50mM pH 6. Se conservaba a 4°C.

- U- [14(C] galactosa 55mM (0.4 nCi/umol).

- Liquido de centelleo Optiphase "HiSafe2".

9.2.2. Ensayo.

Para medir el transporte de galactosa se segufa el mismo procedimiento que en ¢l caso del

transporte de maltosa excepto que, en vez de utilizar dcido tartarico 0.1M pH 4.2 se utilizaba

KH,PO,4 50 mM pH 6.

10. Tratamiento del transportador con fosfatasa alcalina.

10.1. Soluciones empleadas.

- Tris-HC1 100 mM pH 8.0, MgCl; 1 mM, ZnSO, 0.1 mM.

- SDS 20%

- Fosfatasa alcalina.

- Inhibidores de proteasas como se describe en Métodos 4.

10.2. Ensayo.

El tratamiento con fosfatasa alcalina se realizé en muestras de fraccién purificada de
membrana plasmatica. Alicuotas correspondientes a 200 g de proteina se centrifugaban a 4°C a
12000 rpm en una microfuga durante 10 minutos. El pellet se suspendia en 20 il de un tampdn que
contenia Tris-HCl 100 mM pH 8.0, MgCl, | mM y ZnSO,4 0.1 mM, se afiadfan 5 pl de SDS 20% y
se calentaba a 42°C durante 15 minutos. A continuacién, se afiadian 200 il del mismo tampén con
¢l fin de diluir el SDS, se dividia el volumen final en dos alicuotas iguales y, a una de ellas, se
afiadian 5 pl de fosfatasa alcalina. Ambas alicuotas se incubaban a 37°C durante | hora. Para evitar
la degradacién del transportador durante la dltima incubacidn, se afiadian los inhibidores de
proteasas a las concentraciones indicadas en Métodos 4. Terminado el tratamiento con la fosfatasa,

las muestras se trataban seguin se indica en Métodos 13.

11. Determinacion de la concentracién de proteinas.

La determinacién del contenido de proteina se realizaba por el método de Lowry (1951) (30)
previa precipitacion con TCA. Para ello, se tomaba una alicuota de la muestra a ensayar, se abadia
TCA para una concentracién final del 5% y se incubaba en hielo 10 minutos. Se centrifugaba 5
minutos a 12000 rpm en una microfuga, se eliminaba el sobrenadante exhaustivamente y el
precipitado se disolvia en NaOH 1 N. Para facilitar su solubilizacion se calentaba unos minutos al

bafio maria. Una vez disuelta 1a proteina se procedia a su valoracién siguiendo ¢l método de Lowry
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[84]. La estimacién de la concentracién de protefna se realizaba a partir de una curva de calibracién
obtenida, para cada ensayo, utilizando una solucién de BSA 1 mg/ml tratada igual y

simultdneamente que las muestras problemas.

12. Determinacién de la concentracién intracelular de ATP.

Para determinar el contenido intracelular de ATP, las células se recogian seguiendo el
método de filtracién rdpida descrito en (110) y se sumergian en nitrégeno liquido. Tras su
extraccién con 4cido perclérico (110), el ATP contenido en ¢l extracto se medfa enzimaticamente

utilizando fosfoglicerato kinasa como se describe en (61).

13. Electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida por el sistema de glicina.

13.1. Soluciones empleadas.

- Solucién de acrilamida: acrilamida 38% (p/v), bisacrilamida 2% (p/v). Esta solucién se
filtraba a vacio a través de filtros de nitrocelulosa de 0.45 pm de tamafio de poro y se conservaba a
49C. Se manejaba siempre con guantes.

- Tampén de separacién. Se preparaba concentrado dos veces y se mantenia a 4°C. Se
utilizaba a la siguiente concentracién:

Tris-HCI 0.75 M pH 8.8
SDS0.2 %

- Tampén de empaquetamiento. Se preparaba concentrado dos veces y se mantenia a 4°C.

Se utilizaba a la siguiente concentracién:
Tris-HC1 0.25 M pH 6.8
SDS 0.2%

- Persulfato aménico al 10%. Se mantenia congelado a -20°C en alicuotas.

- TEMED 6.6 M. Se guardaba a 4°C.

- Tampén de desarrollo de electroforesis. Se preparaba concentrado 10 veces y se mantenia
a 4°C. Se utilizaba a la siguiente concentracién:

Glicina 0.19 M
Tris-base hasta obtener pH 8.3
SDS 0.1%
- Isobutanol saturado con agua.
- Solucién Laemmti:
" Tris-HCI 62.5 mM pH6.8
SDS 2%
DTE 20 mM
EDTA 2 mM
Sacarosa 10%
Azul de bromofenol 0.1 mg/ml

Esta solucién se conservaba a -20°C.
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13.2. Preparacion de los geles.

Se utilizé el método de Laemmli modificado (74). Utilizamos geles de SDS-poliacrilamida al
10% de 1 mm de espesor que prepardbamos entre dos placas de cristal de 9 x 9.5 cm o de 16 x16
cm. Antes de montar el sistema, las placas se limpiaban con etanol para eliminar posibles restos de
detergente o grasa. Los laterales de las placas se sellaban con tiras de teflén y la base con una tira
de papel whatman 3MM doblada, con un ancho final de aproximadamente 0.5 cm. Todo ello se
sujetaba con pinzas. El gel separador se preparaba, en el caso de geles de 9 x 9.5 cm, con 1.875 ml
de 1a solucién de acrilamida/bisacrilamida, 3.75 ml del tampén de separacién, 1.725 ml de agua y
75 ul de persulfato aménico al 10%. Para sellar la base de las placas, se tomaban 0.75 ml de esta
solucién, se afiadian 7 pul de TEMED y se vertia inmediatamente entre las dos placas. Se dejaba
polimerizar durante 2-3 minutos. Transcurrido este tiempo, se afiadian 7 pl de TEMED al resto de
la mezcla y se vertia entre las placas. Para obtener una superficie lisa y horizontal, se afladia
cuidadosamente 0.5 ml de isobutanol saturado con agua y se dejaba polimerizar el gel durante 30
minutos. Una vez polimerizado, se retiraba el isobutanol y se lavaba el espacio entre las placas con
agua. Los restos de agua se eliminaban cuidadosamente con ayuda de un papel de filtro.

A continuacién, se preparaba el gel concentrador. En el caso de geles de 9 x 9.5 cm, se
preparaba una mezcla con 0.225 ml! de la solucién de acrilamida/bisacrilamida, 1.5 ml del tampdn
de empaquetamiento, 1.21 m! de agua, 30 ul de persulfato aménico af 10% y 6 pl de TEMED. Esta
mezcla se depositaba sobre el gel separador ¢ inmediatamente se introducia un peine de teflon con
pocillos de aproximadamente 4 x 1 mm de base. El gel concentrador se dejaba polimerizar al menos
1 hora. Si el tamafio de las placas era mayor se preparaba la cantidad de gel separador y

concentrador necesario manteniendo estas mismas proporctones.

13.3. Preparacién de las muestras para la electroforesis.

Alfcuotas conteniendo la cantidad de proteina requerida para el experimento, normalmente
100-200 pg, se completaban con agua hasta 100 pl y se aiadia TCA frio para una concentracién
final del 10%. Se dejaba precipitar en hielo durante 10 minutos y se centrifugaba a 12000 rpm en
microcentrifuga durante 15 minutos a 4°C. El pellet se lavaba con 1 ml de agua fria y suspendia en
50-100 pl de la solucién Laemmli descrita mas arriba. Las muestras se calentaban a 42°C durante
15-20 minutos, hasta que la proteina se disolvia totalmente.

Se utilizaron proteinas marcadoras de peso molecular sin pretefiir cuyos pesos moleculares
oscilaban entre 200 y 45 kDa. Estos marcadores se prepararon siguiendo las instrucciones de la casa

comercial.

13.4. Desarrollo de la electroforesis.
El desarrollo de la electroforesis se realizaba en cubetas de electroforesis vertical. Una vez
llenos los reservorios de la cubeta con el tampdn de desarrollo de electroforesis, se quitaba el peine

y se aplicaban las muestras con ayuda de una jeringa Hamilton. En estos geles, la méxima cantidad
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de protefna que se aconseja aplicar por pocillo es de 1-10 pg por mm? de seccién del pocillo. El
desarrollo de la electroforesis en las placas de 9 x 9.5 cm se realizaba a 50-80 voltios hasta que las
muestras penetraban en el gel separador y después a 120-140 voltios. La electroforesis completa
duraba unas 3 horas. En el caso de las placas de 16 x 16 ¢m, se aplicaba un voltaje de 30 voltios
durante 19-20 horas o bien, una vez las muestras habian penetrado en ¢l gel separador, se aplicaba
un voltaje de 200-250 voltios durante 5-6 horas.

Terminada la electroforesis, las proteinas retenidas en el gel se transferian a una membrana

de nitrocelulosa como se describe en Métodos 15.

14. Electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida por el sistema de tricina.
Este sistema de electroforesis se utilizé inicamente cuando se queria detectar Ub.
14.1. Soluciones empleadas.
Las soluciones empleadas para este tipo de electrofroresis eran las mismas que las utilizadas
en el caso de electroforesis por el sistema de glicina, excepto las soluciones que se describen a
continuacion.
- Tampén para la preparacién del gel: Tris-HCl 3 M pH 8.45. Para disolver el Tris es
necesario calentar la solucién. El pH se ajustaba cuando la selucién se habia enfriado.
- Tamp6n de desarvollo de electroforesis:
Tampén para el anodo: Tris HC10.2 M pH 8.9
Tampén para el catodo: Tris 0.1 M, Tricina 0.1 M. El pH de esta solucién debia ser
aproximadamente 8.23.

Estos dos tampones se preparaban concentrados cinco veces y se mantenian a 4°C.

14.2. Preparacion de los geles.

Se sigui6 el método descrito en Schagger, H. and von Jagow, G. (1987} (112).

Utilizamos geles de 1mm de espesor que se preparaban entre dos placas de cristal de 9 x 9.5
cm. El montaje de las placas y la preparacién de los geles se realizé de la forma descrita en
Métodos 13.

El gel separador se preparaba con 2.95 ml de la solucién de acrilamida/bisacrilamida, 2.5 m!
de glicerol 40%, 2.5 ml del tamp6n de preparacién de gel, 75 pl de SDS al 10%, 35 ul de persulfato
aménico al 10% y 3.5 pl de TEMED. El gel concentrador se preparaba con 270 pl de la solucién de
acrilamida/bisacrilamida, 1.92 ml de agua, 750 pl del tampén de preparacién de gel, 30 pl de SDS
al 10%, 23 ul persulfato amoénico al 10% y 2.5 pl de TEMED.

14.3. Preparacion de las muestras para la electroforesis.
Alicuotas conteniendo 50 yig de proteina se completaban con agua hasta 25 pl y se afiadfa 25
il de una solucién Lacmmli (Materiales 13) que se habfa preparado concentrada dos veces. Las

muestras se calentaban a 95°C durante 5 minutos.



Métodos 34

En el caso de de la Ub comercial, una alicuota de 1 pg se disolvia en 10 pl de agua, se

afiadfan 10 pl de la solucién de Laemmli concentrada dos veces y se calentaba a 95°C durante 5

minutos.

14.4. Desarrollo de la electroforesis.

El desarrollo de la electroforesis se realizaba también en cubetas de electroforesis verticales.
Una vez llenos los reservorios de la cubeta, el superior con el tamp6n para el cdtodo y el inferior
con ¢l tampén para el dnodo, se aplicaban las muestras y se desarrollaba la electroforesis como se
describe en Métodos 13.

Terminada la electroforesis, las proteinas retenidas en el gel se transferfan a una membrana

de Immcobilon-P.

15. Transferencia de las proteinas del gel a una membrana de
nitrocelulosa o de Immobilon-P.
15.1. Soluciones empleadas.
- Tampén de transferencia:
Tris-base 25 mM
Glicina 0.19 M
Metanol 20%
Se preparaba una solucién concentrada 10 veces que contenia la glicina y el Tris. EL pH de
esta solucién debia estar entre 8.6 y 8.8. Esta solucién se conservaba a 4°C y se diluia con agua y
metanol en el momento de ser utilizada.
- Solucién de tincién del gel:
Acético 10%
Metanol 50%
Coomassie Brillant Blue R-250 0.05%.
- Solucidn de destefiir geles:
Acético 10%
Metano! 20%
- Solucion de Ponceau’S:
Ponceau’S 0.1% (p/v)
Acético 5% (v/v)
- Acético 1%
- Glicerol 3% (viv)

Las tiltimas soluciones se conservaban a temperatura ambiente.

15.2. Procedimiento.
La transferencia se realizaba en un transferidor con electrodos de grafito de Pharmacia LKB.

Sobre el electrodo positivo se colocaban 3 papeles Whatman 3MM, la membrana de nitrocelulosa
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(0.45 um de tamafio de poro, de Millipore) o de Immobilon-P (de Millipore), el gel de
poliacrilamida y otros 3 papeles Whatman 3MM. Los papeles Whatman y la membrana, del mismo
tamafio que el gel, se humedecian previamente en el tampén de transferencia. La presencia de
burbujas de aire entre las distintas capas impide el paso de la corriente eléctrica y por tanto la
transferencia de las proteinas. Para eliminarlas, se deslizaba una varilla de vidrio humedecida en el
tampén de transferencia. Finalmente, se colocaba el electrodo negativo y se aplicaba una corriente
continua de 2-2.5 mA por cm? de superficie de gel durante 1.5 horas.

Para comprobar la eficacia de la transferencia, la membrana de nitrocelulosa se sumergia en
la solucién Ponceau's durante 1-2 minutos para visualizar las proteinas. Tras eliminar el exceso de
colorante lavando con acético al 1%, se sefialaba la posicién de los marcadores de peso molecular y
se procedfa a la inmunodeteccion del transportador de maltosa. Por otro lado, el gel se sumergia en
la solucién de tinci6n de geles. Una vez tefiidas las proteinas, el exceso de colorante se eliminaba
lavando el gel con la solucién de desteiiir geles. Cuando se diferenciaban claramente las bandas de
las protefnas, el gel se introducia en una solucién de glicerol al 3 9% {v/v} durante 2-3 horas y se

secaba en un secageles a 80°C durante 45 minutos.

16. Inmunodeteccion.

16.1. Soluciones empleadas.

- Tamp6n PBS. Se preparaba concentrado 10 veces y se mantenia a temperatura ambiente.
Se usaba a la siguiente concentracion:

NaCl14M
KC12.7 mM
KPO4H; 1.5 mM
Na,PO,H 8.1 mM.

- Solucién de lavado: Tween-20 al 0.1% disuelto en tampén PBS. Se preparaba una
solucién de Tween-20 al 20% (v/v) que se conservaba ésteril a 4°C. La solucién de lavado se
preparaba en el momento de usarla diluyendo la solucién de Tween-20 con PBS.

_ Solucién de bloqueo: leche en polvo al 5% en solucién de lavado. Se preparaba en el
momento de usarla.

- Tamp6n AP: Tris-HC1 0.1 M pH 9.5. Se conservaba a temperatura ambiente.

- Solucién de NBT y BCIP: NBT al 0.03% y BCIP al 0.015% en tampén AP. EI NBT y el
BCIP se preparaban concentrados 100 veces (30 mg y 15 mg en 1 ml de DMSO al 70%
respectivamente) y se mantenfan a -20°C. La diluci6n en el tampdn AP se realizaba en el momento
de usar.

- Soluciones A y B del KIT comercial para "ECL western blotting" de Amersham.

16.2. Procedimiento.
Una vez separadas las proteinas de la muestra mediante electroforesis en gel de

poliacrilamida y transferidas a la membrana, se procedia a la deteccion inmunolégica del
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transportador, o en su caso de la Ub, utilizando un suero inmune obtenido, repectivamente, frente a
estas proteinas (Materiales 2.3). Para ello, la membrana con las proteinas transferidas se incubaba
con abundante solucién de bloqueo durante, al menos, 1 hora. Se lavaba 5 veces durante 5 minutos
con soluctén de lavado y se incubaba con el suero inmune frente al transportador diluido 1/1000 en
la solucidn de lavado afiadida de 0.1% BSA durante | hora, o en su caso, con el suero inmune
frente a la Ub diluido 1/100 en la misma solucién. Se retiraba esta solucién y se lavaba la
membrana como se ha descrito mas arriba. El suero inmune y los anticuerpos diluidos se guardaban
a 4°C para su reutilizacidn.

Para visualizar los complejos antigeno-anticuerpo formados se utilizaba un segundo
anticuerpo, también denominado anticuerpo secundario, que estaba conjugado bien a fosfatasa
alcalina o bien a peroxidasa (Materiales 2.3). En el primer caso, la membrana se incubaba con el
anticuerpo diluido 1/3000 en solucién de bloqueo durante 30 minutos. Se lavaba 5 veces durante 5
minutos con solucién de lavado y 2 veces durante 5 minutos con el tampén AP. A continuacion, la
membrana se incubaba con la solucién de NBT y BCIP, descrita mas arriba, hasta la aparicién de
bandas con coloracién pirpura. La fosfatasa alcalina en presencia de NBT y BCIP desencadena una
reaccién de oxido-reduccién en la que se forma un compuesto insoluble de color parpura. Esta
reaccidn, y por tanto la aparicion del color, se paraba lavando la nitrocelulosa con abundante agua.
La membrana se secaba al aire y se guardaba en oscuridad. Cuando se usaba anticuerpo secundario
conjugado a peroxidasa, la membrana se incubaba con dicho anticuerpo diluido en solucién de
bloqueo 1/10000 durante 1 hora y se lavaba 5 veces durante 5 minutos con solucién de lavado. A
continuacién, la nitrocelulosa se sumergia durante 1 minuto en una mezcla al 50% de las soluciones
Ay B del KIT comercial para "ECL western blotting”. La peroxidasa en esta solucién produce una
reaccién de oxidacién que emite luz. Esta luz se detectaba con peliculas de autorradiografia. Los
tiempos de exposicién variaban entre 1 y 10 minutos.

Todas las incubaciones se realizaban a temperatura ambiente y con agitacién suave.

17. Estimacion del contenido de transportador de maltosa en la célula.

Para determinar el contenido de transportador de maltosa en la célula se sometian a
elcetroforesis en gel de SDS-poliacrilamida cantidades crecientes de extracto crudo, de 5 a 20 pg de
proteina. Una vez transferidas las proteinas a la membrana, el complejo antigeno{transportador)-
anticuerpo se detectaba utilizando el anticuerpo secundario conjugado a fosfatasa alcalina. Las
intensidades de las bandas correspondientes al transportador se cuantificaban mediante
densitometria utilizando el programa de ordenador NIH image 1.42. El 4rea de los picos obtenidos
se median en pixels. Las intensidades de estas bandas, en valores relativos, se representaban frente
a la cantidad de proteina aplicada en el gel y se trazaba la recta correspondiente. La pendiente de

esta recta se consideraba proporcional al contenido celular de transportador de maltosa.
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18. Técnicas basicas de biologia molecular.
18.1. Aislamiento de ADN plasmidico de E. coli.
El aislamiento de ADN plasmidico de E. coli a pequefia y gran escala se realizaba siguiendo

los métodos descritos en Sambrook et al. (1989) (i11) y Bimboim (1983) (10) respectivamente.

18.2. Digestién de ADN con endonucleasas de restriccion.
La digestién de ADN con enzimas de actividad endonucledsica se realizaba segiin se describe
en Sambrook et al. (1989) (111), utilizando los tampones y condiciones de incubacién

recomendados por los fabricantes de enzimas.

18.3. Anilisis de los fragmentos de restriccién.

Los fragmentos de restriccién obtenidos en la digestién de ADN, se separaban mediante
electroforesis horizontal en geles de agarosa. Los geles de agarosa se preparaban al 0.7% en el
tampén TBE que contenfa Tris-borato 90 mM pH 8.0, EDTA 2 mM, afiadido de 5 mg/mi de
bromuro de etidio segiin se describe en Sambrook et al., 1989 (111), La electroforesis se realizaba
sumergiendo los geles en TBE y aplicando un voltaje de 70-90 voltios. Las bandas de los
fragmentos de ADN se hicieron visibles ilumindndolos con un transiluminador de luz ultravioleta.

El tamafio de los fragmentos se estimé por referencia a las distancias de migracién del

marcador de peso molecular nimero VII de Boehringuer Manheim.

18.4. Extraccién de ADN de geles de agarosa.

Una vez separados los fragmentos de restriccion en el gel de agarosa, se aislaba la banda que
contenia el fragmento de restriccién de interés y se extrafa el ADN de la agarosa utilizando el kit
"clean-a-gene" (Renner GmbH) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. El ADN

recuperado se disolvia en 10-20 pl de agua.

18.5. Clonaje de fragmentos de ADN.

Los vectores en los que se iba a realizar el clonaje y los plasmidos de los que se iba a obtener
el fragmento de interés, se digerian con las endonucleasas de restriccién adecuadas. Cuando se
utilizaba una tnica enzima, los extremos 5’ del vector se defosforilaban mediante tratamiento con
fosfatasa alcalina de intestino de ternera. El vector digerido y el fragmento de ADN, previamente
aislado y extraido de la agarosa segiin se describe en el apartado anterior, se ligaban mediante
tratamiento con la ADN ligasa del fago T4 siguiendo el protocolo descrito en Sambrook et al., 1989
(111). Para seleccionar los fragmentos de ADN ligados, es decir, los pldsmidos obtenidos, se
transformaban células de E. coli (Métodos 19.1) con parte de la mezcla del ligamiento. Con objeto
de conocer que transformantes contenian el pldsmido de interés para nosotros, algunos de los
transformantes se pasaban a medio liquido selectivo (LB con ampicilina) para obtener mas masa

celular, se aislaba el ADN plasmidico y se realizaba un andlisis de restriccidn del mismo.
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19. Transformacién celular.

19.1. Transformacién de E. coli.

La transformacién de E. coli se realizaba segiin se describe en Hanahan (1986) (43) Células
de E. coli competentes preparadas segiin se describe en el método de Hanahan fueron congeladas a
-70°C. En el momento de usarlas se dejaban descongelar en hielo y se separaban alicuotas de 50 pl
en eppendorf estériles. Se afiad{a 0.5 pl de ADN plasmidico 6 5 pi de la mezcla de ligamiento y, en
el caso del control, el mismo volumen de tampén TE estéril (Tris-HCl 10 mM pH 7.6, EDTA
1mM). Se incubaba en hielo durante 30 minutos y, a continuacién, la suspensién se sometia a un
choque térmico, 42°C durante 90 segundos. Se¢ afiadia 1 ml de medio LB y se incubaba a 37°C
durante 1 hora para que las células expresaran el gen de resistencia a ampicilina y recuperasen la
estructura de la pared celular. Se extendian 50-200 pl en placas de LB con ampicilina y se
incubaban a 37°C durante 16-20 horas. Una vez obtenidas colonias aisladas, éstas se pasaban a un
medio liquido selectivo (LB con el antibi6tico) para obtener mds masa celular. Este cultivo se

utilizaba bien para guardar las células a -70°C o bien para aislar el ADN plasmidico.

19.2. Transformacion de S. cerevisiae.

La transformacién de células de S. cerevisiae se realizaba siguiendo los dos métodos
descritos mds abajo:

- Método descrito por Ito et al. (1983) (60). Células correspondientes a 50 ml de cultivo en
fase exponencial de crecimiento se lavaban con 10 ml de agua estéril y después con 10 ml de TELi
(LiCl 0.1 M disuelto en tampén TE). Se suspendian en 0.5 ml de TELi y se incubaban a 30°C con
agitacién suave durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, se tomaban alicuotas de 100 pl de la
suspensién celular a las que se afiadian 50 pg de ADN de esperma de salmén y el ADN plasmidico
que se queria transferir a la célula (1-10 pg diluido en un volumen menor de 10 ). Se incubaban a
30°C durante 20 minutos sin agitacién. Se afiadia 0.7 ml de una solucién de PEG 4000 preparada al
36% en TELI, se incubaba a 30°C durante 1 hora y después a 42°C durante 5 minutos. Finalmente,
se centrifugaba 10 segundos en microfuga, se suspendian las células en 0.2 ml de agua estéril y, la
suspensién se extendia en placas conteniendo el medio sélido de seleccién y las placas se
incubaban a 30°C durante 2-4 dias.

- Método de transformacién en un tnico paso descrito por Chen et al. (1992) (19). Células
correspondientes a 1 ml de cultivo en fase estacionaria de crecimiento se suspendian, con ayuda de
vortex, en una solucién que contenfa 0.2 M acetato de litio pH 5.0, 40% PEG 4000, 100 mM DTT.
Se afiadian 50 pg de ADN de esperma de salmén y el ADN plasmidico que se queria transferir a la
célula (1-10 ug diluido en un volumen menor de 10 ul) y se incubaba a 45°C durante 45 minutos.
Transcurrido este tiempo, la suspensién se extendia en placas conteniendo el medio sélido de
seleccién y las placas se incubaban a 30°C durante 2-4 dias.

En ambas transformaciones, para detectar posibles contaminantes, una alicuota se trataba de

forma similar y en paralelo pero sin afiadir ADN plasmidico.
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RESULTADOS
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RESULTADOS I

Mecanismo de inactivacion del transportador.
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Como se ha descrito en la introduccién, el transportador de maltosa, al igual que otras
proteinas de membrana plasmdtica, se inactiva tras la inhibicién de la sintesis de proteinas
(57, 78). Esta inactivacién, conocida como "inactivacién catabdlica", €s un proceso
irreversible estimulado por la presencia de glucosa que sigue una cinética de primer orden y
que afecta principalmente a la Vmax (14, 25, 78). Estas caracteristicas sugieren que la
inactivacién podria ser debida a degradacién del transportador. Para comprobar esta
hipétesis nos propusimos medir el contenido celular de esta proteina asf como sus
eventuales variaciones durante la inactivacién. Con objeto de obtener anticuerpos
policlonales frente al transportador iniciamos una colaboracién con la Dra. Herweijer de
Gist-Brocades (Delft, Holanda) y una vez obtenidos, como se ha descrito en Materiales 2.3,
pasamos a elegir unas cepas de levadura que nos permitieran, por un lado, testar estos

anticuerpos y, por otro, probar nuestra hipétesis.

1.1. Eleccién de las cepas de levadura.

Como ya se ha mencionado, ¢l transportador de maltosa esté codificado por 5 genes
(MALI1, MAL21, MAL31, MAL4] y MALG61}, cada uno de ellos situado en distintos
cromosomas (20). Dado que estos genes presentan una gran homologia (20), los
anticuerpos obtenidos frente a la proteina codificada por uno de ellos podrian reconocer las
proteinas codificadas por los otros genes homdlogos. Por otra parte, ademds de los
transportadores de maltosa mencionados, se ha identificado otro transportador, conocido
como el transportador de isomaltosa, codificado por el gen AGTI (42). Esta proteina, al
igual que los transportadores de maltosa propiamente dichos, también transporta maltosa,
se induce en presencia de este azdcar y es reprimible por glucosa. Los transportadores de
maltosa y el transportador de isomaltosa muestran diferente especificidad: mientras que el
transportador de maltosa sélo transporta maltosa y turanosa, el de isomaltosa puede
transportar isomaltosa, maltotriosa y o-metilglucdsido, ademds de maltosa y turanosa (15,
20). Dado que el transportador de isomaltosa es idéntico en un 57% al transportador de
maltosa (42), también podria ser reconocido por los anticuerpos obtenidos frente al
transportador de maltosa.

Teniendo en cuenta todos estos hechos, para medir con anticuerpos el contenido celular de
un transportador de maltosa parecia necesario que la cepa utilizada tuviera s6lo uno de los 5
posibles transportadores de maltosa y ademds, que no tuviera el transportador de
isomaltosa. Por ello, utilizamos la cepa MAL1-1€-D, que no contiene ninguno de estos
transportadores (105) y la transformamos con el pldsmido pRM1.1, descrito en Materiales
2.2, que contiene el locus MALI completo, es decir, los genes que codifican el
transportador de maltosa, la maltasa y el activador de la expresién de los dos genes
anteriores. Comprobamos, por un lado, que la cepa transformada, a la que denominamos
YLP-1T, expresaba el transportador de maltosa porque fue capaz de fermentar maltosa y,

por otro lado, que no expresaba el transportador de isomaltosa puesto que no fue capaz de
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fermentar isomaltosa o a-metilglucésido (Tabla 1). Para estar seguros de que el
transportador de maltosa codificado por el gen MALI] del plasmido pRM1.1 tenia las
mismas caracteristicas que los de una cepa no manipulada genéticamente llevdbamos como
control la cepa silvestre ATCC 42407. Esta cepa es capaz crecer en un medio con maltosa
como unica fuente de carbono pero se ignora que locus MAL expresa. Comprobamos que
era capaz de fermentar maltosa pero no isomaltosa o o-metilgiucésido. Esto indicaba que
no expresaba el transportador de isomaltosa (Tabla 1). En resumen, contdbamos con dos
cepas capaces de fermentar maltosa pero no isomaltosa, es decir, dos cepas que expresaban

el gen MALT y no expresaban el gen AGT1.

Transporte Fermentacion
(mmol hexosa g proteina-l h-1) (mmol hexosa g proteina-1 h-1)

Cepas de
levadura

Maltosa Maltosa Isomaltosa  o-metilglucésido
MAL1-1D <0.05 <0.5 <0.5 <0.5
YLP-1T 2.6 10.1 <0.5 <0.5
ATCC 42407 2.7 15.0 <0.5 <0.5

Tabla 1. Velocidad de transporte y fermentacién. Las células se cultivaron en medio YP con 2%
glucosa (MAL1-1¢-D} o 2% maltosa (YLP-1T y ATCC 42407). A mitad de la fase exponencial de
crecimiento se recogié una alicuota para medir el transporte de maltosa y las células restantes se
centrifugaron, se lavaron con agua y se suspendieron en medio YP con 2% del azicar indicado y
5uM antimicina A. Alicuotas de estos cultivos se depositaron en los vasitos del warburg y se midi6é
la fermentacién como se¢ indica en Métodos. Los datos corresponden a la media de dos
experimentos. Los resultados de los dos experimentos diferfan en menos de un 10%.

I1.2. Inactivacién del transportador de maltosa en las cepas elegidas.

Los resultados mostrados en el apartado anterior indican que la cepa YLP-1T sélo
expresa el transportador de maltosa codificado por el gen MAL/! del pldsmido. Para ver si
el transportador codificado por este gen se inactivaba de forma similar a los de la cepa
silvestre control ATCC 42407, seguimos la inactivacién en presencia de dos sustratos
diferentes: glucosa, que estimula la inactivacién, y etanol que no la estimula (13). Los
resultados obtenidos indicaron que ambas cepas se comportaban de forma similar (Figura
1). La vida media calculada para el transportador fue de aproximadamente 1.2 horas en

presencia de glucosa y de >13 horas en presencia de etanol.
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Figura 1. Inactivacién catabélica del transportador de maltosa en las cepas YLP-1T y
ATCC 42407.

Las cepas YLP-1T (a,A) y ATCC 42407 (0, ®) se cultivaron en medio YP con maltosa al
2%. A mitad de la fase exponencial de crecimiento, las células se recogieron por
centrifugacién, se lavaron con agua y se suspendieron en un volumen del medio de
inactivacién 3 veces superior al volumen inicial. Este medio contenia 2% glucosa ( @, A )
0 2% etanol (0, A) como fuente de energia. Las suspensiones se incubaron a 30°C con
agitacién y a los tiempos indicados se recogieron alicuotas para valorar la actividad del
transportador de maltosa segin se describe en Métodos. Los datos corresponden a la
media de dos experimentos. Los resultados de los dos experimentos diferian en menos de

un 10%.
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1.3. Idoneidad del suero inmune para detectar el transportador de maltosa.

Para detectar el transportador, las proteinas presentes en la muestra a ensayar se
separaron en geles de SDS-poliacrilamida por el sistema de glicina y se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa que se tratd segun se indica en Métodos. Con el fin de
comprobar si el suero inmune obtenido contra la proteina recombinante del transportador
(Materiales 2.3) nos permitia identificar al transportador entre todas las proteinas presentes
en la muestra, prestamos atencion a tres hechos:

i) El transportador de maltosa es una proteina inducible por maltosa (76), por lo tanto,
la banda correspondiente a esta proteina sélo deberd aparecer en muestras de células
crecidas en maltosa. Los resultados obtenidos confirmaron esta prediccion dado que, como
puede verse en la Figura 2, el suero inmune reconocié una proteina que aparecia en
muestras de células crecidas en maltosa pero no en muestras de células crecidas en glucosa.

ii) El tamafio molecular del transportador de maltosa estimado a partir de su
secuencia es de 68.2 kDa, por lo tanto, si la proteina reconocida por el suero inmune
correspondiese al transportador, serfa de esperar que migrase en el gel de acuerdo a este
tamafio molecular. Esta prediccién también se cumplié puesto que la banda que aparecia
sélo en muestras de células crecidas en maltosa correspondfa, seglin indican los
marcadores, a una proteina de un tamafio molecular préximo a 68 kDa.

iii) El transportador de maltosa es una protefna intrinseca de membrana plasmdtica y
por tanto, la cantidad de transportador deberia ser mayor en muestras enriguecidas en esta
estructura celular. Esta prediccién también se cumplié. Como puede verse en la Figura 3, la
intensidad de la banda de 68 kDa, que sélo aparecia en muestras de células crecidas en
maltosa, auments progresivamente con el enriquecimiento de la muestra en membrana
plasmatica.

Todos estos resultados indicaban fuertemente que el suero inmune obtenido reconocia
selectivamente a una proteina que, por sus caracteristicas, identificamos como el
transportador de maltosa. Ahora bien, como puede apreciarse en las Figuras 2 y 3, ademas
de la banda de 68 kDa, aparecian en el inmunoblot otras bandas correspondientes a
protefnas de un tamafio molecular igual o menor de 45 kDa. Estas bandas podian
corresponder a: i) productos de degradacion del transportador. ii) Proteinas reconocidas por
anticuerpos presentes en el suero inmune pero no relacionados con el transportador. Estos
anticuerpos estarian ya presentes en el suero del conejo antes de ser inyectado con la
proteina recombinante del transportador, es decir, en el suero preinmune. iii) Proteinas
reconocidas inespecificamente por el anticuerpo secundario utilizado para detectar los
complejos antigeno(transportador)-anticuerpo.

Con el fin de distinguir entre estas posibilidades, extractos crudos celulares obtenidos
a partir de células crecidas en maltosa o glucosa, se analizaron en paralelo de tres formas
- distintas: con sélo el anticuerpo secundario; con el anticuerpo secundario previa incubacion
con el suero inmune; y con el anticuerpo secundario previa incubaci6én con el suero
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Figura 2. Inmunodeteccitn del transportador de maltosa.

Las cepas ATCC 424(7 y YLP-1T se cultivaron en medio YP con 2% glucosa (carriles 1 y
3) 0 2% maltosa (carriles 2 y 4). Alicuotas de fraccién cruda de membranas conteniendo 12
lLg de proteina se sometieron a electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 10%, y se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa que se revel6 con el suero inmune y un
anticuerpo secundario conjugado a fosfatasa alcalina como se describe en Métodos. Los
marcadores de peso molecular se indican en kDa.
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Figura 3. Inmunodeteccién del transportador de maltosa en extracto crudo, fraccién
cruda de membranas y fraccién purificada de membrana plasmatica.

Las cepas ATCC 42407 y YLP-1T se cultivaron en medio YP con 2% glucosa (carriles 1, 3,
5y 7) 0 2% maltosa (carriles 2, 4, 6 y 8). Alicuotas conteniendo 12 pg de proteina de
extracto crudo celular (carriles 1-4), de fraccién cruda de membranas (carriles 5 y 6) y de
fraccién purificada de membrana plasmatica (carriles 7 y 8), se sometieron a electroforesis
en gel de SDS-poliacrilamida al 10% y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
como se describe en Figura 2. Los marcadores de peso molecular se indican en kDa.
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preinmune. Dado que el transportador de maltosa es inducible por la propia maltosa (76), si
las bandas correspondientes a proteinas de menor tamafio molecular estuviesen realmente
relacionadas con este transportador, aparecerian sélo en extractos de células crecidas en
maltosa. El hecho de que estas bandas apareciesen en extractos de células crecidas tanto en
glucosa como en maltosa indicé que no estaban relacionadas con el transportador (Figura
4). Por otro lado, el hecho de que estas bandas apareciesen cuando se utilizaba el suero
inmune o preinmune mds e} anticuerpo secundario y también cuando se utilizaba solamente
el anticuerpo secundario, indicaba que correspondian a proteinas reconocidas por el
anticuerpo secundario. En resumen, los resultados obtenidos nos permiten concluir que las
bandas de tamafio molecular igual o menor de 45 kDa son debidas a la unién inespecifica
del anticuerpo secundario a proteinas presentes en la muestra pero no relacionadas con el
transportador de maltosa.

En algunos experimentos observamos que el transportador no aparecia como una
tinica banda sino que se podian distinguir dos o tres bandas, todas elias con un tamano
molecular muy préximo a 68 kDa (ver Figura 4). En principio, la aparicion de estas bandas
sf podia ser debida a una proteolisis parcial del transportador ocurrida durante la obtencion
de las muestras. Con objeto de investigar esta posibilidad realizamos los experimentos que

se describen a continuacion.

1.4. Idoneidad del método de obtencion de extractos celulares.

Con el fin de comprobar si el transportador sufrfa una degradacién parcial durante la
obtencién del extracto celular ensayamos dos nuevos procedimientos de extraccion que, en
principio, podrian dificultar la acci6n de las proteasas. En un caso, obtuvimos un extracto
siguiendo el procedimiento habitual es decir, utilizando bolas de vidrio para romper las
células en un medio tamponado a pH 8.5 pero en presencia de una mezcla de inhibidores de
proteasas (Métodos 4). En otro caso, obtuvimos el extracto utilizando un medio
fuertemente alcalino y en presencia de una elevada concentracién de f-mercaptoetanol
(Métodos 5) (118). Como puede verse en la Figura 5, el andlisis de los extractos obtenidos
por ambos procedimientos dio como resultado la aparicién de varias bandas con un tamafio
molecular préximo a 68 kDa. Por lo tanto, la aparicién de estas bandas no parece debida a
una proteolisis parcial del transportador aunque esta posibilidad no puede ser descartada
totalmente.

Otra posibilidad era que la pequefia variacién en la movilidad electroforética de las
bandas correspondientes al transportador fuera consecuencia de modificaciones post-
transducionales, por ejemplo, glicosilacién o fosforilacién del transportador. Para probar si
era debida a fosforilacién, una muestra de membrana plasmdtica purificada fue tratada con
fosfatasa alcalina (Métodos 10). Este tratamiento no modificé la movilidad electroforética
de ninguna de las tres bandas (resultado no mostrado) lo que sugiere, aunque no descarta

por completo, que estas bandas no son debidas a distintos estados de fosforilacién del
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Figura 4. Deteccién del transportador de maltosa con suero preinmune y suero
inmune,

Las cepas ATCC 42407 y YLP-1T se cultivaron en medio YP con 2% glucosa (carriles 1, 3,
5,7y 9) 0 2% maltosa (carriles 2, 4, 6, 8 y 10). Alicuotas de extracto crudo conteniendo 15
ug de proteina se sometieron a electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 10% y se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Tras visualizar las proteinas de la membrana
con Ponceau's (Métodos), la nitrocelulosa se corté en tiras de forma que se separasen los
carriles de dos en dos: carriles 1 y 2 (Tira A), carriles 3 y 4 (Tira B), carriles 5 y 6 (Tira C),
carriles 7 y 8 (Tira D), carriles 9 y 10 (Tira E). Estas tiras se revelaron como se describe a
continnacién: Tiras A y D, utilizando el suero preinmune y el anticuerpo secundario. Tiras
B y E, utilizando el suero inmune, es decir, anticuerpos frente al transportador de maltosa,
y el anticuerpo secundario. Tira C utilizando Gnicamente el anticuerpo secundario.
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de maltosa

Figura 5. Inmunodeteccion del transportador en extractos crudos obtenidos por
distintos métodos.

La cepa YLP-1T se cultivé en medio YP con maltosa al 2%. Alicuotas conteniendo 6 y 12
ng de proteina de extracto crudo celular obtenido siguiendo el método habitual en ausencia
(carriles 1 y 2) o presencia (carriles 3 y 4) de diversos inhibidores de proteasas, y alicuotas
conteniendo 5 y 10 pl de extracto crudo obtenido en medio alcalino (carriles 5 y 6) se
analizaron como se indica en la Figura 2.
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transportador. Por otra parte, la glicosilacién de la proteina es una posibilidad atractiva
dado que existe evidencia de que el transportador podria estar glicosilado. Se ha visto que
en presencia de tunicamicina, un inhibidor de glicosilacién, la sintesis del transportador
esta inhibida (77).

1.5. Puesta a punto de la determinacién del contenido cefular de transportador.

Una vez establecido que el suero inmune reconoce selectivamente al transportador
entre todas las proteinas de la célula y también que el transportador permanece estable
durante la obtencién de los extractos celulares, pasamos a fijar las condiciones necesarias
para medir su contenido. Para ello debiamos establecer entre que mdargenes un aumento de
la cantidad de muestra analizada iba acompafiado de un aumento proporcional de la
intensidad de la banda del transportador. Analizamos por inmunoensayo cantidades
crecientes de extracto crudo (Figura 6A), determinamos la intensidad de la banda
correspondiente al transportador y la representamos frente a la cantidad de proteina
analizada. Como puede verse en la Figura 6B, la intensidad de la banda aument6
proporcionalmente con la cantidad de protefna cuando se analizaron entre 5y 20 ug de
proteina siendo la pendiente de la recta proporcional al contenido de transportador en la
muestra. Cuando en vez de extracto crudo analizamos fraccién cruda de membranas, la
proporcionalidad sélo se mantuvo entre 2 y 8 jug de proteina (Figura 7B). Estos mdrgenes
de proporcionalidad se tuvieron en cuenta en el disefio de los experimentos de
determinacién del contenido de transportador que se describen a continuacién.

Con el fin de conocer si los resultados del inmunoensayo eran reproducibles,
muestras de fraccién cruda de membranas obtenidas a partir de células creciendo sobre
maltosa se analizaron por duplicado. Como puede verse en la Figura 7A, para una misma
cantidad de muestra analizada la intensidad de la banda detectada fue la misma. Este hecho

indica que los resultados son reproducibles.

L.6. Variacién del contenido celular de transportador durante la inactivacion.

Con objeto de investigar si la inactivacién del transportador es debida a su
degradacién, medimos el contenido celular de esta proteina utilizando extractos crudos
celulares obtenidos a lo largo de la inactivacién. Utilizamos extractos crudos, en vez de una
fraccién celular mds enriquecida de transportador, por dos razones: i) la purificacion,
parcial o total, de membrana plasmdtica supone una manipulacién de la muestra y por
tanto, un riesgo de pérdida del transportador. Esto conduciria a errores cuando se
comparase su contenido en las diferentes muestras. ii) El extracto crudo contendria todo el
transportador presente en la célula lo que permitiria detectar esta proteina
independientemente del compartimento celular en el que se encontrase. Asi pues, para ver
si el transportador de maltosa se degradaba durante la inactivacion, se recogieron células en

fase exponencial de crecimiento y se suspendieron en el medio de inactivacién que contenia
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Figura 6. Proporcionalidad entre la intensidad de la banda del transportador y la
cantidad de muestra de extracto crudo celular aplicada en el gel.

La cepa YLP-1T se cultivé en medio YP con maltosa al 2%.

(A) Alicuotas de extracto crudo conteniendo 5, 10, 15, 20 y 25 ug de proteina se
sometieron a electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida al 10% y se analizaron como en
la Figura 2.

(B) Las intensidades de las bandas del transportador se midieron como se describe en
Métodos y se representaron frente a la cantidad de proteina aplicada en el gel
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Figura 7. Proporcionalidad entre la intensidad de la banda y la cantidad de muestra
de fraccién cruda de membranas aplicada en el gel. Reproducibilidad de los
resultados.

La cepa YLP-1T se cultivé en medio YP con maltosa al 2%.

(A) Alicuotas de fraccién cruda de membranas conteniendo 1,2, 4,8y 16 pg de proteina se
aplicaron por duplicado en un gel de SDS-poliacrilamida al 10%, se someticron a
electroforesis y se analizaron como se indica en la Figura 2.

(B) Las intensidades de las bandas del transportador se midieron como se describe en
Métodos v se representaron frente a la cantidad de proteina aplicada en el gel.
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2% glucosa como fuente de energia. La suspensién se incubé a 30°C con agitacion y a
tiempo O de inactivacién, es decir, inmediatamente después de suspender las células, y tras
4 horas de incubacién se recogieron muestras a partir de las cuales se obtuvieron extractos
crudos celulares.

Alicuotas de estos extractos conteniendo cantidades crecientes de proteina se
sometieron a electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida y se analizaron con el suero
inmune. Observamos que la banda del transportador de maltosa, en el caso del extracto
obtenido a tiempo O de inactivacién, era claramente detectable en todas las alicuotas
analizadas (Figura 8A, carriles 1-4) mientras que, era pricticamente indetectable en el caso
del extracto obtenido tras 4 horas de inactivacién (Figura 8A, carriles 5-8). La
determinacién de las intensidades de estas bandas y su representacion frente a la cantidad
de proteina aplicada en el gel (Figura 8B) mostrd que la pendiente de la recta, en el caso del
extracto obtenido a tiempo 0, era de aproximadamente 0.16 mientras que, en el caso del
extracto obtenido tras 4 horas de inactivacién, la pendiente era de 0.014, es decir, unas 10
veces menor. Dado que las pendientes de estas rectas, como ya hemos comentado mds
arriba, son proporcionales al contenido celular de transportador, este resultado indicaba que
dicho contenido habia disminuido mds de un 90% durante las 4 horas de incubacién en las
condiciones de inactivacién. En principio, esta disminucién observada podia no ser real
sino debida a que las cantidades de proteina analizadas de los dos extractos no fuesen
equivalentes. Esta posibilidad fue descartada ya que la pendiente de la recta
correspondiente a una proteina control, no relacionada con el transportador de maitosa, fue
la misma en ambos extractos (Figura 8, control interno).

Estos resultados nos permiten concluir que la inactivacién del transportador

observada durante el ayuno de amonio en presencia de glucosa es debida su degradacion.

1.7. Correlaciéon entre la velocidad de inactivacion y de degradacién del
transportador.

Con objeto de establecer si la inactivacién y la degradacién del transportador tenian
lugar a la misma velocidad, medimos ambos procesos en dos condiciones en las que se sabe
que la velocidad de inactivacién es muy diferente: i) durante el ayuno de amonio en
presencia de glucosa, condici6n en la que la inactivacion es rdpida, y ii) durante el ayuno de
amonio en presencia de etanol, condicién en la que la inactivacién es muy lenta [94]. Como
se muestra, ambos procesos, inactivacién (Figura 9B) y degradacion (Figura 9A), tuvieron
lugar a la misma velocidad en las dos condiciones ensayadas. A partir de los datos
obtenidos midiendo ambos pardmetros se calculé una vida media para la actividad del
transportador de 1.3 horas en presencia de glucosa y >14 horas en presencia de etanol. Los
resultados mostrados se obtuvieron utilizando la cepa YLP-1T, es decir, un cepa que sélo
contiene el transportador de maltosa codificado por el gen MALI . Resultados similares se

obtuvieron cuando se utilizé la cepa silvestre ATCC 42407, cuyo transportador de maltosa
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Figura 8. Disminucién del contenido celular de transportador de maltosa durante la
inactivacién.

La cepa YLP-IT se cultivé en medio YP con maltosa al 2%. A mitad de la fase
exponencial de crecimiento, las células se recogieron por centrifugacién, se lavaron con
agua y se suspendieron en un volumen del medio de inactivacién 3 veces superior al
volumen inicial. Este medio contenfa 2% glucosa como fuente de energia. La suspensién se
incubé a 30°C e inmediatamente después de suspender las células (carriles 1-4), y trds 4
horas de incubacién (carriles 5-8) se recogieron sendas muestras.

(A) Alicuotas conteniendo 5 tg de proteina (carriles 1y 5), 10 ug (carriles 2 y 6), 15 pg
(carriles 3 'y 7) y 20 pg (carriles 4 y 8) se analizaron como se indica en Figura 2.
(B) Las intensidades de las bandas del transportador de maltosa (O, ®) y de una proteina
control, no relacionada con el transportador, (A ,A ) se representaron frente a la cantidad de
proteina aplicada en el gel.
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Figura 9. Inactivacién catabélica y degradacién del transportador de maltosa en
presencia de glucosa y de etanol.

La cepa YLP-1T se cultivé en medio YP con maltosa al 2% y se traté como en Figura 8. El
medio de inactivacién contenia 2% glucosa (®) o 2% etanol (O) como fuente de energia. A
los tiempos indicados, se recogieron alicuotas para valorar (A) el contenido celular y (B) la
actividad del transportador de maltosa. Los datos corresponden a la media de dos
experimentos. Los resultados de los dos experimentos diferfan en menos de un 10%.
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es codificado por uno o varios genes Cromosémicos cuya identidad se desconoce
(Resultados no mostrados).

En conclusién, los resultados muestran que la inactivacién y la degradacién del
transportador de maltosa tiene lugar a la misma velocidad.

Paralelamente al desarrollo de este trabajo, y también en nuestro laboratorio, se
mostré que la degradacién del transportador tiene lugar en la vacuola tras su internalizacion
por endocitosis (101).
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RESULTADOS 11

Papel de la via de la ubicuitina en la endocitosis del

transportador de maltosa.
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La endocitosis es un proceso por el cual macromoléculas y solutos presentes en el
medio son incluidos en el interior de vesiculas que se forman a partir de la membrana
plasmdtica. En los dltimos afios se ha demostrado que la internalizacién por endocitosis €s
necesaria para la degradacién de la mayoria de las proteinas de membrana plasmdtica en
células eucariotas y, en este sentido, la levadura S. cerevisiae no constituye una excepcion.
Hemos visto en el capitulo anterior que la "inactivacién catabdlica” del transportador de
maltosa es debida a su degradacién y resultados posteriores también de nuestro laboratorio
han demostrado que esta degradacién (101), asi como la degradacion de otros
transportadores de este organismo (30, 59, 102, 135), tiene lugar en la vacuola tras seguir
un proceso de endocitosis. Resultados recientes han puesto de manifiesto que la
endocitosis de algunas proteinas requiere la presencia activa de la via de la Ub (29, 34, 52,
70) y nosotros en este capitulo hemos investigado si la endocitosis del transportador de
maltosa tiene un requerimiento semejante.

La primera etapa de la endocitosis consiste, como ya hemos dicho, en la
internalizacion de las proteinas o solutos en vesiculas. En el caso de los transportadores,
esta internalizacién va, naturalmente, acompafiada de la pérdida de su actividad y
experimentos llevados a cabo en nuestro laboratorio han demostrado que la internalizacién
de esta proteina, medida con anticuerpos, y su inactivacién ocurren a la misma velocidad
(81, 95, 96). Por eso en el trabajo que sigue a continuacion, utilizamos indistintamente el
término "internalizacién” e "inactivacion”.

Con objeto de investigar si la via de la Ub juega un papel en la endocitosis del
transportador de maltosa utilizamos dos cepas deficientes en sendas enzimas de la via de la
Ub: una cepa deficiente en una ubicutin-proteina ligasa (enzima E3) que interviene en la
unién de Ub a las protefnas sustrato, y otra cepa deficiente en una ubicutin-hidrolasa
(enzima E4) que estd implicada en la liberacién de Ub de los péptidos resultantes de la

degradaci6n de las proteinas por el proteasoma 26S.

I1.1. Endocitosis del transportador de maltosa en un mutante deficiente en la
ubicuitin-proteina ligasa Npil/Rsp5.

En levadura se han identificado dos ubicuitin-proteina ligasas (enzimas E3): la
Ubrlp, que se ha implicado en la degradacién por la via denominada "N-end rule” y cuyos
sutratos celulares y papel fisiolégico no se conocen (6, 133), y la Npilp/Rsp5p, proteina
altamente conservada desde levadura hasta el hombre (21, 47) y que es esencial para la
supervivencia de la célula. Es importante seiialar que, cuando comenzamos este trabajo, la
enzima Npil/Rsp5 se habia relacionado con la endocitosis y degradacién en la vacuola de
dos proteinas de membrana plasmdtica, el transportador general de aminoicidos y la uracil
permeasa (34, 47). Teniendo en cuenta este hecho decidimos utilizar un mutante deficiente
en esta proteina. Dado que la proteina Npil/Rsp5 es esencial para la supervivencia de la

célula, el mutante que elegimos presentaba una cierta expresién de esta proteina, lo que
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permitia su viabilidad (47). En esta cepa y en su silvestre isogénica investigamos la primera
y la iiltima etapa de la endocitosis del transportador de maltosa, esto es, la internalizacion y
la degradacién. La internalizacién se determind siguiendo la disminucién de su actividad
con maltosa radiactiva y la degradacién siguiendo la disminucién del contenido celular de
transportador con el suero inmune frente a esta proteina {Métodos). Ambas cepas se
recogieron durante la fase exponencial de crecimiento y, con el fin de desencadenar la
endocitosis del transportador, se suspendieron en el medio de endocitosis.

Como puede verse en la Figura 10A, la internalizacién del transportador en la cepa
mutante, es decir, la disminucién de su actividad, tuvo lugar a una velocidad
aproximadamente tres veces menor que en la cepa silvestre. Asi, la vida media estimada
para el transportador en esta cepa fue de 1.8 horas mientras que, en la cepa silvestre fue de
tan sélo 0.5 horas. Una diferencia similar se observé cuando, en vez de velocidad de
internalizacién, se midi6 la velocidad de degradacién. También la velocidad de degradacién
fue sustancialmente menor en la cepa mutante que en la silvestre (Figura 10B).

El hecho de que la velocidad de la primera etapa de la endocitosis, esto es, la
internalizacién de la proteina, estuviese disminuida en la cepa deficiente en Npilp/Rsp5p,
sugiere que esta enzima estd implicada en dicha etapa. De acuerdo con esto, la menor
velocidad de degradacién del transportador observada en este mutante, seria una

consecuencia de la disminucién de la velocidad de su internalizacién.

I1.2. Endocitosis del transportador en un mutante deficiente en la ubicuitin-
hidrolasa Npi2/Doad.

Una etapa fundamental de la via de la Ub es la recuperacién de Ub en su forma libre,
para ser utilizada en un nuevo ciclo de degradacién. Esta recuperacion es llevada a cabo por
las enzimas “des-ubicuitinizantes" o ubicuitin-hidrolasas (enzimas E4). En levadura se han
identificado varios genes que codifican estas enzimas (94) y uno de ellos, ¢l gen
NPI2/DOAA4, parece jugar un papel fundamental en la degradacién de proteinas. Se ha visto
que la delecién de este gen produce una fuerte inhibicién de la degradaci6n de todos los
sustratos ensayados cuya proteolisis es dependiente de Ub (94). Asf{ pues, si la via de la Ub
estuviese implicada en la degradacién de nuestro transportador, células deficientes en
Npi2p/Doadp mostrarian una inhibicion total o parcial de su degradacién. Con objeto de
comprobar esta posibilidad, seguimos la endocitosis del transportador en una cepa con el
gen NPI2/DOA4 interrumpido, asi como en la cepa silvestre isogénica (94). Para ello,
ambas cepas se recogieron y trataron como se ha descrito anteriormente. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 11. Como puede verse, las dos etapas de la endocitosis
del transportador, la internalizacién y la degradacién, estaban sustancialmente disminuidas
en la cepa mutante. Asi, mientras que en la cepa mutante la vida media estimada para el

transportador fue >10 horas, en la cepa silvestre fue de tan s6lo 0.8 horas.
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Figura 10. Endocitosis del transportador en una cepa deficiente en la
ubicutin-proteina ligasa Npil/RspSp.

Las cepas 23346¢c (NPI1/RSP5) (0) y 27028a (npil/rsp5) (&) transformadas con el plasmido
pRML.1, que contiene el locus MALL, se cultivaron en medio YP con maltosa al 2%, se
recogieron durante la fase exponencial de crecimiento y se suspendieron en el medio de
endocitosis (Materiales) como se describe en la Figura 8. La suspensién se incubé a 30°C
con agitacion.

(A) A los tiempos indicados se recogieron alicuotas para medir la actividad del
transportador de maltosa. Los datos corresponden a la media de dos experimentos. Los
resultados de los dos experimentos diferian en menos de un 10%.

(B) Alicuotas de extractos obtenidos a los tiempos indicados se analizaron por
inmuneensayo utilizando el suero inmune frente a esta protefna.
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Figura 11. Endocitosis del transportador en una cepa deficiente en la
ubicutin-hidrolasa Npi2/Doa4.

Las cepas MHY501 (NPI2/DOA4) (0) y MHY623 (Anpi2/doad) (&) transformadas con el
plasmido pRMI1.1, que contiene el locus MALL, se cultivaron y trataron como en Figura
10. A los tiempos indicados se recogieron alicuotas para medir la actividad (A) y el
contenido celular de transportador de maltosa (B). Los datos corresponden a la media de
dos experimentos. Los resultados de los dos experimentos diferfan en menos de un 10%.
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Estos resultados sugieren fuertemente que la ubicuitin-hidrolasa Npi2/Doa4 juega un
importante papel en la internalizacién de nuestro transportador y, en consecuencia, en su

degradacién en 1a vacuola.

En resumen, todos estos hechos muestran claramente que, al menos dos enzimas de la
via de la Ub, la ubicutin-proteina ligasa Npil/RspS y la ubicuitin-hidrolasa Npi2/Doa4, son
necesarias para conseguir la maxima velocidad de endocitosis del transportador de maltosa
y también, que ambas enzimas intervienen en la primera etapa de la endocitosis, es decir,
en la internalizacién de la proteina. Estos hechos indican fuertemente que la unién de Ub al

transportador juega un importante papel en la endocitosis de esta proteina.
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Se ha demostrado que algunas proteinas de membrana plasmdtica ligan Ub antes de
ser internalizadas por endocitosis (34, 52, 121), y que la modificacién por este péptido
podria depender del tamafio y del nimero de TMS de la proteina. Como ya hemos
comentado, en base a en ciertas evidencias se ha postulado que la méxima velocidad de
internalizacién de las proteinas de 12-TMS podia requerir su unién a cadenas de Ub, es
decir, su "poli-ubicuitinacién", mientras que una "mono-ubicuitinacién” seria suficiente
para desencadenar la mdxima velocidad de internalizacién de proteinas con tan s6lo 7-
TMS. Con objeto de poner a prueba este postulado, nos propusimos establecer los
requerimientos, en lo que a Ub se refiere, de la internalizacién del transportador de maltosa
que tiene 12-TMS.

Se sabe que las células deficientes en la ubicuitin-hidrolasa Npi2/Doa4, a las que en
adelante denominaremos células Adoa4, presentan unos niveles de Ub libre muy bajos (94,
122). En el capitulo anterior hemos visto que en estas células, la internalizacidn del
transportador de maltosa estd fuertemente inhibida, y nuestra idea es que esta inhibicion es
debida a la falta de Ub disponible para ligarse a la proteina. Si esta interpretacion fuese
correcta, la sobrcexp-resién de Ub en la cepa Adoa4 podria ser capaz de restabiecer la
endocitosis del transportador. En este caso, la cepa Adoa4 serfa una interesantisima
herramienta para estudiar el tipo de modificacién por Ub que requiere la internalizacién de
nuestra protefna. La sobreexpresién de Ubs con mutaciones en diferentes lisinas, que
impedirian la formacién de determinados tipos de cadenas de Ub, permitiria establecer que
tipo de cadena de Ub estd implicada en la endocitosis del transportador. Con el fin de
investigar si la cepa Adoa4 era adecuada a nuestros propdsitos, nos propusimos obtener un

plasmido adecuado para sobreexpresar Ub en estas células.

IIL.1. Obtencién de un plismido adecuado para la sobreexpresién de Ub en la
cepa Adoa4.

Disponfamos de un pldsmido multicopia, YEp96, que lleva el gen de la Ub bajo el
promotor CUPI inducible por cobre y el gen TRPI de S. cerevisiae como marcador de
seleccién (28). Sin embargo, no podiamos utilizar este pldsmido para transformar las cepas
DOA4 y Adoa4 dado que estas cepas son protdtrofas para triptéfano (ver Materiales: Tabla
I). Para obtener un plasmido que llevase como marcador de seleccién el gen HIS3, que es
uno de los adecuados a nuestras cepas, aislamos de YEp96 el fragmento BamHI-Pstl que
contiene el promotor CUPI y el gen de la Ub y lo clonamos en el vector pRS423 que
contiene el gen HIS3 y que habfa sido previamente digerido con las mismas enzimas
(Esquema II). El pldsmido resultante se denominé pLP18-Ub y se utilizé en los

experimentos que se describen a continuacidn.
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Esquema II. Estrategia seguida para la obtencién de los pldsmidos pLP18-Ub,

pLP18-UbK29R, pLP18-UbK48R, pLP18-UbK63R, pLP18-UbRRR y pLP18Ub-no-
Lys.
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I11.2. Sobreexpresion de Ub en las cepas DOA4 y Adoad.

Una vez transformadas las cepas DOA4 y Adoa4 con el pldsmido pLP18-Ub,
investigamos si estas células realmente sobreexpresaban Ub. Para ello, determinamos el
contenido de Ub libre en extractos crudos obtenidos a partir de ellas y lo comparamos con
el contenido en células no transformadas. Esta determinacién se realizé utilizando un suero
inmune comercial frente a Ub. Dado que en el pldsmido pLP18-Ub la expresién del gen de
la Ub es inducible por cobre, las células se crecieron en presencia de CuSO4 0.1 mM. Con
objeto de identificar la banda de Ub llevdbamos en paralelo una muestra control que
contenia Ub comercial tratada exactamente igual que los extractos crudos celulares. Como
puede verse en la Figura 12, en el caso de células sin transformar, la banda correspondiente
a Ub libre fue claramente detectable en el extracto obtenido a partir de células DOA4 (carril
2) mientras que esta banda fue practicamente indetectable en el extracto obtenido a partir
de células Adoa4 (carril 3). Sin embargo, en el caso de células transformadas, 1a banda de
Ub fue claramente detectable tanto en el extracto obtenido a partir de la cepa silvestre como
en el obtenido a partir de la cepa mutante (carriles 4 y 5), y en ambos casos, su intensidad
fue mayor que la obtenida con las respectivas cepas sin transformar (carriles 4 y 5 versus 2
y 3). Es de sefialar que las intensidades de las bandas en los extractos obtenidos a partir de
células DOA4 y Adoa4 transtormadas fueron similares (carriles 4 y 5).

Nuestros resultados mostraron claramente que el pldsmido pLP18-Ub era adecuado
para sobreexpresar Ub en nuestras cepas y ademds (resultados no mostrados) indicaron que
ni 1a transformacién con este plasmido ni la presencia de CuSO4 0.1 mM afectaban a la

velocidad de crecimiento en nuestras condiciones experimentales.

I11.3. Efecto de la sobreexpresion de Ub en la endocitosis.

Con el fin de establecer si la sobreexpresién de Ub en la cepa Adoa4 era capaz de
restablecer la endocitosis del transportador y también de conocer si la sobreexpresion
afectaba a la cepa silvestre, seguimos la endocitosis de esta proteina midiendo su
internalizacién y su degradacién. Observamos que la sobreexpresién de Ub en la cepa
DOA4 no afecté a la endocitosis del transportador ya que como puede verse en las Figuras
13A y 13C, tanto la internalizacién como la degradacién de esta proteina ocurri6 a la
misma velocidad en la cepa con y sin Ub sobreexpresada. En ambos casos la vida media
estimada para esta protefna fue de 1.5 horas. Sin embargo, la sobreexpresién en la cepa
Adoa4 dio lugar a una recuperacién considerable, aunque parcial, de la endocitosis del
transportador. Este hecho se observé tanto cuando se midié la internalizacién de la proteina
(Figura 13B) como cuando se midié su degradacién (Figura 13D). Mientras que en
ausencia de sobreexpresion la vida media estimada para el transportador fue >10 horas, en
su presencia la vida media fue de aproximadamente 2.5 horas. Por otra parte, y como era de
esperar, la expresién en estas células del vector pRS423 utilizado en la obtencién del
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Figura 12. Sobreexpresion de Ub en las cepas DOA4 y Adoa4.

Las cepas MHY3501-pRM1.1 (DOA4) y MHY623-pRM1.1 (Adoa4) sin transformar
(carriles 2 y 3) o transformadas con el pldsmido pLP18-Ub que lleva el gen de la Ub
(carriles 4 y 5) se cultivaron en medio YP con maltosa al 2% en presencia de CuSO4 0.1
mM y se recogieron durante la fase de crecimiento exponencial. Alicuotas de extracto
crudo conteniendo 30 pg de proteina (carriles 2-5) se resolvieron en geles de SDS-
poliacrilamida al 15% por el sistema de tricina, se transfirieron a una membrana de
Immobilon-P y se analizaron con el suero inmune frente a Ub como se describe en
Métodos. Para identificar la banda de Ub, se resolvi6 en paralelo una muestra conteniendo
1 pg de Ub comercial (carril 1) tratada de la misma manera que las muestras problema.
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Figura 13. Efecto de la sobreexpresién de Ub en la endocitosis del transportador de
maltosa.

Las cepas MHYS501-pRM1.1 (DOA4) (A y C) y MHY623-pRM1.1 (4doa4) (B y D) sin
transformar (@) o transformadas con el plasmido pLP18-Ub que lleva el gen de la Ub (O),
se cultivaron en medio YP con maltosa al 2% en presencia de CuSO4 0.1 mM, se
recogieron durante la fase de crecimiento exponencial y se supendieron en el medio de
endocitosis como se describe en Figura 8. A los tiempos indicados se tomaron alicuotas
para medir la actividad (A y B) y el contenido celular de transportador de maltosa (C y D).
Los datos de actividad corresponden a la media de dos experimentos. Los resultados de los
dos experimentos diferian en menos de un 10%.
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plasmido pLP18-Ub no tuvo ningtin efecto sobre la velocidad de endocitosis (Resultado no
mostrado).

Acabamos de ver que la vida media del transportador en células DOA4 y Adoa4 en
las que se habia sobreexpresado la Ub fue de 1.5 y 2.5 horas respectivamente. El hecho de
que la sobreexpresién de Ub no fuese capaz de revertir totalmente la inhibicién de la
endocitosis en las células Adoa4 podria ser debido a una disminucién de los niveles de Ub
disponible en las células Adoa4 a lo largo del experimento. Investigamos esta posibilidad y
los resultados obtenidos mostraron que la cantidad de Ub disponible en la cepa Adoa4 con
Ub sobreexpresada fue elevada y se mantuvo constante durante todo el experimento de
endocitosis (Figura 14). Por lo tanto, la recuperacién tan sélo parcial de la endocitosis en
esta cepa no puede atribuirse a una carencia de Ub y probablemente sea debida a los
muiltiples defectos no relacionados con la Ub que presentan las células deficientes en la
proteina Doa4 (94).

El hecho de que la sobreexpresién de Ub es capaz de revertir, al menos parcialmente,
la inhibicién de la endocitosis del transportador observada en la cepa Adoa4 sugiere que
esta inhibicién es debida, precisamente, a los bajos niveles de Ub libre en estas células.

Los resultados también sugieren que la cepa Adoa4 puede ser adecuada para
investigar el efecto de la sobreexpresion de distintas Ubs mutadas para de esta manera,
establecer el tipo de modificacién que requiere la internalizacién del transportador de

maltosa.

I11.4. Efecto de la sobreexpresion de Ubs mutadas en las lisinas-29, -48 6 -63.

Como ya hemos mencionado, la levadura in vivo forma distintos tipos de cadenas de
Ub en las que intervienen la Lys-29, -48 6 -63. Con el fin de conocer si alguno de estos
tipos de cadenas juegan algin papel en la endocitosis del transportador de maltosa,
transformamos la cepa Adoa4 con pldsmidos multicopia que contienen genes que codifican,
respectivamente, Ubs en las que la Lys-29, -48 6 -63 ha sido sustituida por arginina (Tabla
TIT). Estos pldsmidos se obtuvieron siguiendo una estrategia similar a la utilizada en el caso
del plismido pLP18-Ub (ver Esquema II) a partir, respectivamente, de los pldsmidos
YEp96UbK29R, YEp96UbK48R y YEp96UbK63R. Observamos que la sobrexpresidn de
cada una de estas tres Ubs mutadas en la cepa Adoa4 restablecié la endocitosis con la
misma eficacia que la sobreexpresién de Ub silvestre. Como se muestra en la Figura 15,
tanto la velocidad de internalizacién (15B) como la de degradacién (15D) del transportador
aumenté sustancialmente cuando se sobreexpresé Ub. Un control desarrollado en paralelo
demostré que la sobreexpresién de estas Ubs mutadas en la cepa silvestre no tuvo ningin
efecto en la endocitosis (Figuras 15A y 15C).

Estos resultados sugieren que la internalizacidn del transportador no requiere la
formacién de cadenas de Ub a través de la Lys-29, -48 6 -63. Esta conclusién fue

confirmada por el hecho de que la sobreexpresion de una Ub con triple mutacion, estas tres
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Figura 14. Presencia de Ub libre durante los experimentos de endocitosis.
Las cepas MHY501-pRM1.1 (DOA4) y MHY623-pRM1.1 (Adoad4) sin transformar
(carriles 1-4) o transformadas con el plasmido pLP18Ub que lleva el gen de la Ub
(carriles 3-8), se cultivaron y se trataron como en Figura 13. Alicuotas de extractos
crudos conteniendo 30 pg de proteina obtenidos a los tiempos indicados se
analizaron como se describe en la Figura 12.
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Figura 15. Efecto de la sobreexpresion de Ubs que tienen mutadas las lisinas-29, -48
y -63, respectivamente.

Las cepas MHY501-pRM1.1 (DOA4) (A y C) y MHY623-pRM1.1 (Adoa4) (B y D) sin
transformar ( @) o transformadas con el pLP18-UbK29R (O1), o el pLP18-UbK48R (¥7),
o el pLP18-UbK63R (A) que codifican las diferentes Ubs mutadas (Tabla III), se
cultivaron y se trataron como en la Figura 13. A los tiempos indicados se recogieron
alicuotas para medir la actividad (A y B) y el contenido celular de transportador de
maltosa (C y D). Los datos de actividad corresponden a la media de dos experimentos.
Los resultados de los dos experimentos diferian en menos de un 10%.
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lisinas sustituidas por argininas (Tabla III), también fue capaz de restablecer la endocitosis

del transportador en la cepa mutante y no afect6 a este proceso en la cepa silvestre (Figura
16).

IIL.5. Efecto de la sobreexpresién de una Ub con todas sus lisinas mutadas.

La Ub, como ya se ha comentado, ademds de las tres lisinas que participan en la
formacién de cadenas en levadura in vivo, contiene otras 4 lisinas situadas en posiciones -6,
-11, -27 y -33 de su secuencia. La formacién de cadenas de Ub por uniones a través de la
Lys-6 y -11 han sido observadas in vitro y se ha visto que estas cadenas son capaces de
unirse con alta afinidad a la subunidad 5S del proteasoma 26S humano (3). Debido a este
hecho se piensa que podrian tener algin papel in vivo. Para determinar si alguna de estas
dos cadenas, asi como cadenas unidas por la Lys-27 6 -33, son necesarias en levadura para
la endocitosis de nuestra proteina, utilizamos un pldsmido multicopia que codifica una Ub
mutante en la que sus 7 lisinas han sido sustituidas por argininas (Tabla III) y que se obtuvo
a partir de LHp306 siguiendo una estrategia similar a la descrita en ¢l Esquema IL. Esta Ub
mutante, denominada Ub-no-Lys, aunque es incapaz de formar cualquier tipo de cadena de
Ub puede ligarse a las proteinas a través de su extremo carboxilo, es decir, es capaz de dar
lugar a la "mono-ubicuitinacién” de la proteina.

Como se muestra en la Figura 16, la sobreexpresién de esta Ub mutante en la cepa
Adoa4 fue capaz de restablecer la internalizacién (16B) y degradacién (16D) del
transportador con la misma eficacia que la Ub silvestre mientras que, como en los casos
anteriores, la sobreexpresién de este mutante en la cepa DOA4 no tuvo ningin efecto
(Figura 16A y 16C). Estos resultados indican fuertemente que la endocitosis del
transportador de maltosa no requiere la formacién de ningiin tipo de cadena de Ub y que la
unién de una sola molécula de Ub a una o varias lisinas del transportador, lo que se
denomina "mono-ubicuitinacién” (33), parece ser suficiente para desencadenar su
endocitosis. Con el fin de distinguir si la unién de una sola molécula de Ub es suficiente, 0
si por el contrario, la endocitosis de nuestra proteina requiere la unién de varias moléculas

de Ub, realizamos los experimentos que se describen a continuacion.

I11.6. Deteccién del transportador unide a Ub.

La unién de una molécula de Ub al transportador de maltosa supone un aumento de
su tamafio molecular en 8.5 kDa que, en consecuencia, originard una pequefia disminucion
de su movilidad electroforética. Por lo tanto, la resolucién en geles de poliacrilamida de
una muestra que contuviese diferentes especies ubicuitinadas de nuestra proteina daria
lugar a la aparicién de tantas bandas como especies con distinto nimero de Ub estuviesen
presentes.

Bansdndonos en este hecho y utilizando el suero inmune frente al transportador, nos

propusimos establecer el nimero de moléculas de Ub que liga nuestra proteina. Para ello,
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Figura 16. Efecto de la sobreexpresién de un triple mutante de Ub que tiene
mutadas las lisinas-29, -48 y -63, y de otro mutante que tiene mutadas todas las
lisinas de su secuencia.

Las cepas MHY501-pRM1.1 (DOA4) (A y C) y MHY623-pRM1.1 (4doa4) (B y D) sin
transformar ( @ ) o transformadas con el pLP18-UbRRR (OJ), o pLP18-Ub-no-Lys (A)
que codifican sendas Ubs mutadas (Tabla IIT), se cultivaron y se trataron como en Figura
13. A los tiempos indicados se recogieron alicuotas para medir la actividad (A y B) y el
contenido celular de transportador de maltosa (C y D). Los datos de actividad
corresponden a la media de dos experimentos. Los resultados de los dos experimentos
diferian en menos de un 10%.
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utilizamos una cepa mutante temperatura sensible deficiente en la proteina End4. Segin
resultados obtenidos en nuestro laboratorio (101), esta cepa mutante a la temperatura
restrictiva de 35°C internaliza y degrada al transportador de maltosa a una velocidad mucho
menor que una cepa silvestre. Como tenemos evidencia de que la unién de la Ub al
transportador tiene lugar en la membrana plasmatica (esta tesis), el enlentecimiento de la
internalizacién en esta cepa podria dar lugar a la acumulacién de especies ubicuitinadas de
nuestro transportador. Esto facilitaria su deteccién.

Dado el pequeiio tamafio de la Ub, las diferencias de movilidad de las diferentes
especies de la proteina ligadas a Ub serd muy pequefia. Con objeto de aumentar en la
medida de la posible estas diferencias, transformamos la cepa mutante con el plasmido
multicopia pLP2 que lleva un gen de fusién que codifica una Ub unida por su extremo
amino al epitopo "¢c-myc” (Tabla III), cuyo tamaiio es de 1.3-1.5 kDa (56).

Con el fin de detectar el transportador, tanto sin ligar como ligado a Ub, se recogieron
muestras de células durante la fase exponencial de crecimiento y también a diferentes
tiempos de incubacién en el medio de endocitosis. A partir de estas células se obtuvieron
extractos crudos que se analizaron con el suero inmune frente al transportador. Como puede
verse en la Figura 17, tanto en el extracto obtenido a partir de células creciendo (carril 1)
como en el de células recogidas inmediatamente después de ser suspendidas en el medio de
endocitosis (carril 2), apareci6é una banda correspondiente a una proteina que por su tamaio
molecular identificamos como el transportador libre, sin Ub ligada. Sin embargo, en el
extracto obtenido a partir de células incubadas durante una o mds horas en las condiciones
de endocitosis (carriles 3-5) observamos dos bandas, una correspondiente a una proteina
del tamafio del transportador libre y otra de mayor tamafio, que se diferenciaba de la
anterior en unos 9 kDa. Identificamos a esta dltima banda como el transportador unido a
una sola molécula de Ub. Evidencia a favor de esta conclusién se obtuvo utilizando un
extracto obtenido a partir de la cepa Adoa4 que no tiene Ub libre que pueda ser ligada a
nuestra proteina (94, 122) (carriles 6 y 7). En este caso no aparecio la banda de mayor

tamafio, la que supuestamente, corresponde al transportador unido a una molécula de Ub.

En resumen, estos resultados sugieren que la unién de una sola molécula de Ub es

suficiente para desencadenar la endocitosis del transportador de maltosa.
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Figura 17. Deteccién del transportador de maltosa unido a Ub.

La cepa RH268-1C-pRM1.1 (end4) transformada con el plasmido pLP2 que codifica una
Ub ligada al epitopo "c-myc” (carriles 1-5) y la cepa MHY623-pRM1.1 (Adoa4 ) (carriles
6-7) se cultivaron a 24°C y a 30°C, respectivamente. A mitad de la fase exponencial de
crecimiento se recogié una alicuota para obtener extracto crudo y el resto de las células se
lavaron y suspendieron en el medio de endocitosis como se indica en Figura 8. La
suspensién celular correspondiente a la cepa RH268-1C-pRM1.1-pLP2 se incubé a 35°C
y la correspondiente MHY623-pRM1.1 a 30°C. A los tiempos indicados se recogieron
alicuotas para obtener extractos crudos. Muestras de estos extractos conteniendo 30 ug de
protefna se resolvieron en geles de SDS-poliacrilamida al 10% por el sistema de glicina,
se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se analizaron con el suero inmune
frente al transportador como se indica en Métodos.
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RESULTADOS IV

Significado fisiolégico de la inactivacién catabdlica de los
transportadores de azucares.
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Como ya hemos comentado, se viene asumiendo que la inactivacién catabdlica por
glucosa de los transportadores de azicares distintos de los de la glucosa es un mecanismo
de regulacién que favorece el uso de este aziicar siempre que se¢ halla disponible en el
medio. Esta idea se basa en dos suposiciones: i} la glucosa inactiva especificamente los
transportadores de azicares distintos de los de glucosa, ii) la inactivacién de estos
transportadores de aziicares es producida especificamente por glucosa.

Ahora bien, hay evidencia de que la primera suposicion no es correcta puesto que se
ha visto que, la adicién de glucosa a células ayunadas de fuente de nitrégeno desencadena
la inactivacién de todas las proteinas de membrana plasmdtica ensayadas: el transportador
de K* (8, 102), la uracil permeasa (135), 1a H*-ATPasa (7) y todos los transportadores de
azicares ensayados (59, 101), incluidos algunos de los propios transportadores de glucosa
(14, 71).

En este trabajo nos propusimos investigar si la segunda suposicién tampoco es
correcta, es decir, establecer si realmente la inactivacion de los transportadores de azucares
es producida especificamente por glucosa o si, por €l contrario, otras fuentes de carbono
producen una inactivacién semejante. Para ello, seguimos utilizando como modelo

experimental el transportador de maltosa.

IV.1. Inactivacién del transportador de maltosa en presencia de glucosa,
fructosa 0 manosa.

La fructosa y la manosa son transportadas al interior de la célula por el mismo
sistema de transporte que la glucosa (49) y, como en el caso de la glucosa, la utilizacién de
estos dos azicares es constitutiva, es decir, la célula contiene todas las proteinas que son
necesarias para su catabolismo independientemente de la fuente de carbono en que esten
creciendo (3).

Con objeto de investigar el efecto de estos tres aziicares en la inactivacién del
transportador de maltosa, las células se recogieron durante el crecimiento exponencial en
maltosa, puesto que el transportador que estamos investigando es inducible por este aztcar
(76). Tras ser suspendidas en un medio sin fuente de carbono y de nitrégeno, se afiadid el
azicar a ensayar. La suspension se incub6 a 30°C con agitacion y a distintos tiempos de
inactivacién se recogieron alicuotas para valorar la actividad del transportador. Observamos
que la adicién de cualquiera de estos tres aziicares, glucosa, fructosa o manosa, produjo un
efecto similar en la actividad del transportador. Como puede verse en la Figura 18, la
inactivacién comenzé inmediatamente después de afadir el azdcar, siguié una cinética de
primer orden y ocurrié a una velocidad constante que sugirié una vida media para el
transportador, en presencia de estos azicares, de aproximadamente 1 hora.

Estos resultados indicaron que los tres azicares, glucosa, fructosa y manosa, son

igualmente eficaces sosteniendo la inactivacién del transportador.
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Figura 18. Inactivacién del transportador de maltosa en presencia de glucosa,
fructosa, manosa o galactosa.

La cepa ATCC 42407 se cultivé en medio YP con maltosa al 2%. A mitad de la fase
exponencial de crecimiento, las células se recogieron por centrifugacion, se lavaron con
agua y se suspendieron en un volumen del medio de inactivacién 3 veces superior al
volumen inicial. Este medio contenia 2% glucosa (0), 2% fructosa (¢), 2% manosa (O)
0 2% galactosa (A) como fuente de energfa. Las suspensiones se incubaron a 30°C con
agitacién y, a los tiempos indicados se recogieron alicuotas para valorar la actividad del
transportador de maltosa. Los datos corresponden a la media de dos experimentos. Los
resultados de los dos experimentos diferfan en menos de un 10%.
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IV.2. Inactivacién del transportador en presencia de galactosa.

La galactosa es transportada al interior de la célula por el transportador GALZ2 (129).
La sintesis de este transportador, asi como de las otras proteinas necesarias para el
catabolismo de este aziicar, es inducible por galactosa y reprimible por glucosa, a través del
activador de transcripcién GAL4 (24, 65). En ausencia del inductor, la proteina GAL80
forma un complejo con la proteina GAL4 impidiendo la sintesis de las proteinas del
metabolismo de galactosa. Sin embargo, en presencia de galactosa y ausencia de glucosa, el
complejo GAL8Op-GALAp se disocia y, como consecuencia, GAL4p queda libre y es capaz
de activar la sintesis de las proteinas mencionadas (45, 66, 85).

Para investigar el efecto de la galactosa en la inactivacién del transportador de
maltosa, las células se recogieron y se trataron de forma similar a los experimentos
descritos anteriormente excepto que, la fuente de carbono afiadida fue galactosa.
Observamos que, como en el caso de la glucosa, la adicién de galactosa fue capaz de
desencadenar y sostener la inactivacién del transportador. Sin embargo, en este caso, como
puede verse en la Figura 18, se observé un retraso en el comienzo de la inactivacién de
aproximadamente 2 horas. A continuacién, la inactivacién tuvo lugar a una velocidad
constante, aunque menor que en presencia de las otras hexosas ensayadas. La vida media
del transportador en presencia de galactosa fue de unas 2 horas mientras que en presencia
de glucosa fue de aproximadamente 1 hora.

El retraso observado en la inactivacién por galactosa podia estar relacionado con la
no utilizacién por las células de este azdcar. Dado que €n estos experimentos las células se
crecieron en maltosa y que la utilizacién de galactosa, como ya hemos mencionado,
requiere proteinas que sélo se sintetizan en su presencia, las células utilizadas en el
experimento no tendrian las proteinas necesarias para el catabolismo de galactosa. Por lo
tanto, el retraso en el comienzo de la inactivacién podia ser debido al tiempo requerido para
la aparicién de estas protefnas. Si esta hipétesis fuera correcta, se deberian cumplir tres
predicciones:

i) En las condiciones experimentales utilizadas, ausencia de una fuente de nitrégeno
exégena y presencia de galactosa, las proteinas necesarias para el catabolismo de este
azicar se sintetizarian a partir de los aminoédcidos almacenados en la célula como reserva
y/o a partir de los aminodcidos obtenidos en la degradacién de otras proteinas. Para
comprobar si esta prediccién se cumplia, medimos el transporte, fermentacion y respiracion
de galactosa durante la inactivacién. Como puede verse en la Figura 19, inmediatamente
después de suspender las células en el medio de inactivacién, es decir, en ausencia de
fuente de nitrégeno y en presencia de galactosa, las células practicamente no fueron
capaces de transportar galactosa, ni de fermentar o respirar este azucar. Sin embargo,
ensegnida las células comenzaron a transportar galactosa, y este transporte aumento
progresivamente hasta alcanzar un valor maximo en aproximadamente 3 horas. La

aparicién de transporte fue acompafiado de la aparicién de fermentacion y respiracion.



Resultados IV 80

én

-1 h-l)
-1 h-l)

) Actividad del transportador
(mmol galactosa g proteina
0) Respiracién, {A) Fermentaci
(mmol galactosa g proteina

Periodo de inactivacion (h)

Figura 19. Induccién del transporte, fermentacion y respiracion de galactosa
durante la inactivacion.

La cepa silvestre ATCC 42407 se cultivé y se traté como en Figura 18. El medio de
inactivacién contenia 2% galactosa como fuente de energfa. La suspension se incubé a
30°C con agitacién y, a los tiempos indicados se recogieron alicuotas para valorar el
transporte (0 ), la fermentacién (A) y la respiracién (O) de galactosa. Los datos
corresponden a la media de dos experimentos. Los resultados de los dos experimentos
diferian en menos de un 10%.
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Ambos pardmetros alcanzaron también su médximo valor tras 3 horas de incubacién. A
partir de ese momento, se observé una ligera disminucién en la velocidad de los tres
procesos.

En resumen, estos resultados indican que las células, en presencia de galactosa, y a
pesar de la carencia de fuente de nitrégeno exégena, son capaces de sintetizar las proteinas
que necesitan para el catabolismo de este azicar.

ii) Si la inactivacién del transportador de maltosa requicre la induccién del
catabolismo de galactosa, la inhibicién de dicha induccién deberia impedir la inactivacion.
Con el fin de comprobar esta prediccion, afiadimos cicloheximida, un inhibidor de la
sintesis de protefnas, al medio de inactivacién. Comprobamos que en nuestras condiciones
experimentales, la adicién de cicloheximida inhibié por completo ja induccién del
transporte de galactosa (Figura 20A) y por tanto, el catabolismo de este azdcar. Asi mismo,
observamos que en presencia del inhibidor, el transportador se inactivaba muy lentamente y
no aparecia la inactivacién rdpida que se observaba en su ausencia (Figura 20B). Como se
muestra en esta figura, mientras que en ausencia de cicloheximida, la vida media del
transportador, una vez superado el periodo de adaptacion, fue de unas 2 horas, en presencia
del inhibidor fue >10 horas. Estos resultados indican claramente que la induccion del
catabolismo de galactosa es necesaria para la rdpida inactivacion del transportador. Es
importante sefialar que la lenta inactivacién observada en presencia de cicloheximida, es
decir, en ausencia de catabolismo de galactosa, fue similar a la observada, como veremos
mds adelante, cuando el medio de inactivacién no contenia ninguna fuente de carbono y
energia (Figura 24).

iii) Si, como parece, el retraso en el comienzo de la inactivacién del transportador
fuera debido al tiempo requerido por las células para su adaptacién a galactosa, células
mutantes capaces de utilizar galactosa sin adaptacién previa no mostrarian este retraso. Para
probar esta posibilidad utilizamos una cepa mutante gal80. Esta cepa mutante carece de la
proteina GALSO que inhibe la sintesis de las proteinas del catabolismo de galactosa cuando
no se halla presente el inductor (90). En consecuencia, esta cepa mutante sintetiza todas las
enzimas necesarias para ¢l catabolismo de galactosa incluso en ausencia de este azicar y,
por tanto, es capaz de utilizar galactosa constitutivamente. Como se muestra €n la Figura
21, los resultados obtenidos mostraron que la inactivacién del transportador de maltosa en
la cepa mutante gal80, a diferencia de lo observado en la cepa silvestre, comenzd
inmediatamente después de afiadir la galactosa. También mostraron que la velocidad de
inactivacién del transportador en esta cepa fue similar a la velocidad de inactivacién que
mostr6 la cepa silvestre una vez transcurridas las 2 primeras horas.

En resumen, todos los resultados obtenidos indican fuertemente que la galactosa, al
igual que las otras hexosas ensayadas, glucosa, fructosa y manosa, €s capaz de sostener la
inactivacién del transportador de maltosa, si bien lo hace a una velocidad 2 veces inferior

la observada en presencia de esas otras hexosas (ver Figura 18).
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Figura 20. Inhibicién por cicloheximida de la induccién del transporte de
galactosa y de la inactivacion por galactosa del transportador de maltosa.
La cepa ATCC 42407 se cultivé y se traté como en Figura 18. El medio de
inactivacién contenia 2% galactosa como fuente de energia. La suspensién celular se
dividié en dos alicuotas y, a una de ellas (o) se afiadid cicloheximida para una
concentracién final 10 pg/ml. Las suspensiones se incubaron a 30°C con agitacién y, a
los tiempos indicados se recogieron alicuotas para valorar la actividad del
transportador de (A) galactosa y (B) maltosa. Los datos corresponden a la media de
dos experimentos. Los resultados de los dos experimentos diferian en menos de un
10%.
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Figura 21. Inactivacién del transportador de maltosa en una cepa silvestre y en una
cepa gal80.

La cepa silvestre (ATCC 42407) (A) y el mutante gal80 (X106-3D) (@) se cultivaron y
trataron como se describe en Figura 18. El medio de inactivacion contenia 2% galactosa
como fuente de energia. A los tiempos indicados se recogieron alicuotas para valorar la
actividad del transportador de maltosa. Los datos corresponden a la media de dos
experimentos. Los resultados de los dos experimentos diferian en menos de un 10%.
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IV.3. Inactivacién del transportador en presencia de maltosa.

Con objeto de investigar si la maltosa era capaz de sostener la inactivacién de su
propio transportador, realizamos experimentos similares a los descritos en los capitulos
anteriores excepto que, la fuente de carbono afiadida al medio de inactivacién fue maltosa.
Los resultados mostraron que en presencia de este azticar también se inactivé el
transportador y que, al igual que en el caso de la glucosa, la inactivacién comenzé
inmediatamente después de afiadir el azicar (Figura 22). Sin embargo, la velocidad de
inactivacién en presencia de maltosa fue sustancialmente menor que en presencia de
glucosa ya que, mientras que la vida media estimada para el transportador en presencia de
este azdcar fue de aproximadamente 1 hora, en presencia de maltosa fue de unas 2 horas
(Figura 22).

Ahora bien, dado que la utilizacién de maltosa se induce en presencia de este azicar
(76), en las condiciones utilizadas en estos experimentos, y al igual que ocurria en los
experimentos con galactosa, podrian estar ocurriendo dos procesos: 1) Sintesis del
transportador de maltosa, inducida por la presencia de su inductor. Esta sintesis, como en el
caso del transportador de galactosa, tendria lugar a partir de los aminodcidos almacenados
en la célula como reserva y/o a partir de los aminoécidos obtenidos en la degradacion de
otras proteinas. 2) Inactivacién del transportador de maltosa ya presente en las células al
comenzar el experimento.

Por tanto, si esta hipStesis fuera correcta, estarfan teniendo lugar simultdneamente
dos procesos opuestos: por un lado, sintesis del transportador y, por otro lado, su
inactivacién. La presencia simultanea de estos dos procesos de signo contrario daria lugar a
una disminucién aparente en la velocidad de inactivacion. Para comprobar esta hipdtesis, se
inhibid la sintesis del transportador con cicloheximida. Los resultados mostraron que, en
presencia del inhibidor, la velocidad de inactivacién por glucosa no se vio afectada
mientras que la velocidad de inactivacién por maltosa aumentd. En estas condiciones, la
vida media calculada para el transportador en presencia de maltosa fue de
aproximadamente 1 hora, es decir, similar a la obtenida en presencia de glucosa {Figura
23).

Estos resultados indicaron que la maltosa no s6lo es capaz de sostener la inactivacion
de su propio transportador sino que, ademds, lo hace tan eficazmente como la glucosa
(Figura 23).

IV.4. Inactivacién del transportador en presencia de etanol o en ausencia de
fuente de energia.

Los resultados obtenidos hasta el momento indicaban que todos los sustratos
fermentables ensayados eran capaces de sostener una inactivacion répida del transportador

(Figuras 18, 21 y 23) mientras que el etanol, un sustrato no fermentable, inactivaba al
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Figura 22. Inactivacién del transportador de maltosa en presencia de maltosa.
La cepa ATCC 42407 se cultivd y se traté como se describe en Figura 18. El medio de
inactivacién contenfa 2% glucosa (0) o 2% maltosa (v) como fuente de energia. A los
tiempos indicados se recogieron alicuotas para valorar la actividad del transportador de
maltosa. Los datos corresponden a la media de dos experimentos. Los resultados de los
dos experimentos diferfan en menos de un 10%.
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Figura 23. Efecto de la cicloheximida en Ia inactivacién por maltosa del
transportador de maltosa.

La cepa ATCC 42407 se cultivé y se tratd como se indica en Figura 18. El medio de
inactivacién contenia 2% glucosa (O, ®) 0 2% maltosa (v, ¥) como fuente de energia. Las
suspensiones celulares se dividieron en dos alicuotas y, a una de ellas se afiadio
cicloheximida (®,¥) para una concentracién final 10 pg/ml. Los datos corresponden a la
media de dos experimentos. Los resultados de los dos experimentos diferian en menos de

un 10%.
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transportador muy lentamente (Figura 24). Teniendo en cuenta €stos hechos, nos parecio
interesante investigar la inactivacién del transportador en ausencia de un sustrato exdgeno.
Como se muestra en la Figura 24, en estas condiciones de ayuno el transportador se
inactivé muy lentamente, a una velocidad semejante a la observada en presencia de etanol.
También en este caso la vida media para el transportador resulté ser >10 horas.

En resumen, los resultados obtenidos sugerian que la inactivacién rédpida del
transportador requiere la presencia de una fuente exdgena de energia fermentable. Sugerian
ademds que la glucosa, fructosa, manosa y maltosa son igualmente eficaces sosteniendo la

inactivacién mientras que, la galactosa es algo menos eficaz.

IV.S. Correlacién entre la inactivacién y la degradacion del transportador.

Hemos mostrado més arriba (Figuras 8 y 9) que la inactivacién por glucosa del
transportador de maltosa es debida a su degradacién. Sin embargo, resultados obtenidos en
otro laboratorio (87) sugieren que, en el caso de algunas cepas, el transportador se inactiva
sin que tenga lugar su degradacién y se ha propuesto que esta inactivacion podia ser debida
a una fosforilacién de la proteina (87). Para establecer si en nuestros experimentos la
inactivacién del transportador iba o no seguida de su degradacién realizamos una
estimacion del contenido celular de transportador utilizando los anticuerpos policlonales
anti-transportador descritos més arriba. Los resultados obtenidos mostraron que, en todos
los casos, la vida media del transportador calculada midiendo la intensidad de la banda
obtenida en los experimentos de inmunodeteccién (Figuras 25C y 25D) fue similar a la
obtenida midiendo actividad (Figuras 18, 21, 23 y 24). Estos resultados permiten concluir
que, en nuestros experimentos, la inactivacién del transportador fue seguida de su

degradacion.

IV.6. Relacion entre la velocidad de inactivacién, la velocidad de fermentacion y
la energia producida en el catabolismo.

Como ya hemos mostrado, la glucosa, la fructosa, la manosa, y 1a maltosa sostienen
la inactivacién rdpida del transportador con mayor eficacia que la galactosa (Figuras 18, 21
y 23). Este orden de eficacia coincide con la velocidad con que estos sustratos son
fermentados por la levadura (75). Esta observacion, y €l hecho de que una fuente de energia
no fermentable, etanol, no fuese capaz de sostener la inactivacién (Figura 24), sugeria que
la velocidad de inactivacién del transportador podia venir determinada por la velocidad de
fermentacion del sustrato presente en el medio. Con el fin de investigar esta posibilidad,
medimos la velocidad de fermentacién durante la inactivacién en presencia de glucosa,
maltosa y galactosa. Observamos que esta velocidad disminuy6 durante un periodo de
tiempo en el que la velocidad de inactivacién del transportador permanecié constante (ver
Tabla 2 y Figuras 18 y 23). Particularmente relevante fue el hecho de que, como puede
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Figura 24. Inactivacién del transportador de maltosa en presencia de etanol o
en ausencia de fuente de carbono.

La cepa ATCC 42407 se recogié durante la fase exponencial de crecimiento. Tras
lavar las células con agua, se suspendieron en el medio de inactivacién en ausencia
de fuente de energia (@) o en presencia de etanol como fuente de energia (4). Los
datos corresponden a la media de dos experimentos. Los resultados de los dos
experimentos diferian en menos de un 10%.
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Figura 25. Degradacién del transportador de maltosa en presencia de diferentes
fuentes de carbono.

Las cepas X106-3D (gal 80) (A y C) y ATCC 42407 (B y D) se trataron como se indica en la
Figura 18. El medio de inactivacién contenfa 2% glucosa (O), 2% galactosa (), 2% maltosa
(©) 0 2% etanol (m) como fuente de energfa. En el caso del medio conteniendo maltosa se
afiadié cicloheximida para una concentracién final 10 pg/ml (Ver Resultados 4.3).
A y B: Alicuotas de extractos crudos obtenidos a los tiempos indicados se analizaron por
inmunoensayo utilizando los anticuerpos frente al transportador de maltosa.

C y D: Las intensidades de las bandas del transportador se midieron como se describe en
Métodos y se representaron frente al periodo de inactivacion.
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verse en la Figura 23, en presencia de maltosa la velocidad de inactivacion permanecia
constante cuando la velocidad de fermentacién habfa disminuido mds de un 70% (Tabla 2).
Esta disminucién en la velocidad de fermentaci6én durante la inactivacién ya ha sido
descrita previamente y ha sido atribuida a la disminucién del transporte de este azicar que
tiene lugar durante el ayuno de fuente de nitrégeno (78). En conclusion, estos resultados
sugieren que la velocidad de inactivacién no estd determinada por la velocidad de
fermentacién.

Hemos demostrado que la inactivacién del transportador va seguida de su
degradacién (Figura 25) en la vacuola tras su internalizacion por endocitosis (101). Dado
que varias etapas de la endocitosis de proteinas de membrana plasmdtica requieren energia,
por ejemplo la unién de Ub (12, 86), la formacién de endosomas (82), y la fusién de estos
con la vacuola (98), la velocidad de inactivacién podia venir determinada por la
concentracién de ATP en las células. Para probar esta posibilidad, medimos la
concentracién intracelular de ATP a distintos tiempos de inactivacion. Como puede verse
en la Tabla 3, la concentracién de este metabolito fue similar en el caso de todas los
sustratos ensayados, incluso en el caso del etanol que inactivé al transportador con una
velocidad mucho menor que ¢l resto de sustratos ensayados.

Alternativamente, la velocidad de inactivacién podia estar relacionada no con los
niveles de ATP, sino con la velocidad con que se produce este metabolito. Para explorar
esta posibilidad, calculamos el valor tedrico de la velocidad de produccién de ATP a partir
de los datos de fermentacién y respiracién obtenidos en los experimentos descritos mds
arriba (Tabla 3). Los resultados obtenidos sugieren que no existe relacion directa entre la
velocidad de produccién de ATP y la velocidad de inactivacién del transportador.
Particularmente relevante fue el hecho de que, en presencia de maltosa, la velocidad de
inactivacién permanecié constante (Figura 23) cuando la velocidad de produccién de ATP
disminuy6 mas de un 40% (Tabla 3).

A pesar de estos resultados, la posibilidad de que la velocidad de obtencion de
energia determine la velocidad de inactivacién no puede ser descartada ya que, en el
célculo teérico de la velocidad de produccién de ATP (Tabla 3) hemos considerado una
constante P:O de 2 y actualmente hay evidencia de que el rendimiento energético de la

cadena respiratoria puede cambiar en funcién de numerosos factores (116).
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Tabla 2. Velocidad de fermentacién y de respiraciéon durante la inactivacidn.

Cepa ATCC 42407 Cepa X106-3D
Periodo de
inactivacién (h) Fermentacién Respiracién Fermentacion Respiracién
(mmol hexosa {mmol hexosa {mmol hexosa {mmol hexosa
g proteina’! h'1) g protefna™! h'l) g protefna’l h'l) g proteina! h'1)
Glucosa Maltosa Glucosa  Maltosa Glucosa Galactosa Glucosa Galactosa
0.5 24 22 1.0 1.1 20 12 0.50 0.42
1.0 22 16 0.95 1.1 20 12 0.4% 0.48
1.5 19 12 1.0 1.2 19 11 0.49 0.45
2.0 17 9 1.1 1.2 18 10 0.50 .43
2.5 16 7 1.0 1.1 18 10 0.50 0.45

Las cepas ATCC 42407 y X106-3D se cultivaron y s¢ suspendieron en el medio de inactivacién conteniendo glucosa,
maltosa o galactosa como se indica en Figura 18. En el caso del medio conteniendo maltosa se afiadié cicloheximida para
una concentracién final 10 pg/ml. La velocidad de fermentacién se calculé considerando que 1 mol de hexosa fermentada
produce 2 moles de CO, y la de respiracién considerando que 1 mol de hexosa respirada consume 6 moles de O,. Los datos
corresponden a la media de dos experimentos. Los resultados de los dos experimentos diferfan en menos de un 10%.
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Tabla 3. Contenido intracelular de ATP y valor teérico de producciéon de ATP en el catabolismo
durante la inactivacion.

Resultados IV

Cepa ATCC 42407 Cepa X106-3D
Periodo de Concentracién de ATP Produccion de ATP Concentracién de ATP Produccién de ATP
inactivacién (h) (mM) (mmol g proteina™! h'1) (mM) (mmol g proteina’! hl)
Glucosa Maltosa Etanol Glucosa Maltosa Glucosa Galactosa Glucosa Galactosa
0.5 1.2 1.1 1.1 72 70 1.1 1.1 52 34
1.0 ND ND ND 67 58 ND ND 52 36
1.5 1.2 1.2 1.0 62 53 1.1 1.2 50 33
2.0 ND ND ND 60 47 ND ND 48 30
2.5 1.2 1.2 1.1 56 40 1.1 1.2 48 31

Las células se crecieron y se trataron como en Tabla 2. La concentracién intracelular de ATP se determiné como se describe en Métodos.
Los datos corresponden a la media de dos experimentos. Los resultados de los dos experimentos diferfan en menos de un 10%. ND
significa no determinado. La velocidad de produccién de ATP se calcul$ a partir de los datos de fermentacién y respiracién mostrados en
la tabla 2, considerando que 1 mol de hexosa fermentada produce 2 moles de ATP y suponiendo que 1 mol de hexosa respirada produce
24 moles de ATP. '
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La levadura S. cerevisiae se encuentra en la naturaleza principalmente en habitats de
origen vegetal ricos en aziicares. Desde estos hébitats, la levadura puede ser transportada
por agentes como el aire o insectos a otros hébitats mds pobres y por tanto mas hostiles
para su desarrollo. De esto se deduce que la supervivencia de la levadura, como la de otros
muchos organismos, estd intimamente ligada a su capacidad de adaptarse a los cambios
nutricionales y a los distintos tipos de estrés que ocurren en ¢l medio que Ia rodea. Una
situacién de estrés muy frecuente en la naturaleza es la producida por el ayuno de algin
nutriente y muy a menudo en el caso de la Jevadura el nutriente limitante es el amonio. Las
situaciones de estrés producen diversas respuestas en las células y algunas de estas
respuestas son comunes a todos los tipos de estrés mientras que otras son mds especificas.
Ambos tipos de respuestas suscitan un gran interés, tanto desde un punto de vista cientifico
como desde un punto de vista econémico.

En levadura, el estrés producido por la carencia de nutrientes da lugar a una
reorganizacién del metabolismo celular que es regulada por diferentes tipos de mecanismos
y que implica cambios en la dotacién enzimética de la célula. As, el estrés producido por el
ayuno de amonio origina la inactivacién de un cierto nimero de proteinas de membrana
plasmidtica como son los transportadores de azdcares y de otros nutrientes (8, 14, 25, 102,
135). Esta pérdida de actividad de las proteinas de membrana puede ser debida a cambios
en su estado conformacional o a modificaciones covalentes como la fosforilacién. Estos
cambios son generalmente reversibles. También cabe la posibilidad de que la inactivacion
de estas proteinas sea debida a su degradacién. Obviamente en este caso el proceso es
irreversible. Nosotros hemos mostrado en este trabajo que la inactivacién del transportador
de maltosa que tiene lugar durante el ayuno de fuente de nitrégeno cuando se halla presente
glucosa es irreversible y debida a su degradacién. Ahora también sabemos que la
degradaci6én de esta proteina tiene lugar en la vacuola, tras ser internalizada por endocitosis,
en un proceso que ocurre independientemente de la funci6n del proteasoma (101).

La inactivacién y degradacién en vacuola tras endocitosis durante el ayuno de una
fuente de nitrégeno parece ser un mecanismo de regulacién que afecta a muchas proteinas
de membrana plasmitica. Posteriormente a nuestro trabajo se ha visto que, el transportador
de galactosa (59), el de uracilo (135) y los transportadores Hxt6 y Hxt7 de glucosa (71) son
también degradados en vacuola en estas condiciones nutricionales. También se ha visto que
otros estados nutricionales pueden provocar la degradacién especifica de otras proteinas.
Asi, se sabe que la adicién de amonio a células que estdn creciendo en presencia de
aminodcidos provoca la endocitosis y degradacién en vacuola del transportador general de
aminodcidos (46). Es interesante sefialar que independientemente del factor
desencadenante, la degradacién en vacuola de las proteinas de membrana plasmatica en

levadura parece ser una regla general ya que, que nosotros sepamos, la tnica excepcion
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conocida a esta regla es la degradacién del transportador de cobre. Esta proteina es
degradada en la propia membrana plasmatica cuando la concentracién de cobre en el medio
es elevada (92), probablemente por la accién de una (o varias) proteasa(s) especifica(s) que
no afecta(n) a otras proteinas de membrana. De todos estos hechos se deduce que la
endocitosis juega un papel muy importante en la remodelacién de la membrana plasmadtica
en este organismo, remodelacién que es necesaria para su adaptacién a los cambios
nutricionales.

Desde hace algiin tiempo se sabe que determinadas secuencias de aminoacidos
confieren inestabilidad a las proteinas citosélicas, lo que las hace susceptibles de ser
degradadas por el proteasoma. Estas secuencias se conocen como sefiales de degradacién y
también con el término inglés "degrons" (131). En levadura, la primera sefial que se
identific6 y también la mejor estudiada es la denominada "N-degron”, que hace referencia
al aminoécido N-terminal de la protefna (4, 132). El estudio de esta sefial de degradacién ha
dado lugar al establecimiento de una regla, conocida como "N-end rule”, que relaciona la
inestabilidad de una proteina, es decir su vida media, con el aminoacido presente en su
extremo amino (133). Se ha visto que la "N-end rule” se cumple en todos los sistemas
estudiados: animales, plantas, bacterias y levadura (62), si bien los aminodcidos que
originan mayor inestabilidad en levadura pueden proporcionar estabilidad en otros
organismos (132, 133). En eucariotas, el "N-degron” de una proteina comprende, al menos,
una lisina interna y un aminodcido N-terminal que confiera inestabilidad. El aminodcido
desestabilizante actuarfa como un sitio de reconocimiento para una enzima E3 de la via de
la Ub (la enzima Ubrlp) (6) y la lisina como aceptora de una Ub (18) que le seria
transferida desde una enzima E2 (la UBC2p) (27). Una propiedad interesante de la doble
sefializacién es que el motivo de reconocimiento y la lisina aceptora de Ub pueden estar
separadas, incluso en diferentes subunidades si la proteina es oligomérica (62, 132).

Otra sefial de degradacién bien caracterizada en levadura es una secuencia consenso
de 9 amino4cidos conocida como "destruction box" que es necesaria para la degradacion de
ciclinas (41). Todas la ciclinas que se conocen contienen en su extremo carboxilo
secuencias ricas en lisinas que podrian actuar como sitios de unién a Ub. Aunque no se
conoce el mecanismo de esta unién, se cree que es similar al de la unién a los sustratos de
la via “N-end rule". También estd bien establecido que secuencias ricas en prolina (P},
acido glutdmico (E), serina (8) y treonina (T), en cualquier orden o combinacién, limitadas
por aminod4cidos bésicos actdan como sefiales para la degradacién de proteinas de vida
media corta. Este tipo de secuencias se conocen como regiones PEST y también estdn
implicadas en la degradacién de proteinas por la via de la Ub (100). Ademds, sc ha descrito
que la fosforilacién de alguna(s) de las serinas o treoninas de esta regién puede ser
necesaria para la unién de Ub a la proteina y por tanto para su degradacion (100, 103).

En lo que se refiere a las proteinas de membrana plasmitica, se sabe que, tanto en

células de mamiferos como de levadura, determinadas secuencias situadas en los dominios
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citosélicos de estas proteinas actian como sefiales para endocitosis. En células de
mamiferos algunas de estas secuencias estdn basadas en motivos tirosina o di-leucina (73,
128). En levadura, se ha visto que la secuencia SINNDAKSS contenida en el receptor del
factor-oL es necesaria para su internalizaci6n (52, 106} y més recientemente se ha descrito
que el receptor del factor-a y la uracil permeasa contienen una secuencia PEST que es
requerida para su internalizacién (83, 109). Este dltimo transportador contiene ademads un
motivo similar a la "destruction box" de las ciclinas (35).

La endocitosis de protefnas de membrana puede también estar regulada por procesos
de fosforilacién/defosforilacién. Se ha visto que la endocitosis del transportador de uracilo
y del receptor del factor-o tiene lugar tras su fosforilacién (59, 83, 108) y también que la
endocitosis del transportador general de aminodcidos, que en su forma activa se encuentra
fosforilado, parece ser desencadenada por defosforilacion (123). Aparentemente, también el
transportador de maltosa se encuentra fosforilado en determinadas condiciones fisiolégicas
y se ha llegado a proponer que este hecho podria estar implicado en su endocitosis (87).

Nuestros resultados han mostrado que la unién de Ub al transportador de maltosa es
necesaria para su internalizacién. Esta conclusién se basa en la observacién de que, en
condiciones de endocitosis, el transportador permanece en la membrana cuando las células
son deficientes en la ubicuitin-proteina ligasa Npil o en la ubicutin-hidrolasa Doa4, dos
enzimas de la via de la Ub (47, 94). En el caso de las células deficientes en ubicuitin-
protefna ligasa Npil se observa una cierta internalizacién del transportador,
aproximadamente un 30% de la observada en la cepa silvestre isogénica. Este hecho es
probablemente debido a la actividad residual Npilp presente en las células. Consistente con
esta posibilidad es el hecho de que las células deficientes en ubicutin-hidrolasa Doa4, que
no presentan ninguna actividad Doa4p, tampoco presentan ninguna actividad endocitica.
Resultados de otros laboratorios indican que estas dos enzimas son también necesarias para
la internalizacién del transportador de uracilo y de la permeasa general de aminodcidos (34,
47, 122). Por lo tanto, parece bien probado que la Ub, considerada durante mucho tiempo
como una sefial exclusiva para la degradacién de proteinas citosélicas por el proteasoma
26S (54, 99), puede actuar también como sefial para la internalizacion y degradacion de
proteinas de membrana plasmatica en vacuola.

La implicacién de Npilp en la internalizacién del transportador de maltosa es
consistente con el papel atribuido a las ubicuitin-proteina ligasas, esto es, la transferencia
de Ub a las proteinas sustrato. Asi mismo, la implicacién de Doadp en la internalizacion es
consistente con el principal papel atribuido a las ubicutin-hidrolasas, esto es, la
recuperacién de Ub libre para su utilizacién en un nuevo ciclo. De acuerdo con esta
funcién, era de esperar que la falta de esta ubicuitin-hidrolasa, la mas importante en
levadura (94), diera lugar a una considerable disminucién del nivel de Ub libre en la célula
y, en consecuencia, a una inhibicién de los procesos que dependen de Ub, como es €l caso

de la endocitosis de nuestro transportador. Sin embargo, segun los autores que aislaron y
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caracterizaron la cepa Adoa4, la cantidad de Ub en estas células mutantes no estaba
sensiblemente disminuida y ademds, los defectos originados por la ausencia de la enzima
no eran revertidos por la sobreexpresién de Ub (94). Estos resultados parecian descartar
que la inhibicién de la endocitosis en estas células fuera debida a la carencia de Ub libre.
Sin embargo, los resultados presentados en este trabajo muestran: i} que la cantidad de Ub
disponible en el mutante Adoa4 si que estd sustancialmente reducida con respecto a la cepa
silvestre y ii) que en la cepa mutante, la endocitosis si que se restablece cuando se
sobreexpresa Ub. Resultados similares se han encontrado para la endocitosis de la uracil
permeasa y de la permeasa general de aminodcidos (33, 122) y por todo ello, concluimos
que la inhibicién de la internalizacién del transportador de maltosa en la cepa Adoa4 es
una consecuencia de la carencia de Ub libre en estas células.

El hecho de que la Ub actie como seiial tanto para la degradacién de proteinas
citosélicas en el proteasoma 268 (21) como para la internalizacién de proteinas de
membrana plasmética que se degradan en la vacuola (51) plantea la pregunta de co6mo estos
dos sistemas de degradacién reconocen sus respectivos sustratos. Este reconocimiento
selectivo podria venir determinado por diferentes tipos de modificacién por Ub. Se sabia
que la sefial para la degradacién de proteinas citosolicas consistia en la formacién de
cadenas de, al menos, 4 moléculas de Ub unidas a través de Lys-48. Ademds, se habia
postulado que la "mono-ubicuitinacién" de proteinas de membrana plasmatica, definida
como la unién de una molécula de Ub a una o mds lisinas de la proteina sustrato, podria ser
la "unidad basica" requerida para su internalizacién. Este postulado s¢ basaba en el hecho
de que la sobreexpresion en células carentes de Ub libre de una Ub mutada incapaz de
formar cadenas es suficiente para desencadenar la internalizacidn de todas las proteinas
investigadas (33, 127, 122).

También se habia demostrado que esta "unidad bésica” es suficiente para conseguir la
méxima velocidad de internalizacién del receptor del factor-a (127) mientras que no lo es
en el caso de otras protefnas, como la uracil permeasa y el transportador general de
aminocidos. En este caso, la maxima velocidad de internalizacién sélo se conseguia si, a
partir de la "unidad bdsica", se formaban cadenas de Ub a través de la Lys-63 (33, 122).

Estas diferencias en los requerimientos para la internalizacién de estas dos proteinas
podian estar relacionadas con la diferencia en su tamafio molecular y en su nimero de
TMS. Asi, se habfa propuesto que en el caso de proteinas de menor tamafio molecular y
menor nimero de TMS como el receptor del factor-o (7-TMS y unos 48 kDa}, la "mono-
ubicuitinacién" seria suficiente para interaccionar con la maquinaria endocitica mientras
que, en el caso de las proteinas de mayor tamaiio molecular y mayor nimero de TMS como
el transportador general de amino4cidos y el de uracilo (12-TMS y unos 70 kDa), la
interaccién podria requerir la formacién de cadenas de Ub, bien por razones estéricas bien
por la conveniencia de disponer de mds sitios de unién (127). Sin embargo, nuestros

resultados descartan esta hipétesis ya que muestran que la méxima velocidad de
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internalizacién del transportador de maltosa, otra proteina de gran tamafio y nimero de
TMS (12-TMS y 68 kDa), no requiere la formacién de cadenas de Ub. Este hecho sugiere
que, a diferencia de lo que se habia propuesto, la "mono-ubicuitinacién” no es una
necesidad especifica de la internalizacién de proteinas de 7-TMS asi como tampoco es una
necesidad la formacién de cadenas de Ub para la internalizacién a méxima velocidad de las
proteinas de 12-TMS.

Hay evidencia de que la formacién en una determinada proteina de un tipo especifico
de cadena de Ub viene determinada por la ubicutin-proteina conjugasa (enzima E2) y la
ubicutin-proteina ligasa (enzima E3) que intervienen en el proceso (3, 62, 63). Asi, sc ha
visto que la participacién conjunta de las enzimas ubc4p-ubc5p (E2) y Ufd4p (E3) da lugar
a la formacién de cadenas de Ub a través de Lys-29 en sustratos de la via “UFD" (63).
También que la enzima Rad6 (E2) interacciona fisicamente con la enzima Ubrl (E3) y el
complejo resultante juega un papel en la formacion de cadenas a través de Lys-48 en
sustratos de la via "N-end rule" (27, 133). En el caso de cadenas a través de la Lys-63, se ha
especulado que su formacién sobre proteinas de membrana plasmatica podria resultar de la
participacién de la enzima Npilp (E3) y de una enzima E2 atin no identificada (33, 122).
Esta hipétesis estd basada en la observacién de que la internalizacién del transportador de
uracilo y de la permeasa general de aminodcidos, que son estimuladas por la formacion de
cadenas a través de Lys-63, requieren la enzima Npilp (E3) (33, 34, 121, 122). Sin
embargo, el hecho de que como se muestra en este trabajo, la internalizacién del
transportador de maltosa, que no es estimulada por la formacién de cadenas a través de
Lys-63, también requiera esta enzima E3 parece descartar esta posibilidad.

A pesar de los avances realizados en el conocimiento de las sefiales de degradacion
de proteinas de membrana y en el papel que juega la Ub en esta degradacién es obvio que
el conocimiento sobre este proceso dista mucho de ser completo. También parece obvio
que la degradacién de estas proteinas, es decir su inactivacién, es un proceso fundamental
para la adaptacién de la levadura a los cambios nutricionales puesto que, en definitiva, es
responsable de la remodelacién de la membrana plasmdtica. Se ha visto que el ayuno de
una fuente de nitrégeno desencadena la inactivaci6én de los transportadores de azicares
cuando se halla presente la glucosa y se viene asumiendo que esta inactivacién, conocida
como "inactivacién catabélica” es un mecanismo especifico de regulacién que favorece el
uso preferencial de glucosa. Sin embargo, los resultados presentados en este trabajo y otros
resultados, obtenidos tanto en nuestro laboratorio como en otros laboratorios, ponen en tela
de juicio esta suposicién. Aparentemente la asi llamada "inactivacién catabdlica" de las
proteinas de membrana plasmaética no presenta ningin tipo de especificidad puesto que €s
desencadenada y sostenida por azdcares diferentes de la glucosa, en ocasiones con una
eficacia similar a la glucosa (esta tesis). Ademds, esta inactivacién no es especifica de los
transportadores de aziicares puesto que, gue nosotros sepamos, todas las proteinas de
membrana plasmadtica ensayadas, como la H+-ATPasa (7), el transportador de K (8) o la
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uracil permeasa (135) e incluso algunos de los propios transportadores de glucosa, como el
Hxt6 y el Hxt7 (14, 71) muestran este tipo de inactivacién. Una inespecificidad como ésta
no parece previsible en un mecanismo especifico de regulacidn, razén por la cual nosotros
desestimamos esta posibilidad.

Si la "inactivacién catabélica” no es un mecanismo especifico de regulacion, ;qué es
entonces?. Se sabe que la inactivacion de las protefnas de membrana ocurrida durante el
ayuno de fuente de nitrégeno es debida a su degradacion en la vacuola (59, 101, 120, 135).
También se sabe que el ayuno de fuente de nitrégeno es uno de los principales factores que
estimulan el recambio de proteinas (9). Nosotros proponemos que la inactivacion de los
transportadores de azicares, asi como la inactivacion de otras protefnas de membrana, en
estas condiciones de ayuno es debida a la estimulacién del recambio de proteinas que
provoca la ausencia de este nutriente. Una inactivacién como ésta permitiria adecuar la
composicién proteica de la membrana a la nueva condicién nutricional y a la eventual
aparicién de nuevos nutrientes. Ademds, contribuiria a proporcionar los aminodcidos
requeridos para la respuesta al estrés. Una prediccion de esta hipotesis es que una
inactivacién por glucosa como la descrita no deberia tener lugar durante el crecimiento
celular y resultados preliminares de nuestro laboratorio parecen estar de acuerdo con esta
prediccion.

Que la inactivacién, ademds del ayuno de fuente de nitrégeno, requiera la presencia
de una fuente de energia fermentable se comprende ficilmente si se tiene en cuenta que
varias etapas de la endocitosis, como la unién de Ub, la formacién de endosomas o la
fusién de éstos con la vacuola, requieren energia (12, 82, 86, 98) Sin embargo, no resulta
evidente 1a razén por la cual la velocidad de inactivacién varfa en funcién de la fuente de
energia presente. Pero, tampoco estd claro por qué otros procesos celulares que también
requieren energia también varfan dependiendo de este factor. Por ejemplo, la velocidad de
crecimiento y la cantidad de masa celular de levadura producida a partir de un sustrato son
dos procesos celulares que cambian con la fuente de energia presente en el medio (37).
Como en el caso de la inactivacién, una correlacién entre estos dos procesos y/o la
concentracién celular de ATP y la produccién teérica de ATP en el catabolismo no es
evidente. A pesar de ello, se cree que tanto la velocidad de crecimiento como la cantidad de
masa celular producida a partir de un sustrato dependen de la velocidad y cantidad de ATP
producida en el catabolismo (37). Una dependencia similar puede ser también intuida en el
caso de la inactivacidn del transportador de maltosa pero, de momento, la demostracién de
este hecho no es fécil ya que a pesar de los progresos realizados en el conocimiento sobre ¢l
control y el rendimiento energético de la cadena respiratoria, ain no ha sido posible
establecer con margenes de seguridad aceptables cual es la produccién de ATP en levadura
in vivo (116). Tal vez en un futuro no lejano éste y otros aspectos de la fisiologia de la

levadura, como los tratados en este trabajo, puedan ser clarificados.
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1. La inactivacién del transportador de maltosa ocurrida durante el ayuno de fuente
de nitrégeno en presencia de glucosa, conocida en la literatura como "inactivacién
catabélica”, es debida a la degradacién del transportador. Resultados posteriores, también
obtenidos en nuestro laboratorio, han demostrado que la degradacién de esta proteina tienc

lugar en la vacuola tras su internalizacién por endocitosis.

2. La endocitosis del transportador de maltosa, es decir su "inactivacién catabdlica”,
requiere dos enzimas de la via de 1a Ub: la ubicutin-proteina ligasa Npil/RspS y la
ubicuitin-hidrolasa Npi2/Doa4. Ambas enzimas intervienen en la etapa de internalizacién
del transportador. La unién de Ub al transportador parece actuar como una sefial de

endocitosis.

3. La "mono-ubicuitinacién”, definida como la unién de una molécula de Ub a una o
més lisinas del transportador, es suficiente para desencadenar su méxima velocidad de

internalizacién.

4. La formacién de cadenas de Ub a través de su Lys-63 no es, como se ha postulado,
un requerimiento general de la endocitosis de proteinas de 12-TMS puesto que el
transportador de maltosa, que tiene 12-TMS, no requiere la formacién de estas cadenas.
Tampoco la "mono-ubicuitinacién” es una caracteristica peculiar de las proteinas de 7-TMS

puesto que el transportador de maltosa, que no tiene 7-TMS, presenta esta modificacion.

5. La "inactivacién catabédlica” del transportador de maltosa no es producida
especificamente por glucosa. Otros azidcares inactivan al transportador con la misma
eficacia que la glucosa. Proponemos que esta inactivacién, ocurrida durante el ayuno de
una fuente de nitrégeno, no es un mecanismo especifico de regulacién sino el resultado de

la estimulacién del recambio de proteinas que tiene lugar en esa condicién nutricional.
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The maltose transport capacity of fermenting Saccharemyces cerevisiae rapidly decreases when protein synthesis is impaired. Using polyclonal
antibodies against a recombinant maltose transporter-protein we measured the cellular content of the transporter along this inactivation process.
Loss of transport capacity was paralleled by a decrease of cross-reacting material which suggests degradation of the transporter. We also show
that in ammonium-starved cells the half-life of the maltose transporter is 1.3 h during catabolism of glucose and > 15 h during catabolism of ethanol.

Catabolite inactivation; Maltose transport; Transport inactivation; Transport turnover; Saccharomyces cerevisiae

1. INTRODUCTION

Most proteins in Saccharomyces cerevisine are stable
for long periods of time under different metabolic con-
ditions [1-4]. Sugar transporters behave differently in
this respect, in that a rapid and irreversible inactivation
is observed upon arrest of protein synthesis [4-7]. This
inactivation, that mainly affects the V,,,, follows first-
order kinetics and is an energy-dependent process stim-
ulated by fermentable substrates [8-10]. The character-
istics of the inactivation as well as preliminary results
obtained with antibodies against an epitope attached to
the maltose transporter {11} suggest that this inactiva-
tion might be due to proteolysis. This research attempts
to check this possibility. For this purpose we have pre-
pared polyclonal antibodies against a recombinant mal-
tose transporter-protein and have measured the cellular
content of this transporter along the inactivation proc-
ess.

Two distinct maltose transporters have been identi-
fied in Saccharonivces that are expressed in maltose
fermenting strains: one encoded by the Gene 1 of the
MAL loci (MALII through MAlL4! and MALGD)
[12,13] and another one encoded by the 4GT7 gene [11].
These two transporters show great sequence similarity
and are induced by maltose and repressed by glucose
[11]. Both are proton symporters and are similarly inac-
tivated upon protein synthesis impairment [L1]. Actu-
ally. their only known difference concerns its specificity:
while the MAL transporter only transporis maltose and
turanose, the AGTI transporier transports isomaltose,
a-methylglucoside, and maltotriose as well as maltose

*Corresponding suthor. Fux: (34) (1) 585-4587.

Published by Elsevier Science Publishers BV,

and turanose [11]. In this work two different strains
have been used: a strain that only express the MAL!
locus and that, therefore, allowed us to investigate the
behaviour of a unique MAL transporter, and another
strain that might express more than one MAL locus.
The results obtained with both strains strongly indicate
that the maltose transport inactivation is due to protecl-
ySis.

2. EXPERIMENTAL

The following strains of S. cerevisige were used: MALLE-1%-D (MAT
a leul 1wpl MALI3-I° {mal22 mal23]::TRPI} [14], ATCC 42407
(MATa suc” MAL GAL)Y, and MALI1-i*-D-pRM1-1 (strain MAL1-1%
D transformed with plasmid pRM1-1). Plasmid pRM1-1 is 2 multi-
copy plasmid that carries the MALI locus [14]. Cells were grown at
30°C in liquid medium containing 1% yeast extract/2% peptone/3 ppm
antimycin A and 2% maltose or glucose as indicated. Cell growth was
monitored by optical absorbance measurement at 640 nm. Inactiva-
tion of the maltose transport was achieved by suspending exponen-
tally growing cells in an ammonium-free medium as described in [9]
in the presence of 2% glucose or cthanol as indicated in each case.

Maltose transport was measured as in f15) and fermentation as in
[16]. A fusion-gene was constructed containing 658 bp EcoR1-Hincll
fragment ol the maltose transparter gene and the lacZ’ genc as present
in plasmid pEX-3 [17}. The resulting plasmid, pEXMPO3, was used
to transform E. colf strain POP2136 {Boehringer-Mannheim Biochim-
ica catalogue, 90/91), Isolation of inclusion bedies was performed
essentially as described in [18). To purify the fusion-protein, the inclu-
sion bodies were suecessively treated with 1 mlof 5 M and 8 M urea
in 0.1 M Tris-HCl, pH 8.5. Both batches were combined and dialyzed
in the cold against 1 titre of 1.4 M NaCl/27 mM KCI/i5 mM KH,PO/
£1 mM Na,HPO,. pH 7.4 (PBS). The precipitated fusion-protein was
recovered by centrifugation and suspended in 2 ml of PBS. A tota] of
10.6 my protein was obtained with a estimated purity of about 80%.
Antibodies were raised in rubbits by 3 injections of approx. 250 ug of
the Tusion-protein.

Extracts and crude and purified plasma membrane preparations
were obtained as in [19]. When indicated the extracts were obtained
in the presence ol the following proteinases inhibitors: 5 mM EDTA,
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Transport and fermentation rate by the used strains

Strain Transport
{mmol - g protein™ - by

Fermentation
(mmol - g protein™ - ")

Maltose Maltose Isomaltose a-Methylglucoside
ATCC 424047 2.6 10.1 <0.5 <0.5
MALIL-1%-D-pRM1-1 2.7 15.0 <{.5 <0.5

Cells were grown with 2% maliose, harvested during logarithmic growth, washed with water and suspended in fresh medium containing 2% of the
indicated sugars in the presence of 3 ppm antimicyn A. Transport and fermentation were measured as indicated in section 2.

I mM PMSF, | mM benzamidine, | mM o-phenanthroline, I mM
iodoacetate, 10 4g leupeptin, 20 ug chymostatin, and 3 xg aprotinin.
Proteins were separated by electrophoresis in 10% SDS-poly-
acrylamide and transferred to nitrocellulose BA-85 by semidry blot-
ting using 25 mM Tris, 0.19 M glycine and 20% methanol as buffer
[20]. immunodetection was achieved using a 1/1000 dilution of the
immune sera and atkaline phosphatase [21]. The cellular content of the
maltose transporter was measured by immunoblotting increasing
amounts (5-20 ug protein) of crude extracts obtained at different
intervals after the start of the inactivation. In all cases representation
of the intensity of the transporter bands plotted versus the total pro-
tein was a straight ling (see below) whose slope was taken as propor-
tional to the amount of transporter. Intensity of the bands was quan-
tified by scanning densitometry with a SilverScan connected to a
Macintosh IICi using the NIH image 1.42 software. Peak area was
quantified in pixels after equalizing the acquired image.

Protein was determined after precipitation with trichloroacetic acid
using the method of Lowry et al. [22).

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Suitability of the used sirain to estimate the cellular
content of a unique maltose transporter
The polyclonal antibodies raised against the maltose
transporter fusion-protein (see section 2) will cross-
react with the five maltose transporters (product of the
Gene | of the five MAL loci) and, probably, with the

kDa 123 456 7 8
i16
97.4—
66 —» «n i 3
45 —
Fig. 1. Immunodetection of the maltose transporter in crude extracts

and membrane preparations. Straing ATCC 42407 (lanes 1,2) and

MALL I<D-pRMI-1 (lunes 3-8) were grown on plucose (lunes

23571 or maltose {lanes 1.4,6,8). Aliguots containing 12 mg protein

ol erwde extracts (lanes 1-4), erude membrane preparations (kines

5.6), or plasma membrane preparations (lancs 7.8) were analyzed
using the immone sera.
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isomattose (AGT]I) transporter with which the former
show a great sequence similarity [11]. Therefore, to
measure the cellular content of a unique maltose (MAL)
transporter, a strain that only expresses one MAL locus -
and that does not express AGTI1 is required. To meet
this requirement we used a mutant (MAL1-1°-D) defec-
tive in all maltose transporters [14]. As expected, this
mutant was unable to grow on maltose as well as to
transport and to ferment this sugar (results not shown).
This mutant was transformed with a multicopy plasmid
that carries the MALJ locus [14]. The resulting strain
(MALI-1°-D-pRM1-1) grew, transported, and fer-
mented maltose at a similar rate as a wild type strain
{ATCC 42407) (Table I). Both the transformed strain,
that only expresses one MAL transporter, as well as the
wild type strain, that might express more than one MAL
transporter, were unable to ferment two specific sub-
strates of the isomaltose transporter, isomaltose and
a-methylglucoside (Table 1) [11]. These results indicate
that the AGT1 gene is not expressed in these strains.

3.2, Suitability of the antibodies 1o estimate the cellular
content of the maltose transporter

When extracts of maltose grown cells were subjected
to SDS-gel electrophoresis and probed with the immune
sera taised against the MAL transporter-lacZ’ fusion
protein three bands of about 67, 62, and 57 kDa were
detected whose intensity increased as the sample was
enriched in the plasma membrane fraction (Fig. 1).
These bands were not detected with the preimmune sera
and appeared only in extracts of maltose grown cells
{Fig. 2). These results show that the antibodies recog-
nize a set of plasma membrane proteins, inducible by
maltose, with a molecular size close to the 68.2 kDa
predicted by the sequence of the maltose transporter
gene [13,23). Therefore we concluded that these bands
correspond to the maltose transporter. The observed
molecular size heterogencity probably reflects post-
translational medifications. i.e glycosylation [24]. How-
cver, the possibility that the two bands of lower molec-
ular size are proteolytic products of the transporter can-
not be excluded even though these bands appeared also
mn samples obtained in the presence of a cocktail of
proteinase mhibitors. Additional bands that appeared
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Fig. 2. Detection of the maltose transporter with the preimmune and
the immune sera. Strains ATCC 42407 (lanes 1-4) and MALI-1°-D-
pRMI-1 (lanes 3-10) were grown on glucose (lanes 1,3,5,7,9), or
maltose (lane 2,4,6,8,10). Aliquots of crude extracts containing 15 ug
protein were analyzed using the secondary antibody (lanes 5,6), the
secondary antibody plus the preimmune sera (lanes 1.2.7.8), or the
secondary antibody plus immune sera (lanes 3,4,9,10).

in the immunoblots were not related with the trans-
porter since they were present in samples of non-in-
duced cells and were recognized by the preimmune sera
as well as by the secondary antibody (Fig. 2). Increasing
amounts of crude extracts from maltose grown cells
resulted in a proportional increase in the intensity of the
three bands of the transporter in the immunoblot (Fig.
3). This result (see section 2) as well as those reported
above show that the antibodies are suitable for the esti-
mation of the cellular content of the maltose trans-
porter.

3.3, Inactivation is accompanied by a decrease in the
cellular content of the transporter

Maliose transporter is irreversibly inactivated in fer-
menting yeast when its synthesis is impaired [4,8]. We
have measured the cellular content of this transporter
during the inactivation process using the strain that
only express the MALI locus. To this end increasing
amounts of crude extracts of non-inactivated cells (lanes
1-4, Fig. 3A) and of 4 h-inactivated cells (lanes 5-8, Fig.
3A) were analyzed. The results showed that the content
of the transporter, measured by the slope of the straight
line obtained plotting the intensity of the bands versus
the protein content (se¢ section 2). decreased by > 90%
during 4 h under the inactivating conditions (Fig. 3B).
However, during this period no substantial differences
were observed in the case of a protein unrelated with the
maltose transporter (Fig. 3B, internal control). A de-
tailed study showed that the decrease of the transporter
content followed first-order kinetics and run in paralici
to the transport inactivation (Fig. 4). From data shown
in Fig. 4 it could be calculated that the halfl-life of this
transporter in ammonium starved cells is about 1.3 h
during catabolism of glucose and > 15 h during cata-
bolism of cthanel. Similar results were found using the
strain that might express more than onc MAL focus
{results not shown).
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The results presented in this work strongly indicate
that the catabolite inactivation of the maltose trans-
porter is duc to proteolysis. L 1s well known that prote-
olysis is also involved in catabolite inactivation of a
number of cytoplasmic proteins {25], i.c. malate dehy-
drogenase [26]. aminopeptidase 1 {27]. fructose-1,6-bis-
phosphatase [28], and phosphoenolpyruvate carboxyki-
nase [29]. These lacts suggest that proteolysis is a gen-
eral mechanism of catabolile inactivation of both cyto-
plasmic and plasma membrane proteins. Degradation
of most plasma membrane proteins occurs by endocyto-
sis [30]. However, some of these proteins might be also
degraded in the ubiquitine pathway. This is indicated by
the fact that, in mammalian celis, a number of plasma
membrane proteins are specifically conjugated with

1 23 4 56 78
Maltose . i HE
transporter i
Internal o
control — e g
Sk
(%]
©
C o~
(L)
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25
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5 10 15 20
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Fig. 3. Decrease in the cellular content of the maltose (ransporter
during the inactivation process. {A) MALI-15-pRM1-1 cells exponen-
tially growing on multose were harvested, washed and suspended in
3-times the initial volume of the ammontum-free medium in the pres-
ence of 2% glugose and 3 ppm antimycin A. Crude extracls were
obtained immediately (fanes 1-4) or after 4 hincubation at 30°C (lancs
5-R). Sumples containing 5§ gg protein (lane 1,5), 10 gg (lanes 2,6), 15
ag (lanes 3,7) aud 20 ug (lanes 4.8) were analyzed using the immunc
seri. (BY Intensity of the (@), () maltose transporier bands and of the
internal controd protein bind (4, (A) were measured. Dirk symbeols
correspond to the extract obtained immediately and open symbols 1o
the extrawt obtained alter 4 b of incubation in the mactiviting condi-
{rons.
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Fig. 4. Effect of the inactivating conditions on the content and activity of the maltose transporter. MAL1-15-pRMi-1 cells were harvested during

exponential growth on maltose, washed and suspended in 3-times the initial volume of the media specified below. After incubation at 30°C for

the indicated times, cells were harvested, washed and assayed for (A) maltose transporter content and (B) maltose transport activity using crude
extracts. Transfer media: ammonium-free medium containing 2% glucose (m) or 2% ethanol (0).

ubiquitine [31]. It would be interesting to establish
which one of these two pathways is involved in cat-
abolite inactivation of the maltose transporter.

Acknowledgements: We are very grateful to B. Deiman and P, Schop-
pink (Gist-brocades) for their valuable contribution to the preparation
of the antibodies, to Dr. R, Rodicio for the mutant strains and for the
plasmid, and to Drs. C. Gancedo and J.M. Gancedo {or critical read-
ing of the manuscript. This work was supported by Direccion General
Cientifica y Técaica (PB 91-0056)

REFERENCES

{11 Halvorsen, H. (1958) Biochim. Biophys. Acta 27, 235-266.
2] Halvorsen, H, (1958) Biochim. Biophys. Acta 27, 267-276.
[3] Lopez, S. and Gancedo, F.M. (1979) Biochem. J. 178, 769-766.
f4] Lagunas, R., Dominguez, C., Busturia, A. and Siez, M.I. (1982)
J. Bacteriol. 152, 19-25.
[5] Alonso, A. and Kotyk, A. (1978) Folia Microbiol. 23, 118-123.
[6] Helzer, H. (1976) Trends Biochem. Sci. 1, 178-181.
[7] Matern, H. and Holzer, H. {1977} J. Biol. Chem. 252, 63996402,
[8] Busturia, A and Lagunas, R. (1985) Biochim. Biophys, Acta 820,
324-326.
[9] Busturia, A, and Lagunas, R. (1986) 1. Gen. Microbiol. 132,
379-385.
{10} Deluan, C.and Lagunas, R, (1986) FEBS Letl. 207, 258-265.
f11} Han, BK. and Michels, C.A. (1992) Yeast 8. Spee. Iss. 8512,
£12} Cheng, Q. und Michels, C.A, (1991} ). Bacteriol. 173, 1817-1820.
{13] Cheng, Q. and Michels, C.A. (1988) Genetics 123, 477 484,

168

[14] Rodicio, R. {1986} Curr. Genet. 11, 235-241.

[L5] Benito, B. and Lagunas, R. (1991} J. Bacteriol. 174, 3063-3069.

[16] Lagunas, R. and Gancedo, C. (1983) Eur. |. Biochem. 137, 479—
483

{17 Stanfey, K.K. and Lazio, J.P. (1984) EMBO 7. 3, 1429-1434.

{18] Glover, D.M. (1987) in: DNA Clening, vol. III, Practical Ap-
proach Series, pp. 59-88, IRC Press, Oxford/Washington DC.

[19] Serrano, R. (1988) Methods Enzymeol. 157, 533-544.

[20] Towbin, H. Stachelin, T. and Gordon, J. {1979) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 76, 4350-4354.

[21} Blake, M.S., Johnston, K.H., Russel-Jones, G.F. and Gotschlich,
E.C. (1984) Anal. Biochem. 136, 175,

[22] Lowry, O.H., Rosebrough, N.J., Farr, A.L. and Randall, R.J.
(1951) J. Biol. Chem. 193, 265-271.

[23] Yao, B., Sollitti, P. and Marmur, J. (198%) Gene 79, 189-197.

[24] Eagunas, R., DeJuan, C. and Benito, B. (1986) J. Bacteriel. 168,
1484-1480.

[25] Holzer, H. (1989) Cell Biol. Rev, 21, 305-319.

{26] Neef, J., Hagele, E., Nauhaus, J. , Heer, U. and Mecke, D. (1978)
Eur. J. Biochem. 87, 489495,

[27% Frey, J. and Rohm, K. I1. (1979) FEBS Lett. 100, 261-264.

[28} Funayama. S., Gancedo, J.M. and Gancedo. C. (1980} Eur. J.
Biochem. 109, 61-66.

[29] Muller, M., Mutller, H. and Holzer, H. (1981) ). Biol. Chem. 256,
723-727.

[30] Hare, J.F. and Taylor, K. (1991} Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88,
S902-5906.

{31] Siegelman, M., Bond, W., Gallatin W.M., St. John, T., Smith,
H.T,, Fried. V.A. and Weissman, 1.L. (1986} Science 231, 823-
829



FEMS Micrabiology Letters 147 {1997) 273 277

HENS

MICROBICLOGY
LETTERS

Catabolite inactivation of the yeast maltose transporter requires
ubiquitin-ligase npil/rsp5 and ubiquitin-hydrolase npi2/doa4

Pilar Lucero, Rosario Lagunas *

Mmstitute de hwvestigaciones Biomédicas, CSIC, Arture Duperier 4, 28029 Muadrid. Spain

Received 8 November 1996; revised 18 December 1596; accepted 23 Decemnber 1996

Abstract

The maltose transporter in Saccharomyces cerevisiae is degraded in the vacuole after internalization by endocytosis when
protein synthesis is impaired and a fermentable substrate is present. The possible implication of the ubiquitin pathway in this
inactivation, known as catabolite inactivation, has been investigated. Using mutants deficient in npil/rsp5 ubiquitin-protein
ligase and npi2/doa4 ubiquitin-protein hydrolase, we have shown that these two enzymes are required for normal endocytosis
and degradation of the transporter. These facts indicate that the ubiquitin pathway is involved in catabolite inactivation of the
maltose transporter. The results also revealed that both enzymes act in the internalization step of endocytosis.

Keywords: Catabotite inactivation: Endocytosis; Maltose transporter; Proteolysis: Ubigquitin pathway; Saccharenyces cerevisiae

1. Introduction

The maltose transporter is inactivated in yeast
when protein synthesis is impaired and a fermentable
carbon source is present {1]. This inactivation,
known as tatabolite inaciivation, is due to a proteck-
ysis of the transporter [2] which does not require the
proteasome {unction and which occurs in the vacuole
after internalization by endocytosis [3]. The experi-
ments reported here attempt to establish il the ubig-
uitin pathway is implicated in the vacuolar degrada-
tion of this plasma membrane protein. For many

years the most thoroughly characterized funclion of

profein ubiguitination has been as o signal for deg-

* Cm‘l%spm]ding author, Tell: +34 (1) 585 4614
fux: +34 (1) 585 4587,

radation of cytosolic proteins in the proteasome (for
review see [4]). However, recent findings strongly in-
dicate that ubiquitination may also act as a signa! for
internalization by endocylosis and subsequent degra-
dation of plasma membrane proteins in the vacuole
[5-9].

The ubiquitin pathway consists of two distinct
steps, marking of the protein by attachment of ubig-
uitin and degradation of the tagged protein with re-
cveling of free ubiquitin. [n the first step different
groups of enzymies are involved : ubiquitin-activating
enzymes (1), which activate ubiguitin by forming a
thiol-ester intermediate with the C-terminus of ubig-
uitin, and ubiquitin-comjugating enzymes (E2), which
transfer activated ubiquitin from E1 to the target
protein bound o a ubiguitin-protein ligase (E3). [n
the sceond step free ubiquitin s refeased in the ter-

0378197797 1$17.00 Copyright & 1997 Tederution of Buropean Microbiotogical Sovietics. Published by Lilsevier Scicnee 11V,
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mina! stages of protein degradation by the action of
ubiquitin-protein hydrolases (£4) [4]. To cstablish if

the ubiquitin pathway is involved in endocylosis and
degradation of the maltose transporter we used B3
{6] and E4 [10] dcficient mutant strains. In these
strains we investigated the internalization step of en-
docylosis by measuring maltose transport with ra-
dioactive sugar and degradation of the transporter
with polyclonal antibodies. The results obtained

strongly -indicate that the ubiquitin pathway is in- -

volved in catabolite inactivation of the yeast maltose
{ransporter.

2. Materials and methods

n-(U-1C)Maltose and ECL chemiluminescence re-
agents were from Amersham International (Amei-
sham, UK). Goat antibodies anti-rabbit peroxidase
conjugate was from Biosource International (Cama-
tillo, CA).

The following strains were used: 23346¢c (MATa
NPII  wra3), 27038a (MATa npil wa3) [6],
MHY501 (MATx DOA4 his3-A200 leu2-3.112
ura3-52 lys2-801 trpl-1), MHY623 (MATo doad. :
LEUZ his3-A200 leu2-3 ura3-52 lys2-901 wpl-1) [10].
These strains were transformed with the multicopy
plasmid pRMI-I, which carries the MALI locus [11].
The transformed celis, which grew and transported
maltose at normal rates, were grown at 30°C in a
rotatory shaker (200 rpm) in a YNB minimal me-
dium with 2% maltose and in the presence of 3
ppm antimycin A. Cell growth was monitored by
measuring optical densities at 640 nm. To start in-
activation, cells were harvested during exponential
growth (about 0.7 mg dry weight per ml). washed
and suspended in three volumes of an ammonium-
free medium as described previously [3] in the pres-
ence of 2% glucese and 250 pg of tetracveline chlor-
hvdrate per ml to avoid bacterial contamination.
The suspension was incubaled at 30°C in a rotatory
shaker (200 rpm). Internalization by endocviosis of
the maltosc transporter was followed by meusuring
the deercase in the rate of maltose trunsport. Mal-
tose trunsport was deternuined using radioactive mal-
tose as described previousty [3]. Degradation of the
transporter was followed with polyclonal antibodices
using crude cellular extracts [2]. Samples containing,

20 pg protein were resobved by 10% SDS-PAGE and
the maltose transporter was visualized using FCL
chemiluminescence  delection.  Auntiserum  against
maltose transporter diluted 173000 in blocking bufTer
and goal anti-rabbit peroxidase conjugate diluted 1/
10000 were used as primary and sccondary antibod-
ics respectively. Protein was determined after precip-
itation with trichloroacetic acid using the mcthod of
Lowry et al. [12].

3. Results

3.4 Inactivation of the maliose transporter in an
ubiquitin-protein ligase deficient mutant

Two ubiquitin-protein ligases (E3 enzymes) have
so far been identified in yeast cells. One is Ubrlp,
which acts through the N-end rule pathway [13]. The
other is Npilp/RspSp which is similar to human E6-
AP [6]. To investigate if signaling with ubiquitin is
involved in endocytosis and degradation of the mal-
tose transporter we used a mutant strain deficient in
the Npil/Rsp5 ubiquitin-protein ligase. This enzyme
has been shown te be implicated in endocytosis and
degradation in the vacuole of two plasma membrane
proteins, the general amino acid permease [6] and
uracil permease [8]. A single and essential gene,
gene NPII/RSPS, codes for Npilp/RspSp S, cerevi-
siae and we used a viable npilfrsp3 strain which
shows reduced expression of NPII/RSP5 [6]. We
found that internalization of the transporter. moni-
tored by measuring the decrease in transport activity,
was substantially reduced in the mutant compared
with the isogenic wild-lype strain (Fig. 1A). While
in wild-type cells the calculated half-life was about
0.5 h, the value was about 1.8 h in npilfrsps mutant
cells. A similar difference between the mutant and
the wild-type strain became apparent when degrada-
tion was followed with antibodics (Fig. 1B). Also in
this case degradation was substantially reduced in
the mutant compared with the wild-type strain,

3.2 Inactivation of the maliose transporier in an
ubiguitin-protein hivdrolase deficienr nuniant

Operatton of the ubiquitin pathway requires recy-
cling ol ubiquitin. This function is crried out by
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Fig. 1. Inactivation of the mullose transporier in an ubiquitin-
protein ligase delicient mutant. Sirains 233e (NPHHRSPS (WTh
(O) and 27038 (upilfrspis)y (&), ransformed with the plismid
pRMI-1 carrying the MALZ locus. were harvested during expo-
nentiad groweh at 30°C, washed and suspeaded m three volumes
of the inactivating medium, Aler incubation at 30°C for the in-
dicated times. the cells were harvested and assayed Tor maliose
transport activity (A). Data are mean vilues of two CXpriments.
The results of the two esperiments differed by less than R
The maltose tansporter hand was detected by immunoblotting

aliguots of celular extracts obtained at the indicated limes (13
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Fig. 2. Inactivation of the maltose transporier in an ubiquitin-
protein hydrolase deficient mutant. Strains MHYS0L (NP2
DOA4 (WTY (O and MHY623 (npilldoad) (a). transformed
with plasmid pRA{I-] carrying the MALS locus. were treated as
in Fig. I. Al the indicated times cells were harvested and assayed
for maltose transport activity {A). Data are mean values of two
experiments, The results of the two experiments differed by less
than 10%. The maltese transporter band was detected by immu-
noblotting of cellular extracts obtained at the indicated times (B

ubiquitin C-terminal hydrolases (E4 enzymes) which
may also be implicated in other {unctions like proc-
essing of ubiquitin precursors and disassembling ot
the polyubiquitin chains linked to the protein sub-
strate during the degradative process [4]. Five B4
hydrolases. at feast, have been identified i S, cere-
visiae. Npi2p/Doadp is a member ol this Gomily ol
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deubiquitinating enzymes, and climination of this
enzyme from the cells results in a strong inhibition
of proteolysis of all tested ubiquitin-dependent sub-
strates [I0]. Using a disruption mutant of the NPL2/
POA4 gene [10] we found that internalization (Fig.
2A} as well as degradation of the mallose transporter
(Fig. 2B) in the mpi2/doad mutant strain were sub-
stantially reduced compared with the wild-type iso-
genic strain. From data of Fig. 2A a half-life value of
about 6 h could be calculated in mutant cells, where-
as the calculated value was about 0.8 h in wild-type
cells.

4. Discussion

The results show that two enzymes, at least, of the
ubiquitin pathway, Npil/Rsp3 ubiquitin-protein li-
gase and Npi2/Doad ubiquitin-protein hydrolase,
are required for normal catabolite inactivation of
the yeast maltose transporter. These facts suggest
that ubiquitin is implicated in proteolysis of this
transporier. The results also show that these two
enzymes act in an early stage of this proteolysis,
Le. in the internalization of the transporter. This
conclusion comes from the observation that the mal-
tose transporter remains active in the plasma mem-
brane, being internalized at a low rate, when activity
of any of these two enzymes decreased. The observed
differences in the effect of thesc two enzvimes could
be related with differences in their cellular expres-
sion. A reduced expression of the ubiquitin-ligase
takes place in the apil mutant cells [6] whereas no
expression at all takes place in the case of the ubig-
uitin-hydrolase [10]. The results are in agreement
with the postulated role of ubiquitin-protein ligases
facilitating transfer of activated ubiquitin 10 protein
substrates [4,6.8]. In addition, the results suggest a
role of the Npi2/Doad ubiquitin-hvdrolase in vacuo-
lar proteolysis not previously reported. Ubiquitin-hy-
drolases, in general, are involved in recycling of free
ubiquitin. In addition, distinct ublquitin-hydrolases
seem to serve different functions at difTerent slages
ol proteolysis: (i) cleaving of ubiguitin in carly
stages, during processing of polyubiquitin-chain pre-
cursors; (i) cleaving of ubiquitin from profein con-
Jugates in the middle stages of proteolysis. to reverse
the modilication of inappropriately targeted pro-

teins; (i) cleaving of ubiquitin in the late stuges,
during proteolysis of protein conjugates by the 268
proteasome [10]. In the case of Npi2/Doad hydro-
lase. the contribution to recycling of free ubiquitin
scems rather low [10] whercas this enzyme seems to
play an important role in late stages of proteclysis by
the proteasome, in disassembling multiubiguitin
chams on protein fragments still bound to the 265
proteasome [10). Our results indicate that, in addi-
tion, Npi2p/Doadp also plays an important role in
vacuolar proteolysis of the maltose transporter
although, in this case, its function occurs at an early
stage, in internalization of the protein. A possible
function of Npi2/Doa4 in degradation of this protein
in the vacuole is cleaving of ubiquitin during proc-
essing of the polyubiquitin chain precursors. This
processing occurs in carly stages of proteolysis, be-
fore signaling the target proteins with ubiquitin.
Therefore, a deficient processing of the Precursors
could affect signaling for internalization not only of
the maltose transporter but also of other plasma
membrane proteins. This possibility is supported by
the observation that Npi2p/Doadp is also required
for internalization of the general amino acid perme-
ase [14], another plasma membrane protein which is
degraded in the vacuole [6].

The results presented in this work support the
emerging view [5-9] that ubiquitin binding can func-
tion not only as a signal for proteolysis by the pro-
leasome, as accepted for many years, but also as a
signal that triggers endocytosis of plasma membrane
proteins for degradation in the vacuole.
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Monoubiquitination of the 12-transmembrane segment (12-TMS) yeast maltose transporter promated the
maximal internalization rate of this protein. This medification is similar to that of the 7-TMS a-factor receptor
but different from that of the 12.TMS uracil and general amino acid permeases. This result shows that binding
of ubiquitin-Lys63 chains is not required for maximal internalization of all 12-TMS-containing proteins.

Binding of ubiquitin (Ub) acts as a signal for at least two
different processes in Saccharomyces cerevisiae: for the degra-
dation of cytosolic proteins by the proteasome (3) and for the
internalization, for subsequent degradation, of plasma mem-
brane proteins in the vacuole (8). Ub binds through its C
terminus to a lysine residue found within target proteins by the
action of a cascade of enzymes: Ub-activating enzymes (E1),
Ub-conjugating enzymes (E2), and Ub-protein ligase enzymes
(E3) (10). Since Ub itself contains seven lysine residues within
its sequence, multi-Ub chains bound to proteins can be formed
by linking the C terminus of one Ub to a lysine within another
Ub. It has been proposed that the differences between the Ub
chains bound to cytosolic and plasma membrane proteins
could serve for recognition by their respective degradation
systems (7, 22, 23}.

In yeast cells, Ub chains linked through Lys29, 48, and -63
are present in vivo (1, 6, 11, 21}, and it is well established that
Ub-Lys48 chains are responsible for the recognition of cytoso-
lic proteins by the proteasome (6). In the case of plasma
membrane proteins, it has been shown that Ub-Lys63 chains
play a role in the internalization of the uracil (7) and of the
general amino acid permeases (22), two i2-transmembrane
segment (12-TMS) proteins. However, monoubiquitination is
sufficient for internalization of the a-factor receptor (23), a
7-TMS protein. It has been postulated that the different ubig-
uitination requirements for internalization of these two types
of plasma membrane proteins might be related to the differ-
ences in their size and the TMS number (23).

To test this hypothesis, we have examined the type of ubig-
uitination required for internalization of another 12.TMS pro-
tein, the maltose transporter. This transporter is internalized
and degraded in the vacuole during nitrogen starvation when a
fermentable carbon source is present (12, 14, 18). This process
requires the binding of Ub and the action of both Ub ligase
Npil/Rsp3 and Ub-protein hvdrolase Doad/Npi2 (13, 15). Free
Ub is present at low levels in eells lacking Doadp (10). For this
reason, internalization of plisma membrane proteins is sub-
stantially reduced in Adoad mutant cells (7, 13, 15, 22, 23).
Based on the fact that this phenotype can be complemented
with an overproduction of Ub (7, 22, 23), we investigated the
effect of overexpressing mutant Ubs carrying Lys—Arg muta-

= Corresponding author, Mailing addeess: lustituto de Tnvestigacio-
nes Biomédicns "Alberto Sols,” OSIC-UAM, Arturo Dupericr 4, 28029
Madrid, Spain. Phone: 33915854614, Fax: 34-91-5854587. F-mail:
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tions, which prevent the formation of various kinds of Ub
chains in Adea4 cells.

The following strains and plasmids were wsed: MHY501
(MATa DOA4 his3-A200 leu2-3,112 ura3-52 kys2-801 wrpl-1)
and its isogenic deoa4:LEUZ derivative, MHY623 (16);
RH268-1C (MATa end4 ura3 leu2 his4 barl-1) (17); pRM1-1, a
multicopy plasmid, which carries the MAL! locus (19); YEp96,
which contains a synthetic yeast Ub gene under the control of
the copper-inducible CUPI promoter (5); plasmids derived
from YEp96 that encode mutant Ubs, in which distinct lysines
(Lys29 [pUbKZ29R] [5), Lys48 [pUbK48R] [9], and Lys63
[pPUbK6E3R] [51), all three lysines (Lys29, -48, and -63
{pUbRRR] [5]), and all seven lysines (Lys6, -11, -27, -29, -33,
-48, and -63 [pUb-no-Lys] [23]) have been replaced by argi-
nine; and pLP2, also derived from YEp96, encoding a c-myc
epitope attached to the amino terminus of Ub (9). B

Yeast cells were grown in minimal medium with 2%
maltose as previously described’(13). Growth was followed by
measuring the optical density at 640 nm. To trigger endocyto-
sis, cells were harvested during early exponential growth
{about 0.5 mg [dry weight] per ml), washed, and suspended in
an ammonium-free medium containing 2% glucose as previ-
ously described (18). Endocytosis of the transporter was deter-
mined at different times of incubation by monitoring two steps.
internalization and degradation. Internalization was deter-
mined by following the decrease in the rate of transport activity
with radioactive maltose (18), and degradation was determined
by immunoblotting cellular extracts with antitransporter poly-
clonal antibodics (18). For anti-Ub immunoblot analysis, sam-
ples were suspended in Laemmli buffer, boiled for 5 min, and
resolved by using sodium dodecyl sulfate-15% polyacrylamide
gels in a Tricine system (20) before transfer to an Immobiton-P
membranc.

Overexpression of Ub partially restored endocytosis of the
maltase transporter in Doadp-deficient cells. Overexpression
of Ub was achicved by transforming with a multicopy plasmic
bearing the Ub gene under the control of the inducible CUPJ
promoter (5) and growing the cells in the presence of 0.1 mM
CuSQ,. We found that overexpression of Ub had no effect or.
the internabization (Fig. 1A) or the degradation of the maltose
transporter in wild-type cells (Fig. 1B). However, as previoush
reported (15), in Adoad mutant celis overexpression of Ut
substantially increased the rate of both processes (Fig. 1C and
13). Cantrol experiments performed in parallel (Fig. 2) dem-
onstrated overproduction of Ub in wild-type and mutant cell
as well as the availability of free Ub in the cells during the 5t
of the endocytosis caperiments (Fig. 1). The inability of Ut
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FIG. 1. Overexpression of wild-type Ub and of Ub mutants with mutations in
the lysine residues partially resiored endocytosis of the maltose transporier in
Doadp-deficient celis. MHY501 (wild type) (A and B) and MHY623 (Adoad)
celis (C and D) transformed with the plasmid pRM1-1 carrying the MALI locus
(®) or transformed with both pRM1-1 and YEp96 carrying the wild-type Ub
gene {O) or with pUbK29R (X)), pUbK48R (A), pUbK63R (9), pUbRRR (),
or pUb-no-Lys (<) were harvested during early exponential growth, washed, and
suspended in the endocytosis medium. After incubation at 30°C for the indicated
times, the cells were harvested and maitose transport activity was determined (A
and C). Data are mean values of two experiments, The resulis of the two
experiments differed by less than 10%. The maliose transporter was detected by
immunoblotting aliquots containing 30 pg of protein of cellular extracts obtained
at the indicated times (B and D).

overexpression to completely restore endocytosis is explained
by the multiple abnormalities observed in Doadp-deficient
cells which are not related to the lack of free Ub (16).
Overexpression of mutant Ubs with mutations in Lys29, -48,
and -63 restored endocytosis in Doadp-deficient cells. To de-
termine if any of the three Ub chains detected in vivo (1, 6, 11,
21} is involved in endocytosis of the transporter, the cells were
transformed with plasmids encoding Ub mutants carrying
Lys—Arg mutations in Lys29, 48, and -63. Overproduction of
these Ub mutants restored maltose transporter internalization
(Fig. 1C) and degradation (data not shown) in Adoa4 mutant
cells as efficiently as overproduction of wild-type Ub (Fig. 1C
and D). No such effect was observed in DOA4 wild-type cells
(Tig. 1A). These results suggest that Ub chains linked through
Lys29,-48, and -63 are not involved in the internalization of the
maltose transporter. This conclusion is supported by the fact
that internalization (Fig. 1C) and degradation of the trans-
porter (Fig. 1D} were also restored by overproduction of a
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FIG. 2. Overexpression of Ub in wild-type and Doadp-deficient cells.
MHY301 (wild type) 2nd MHY623 (Adoa4) cells transformed, when indicated,
with the plasmid YEp96 containing the yeast Ub gene were harvested during
exponential growth, washed, and suspended in the endocytosis medium, Ub was
detected by immunoblotiing aliquots containing 30 pg of protein of cellufar
extracts obtained at the indicated times.

triple Ub mutant carrying mutations in all three lysine resi-
dues.

Overexpression of a mutant Ub lacking all of its seven lysine
residues also restored endocytosis in Doadp-deficient cells. Ub
chains linked through Lys6 and -11 have been observed in vitro
(2). A role of these chains in vivo might be possible since they
are able to bind to subunit 55 of the human 26S proteasome
with affinitics comparable to chains linked through Lys48 (2).
To investigate if these Ub chains or Ub chains linked through
Lys27 or -33 are involved in endocytosis of the maltose trans-
porter, a plasmid encoding a mutant Ub lacking all of its seven
lysine residues (Ub-no-Lys) was used. Overexpression of this
mutant Ub had no effect in DOA4 wild-type cells (Fig. 1A and
B). whereas in Adoa4 mutant cells it restored internalization
(Fig. 1C) and degradation of the transporter (Fig. 1D) as
efficiently as overexpression of wild-type Ub (Fig. 1C and D).
This demonstrated that endocytosis of the transporter did not
require binding of any type of Ub chains and suggested that
binding of a single Ub molecule to one or more lysine residues
within the transporter served as an internalization signal.

In order to detect binding of Ub to the maltose transporter,
a temperature-sensitive end4 mutant strain (17) was used.
End4p-deficient celis show a slow down in internalization and
degradation of the transporter at 35°C (18), and therefore,
enhanced levels of putative ubiquitinated species of the mal-
tose transporter could be present in these cells. The mutant
strain was transformed with a multicopy plasmid encoding a
c-nyc-tagged Ub allele (9). As in previous work (7, 9, 15), this
tagged Ub allele was used to increase the differences in size
between the ubiquitinated species. As in similar experiments
performed with End3p-deficient cells (15), a band 7 to 9 kDa
greater than the one corresponding to the transporier ap-
peared in the immunoblots of samples collected 1 h after the
transfer of the cells to 35°C under endocytosis conditions (data
not shown). The appearance of this band, which was not ob-
served in cells growing exponentially at 24°C or in cells har-
vested immediately after suspension in the endocytosis me-
dium, was consistent with the presence of a monoubiquitinated
form of the transporter in end4 cells. It should Le noted that
this form of the transporter did not appear in Adoad cells (data
not shown) in which free Ul was not available.

The results herein indicate that monoubiquitination, i.c.,
binding of a single Ub molecule to one or more lysine residues
of thc maltose transporter, signals maximal internalization of
this protein and support the view that monoubiquitination is
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the basic unit for triggering internalization of plasma mem-
brane proteins. In some cases, i.c., the maltose transportcr
(this work) and the a-factor receptor {23), this basic unit is
sufficient for promoting a maximal internalization rate,
whereas in other cascs, i.e., the uracil permease (7) and the
general amino acid permease (22), maximal internalization
requircs additional binding of Ub-Lys63 chains. It has been
speculated that this additional requirement of the permeases
could be related to their high TMS number and sizes (12-TMS
and about 72 and 66 kDa, respectively). Compared with the
a-factor receptor (7-TMS and about 48 kDa}, the permeases
could, for steric reasons, require longer Ub chains to interact
with the endocytic machinery or merely to provide more bind-
ing sites for a putative interacting protein (23). However, this
possibility is unlikely as the maximal internalization rate of the
maltose transporter (a 12-TMS protein of about 68 kDa) did
not show this additional requirement.

Formation of specific Ub-Ub linkages is thought to be a
property of Ub-protein ligases (E3) in association with Ub-
conjugating enzymes (E2) (2, 10, 11). It has been shown that a
complex formed by Ufddp (E3) and Ubcdp and Ubcsp (E2)
plays a role in the binding of Ub-Lys29 to certain proteins (11)
and also that a complex formed by Ubrplp (E3) and Rad6p
(E2) plays a role in the binding of Ub-Lys48 chains to sub-
strates of the N-end rule (4). In the case of Ub-Lys63 chains, it
has been speculated that their binding to plasma membrane
proteins could be a result of the action of Npilp (E3} in
association with E2 enzymes not yet identified (7, 22). This was
based on the observation that internalization of the uracil and
the general amino acid permeases, which is stimulated by bind-
ing of Ub-Lys63 chains, requires Npilp. However, the fact that
internalization of the maltose transporter, which is not stimu-
lated by binding of Ub-Lys63 chains, also requires this E3
enzyme (13, 15) seems to rule out this possibility.

In conclusion, the results presented in this paper indicate
that monoubiquitination is sufficient to promote a maximal
internalization rate of the 12-TMS maltose transporter. This
modification is similar to that required for the 7-TMS a-factor
but different from that required for the 12-TMS uracil and
general amino acid permeases. This indicates that monoubiq-
uitination is not specific for the 7-TMS proteins and that bind-
ing of Ub-Lys63 chains is not a general requirement for the
maximal internalization rate of the 12-TMS proteins.
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Catabolite nactivation of the maltose transporter in
nitrogen-starved yeast could be due to the stimulation of general
protein turnover
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Abstract

Addition of glucose to Saccharonivees cerevisiae inactivates the maltose transporter, The general consensus is that this
inactivation, called catabolite inactivation, is one of the control mechanisms developed by this organism to use glucose
preferentially whenever it is available. Using nitrogen-starved eefls (resting cells). it has been shown that gluccze triggers
endocytosis and degradation of the transporter in the vacuole. We now show that maliose itself triggers inactivation and
degradation of its own transporter as efficiently as glucose. This fact, and the observation that glucose inactivates a variety of
plasma membrane proteins including glucose transporters themselves, suggests that catabolite inactivation of the maltose
transporter in nitrogen-starved cells is not a contrel mechanism specifically directed to ensure a preferential use of glucose. It is
proposed that, in this metabelic condition, inactivation of the maltose transporter might be due to the stimulation of the
general protein turnover that follows nitrogen starvation. © 1998 Federation of European Microbiological Societies. Pub-
tished by Elsevier Science B.V. Al rights reserved.

Kevwords: Multose transporter: Catabolite nactivation: Protein wrnover: Saecharomyees corevisiae

1. [ntroduction This event requires actin microfilaments [3] and ubig-

uitin probably as an endocytic marker [3.6). In addi-

The addition of glucose o yeast cells using other
sugars in 1he presence (growing cellsy or in the ab-
sence (resting cells) of o nitrogen source inhibits up-
take of these sugars by inactivating their trinsporters
[1=-3]. Using resting cells, 1t has been shown that this
imactivation, called catabolite inactivation, is due to
proteotysis of the transporters [4] that occurs in the
vacuole after internalisution by endocylosis I 3]

. Corresponding author: Tel: +34 (91) 5854614
Fax: +34 (91 38545870 L-mail: rlagunaséaiibaasm.es

tion, in the cuse of the maltose (ransporter a phos-
phorylation has been detected. the role of which is
still unknown [2]. This phosphorvlation appears 1o
be independent of the cAMP-dependent protein kin-
ase [7].

1 3s believed that the inactivation of sugar trans-
porters by glucose is one of the control mechanisms
developed by yeast to ensure g preferential use of
glucose whenever this sugar s available in the
growth medium. This implies that the mactivation

5, o some extend, specilic for non-glocose sugar

Q37R-109TF98 LS 1900 w0 1995 Federation of European Microbiological Socictios, Published by Elsevier Scicnee BV, Al ialits reserved.
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transporters. Flowever, the evidence obtained with 2. Malcrials and methods
nitrogen-starved cells shows (hai glucose inactivates,
by a similar endocytic mechanism, all plasma mem- Strains ATCC 42407 (MATu sue™ MAL GALY
brane proleins so far lested, i.e. the uracil [8} und K and X106 3D (MATa GalS0 his! wra3) [13) were
9 permeases, the H'-ATPase [10] and all sugar used. The cells were grown acrobically at 30°C in a
transporters {1 3] including some of the glucose rolary shaker (200 rpm) in a medium containing 2%,
transporters themsclves. This latter conclusion is in- peplone, 1% yeast cxtract and 2% maltose. Cell
ferred from the irreversible decrease in glucose trans- growth was monitored by measuring optical densities
port which is observed upon addition of glucose 1o al 640 nm. To start the inactivation, cells were har-
nitrogen-starved cells [11,12] which requires endocy- vested during exponential growth (about 0.7 myg dry
tosis [9]. weight per mi), washed and resuspended in 3 vol-
In this work we investigated if catabolite inactiva- umes of an ammonium-free medium as described
tion of the maltose transporter was specifically sup- previously [I12] in the presence of a 2% carbon
ported by glucose and if other sugars were able (o source, as indicated in each experiment, and 500 mg
support the inactivation with a similar efficiency. We of tetracycline chlorohydrate per litre was added 1o
measured transport activity with radioactive maltose avoid bacterial contamination. The suspension wus
and degradation of the transporter with polyclonal incubated at 30°C in a rotary shaker (200 rpm). Mal-
antibodies. We found that maltose itself triggered tose transport was determined using radioactive mai-
inactivation of its own transporter as efficiently as tose as described previousty [1]. Degradation of the
glucose. This result and the observation that glucose transporter was followed with polyclonal antibodies
inactivates a variety of plasma membrane proteins, using crude cellular extracts. Samples containing
including glucose transporters themselves. strongly 20 pg protein were resolved by 10% SDS-PAGE
indicate that in resting cells catabolite inactivation and the maltose transporter visualised using ECL
of the maltose transporter is not a control mecha- chemiluminescence detection as previously described
nism specifically directed to ensure a preferential use [5]. Fermentation and respiration were measured at
of glucose. Rather, it is proposed that in these cells 30°C by a conventional manometric method as de-
inactivation of sugar transporters. as well as inacti- scribed previously [11]. Sampling of the cells and
vation of other plasma membrane proteins. might be determination of ATP was performed as described
due to the stimulation of general protein turnover previously [11}.

that follows nitrogen starvation.

Table |
Fermentation and respinution rate during the imactivation
Inactivation period (h) Strain ATCC 42407 Strain X106-3D

Fermentationt Respiration! Fermentation® Respiration!!

Glucose Multose Griucose Maliose Glucose Galactose Glucose Galactose
(3.3 24 ] 1.0 1.1 20 i2 LU 0.42
1.4 an 16 0.95 1.1 20 12 0.49 048
1.5 19 12 .0 1.2 19 11 049 045
24 17 Y 1.1 1.2 18 10 0.50 043

I 18 10 0.50 (h45

3.5 16 7 1.0

"Strair ATCC 42407 was grown, washed and diluted in an inactivarion medium containing glucose or maltose and cveloheximide as in Fig.
3B

"Strain X107-31) was grown, washed and diluted o an mactivation mediwm contining salictose as in Fig, 1€

"EBermentation rate was caleulated considering that | mal of hexose fermented produced 2 mol of €O,

YRespiration mie was ealeulated considering that 1 mal of hiexose respired consumed 6 mal of (o 2%

Results are fn nmmol hexose g protein " h ' Dita are mean values of wo experiments, The eesults of the two experiments differed by less
than 1irv.
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Transport activity fmmol g protein! n*1)

! i I L 1 " 1 1 I 2

2 4 6 0 2 4
Time (h)

Fig. 1. Inactivation of the maltose transporter in the presence of several carbon sources. A B: Strain ATCC 42407 (wild-type) was har-
vested during exponential growth on maltose and diluted three times. with respect to the growth volume. in an inactivation medium con-
taining % glucose (). fructose (O), mannose (O}, galactose {a ). mallose { ¥ ), ethanol (W), or withaut carbon seurce (%) in the absence
{A} or in the presence (B) of 10 ug mi™! cycloheximide. C: Strain X106-3D (GALS0) was harvested and treated as above in the absence
of cycloheximide. Aflier incubation at 30°C for the indicated times the cells were harvested. washed and assayed for maltose transport ac-
tivitv. Data are mean values of two experiments. The results of the two experiments ditfered by less than 10%.

3. Results

3.1 Inactivarion of the maltose transporter in the
presence of different carbon sources

The maltose transporter 1s inducible by maltose
{14]. To test the eflect of different carbon sources
on its activity, cells were grown with maltose, col-
lected during exponential growth and resuspended in
a medium without a carbon and nitrogen source [12].
Addition of glucose. fructose or mannose to this me-
dium triggered the macuvation of the transporter al

a constant rate with a hall-life for the transporter of

about | I (Fig. TA)Y. When, instead of these hexoses,
galactose wis added. a delay of about 2 hin the start
of the inacuvation was observed. Therealter inacti-
viation took place at a rate which indicated a half-hfe
for the transporter of about 2 h (Fig. 1A). In agree-
ment with previous findings [2,4] a much lower rate
of inactivation, hall=life > 10 h, was observed in the
presence of cthanol or m the absence of an external
carbon source (g, 1A

Maltose-grown cells constitutively use glucose.
fructose and mannose, the three sugars transported
by the glucose transport system [14]. However, uti-
tisationn of galactose requires an adaptation period
because catabolism of this sugar requires induction
by galactose of several proteins {14]. Therefore the
delay in the inactivation of the transporter observed
in the presence of galactose (Fig. LA) could have
been due to this requirement. If this possibility is
correct three predictions should be met: (i) in the
experimental conditions used. te. in the absence of
an external mtrogen source and in the presence of
galactose, some induction of the galactose catabo-
hsm would take place from the internal stock of
amino acids. (i) Cycloheximide would inhibit this
induction and. consequently, would prevent the in-
activittionr by galactose. This would not be the case
for the inactivation by glucose. (i} A mutant con-
stitutively active for galactose catabolism would not
show a delay in the start of inactivation. The results
obliined met all these predictions, During the {irst
34 b oof nitrogen starvation in the presence of gal-
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1.0 4

o
(D) Respiration, (4} Fermentation
immol galactose g protein-1 h-1)

(o) Transport activity {mmol g protein-1 h-1)

Time (n)

Fig. 2. Induction of transport, fermentation and respiration of
galactose under inactivating conditions. Strain ATCC 42407 was
harvested during exponential growth on maliose. washed and di-
luted in three volumes of the inactivation medium in the presence
of 2% galactose in the absence (open symbots). or in the presence
of 10 ug ml™' cycloheximide {closed symbols). Afier incubation
at 30°C for the indicated times transport (circles). fermentation
{wianglesy and respiration (squarest of galactose were measured.

Table 2

actose, an induction of transport, fermentation and
respiration of galactose was detected (Fig, 2). The
addition of cycloheximide blocked this induction
(Fig. 2) as well as the capacity of galactose to trigger
the maltose transporter inactivation (Fig. 1B). IFi-
nally the delay in the start of inactivation disap-
peared with a constitutive galactose metabolism
(Fig. 1C). These results show that galaclose is able
to inactivate the maltose transporter although at a
lower rate than that seen with the other hexoses
lested.

The addition of maltose to nitrogen-starved cells
also inactivated the maltose transporter and the rate
of inactivation was lower than that observed with
glucose (Fig. 1A). However, in the presence of mal-
tose, two processes may have been taking place dur-
ing the inactivation experiments: induction of the
maltose transporter, synthesised from the internal
stock of amino acids, and inactivation of the existing
transporter triggered by the removal of the nitrogen
source. The simultaneous occurrence of these two
opposite processes would result in an apparent de-
crease in the rate of inactivation. To measure the
actual rate of inactivation we added cycloheximide
to inhibit induction of the transporter. In the pres-
ence of the inhibitor, maliose and glucose inactivated
the transporter at a similar rate (Fig. IB) showing
that the two sugars were equally efficient in support-
ing the inactivation.

Cellular concentration of ATP and theoretical vate of ATP production in catabolism during the mactivation

[nactivation period (h) Strain ATCC 42407

Strain X106-3D

S
ATP concentrition

ATP production®

ATP concentration” ATP prodection”

(bl (mmaol ¢ (mM) (mmol ¢ protein ' 1™
protein™! W'y
Glucose Maltose Ethanol Glucose Madtose  Glucose  Galactose Glucose  Galactose
0s 1.2 1.1 1.1 72 Eu| 1.1 1 A2 A
10 ND ND N1y 6} 5K ND NI b R
1.5 1.2 1.2 1.0 62 33 1.1 1.2 0 i
2.0 ND NI NI [§i¢} 47 NI NID 4¥ AN

2.5 1.2 1.2 1.1 a0

el were grown o treated as o Table 1.

FCCllular AT concentration was determined as deseribed i Section 2

experiments differed by less than 1070 NI, not deteomined,

40 1.1 1.2 48

CAata are mean vadues of two experniments. The resulis ol the two

“Ehe rate of AT production wis caleulated from duta on fermentation and respivation (Table 13 assannng that 2 mol of ATE are gaised in

the fermentation of 1ol of hexose and i constant PO vatio of 2 o the respirnory chidn, With this assumption 24 mol ATE would be

watined in the respiration of 1 mod of hexose.
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i~
(P%)

Transporter content (relative values)

Glucose

Galactose

6

0 2 4 6

Time (h)

Maltose o &6 &5-

e
oA

Ethano! & vl

P K

Fig. 3. Degradation of the maltose transportes in the presence of differemt carbon sources. A: Strain X106-3D (GALS() was harvested
during exponential growth, washed and diluted in three volumes of the nactivation medimm containing 2% glucose (O) or galactose {a ).
B: Strain ATCC 42407 was harvested and difuted as above in the inactivation medivm containing 2% maliose {A) or ethanol (M) and
10 pg ml™! eveloheximide. After incubation at 30°C for the indicated umes the maltose transporter wus detected by immunoblotting of

cellular extracts,

3.2, Degradation of the maltose transporier in the
preseice of different carbon sources

Catabolite mactivation of the maltose transporter
in resting cells s duc to endocytosis [ollowed by
degradation ol the transporter in the vacuole [1.2].
[n some strains, superimposed on this irreversible
inactivation, there 1s an inhibition of the transport
activity which is not due 1o degradation ol the trans-
porter and the nature of which is unknown {2]. To
investigate if in our experiments inactivation was fol-
lowed by degradation, an estimation of the cellular
content ot the transporter was performed using poly-
clomat antibodics. The results obtained yiclded halt-
life values for the transporter similar o those caleu-

lated from transport experiments, i.e. about | h in
the presence of glucose or maltose and 2 and > 10 h,
respectivelv. in the presence of galaciose or ethanol
(Fig. 3). We conclude, therelore, that in our experi-
ments inactivation was followed by degradation of
the transporter.

330 Corrclotion benween the rate of inactivation aid

energy catabaolisim

The results shown above indicate that the abiity
of the encrgy sources 10 support inactivation in-
creased in the following order: ethanol < galacto-
s¢ <2 maltose = glucose = ructose = mannose. This or-

der paradiels the rates at which (hese substrates are
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fermented by yeast cells [15]. Therefore one possibil-
ity is that the rate of fermentation determines the
rate of inactivation, The results ruled out this possi-
bility because we found that fermentation of sugars
progressively decreased during a period in which the
ratc of inactivation was constant (Table 1). Particu-
larly relevant is the fact thal a constant hall-life for
the transporter was observed (Fig. 1B) when the fer-
mentation rate of mallose was decreased by more
than 70% (Table 1). [t should be noted that the ob-
served decline in fermentation is consistent with pre-
vious findings and has been ascribed to the decline in
sugar uptake occurring upon nitrogen starvation
{11].

It is well known that several steps of degradation
of plasma membrane proteins in the vacuole, such as
binding of ubiquitin and traflic and fusion of endo-
cytic vesicles require energy. Therefore, another pos-
sibility is that the ATP concentration in the cells
determines the rate of inactivation. The results ob-
tained ruled out this possibility since the intracellular
concentration of ATP was similar with all energy
sources tested (Table 2). Alternatively, the rate of
inactivation might depend on the rate of ATP pro-
duction in catabolism. To check this possibility the
theoretical rate of ATP production was calculated
(Table 2) from data of fermentation and respiration
of sugars (Table 1). Neither in this case a correlation
with the rate of inactivation was apparent and par-
ticularly relevant is the fact that a constant rate of
inactivation was detected in the presence of maltose
(Fig. 1B). when the theoretical rate of ATP produc-
tion decreased by more than 40% (Table ?). In spite
of these facts. the possibility that energy metabolism
determines the rate of inactivation cannot be ruled
out. In the calculations of Table 2, a constant P:O
ratio of 2 in respiration was assumed but this as-
sumption may be mcorrect since the efficiency of
the respiratory chain in vivo is unknown and there
is evidence mdicating that it may greatly change de-
pending on a number of [actors [L6].

4. Discussion
Yeast cells use glucose preferentially to any other

carbon source whenever this sugar s available in a
growth medium. It is well established that this pref-

cremtial growth is ensured by three control mecha-
nisms triggered by glucose: induction of glucose
transporters [17], repression [18] and inactivation of
several proteins specifically required for catabolism
of other substrates [19]. The general view is that
sugar transporiers other than glucose transporters
belong to the group of proteins which, in growing
cells, are specifically inactivated to favour the use of
glucose. In this work we analysed if, in resting cells,
inactivation of the maltose transporter may also play
this role. Accurnulated evidence indicates that it does
not. Two facts support this conclusion: {i) in nitro-
gen-starved cells inactivation of the maltose trans-
porter is triggered even in the absence of glucose
by sugars which, like maltose, may support the in-
activation as cfficiently as glucose (this work). (ii} In
these cells, glucose inactivates all plasma membrane
proteins so far tested [1-3,8-10]. even those proteins
which like glucose transporters are directly impli-
cated in glucose utilisation {9,11,12]. It is known
that catabolite inactivation of sugar transporters
and of other plasma membrane proleins in resting
cells is due to degradation of these proteins in the
vacuole {1-3,8]. It is also known that nitrogen star-
vation is the most influencing factor among the vari-
ety of factors which stimulate protein degradation
[20,21]. Therefore, the inactivation of sugar trans-
porters as well as of other plasma membrane pro-
teins observed in resting cells might be due, not to a
control mechanism specifically direcied to ensure a
preferential use of glucose, but to the stimulation of
the general protein turnover that follows nitrogen
starvation and that supplies the amino acids required
for the stress response [22].

Degradation of plasma membrane proteins is a
very complex process which includes binding of
ubiquitin [3.6]. interaction with cyloskeleton ele-
ments and other cytoplasmic proteins [5], formation
of primary and secondary endosomes as well as traf-
fic and fusion of endosomes with the vacuole [1-3.8].
The fact that most of these steps require energy
easily explains why inactivation of the maltose trans-
porter is stimulated by the presence ol an cnergy
source. However, the reason why the rate of inacti-
vation changes depending on the coergy source
present s not clear. Neither 1o is clear why other
cellular processes requiring enerey also chanpe de-
pending on the ¢nergy source. For instance, growth
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rate and growth yicld arc two cellular processes
which, as inactivation of the mallosc transporter,
change with the energy source present in the medium
{for a review sce [23]). In the case of Lhese processes,
as in the case of inactivation, an apparent corrclation
with the cellular ATP concentration or the calculated
ATP production in catabolism 1s not apparent. In
spite of this, the general idea is that yeast growth
rate and growth yield are dependent on the rate
and amount of ATP produced by catabolism {23].
A similar dependence may also be envisaged in the
case of the maltose transporter inactivation but a
demonstration of this possibility is difficult at present
because, although our knowledge on the control an
energy efficiency of the respiratory chain has greatly
increased in recent years, the question of ATP pro-
duction by yeast cells in vivo remains unsolved [16).

In conclusion, the available evidence suggests that
the so-called catabolite inactivation of the maltose
transporter in nitrogen-starved cells is not a control
mechanisms specifically directed to ensure a prefer-
ential use of glucose but a consequence of the stim-
ulation of general protein turnover that follows ni-
trogen starvation. As far as growing cells are
concerned, it should be emphasised that the inacti-
vation of sugar transporters has been almost exclu-
stvely investigated in resting cells and that a re-ex-
amination of its role and mechanism in growing
conditions could be worthwhile.
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The maltose transporter in Saccharomyces cerevisiae is degraded in the vacuole after internalization by
endocytosis upon nitrogen starvation in the presence of a fermentable substrate. This degradation, known as
catabolite inactivation, is inhibited by the presence of moderate concentrations (2 to 6%, vol/vol) of ethanol. We
have investigated the mechanism of this inactivation and have found that it is due to the inhibition of the
internalization of the transporter by endocytesis. The results also indicate that this inhibition is due to
alterations produced by ethanol in the organization of the plasma membrane which also affects to endocytosis
of other plasma membrane proteins. Apparently, endocytosis is particularly sensitive to these alterations
compared with ether processes occurring at the plasma membrane.

The yeast maltose transporter is an intrinsic plasma mem-
brane protein which is inactivated during nitrogen starvation in
the presence of a fermentable substrate (2). This inactivation,
known as catabolite inactivation, is due to a proteolysis of the
transporter (22) that occurs in the vacuole after its internal-
ization by endocytosis (24, 28). Endocytosis of the maltose
transporter requires the ubiquitin pathway (23) and is partially
dependent on actin microfilaments and independent of micro-
tubules {27). During the studies on the role of the cytoskeleton
in endocytosis of the maltose transporter, we used cytochalasin
D to inhibit the formation of actin microfilaments (26). This
inhibitor is insoluble in water, and we found that addition of
moderate concentrations (2 to 6%, volivol) of the solvent,
ethanol, to the cell suspension inhibited inactivation of the
transporter. This observation seems most interesting, since
ethanol may be present at high concentrations in normal yeast
environments,

Sugars are the major carbon and energy source in yeast
natural habitats as well as in industrial fermentations, and
ethanol is the major product of sugar catabolism in this organ-
ism (18). As a consequence, ethanol may accumulate in yeast
environments at concentrations which affect essential cellular
functions, giving risc to toxic effects (for a review, sec reference
14). However, compared with other eukaryotcs, Saccharomyces
spp. appears to be the most alcohol-resistant organism since it
is able to grow in the presence of 8 to 12% (vol/vol) cthanol
and to survive exposure to up to 15% (volivol) (14). This high
ethanot resistance contrasts with the observed strong cffect of
cthanol on a relevant physiological process like sugar transport
inacrivation.

In this work, we have investigated the mechanism of the
inhibition by cthanol of the catabolite inactivation of the ycast
maltose transporter. It is shown that cthanol inhibits the firse
step of this inactivation, i.c., imernalization of the transporter
by endocytosis. This conclusion is based on two observations:
the stabilization of the transport activity in the presence of
cthanol and the permanence of the transporter at the plasma
membrane. The results also indicate that the inhibition is due
to changes occurring in the structure of the plasma membrane.

* Corresponding author, Mailing address: Instituto de lavestigacio-
nes Biomdédicas, CS1C, Artaro Duperier 4, 28029-Mudrid, Spain. Mhone:
34-1-38540614. Fax: 34-1-5854587. E-mail: REagunas@ebiomed.iib.uim
.Cs.
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which also affect the endocytosis of other proteins. Apparently,
endocylosis is particularly sensitive to these changes compared
with other processes occurring at the plasma membrane.

MATERIALS AND METHODS

Reagents. o-[U-*C]maltose, p-[U-**C]galactose, p-{U-"*C]glucase, L-[U-"*C]
citrultine, and enhanrced chemoluminiscence reagents were from Amersham
International (Little Chalfont, United Kingdom). Enzymes and metabolites were
from Sigma {St. Louis, Mo.}. The goat Anti-rabbit antibody-peroxidase conju-
gate was from Biosource Internatienal {Camarillo, Calif.). All other reagents
were of analytical grade.

Yeast strains. The following yeast strains were used: WCG4a (MATa Fhis3-
14,15 tew2-3,112 ura3-A GAL™ mal Can®) (11), SDBY 1869 (MATa his4-619 mal
ACTI TUB2) (25}, ATCC 42407 (MATa suc GAL MAL), and 23346¢c (MATa
ural) (10). Strains WCG4a and SDBY 1869 were transformed with the multicopy
plasmid pRM1-1, which carrics the MALJ locus (31}, The transformed cells grew
and transported maltose at rates the same as those of mal™ wild-type strains.

Growth conditions. In experiments on maltose or galactose transporter inac-
tivation. the cells were grown at 30°C in medium containing 2% peptone, 1%
veast extract, and 29 maltosc or galactose in a rotatory shaker (200 rpm). When
maliose was used, 3 ppm of antimycin A was added to the growth medium w
inhibit respiration and therefore (o favor plasmid expression by forcing the cells
o ferment maltose. In experiments with the general amino acid permease. the
cells were grown in yeast nitrogen base (YNB) minimal medium (pH 6.0) with 22
ug of uracil per ml and with 2% glucose and 0.1% preline as the catbon and
nitragen source, respectivety (10}, Cell growth was monitored by measuring the
optical densigy at 640 nm,

Subeelular Eractionation in continueus sucrose gradient. Celiular homage-
nite corresponding o 2.5 g ool yeast (dry weight) was obtained as described
previousiy (37). Crude extract is the supernatant obtained by centrifugation of
1he homogenate for 1 min at 700 X g. The seluble raction and crude membranc
fraction were, respectively, the supematant ard the pellet oblained by cemrifu-
gation of the crude extract for 20 min at 20,000 % ¢ The crude membrane
fraction. suspended in 5 ml of 20% glyceral-10 mM Tricine-Tris (pH 7.5)3-40.1
mM EDTA-L T mM dithiothreitol-1 mM phenylmethylsufonyl Auoride (PMSF),
wirs applicd 1o a continuous sucrose pradicnl. To prepare the gradient. 10-ml
volumes cach o 6k 40, and 20%. (wifvol) sucrose, dissolved in the bufier de-
seribed above exeept Tor the absence of glycerol and PMSE, were layered ina
tube of the SW28 rator (Beckmany and allowed 3 b for diffusion ar room
temperaure, Adler application of the sample, the gradient was centriluged tor
1o e 00¢ rpm. Fractions (2 ml) were collected and used to measure the
sucrose and protein cantent and the activity of the marker enzymes.

'Lessa membrane purification and Western blotting. The plasma membrane
wits purilicd by application of 1he crede membrane fraction, ebtained from Litg
(dhry weight} of yeast, to o discontinuous sucrose gradient. The gradicat was
prepared by layering 08 il of 335% (wivol) and 1.0 ml of 43.5% (wiaol)
sucrose 0 tube of the SWoel cotar (Beckman)., After centrifugation for 3 hat
S5.000 rpm, the peller and the twa baads appeared, respeetively, at the water/
H3.A7% sucrose and the 433%/53.5% sucrose interphases and were diluted with
3 votumes ol cold waler. Afier centrilugation for 30 min at 404K rpm in o SUE
rotar (Beckmzn), the pellets were suspended in 1.5 ml ol 2004 glycerol-10 mMg
Tricioe-Tris (pd 7.5 M EIYTA 0L1—mM dithigtheeitol and 1 mM PMSHE
The maltose transparter aod the plaisma membrane ATTase were detected in



3832 LUCERGO LT AL

samples ol these suspensions that were resalved, by sadium dadecyl sailate-paly-
acrylamidde gel clectrophaoresis SDS-PAGL (W0 and 8%, polyacavlamide, respee-
tively) (22), with antiserum against the maltoxe transporier or against A'TPase
dijuted 13N and 1/15,00H), respeetively, and goat anti-rubbit peroxiduse con-
jugate diluted 1710000 in blocking buffer as the primary and secondury atibod-
s,

Effect of aleohols oo inactivation of the maltose and galactose (ransporters.
Cells were harvested during exponential growil with maltose or gatactose (about
0.7 mg [dry weight[/ml), washed, and suspended in 3 volumes of an ammoniun:-
free medium as deseribed previously (2), with 2% glucose and 250 pp of tetry-
cycline hydrochloride per mi o avaid bacterial contamination and in the absence
or presence of alcohols at the indicated conceniritions, After incubation at 30°C
in a rotatory shuker (200 rpm) for the indicated limes, inactivation was moni-
tored hy measuring the activity of the transporlers by using their labeled sub-
strates (4, 28). The cells were harvested, washed, and suspended o a cellular
density of 40 mg (dry weight) of yeast/ml in 0.1 M tartaric acid adjusted to pH 4.2
with Tris in the casc of the maltose transporier or 50 mM KHPO, (pH 6.0} in
the casc of the galactase transporter. Aliquots of 50 pd, containing 2 mg (dry
weight) of yeast, were added to 5 1 of 45 mM labeled maltose or galactose (.5
wCifumol), respectively, and incubated at 20°C for 15 s. Sugar uptake was
stopped by the addition of 10 ml of chilled water, After rapid filtration, the celis
and filters were washed with 10 mi of chilled water and immediately submerged
in liquid scintitlation cocktail, and the radioazctivity was counted.

Effect of ethanol on inactivation of the general 2mino acid permease. Samplcs
(15 ml) of cell cultures growing exponentially on minimal proline medium (10)
(about 1.15 mg {dry weight]/ml} were put into prewarmed vessels containing 0.15
mi of 1 M (NH,),50, and ethanol as required for the indicated finaf concen-
trations. After incubation for the indicated times at 30°C. Lcitrulline uptake was
measured essentially as previously described (10). Samples (1 ml) of cells were
placed inio prewarmed rotating flasks containing 10 pl of 10 mM L-[U-"*CJcitrul-
ling {2 wCifumol). After incubation at 30°C for 1 min. citrulline uptake was
stopped by the addition of 10 ml of chilled water. After rapid filtration, the cells
and the filter were washed with 10 ml of chilled water and the radioactivity was
counted.

Effect of ethanol on H*-ATPase activity. Cells growing exponentially with
maliese were harvested, washed. and suspended in 4% glucose 10 a cellular
density of about 4 myg (dry weight)/ml. After incubation for 10 min at 30°C, the
cells were rapidly harvested by filtration, frozen in liquid nitrogen, and stored at
—70°C until aralyzed. This treatment with glucese was performed to activate the
H™-ATPase (35). Aliquots of crude membrane preparations, corresponding to 5
to 50 mU of ATPase, werce added to the assay buffer. as described previously
{37). in the absence or in the presence of the indicated concentrations of cthanol.
After incubation at 30°C for 10 min, the reaction was started by the addition of
2 mM ATP.

Effect of ethanol on the activity of the sugar transporters. Cells growing
exponentially on galactose, glucose, or maliose were harvested, washed, and
suspended to a celiular density of 40 mg (dry weighi} of veast/ml in 50 mM
E-HPO, (pH 6.0} for glucose and galactose transport medsurements or in 0.1 M
tartaric acid, adjusted to pId 4.2 with Tris, for maltose transport measuremnents,
in the absence or presence of ethanol at the indicated concentrations. Aliquots
of 30 pl. containing 2 mg (dry weight} of yeast, were added to 5 ul of 45 mM
lubeled galactose, glucose, or maltose (15 nCifumol}. After incubation for 15 s
at 20°C, sugar uptake was stopped by the addition of 10 ml of chilled water, After
rapid filiration. the cells and the filters were washed with 10 ml of chilled water
and the radicactivity was counted.

Effect of ethanol on fermentation. Fermentation was nteasured manometri-
cally a1 30°C by i conventional method {43). Samples (1.5 mib) of cells, containing
ubout 1.3 my (dry weight) suspended in the inactivation medium with 2% stucose
mn the ahsence and presence of ethanol at the indicated concentrations, were
placed in Warburg vessels and incubated a 30°C, CO L formation was monilored
far 4 I,

LEffect of ethanol va the cellular content of ATE. Cells were harvesied during
exponeniial growth on maltose. washed and suspended i the inactivation me-
divinn in ke absence or presence of ethanaol at the indicated concentrations, and
incubated at 30°C for 30, 90, and 180 min. Samples were taken by the rapid
cellular sampling method deseribed previously (32). withoot washing the cefls
with methanel-water ot —4HPC ATE was measured cnavmatically with phospha-
ghveerate Kinase as described previously (15).

Marker cozyme measurement. NADPH-cytociirome © reductase, the markes
ey of the cadoplasmic reticulum, was measured as described in reference 34
with some meditications, The reaction mixture consisted of 50 mM potassiom
phosphage (pl 7,50 05 mM KON 1T oM favio mononocleotide, 0097 Friton
N-L00, 70 p b evtochrome eoand 01 mM NADPIL Cyviochrome ¢ osidise, the
marker cnavme of the mitochondeiad membrane, was measured as deseribed i
seference Sl exeept that the assay emperature was 30°C, Plasma membrane
Al ase was detenmined as deseribed in reference 37, and vacuolir ATPase wis
determined ax deseribed in relerence 42,

Protein and sucrase megsurement, Protein wis determined by the method ol
Lowry e al {21 alwer precipitation with wichloroacetic acid. Sucrose was mea-
stred with o reltactome ey
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FIG. 1. Effcct of cthanol in the rate of catabolite inactivation of the mafiose
transporter. {A) Strain WCGda, transformed with plasmid pRM1-1 carrying the
MALJ locus, was harvested during cxponceniial growth with mabiose. washed and
suspended in the inactivation medium in the absence (O) or in the presence of
2{0), 4 (A}, or 6% (V) ethanol, and incubated at 30°C. Where indicated by an
arrow, 6% ethanol was added to the cell suspension (¥). Also where indicated by
an arrow, ceils were harvested, washed and suspended in fresh medium in the
absence of cthanol (®). At the indicated times, the cells were harvested and
assayed for maltose transport activity. (B} Semilogarithmic plot of the slopes of
the straight lines shown in panel A against ethanol concentration.

RESULTS

Effect of ethanol on the rate of inactivation of the maltose
transporter. Inactivation of the transporter started after about
1 h of suspension of cells in the inactivation medium and
followed first-order kinetics suggesting a half-life for the trans-
porter of about 1 h {Fig. 1A). These results are in accordance
with previous findings (28). In the presence of ethanol, lower
rates of inactivation of the maltose transporter were observed
depending on the concentration of ethanol. In the presence of
2,4, and 6% ethanol, half-lives for the transporter of about 2.5,
5, and >10 h, respectively, could be calculated from the data in
Fig. 1A, These results show that ethanol inhibits the catabolite
inactivation of the maltose transporter. They also show that the
inhibition starts immediately after the addition of ethanol (Fig.
TA) and is reversible, since yeast cells incubated for 3 h in the
presence of 6% ethanol showed a normal rate of inactivation
when ethanol was removed from the medium (Fig. 1A). When
the slapes of the straight lines shown in Fig. 1A were plotted on
a scmilogarithmic scale against cthanol concentration, a
straight line was obtained (Fig. 1B). This mathcmatical rela-
tionship between the two parameters is probably related to the
action mechanism of ethanol. The fact that an inhibition like
the one shown in Fig. | was also obscrved with two other
striting, SDBY 1869 and ATCC 42407 (results not shown),
suggests that sensitivity to cthanal is a general feature of the
maltose transport inactivation in yeast cells.

LEthanol inhibits endocytosis of the transporter. The results
shown above suggest that ethanol inhibits internalization of the
transporter, Le., the first step of degradation of this protein.
which remuains active in the plasma membrane, We checked
this possibility by investigating the focation of the maltose
transporter. To establish the conditions for purification of
plasma membrane, a crude membrane preparation was applied
(o continueus sucrose gradicnt and centrifuged as deseribed
in Materials and Methods. The distribution of marker enzymes
through the gradient indicated that in ethanol-treated cells
(Fig. 23, as well as in untreated cedls (results not shown),
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FIG. 2. Subcellular fractionation in a continuous sucrose gradient. Strain WCGH4a, transformed with plasmid pRM -1 carrying the MALJ locus, was harvested

during exponential growth with mattase and washed and suspended in the inactivation medium in the presence of 6% ethanol. After incubation of cells at 3¢°C for 3 h.
the crude membrane fraction was obtained, applied to the continuous sucrose gradient, and centrifuged as described in Materials and Methods. Fractions were collected
and used to measure the sucrase (A) and protein (@) contents and the activity of the masker enzymes: NADPH cytochrome ¢ reductase (C), cytochrome ¢ oxidase ().

vacuolar ATPasc (A), and plasma membrane ATPase (W)

plasma membrane appeared, with very little contamination by
other cellular membranes, in the gradient fractions containing
435 through 53.5% (wt/vol) sucrose. Based on these results,
plasma membrane purification was performed with a discon-
tinuous sucrose gradient of 43.5 and 53.5% (wt/vol). Immuno-
blots with anti-plasma membrane ATPase antibodies showed
that, consistent with previous findings (35), the plasma mem-
brane accumulated mainly at the 43.5/53.5% sucrose inter-
phase of the gradient (Fig. 3A). In this fraction, there was little
contamination by other cellular membranes, as indicated by
the low activity of the corresponding marker enzymes (results
not shown).

When we investigated the cellular location of the maltose
transporter by immunoblotting it with antibodies against the
transporter, we found that in growing cclls, i.e., cells incubated
for 0 h in the inactivation medium, the transporter was present,

nitrogen source, such as NH, ", inactivates the general amino
acid permease (7, 10). As shown in Fig. 4, we found that
inactivation of these two proteins was also inhibited by ethanol,
indicating that the effect of ethanol is not specific for the
maltose transporter. In the case of the general amino acid
permease, an increase in the activity was observed immediately
after the beginning of the inactivation treatment (Fig. 4B).
Control experiments showed that the activity of this protein is
reversibly lost in the handling of the cells in the inactivation
treatment (results not shown). This observation is in accor-
dance with the reported high susceptibility of this protein to
environmental changes (8).

as expected, at the plasma membrane (Fig. 3B). This was - Succ;?SG ° 5'40(;,05‘-’
indicated by the cofractionation of the maltose transporter _ 5 B r-gﬂ. _ 5 5 ,—w
with the plasma membrane ATPase (Fig. 3). We also found e g gz d 8 3 £ ¥ 5
that in the absence of ethanol, the transporter disappearcd ¥ S E ¢ B ¥ < g g 8
after 5 h of incubation under inactivating conditions (Fig. 3B), A g5 8 & £ B 2 3% 2 g =
confirming previous findings on the degradation of the trans- S8 653 & 5862 28
porter (22, 28). However, in the presence of 6% ethanol, the ) Mo 1 W Gl e
maltose transportcr remained undegraded at the plasma mem- ’“ac.“‘g“;‘]’"
brane afier 5 h of incubation (Fig. 3B). These results demon- period () | s — Y e o s
strate that ethanol inhibits internalization of the maltose trans-
porter by endocytosis. In accordance with the known stability B
of the plasma membrane ATPase (1), this enzyme remained "o e - . - e
undegraded at the plasma membrane under all conditions Inaclivation -
studicd (Fig. 3A). period (h) | -
Ethanol inhibits the inactivation of other plasma membrane L= - o
proteins. [n addition to the maltose transporter, @ number of . 0 6 .,

plasma membrane proteins are inuctivated under different
physiological conditions by degradation in the vacuole after
internatization by endocytosis (5, 0, 10. 13, 16, 29). To establish
il ethanol also inhibits endocytosis of these proteins, we inves-
tigated the behavior of two of them, the galactose transporter
and the general amino acid permense, As in the case of the
malktose transporter, nitrogen starvation triggers inactivation of
the galactose transporter (4), while the presence of a good

Ethanol (%)}

FIG. 3 Lahihition by ethanel of the inferoadization of the transporter. Strain
WG, transformed with plasmid pRMI-1 cavrying e AT bocus, was Tair-
vested during exponential growtl with maltose and washed and suspended in the
inactivation medivm in the absence or presence of 6% cthanal as indicited.
After incubation s 30°C Tor (hor 5 tas indicated. the plasma membrane A'UEase
(AY and e madtose ransporer (B) were analyzed i the diffeeent collulae
Teactions abtained as deseribed in Materials and Methods with polyclonal and-
Daodics,
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FIG. 4. Inhibition by ethanol of the inactivation of the galactose transporter
and the gencral amino acid permease. (A) Strain ATCC 42407 was harvested
during exponential growth on galactose and washed and suspended in the inac-
tivation medium in the absence (O) or in the presence of 2% (0), 4% (A, or 6%
(V) ethanol. Afier incubation for the indicated times, galactosc lransport was
measured. (B) Strain 23346¢ was harvested during exponential growth and sus-
pended in the presence of 10 mM (NH,).SO. and in the absence (©) or in the
presence of 2% (O}, 4% (A), or 6% (V) <thanol (final concentration) as de-
scribed in Materials and Mcthods. After incubation at 30°C for the indicated
times, citrulline transport was measured.

Mechanism of the inhibition. Catabolite inactivation of
sugar transporters requires energy and utilization of a ferment-
able substrate (2, 22, 24), Therefore, one possibility is that
ethanol inhibits the endocytosis of the transporters by decreas-
ing the rate of fermentation and/or the levels of ATP. We
investigated this possibility and found that there is no apparent
correlation between these parameters and the inhibition of
endocytosis, As shown in Table 1. the effect of ethanol on the
internalization rate of the maltose transporter was substan-
tially greater than on fermentation or the ATP level at all
concentrations of ethanol tested. Particularly relevant is the
fact that a normal rate of fermentation and ATP level were
detected in the presence of 2% ethanol, when the internaliza-
tion rate of the transporter was inhibited by more than 60%

TABLE 1. Effect of cthanol on fermentation rate and ATP levels”

Ethanal Ethanol-mediated inhihiton (%) of;
congcn
(%) Internalization rate® Fermentation rate’ ATP leve!
0 ] 0 ]
2 65 2 3
4 80 19 i7
6 g5 39 22

“ Strain WCGH transtormed with plasmid pRM -1 carrving e MALT locus
was harvested during exponeatial growth with maltose, washed and suspended in
the inactivietion medium in absence or in the presence of ethanot st the ndicared
concentrations, and incubated at 30°C. Data are mean values for twe experi-
ments, Differences between (e two vitlues were =7 1095

" Inhibition of 1he interpalization ree of the transporter was caleubated from
tle slopes of the steaight lnes of Fig. 1A,

e fenuentation rate of glucose in the abseace of ethanol was 17.5 mnolig
ol prodeind

o Samples o determing the celfular content of ATP were obtained alter 30, v,
and 18O min of incubation. Similar reselts were obtained for te thice incubstion
periods. The ATP Level in the absence of etlimol was 132 wM. Vor (he calea-
latious, an intzacellular volume of 24 plmg Glry weishi} ol yeast has hoen
assumed (24).

the MALI locus, was harvested during exponential growth with maltose and
trcated as in Fig. 1A in the absence {O) or in the presence of 1% (=), 2% (0O0),
4% {4), or 6% (V) methanal (A), isopropanal (B), or n-propanol (C). At the
indicated times, the cclls were harvested and assayed for maltose transport
activity.

(Table 1). it seems, thercfore, that the effect of ethanol is not
due to the inhibition of catabolism.

Ethanol, like other alcohols, alters the organization of the
lipid bilayer of the biological membranes, giving rise to an
increase in the molecular movement within these structures
(maembrane fluidity). These alterations result from a complex
combination of physical effects both directly on the membrane
and on the membrane environment, which depend on the
lipid-buffer partition coefficient of alcohols (for reviews, see
references 14 and 39). Therefore, another possibility is that
ethanol inhibits internalization of the transporters through al-
terations produced in the organization of the plasma mem-
brane. If this were the case, two predictions could be made: (i)
the inhibition would not be ethanol specific but would also be
praduced by other alcohols, and (ii) the inhibition produced by
aleohols would increase with their lipid-buffer partition coef-
ficient (14).

The results obtained met these two predictions. since we
found that other alcohols, like methanol, isopropanol. and
n-propanol (Fig. 5), inhibited internalization of the maltose
transporter and also that the inhibitory effect of the tested
alcohols increased in the folfowing order: methanol < etha-
nol < isopropanol << r-propanol (Fig. 1 and 5). These facts
strongly indicate that ethanol inhibits endocytosis of the trans-
porter through its effect on the structure of the plasma mem-
branc.

Endocytosis is particularly sensitive to the action of ethanol.
Specific functions of the plasma membrane are accomplished
by a variety of proteins, whose cfficiency may depend upon the
lipid bilayer organization. Many of these proteins are impli-
cated in transport processes. To establish if other functions of
plasma membrane are affected by ethanol te a similar extent to
that of endocytosis, we have investigated the effect of ethanol
on the activity of proteing which play important catabolic roles
and which are amonyg the most abundant in the veast plasni
membrane (38): the H-ATPase, which is responsibic [or the
extrusion of protons produced in catabolism or passively dif-
fused into the cells from the medium (9, 30), and the sugar
transport svstems of glucose, galactose, and maltose, which
catalbyze the first step of plycolysis and limit the rate of fermen-
tation (19}, The results ohtained show that at alt concentra-
tions of cthanol tested, the indernalization rate of the maltose
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TABLL 2. BEffcel of ethanul on H'-A'TPase activity
and rate of sugar uplake”

Ehanol-mediated inhibition (%) of:
Lithanod
cunen

Uptake® of:

) ATPuase
activity CGalactose Clucose Matltose
{) & () 4] 1]
2 <5 7 21 O
4 <5 25 29 25
6 <5 15 36 55

* Strain WCG4a transformed with plasmid pRMI-1 carrying the MALT locus
was harvested during exponential growth with maltose or gakactose (o galactose
uptake measurements). In the case of H *.ATPase, the celts were harvested.,
washed and suspended under the inactivation conditions in the absence or
presence of ethanol at the indicated concentrations, and incubated at 30°C. Data
are mean values for two experiments. Dilferences between the two values were
<12%.

b The ATPasc activity in the absence of cthanol was 1.5 U/mg of proiein.

“The uptake of galactose, glucase, and maliose in the absence of ethanol was,
respectively, 4.7, 10.4, and 8.2 mmo! of hexose/g of protein/h.

transporter by endocytosis was more strongly inhibited than
the activity of the proteins investigated (Table 2). These results
indicate that endocytosis is particularly sensitive to ethanol
compared with other processes occurring at the plasma mem-
brane. The observed tolerance to ethano] of plasma membrane
processes other than endocytosis is in accordance with previ-
ous findings indicating that among eukaryotes, Saccharomyces
spp. appear to be the most alcohol-resistant organism (14).

PISCUSSION

Endocytosis is a very complex process by which macromal-
ecules, solutes, and plasma membrane proteins are internal-
ized into vesicles which invaginate from the plasma membrane.
In the case of the yeast maltose transporier, endocytosis is
triggered by starvation for a nitrogen source and requires the
action of at least two enzymes of the ubiquitin pathway (23),
microfilaments of actin and actin-binding proteins (27). and
clathrin-coated structures (23a). Some of these proteins. like
the two enzymes of the ubiquitin pathway (23) and clathrin-
coated structures (30}, might be implicated in signaling and
concentration of the transporter in specific portions of the
plasma membrane, whilc others, like microfilaments, might
play a dynamic role in the invagination (17). Ethanol, through
its effect in the lipid bilayer organization, could affect several of
these proteins, resulting in a strong effect in the action of the
whole endocytic machinery. This would explain the great sen-
sitivity toward ethanol of maltose transporter endocytosis com-
pared with other functions that also oceur at the plasma mem-
brane but depend on the action of a single protein. The fuct
that inactivation of the galactose transporter and the general
amino acid permeasc, which alsa requires endocytosis, is also
sensitive to cthano! suggests that sensitivily to cthanol is a
general feature of endocytosis. This conclusion seems quite
logical, since the requirements for cndocytosis in the yeast
Saccharomyces cerevisiae appears (o he greatly conserved (5, 6,
10, 12, 13, 16, 17, 40). Interestingly, it has been shown that
long-term administration of ¢thanol to animals markedly im-
pairs endocytosis of o number ol plasma membranc receplors
in hepatocytes (3, 41).

Sugars are the most important carbor and energy source lor
yeast eells, and ethanol is the major product of sugar catabo-
Tism in this organism. As a consequence. under laboratory and
industrizl conditions as well as in natural habitats, ycast cclls
may be in the presence of cthanol at concentrations in which
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endocytosis is inhibited. This Tact rises the question of the
physiatogical refevance of endocytosis. One possibility is that
endocytosis and henee internalization of plasma membrane
proteins are normally negligible and therefore the presence or
the absence of the inhibitor is ircelevant. In this case, endocy-
tosis of sugar transporters would become significant only under
artificial conditions, i, after transfer of the cells to a fresh
medium without a nitrogen source and with 4 fermentable
substrate, However, catabolile inactivation of sugar transport-
ers appears 10 be more than a curiosity, since it has been
reported during enological fermentations (33). Sinee cthanol is
present at high concentrations in such fermentations, yeast
cells might have developed some deviee 1o circumvent the
inhibition of endocytosis by ethanol. This possibility will be
investigated.
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Clathrin and Two Components of the COPII Complex, Sec23p
and Sec24p, Could Be Involved n Endocytosis of the
Saccharomyces cerevisiae Maltose Transporter
ELIDA PENALVER, PILAR LUCERO. EULALIA MORENQ, anp ROSARIO LAGUNAS®
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Re

The Saccharomyces cerevisiae mallose transporter is ¢
physiological conditions is degraded in the vacuole
showed that endocytosis of this protein is dependent on the
requires the binding of ubiquitin. In this work, we attempte
ants defective in the heavy chain of clathr
ves. we found that clathrin, as well as two cytosolic subunits of COPIY, Sec23p and
jon of the yeast maltose (ransporter. The
a-factor receptor could have different requirements.

this endocytosis, Using mut
and the COPII comple
Sec24p, could be involved in internalizat
endocytosis of the maltose transporter and of the

Vesicles are responsible for the tratfic of proteins in the cells.
Formation ol vesicles requires the action ol coat proteins
which are reeruited from the cvtosal onto a particular mem-
brane to drive budding and 1o seleet the vesicle cargo (for
reviews, sce references 31 and 49). o Secoharonees cerevisiae
cells, three types of vesicles which differ in their function and
coat composition have been identified. Clathrin-coated vesi-
cles, formed from the plusma membrane and trans-Golgi net-
work. are involved in endocytosis as well as in the seeretion of
proteins (for a review, see reference 43). COPI (or coatomer)
is a large cytosolic protein complex which forms a coat around
vesicles budding from the Golgi apparatus and endoplasmic
reticulum (ERY (3). Iis role has been a subject of controversy.
hut accumulated dita suggest that COPLis involved in bath
anterograde and retrograde transpart in the ER-Golgi system
(for reviews. sce references 8§ and 42). Some components of
COPI might also play a role in carly endocytosis it animal cells
(1. 16, 49). COPIL is another evtosolic complex which directs
the budding of vesicles trom the ER and is involved in the
anterograde transport of proteins Golgi (for a review, sec
reference 243, To our knowledge. evidenee for a rale of COPH
in endocytosis has not been reported.

Solutes, receptars. and damaged or unneeded plasmi mem-
branc proteins are internalized by endocvtic vesicles, Two
markers are generally used to investigate endocytosis in S
cerevisiae: Lugifer vellow CH as a nonspecilic marker of the
fluid phase endocytosis by which pulk solutes are internatized:
and a- and c-factors as specific markers of the receptor-medi-
ated endocviosis by which specitic solules are internalized
when bound Lo specific receptors on the cell suriace (12.47). a-
and a-factors bind to theie 7-transmembrane scgment (7-TMS)
receptors and are internakbized and degraded in the vacuole
(10). These 7-TMS receplors also shaw 1 constitutive endocy-
togis, which beromes appareal in the absence of the corre-
sponding pheromaone. lin recent years, @ number of plasmi
membrane proteins witly {2 ransmembrane segments (12-TMS)
have been shown 1o {ollow endocytosis, Severad transporters
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+ 12-transnembrane segment protein that under certain
alter internalization by endocytosis. Previous studies

actin network, is independent of microtubules, and
d to determine which coat prateins are involved in
in and in several subunits of the COPIL

results also indicate that

which are internalized without binding of external ligand to be
degraded in the vacuole helong to this group of proteins (13.
I8 23, 26, 30, 35, 36, 48). Among these transporters. the
maltose transporter seems well suited as an endocytic marker
of the 12-TMS proteins sinee it is quite abundant in yeast cells.
shows a biochemical activity that can be casily measured. and
is well characterized both biochemically (for a review. seo
reference 25) and gencticatly (7). Previous studies showed that
endocytosis of the maltose transporter is partially dependent
on the actin network. is independent of microtubules (32). and
requires binding of ubiquitin. probably as a signal for endocy-
tosis {28). We attempt here to establish which of the cowm
proteins is involved in enducytosis of this transporter. We
investigated two steps of endocytosis as follows. Internalization
was investigated by measuring the decrease in transport activ-
ity with radivactive maltose as well as the disappearance of the
transporter {rom the plasma membrane with antibodics. Deg-
radution was investigated by foljowing the cellukar content of
the transporter with antibodies, Using strains deficient in the
cluthrin keavy chain. in the o= $7-, and y-COP1 subunits. or in
the COPIE components See23p, Sec24p. Seclp. Sec3tp. and
Scelbp. we conclude that clathrin and two components of
COPIL Sec23p and See24p, might play a role in the internal-
zation of the maltose transporter.

MATERIALS AND METHODS

| enlnced chemilumineseence reagenls were
From Amershans International (Litde Chadlont United Kingdom). Goat anti-
pahbit antibody-peroxidise conjigate was from Biosouree fnternatioaal (Cimae
rilio, Calil), ALl other reagents were ol amdvtical grade.

Yeast steains and growth conditions, The genotypes al the strins are de-
seribed in Tabbe 1. AL these stratis were anable W grow on maltose aod were
transformed with the multicapy plasmid pRMI-1. which carries the MALT locos
(39 The transformed cells, which grow and transported maltose al rates the
sume as those of mal T wild-gype strains, were grown at 21 ina rotan shaker
{200 i} i omedium containing 270 peptone., 177 yeast extract. 200 nuiliose,

tose. Cell growtly was

Reagents, - U-V'C maliose am

and X ppmoal aimyein Ao foree utitization ol mal
pogitored by mwisuning optical densities a od .
Conditions for endocytosis of the maltose traasporter and of the a-facter
receptar, Celis were feinested duving eaponentid srowth {aboul (L7 my [y
weight| poer ml). wished. and wispeided i 3 volumes of an ammonium-liey
medinm s desesibed proviously ol in the praseace of 27k glueose and 230 pe ol
tetzacscline chlavobydrate per m! G avoid bacterial contantination. The suspon-
wion wans iacubated al 24032008 330 in notary shaker (200 rpnt). Samgiles ol the
suspodsions were titken at virious Linnes, and enducviasis of the miatllone Lrins-

porter e ol the a-Bvtor reeepios wis measured,
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TABLLE 1. Strains used in this work

N. cerevisiae strain
{reference)

GPY1100 (47)

GPY418 (47)

Genolype

MATw few2-3,112 t0a3-32 hisd-519 tpf can!

MATo lewe2-3, 112 wra3-52 is4-519 apl canl
chel-521

MATw wra3 52 lew2-3,112

MATa wal3-52 lew2-3.112 sec24-]

MATe wra3-52 lew2-3,112 secl6-1

MATw wral3-52 sec2t-1

MATa wra3-52 hisd-619 sec23-1

MAT o wra3-32 his4-619 secl -1

MATo wra3-52 lew?-3 sec3i-1

MATo wrad leu2 hisd Is2 ipl rel-]

MATa ura3-32 lew?-3 wpl sec27-1

MATa ura3 few? hisd hs2 barl-1

MATa ural leu? hisd sec23-1 barl-1

RSY255 (21)
RSY1196 (21)
RSYG17 (21)
RSY277 (21)
RSY281 (21)
RSY265 (21)
RSY952 (21)
RH402-6B (26a)
RSY146 (11)
RH448 (19)
RHI436 (19)

Endocytesis of the maltose transporter. To mceasure endocytosis of the mal-
lase transporter, two steps were monitered, internalization and degradation.
Internalization was measured by monitoring two patameters, the decrease in the
rate of wransport activity with radiouctive maltose as previously described (35)
and the disappearance of the transporier from the plasma membrane by immu-
nablotting purified plasma membrane preparations as previously described (29).

J. Bacremo,

En the Latter case, the H-A'TPase was used as a marker pratein of plasma
membrane (43). Degradition of the naltose fransporter was determined hy
tmmunoblotting crude extract prepasations as previnusly described (29), R

Enducylosis of the a-tactor receplor. Constitutive cudacytosis of the e-Tactaf
reeeptor was monitored by measuring its rate of internalization in the absence of
the pheremane. To this end, the disappearance of the receptar fram the plasma
menibrane wik monitared by nrcasuring the binding of fabeled o-factor by the
procedure described in reference 40 with- some modifications. Teo-millititer
aliquots of the veast suspension in the ammoniam-free medium {sec above),
conlaining about 5 % 107 cells, were incubaled for various time periods at 24 o
32°C. Next. 4.5 ml of 200 mM NaNy and 2060 mM NaF, twa inhihitors of the
energy metabalism, wis added 10 stop enducytosis. The cells were then harvested
by centrifugation and suspended in 0.25 ml of the rick nedium YPUAD previ-
ously desceribed (31). in the presence of 1k mM NaM; and 10 mM NaF. To 0.1 mi
of this suspension. a 107* M finul concentration of ¥S-labeled a-fuctor, obtained
and purified as described previously (12), was added. After incubation for 3 min
a1l PC. I ml of the YPUAD medium in the presence of the inhibitors was addud,
and the cells were harvested by filtrution through GF/C glass fiber filsers {(2.5¢cm
diameter). washed with 2 mit of the same medium, and counted for eheir radio-
activity. To subtract the radioactivity due to unspecific binding of the laheled
a-factor. controls were run in parallel. In this case, the cells were added 1o 10
M final concentration of ¥S-labeled a-factor plus 4 X 1075 M unlabeled a-fuc-
Lor.

Crude extract preparation, plusma membrane purification, and immunoblit-
ting. Crude extract and crede membeane fraction were obtained as previously
described (35). Plasma membrane purification was achieved by application of the
crude membrane fraction 10 a discontinuous sucrose gradient as previously
deseribed (29). Samples of crude extract and puritied plasma membrane prepa-
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FIG. L. Internalization and degradation of te maltose fransporter ina mutant defective in clathrin, Strains GPY ] 100 (CHOT wild type [WT] Q) and GPY 418

(chef-1: A), wransformed with the plasmid pRM -1 carrving 1he MAL! locus, were

tarvested dering expoactial growth at 24°C, wished, and suspeaded in Y volimes

of the endoeytosts medivm. After incutiiion at 24°C {Acnd CYor 35°C (B and D) fur the indicated times, the cells were harvested and assayed for maltose transporter
activity (A and B). The maltose trusposter band was detected by immunahlottiog aliquots, containing #) pe of prowin of cellulae extracts obtained al the indieated

times (C and D).
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FIG, 2. Disappeararce of the adose ganspocter from the plasaa membridie jo o mucant defective in clatinin. Strains GPY 100 (CHCE, wild tvpe [WTT) and
GPY418 (chel-T), trunstormed with the plasmid pRMI-1 carrying the ML ocus. were grown and treated ax deseribed in the legend for Fig, 1. After incubation
2CAA and C) or 35°C (88 and B) madtose transporter (A and B) and H™-ATPase (C and D) were detected by immunoblotting aliyuots containing 7 and 3 pg of
pratein, respectively, of purilied plasma membrane preparations obtained ot the jodicated times,

rations were resalved by sodium dodecy! sulle-polyaerylamide gel clectra-
phoresis, and the matwse transparter and the H™-ATPase were detected by
enhanced chemiluminescence by using the polyelonal antibodics anti-mabtose
transporter and anti-ATFuse as previously described (1Y)

Protein measurements. Protein was determined afier precipitation with tri-
chloroacetic acid by the metiod deseribed previousdy (27).

RESULTS

Internalization and degradation of the maltose transporter
in a clathrin-deficient mutant. The clathrin coat consists of a
basic building black, the triskciion, formed by three heavy
chains and three light chains with different sizes {42), and of
complexes of associated proteins. adaptors. which select cargo
proteins by interacting with specific signals (43}, A single gene.
CHC1. codes for the clathrin heavy chain in 8. cerevisiae, and a
conditional mutant of this genc, clicf-323, which at the non-
permissive temperature of 35°C is immediately perturbed in
clathrin secretory {(44) and endocytic functions (47). has been
isolated. We used this mutant, as well as its isogenic wild-type
strain, to wvestipate if clathrin plavs a role in endocytosis of
the maltose transporter. Since the maltose transporter is inter-
nafized tor proteolysis in the vacuole during nitrogen starva-
tion in the presence of glucose (30, 33, 35). we triggered en-
docytosis of this protein by starving the cells of ammeoenium in
" the presence of this sugar. To monitor its internalization, we
measured the decrease in transport activity (36) and found
that, at 24°C, this activity deercased at a similar rate in mutant
and wild-tvpe celfs (Fig. TA)Y while. at 35°C, a reduction in this
rate of about 307 was observed in the mutant compared with
the wild-type cells (Fig. 1B). These results indicated that clath-
rin is required for a normal rate of internalization of the
transporter. {f this were the case. at 353°C, disappearance of the
transporter from the plasma membrane and, conscquently,
degradation of this protein would occur at o fower rate in the
mutant than in the wild-tvpe cells. whereas at 24°C, dilferences
between the twe strains would not be observed.

Tao check these predictions, degradation (Fig. 1y and disap-
pearance of the transporter from the plasma membrane (Fig.
2y were monitored by immunoblotting crude extracts and
plusma membrane  preparations, respectively, The  results

showed that, in both cases, the intensity of the band corre-
sponding to the transporter decreased at 35°C. at a lower rate
in mutant cclls than in wild-type cells (Fig. 1D and 2B} while
24°C, no differences were observed (Fig. 1C and 2A). [n the
experiments with plasma membrane. the H* -ATPase was used
as a marker protein (43). It has been shown that under the
conditions used in this work, the H™-ATPase remains stable

- (4, 29) and, in accordance with this, we found that the intensiy

of the band corresponding to this protein remained consgant
(Fig. 2C and D).

These results indicate that clathrin-coated vesicles could
play a role in internalization of the maltose transporter. ac-
counting for about 50% of endocytosis of the transporter. This
partial contribution of clathrin to endocytosis suggests that
clathrin is not the sole mediator of plasma membrane vesicu-
lation and that another protein(s) can perform the comple-
menting function. The componenis of the two other Known
coat complexes, COPL and COPIL scem to be good candidates
to provide this function.

Internalization and degradation of the transporter in mu-
tants deficient in COPI components. COPI is a protein com-
plex consisting of seven subunits. . B. 8, v. 8. €, and £. which
arc found in the cytosol and on the ¢vioplasmic side of the
Golgi compartment and which are assembled to form coated
vesicles by the action of the small GTP-binding protein ARE.
Although the biochemicul deseription of COPI and its assoc-
ation with membranes in vitro is very detailed, its precise role
in living cells is not well defined. COPl-coated vesicles seem
responsible for steps in both anterograde and retrograde trans-
port in the ER-Golgi system (42) and certain subunits of COPI
might play a role in endocviosis in animaf cells (1. 16, 49).

In 8. corevisiae, «-, B~ and y-COP are the products of the
RETI SEC27, and SEC2T genes, respectively. Temperature:
sersitive muatants in these genes have been isolated which.
the nonpermissive temperature of 33°C. show a severe defed
in profein transport from the ER and accumulation of LR
membeaacs (11,13, 20, 46). We used these mutants, as well o
their isogenic wild-type strain, to investigate whether - -
and y-COPI ure involved in endocytosis of the maltose trans
porter, Cells growing exponentially at 24°C were suspended n
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the cells were harvested and as
pg ol pratein of cellular extracts obtained at 1he indicated tGmes (C and DY

the ammonium-free medium to trigger endocytosis and were
separated into two aliquots that were incubated at 24 and 35°C.
We found that interaalization and degradation of the trans-
porter accurred at similar rates at the two temperatures inde-
pendent ol the presence of a mutation in COPI genes (results
not shown), thus indicating that o-, B~ and y-COP do not play
a role in endocytosis of the 12-TMS maltose transporter.
Internalization and degradation of the transporter in mu-
tants deficient in COPII components. The COPL coat consists
of three elements: one small GTl-binding prodein, Sarlp, and
two coat complexes, Sec23/24p and Secl3/31p, cach one con-
sisting of fwo subunits. Formation of COP-canted vesicles

Time (h)

FIG. A Ioternalization and degradation of the maltose transporter in mutants defective in Seel¥p, Sceldpoand Seclop. Strains RSY233 (wild tvpe [WT)
RSY017 (secto-f: ) REY 140 (see24-1: O0), and RSY2IS {rec 230 A transformed with the plasmid pRM -t carrying the Mo Tocus, were grown and treated .-
descrshed in the legend for Fieo | Adter incubation ag 24°C (A and C) or 35°C (except for RSY617, which was incubated 2 A2°CY (3 and DY Tor the indicated times

sayed for maltose transporter awtivite (A and B). The maltose transporter hamd wis detected by immunoblotting aliquots containiog 20

(for reviews, sce references 24 and 41) begins with recruitment
{rom the ¢ytosol of Sarlp to the ER membrine where Sarlp
exchanges GDP for GTP by the action of an integrat mem-
brane glycoprotein. Secl2p (2). Then. the Sec23. 2M4p compicy
binds to Sarpt-GTP. Finally, Sec23p stimulates the GTPase
activity of Surpl and the Secl3<31p complex binds o initiate
budding (50). An additional protein, Seelop. is also essential
for budding of COPH-coated vesicles, although it may not
coatribute direetly to vesicle morphogenesis, This protein in-
teracts with Sec23p and Scc2ép and appears to act on the
GTPase eycle (14). In contrast 1o the other COPI components
mentioned ahove, Seclop cannot be readily removed but re-
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temperature temperature
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Maltose | S€¢24 3'
transporter] goct16
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[ SECOT o v s sty . am e
sec24 e
H*-ATPase
86'016 it RN WG WM 48

o 1

F1G. 4. Disappearance of the maltose trznsporiet from e phesmas membrane in mutants defective i See23p. S
RSYHIT (vecto-1y REY 1196 (sec24-1). and RSY 218 (see2i-1). transforned with the plasatid pRMIL-I carrving the
in the legend far Fig 1. After incubation at 24°C (A and €) or 35°C (except for RSY617, which wins incubated w1 220NHB
1T -AT Pase (C and DY were detected hy imaenoblotting aliquots containing 7 and 3 gg of protein, respectivedy. of puris

at the indicated times.

mains firmly associated with ER membranes (14). COPII-
couted vesicles are involved in sorting of proteins from ER and
intra-Golgi apparatus (for a review, sec reference 24).

To investigate if some element(s) of COPI1 could play a role
in endocvtosis of the maltose transporter. we used temperi-
turc-sensitive mutants deficient in Sec23p, Sce24p. Secl3p. and
Sec3lp which, when exposed to the nonpermissive tempera-
ture. coxhibit defective sceretory tunctions and an excess of
ER-like membrane structures (21). The results showed that
see2d and sec24 mutant cetls exhibited. at 32 and 35°C, respec-
tively. a reduced rate of internalization when this parameter
was followed by cither measuring the decrease in transport
activity (Fig. 3B) or the disappearance of the transporter from
the plasma membrane (Fig. 4B). 1n addition. and as expected
from this reduction of internalization, a reduction in the rate of
degradation of the transporter at the NOOPLIISSive tempera-
ture was also observed (Fig. 3D). As in previous experiments.
the H " -ATPase was used as a marker protein of plasma mem-
brane and. in accordance with its known stahility. a constant
amount of this protein was detected (Fig. 4C and D). Data
shown in Fig, 3A and B indicated hatt-life values for the trans-
porter at 24°C of ubout 1 h in all strains, whereas at the
nonpermissive temperatures tested, valves of about 1 I in
wild-type and 2.3 b in sec23 and see 4 strains were caleulated.

These resulls suggest that o normal internalization of the
maltose transporter requires the action of the two cytosulic
proteins Sec23 and Sec2d, But there is-another possible expla-
nation for the results: some see mutants show inhibition ol the
secretory pathway even during growth at the permissive tem-
perature (31). 11 see2d und sec24 mutants show this inhibition,

2 3 4 5 0 1

2 3 4 5
Time (h)

. Strains RSY2ES (wild type MW T
sowere grown and treated as described
D1, maltose transporter {A aad B) and
asma membrane preparations ohtiined

REEE

the transporzer could accuniulate into the cells during growth
at 24°C and. in this cuse, the accumulated transporter could be
secreted to the plasma membrane during the endocytosis ex-
perimeiis. As 4 CONSCUenCe. TWO processes could take place
during these experiments arrival of the transporter at the
plasma membrane by seeretion of the accumulated transporter
and internalization of the transporter by endocytosis. The si-
multancous occurrence of these two opposite processes would
result in an apparent decrease in the rate of cndocytosis. How-
ever. this possibility scems ven unlikely, since the celis used 1o
investigate endocytosis at both the permissive and the nonpet-
missive temperature cinie from aliquots of the same culture
(sce legends to Fig, 3 and 21 and should have a similar accu-
mulation of the transporter. it any. Therefore, if the deereuse
in endocytosis was due w this aecumulation, it would appcur at
bath temperatures ad not only at the pORPErmissive une as
observed.

Experiments carricd out swith the lcn1pcraturc-scnsilivc mu-
tants seed 3 aad secd! (Fig 5 and 6) indicated that npeither of
the two subunits of the Scel3 3tp COPIL complex i required
for the internalization. In addition, the results shown in Fig. 3
and 4 obtained by using o temperature-sensitive seclO mutant
stranin (21} demanstrated that Sect6p is not required for the
Process.

Internalization of the a-facter receptor in a mutant deti-
cient in Sec23p. Previous results reported by Hicke ct al. (14)
suggested that o normal internalization of the e-factor recep-
tor does ot require the prosence afa functional Sec23p. These
results contrist with ours resarding the maltose transporter
and suggest that cndodvinsis of these two proteins could show
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FIG. 5. Intermadization and degradation of the maltose transporter in mutunts defective in Sceilp and Secldp. Steains REY 253 (wild tvpe [WTT O Ruyua?
(sec -1 A) and RSY263 (sect -1 0), transtormed with the plasmicd pRMI-1 currying the M7 T locis, were grown and trested us deseribed in the legend for Ei,
1. After incubation at 24°C (A and C) or 35°C (B and D) for the indicated times, the eells were harvested and assaved for maltose transporter activity (A and By, The
maltose transporter band wis detected by immunoblotting aliquots of celiular extracts contiining 40 pg of protein that were obtained at the indicated times (O and
D). '

different requirements. However, this apparent difference See23p (19). and they suggest that, in fact, endocytosis of this
might not be real but rather might be duc 10 differences in the T-TMS receptor and of the 12-TAMS maltose transporter could
experimeatal conditions: whereas in the measurements of the show ditferent requiremennts. ’

receptor endecytosis, cells were preincubated in complete me-

dium for 5 min at the nonpermissive temperature (19): in the DISCUSSION

measurements of the transporter endocytosis, the preincubg-

tion was performed in ammonium-free medium and lasted tor The basic block of the clathrin coat is the triskelion. and the
several hours (Fig. 3 and 4). Therefore, to be able to comprare clathrin heavy chain is one of the nwo components of this basic
endocylosis of the rwo proteins, we investigated the internal- block (43). The available evidence suggests that a deficicney in
ization of the a-factor receptor by using experimental condi- the clathrin heavy chain in yeast produces only a partiul de-
tions the same as those used with the transporter and by using crease in endoeytosis of the 12-TMS maltose transporter {this
wild-type and sec23 mutant strains with the appropriate geno- wark) and of the 7-TMS a- and a-factor receptors (47). Since
type. MATa barl-1 (19). We found that the response of the in all instances examined in detail. 2 coat is used as 4 mechim-
receptor internalization to a shilt from 24 to 32°C was similar lcal device to bud off vesicles (38}, this partial contribution of
in the wild-type and the mutant strains (Ftz. 7A and B) while clathrin o endocytosis suggests that, in addition to elathrin,
in parallel experiments. and in agreement with data of Fig. 3 another coat proteinds) could contribute (o endacytasis in this
and 4, a different eesponse was observed in the two strains in organism. A similar conclusion has been reached with regard
the case of the transporter (Fig. 7C and D). These results to animal cells in which B-COP was found in endosomes (1),
confirmed previous findings indicating that a normal internal- micrainjection of anti-B-COP antibodics inhibited the cntry of

ization of the e-factor receptor does not require a functional viruses by endocytosis (49), and a defeet of e-COP was sccom-
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1. After incubation at 24°C (A and ) ot 353°C (B and D} maltuse transpurter (A and By and H 7 -ATPase (C and 9 were deteeted by imnuunoblatting aliguoe

conuining 7

panied by a defect in endocytosis (16). In the case of yeast. the
results indicate that a-, B'-, and y-COPI are involved neither in
endocytosis of the maltose transporter {this work) nor in cn-
doeytosis of the a-factor receptor (19). but the possibility that
anuther COP! subunit(s) plays a role in endocytosis of these
proteins cannot be ruled out.

The results obtained with mutants deficient in Sec23p and
Sec2dp suggest that a normal internalization of the maltose
transporter could require the action of these two subunits of
the COPII complex. The possibility that these two cytosolic
coat proteins play a direct role in the formation of endoeytic
vesicles containing the transporter in yeast cells seems very
atractive. These two proteins. independent of the other COPII
components. might be recruited from the cytosol onto the
plasma membrane to facilitate invagination. But an indirect
cffcct of these proteins in internalization of the transporter
cannot be excluded.

A variety of proteins involved in carly and late secretory
pathway have been investigated for their role in e-factor cu-
docvtosis (19). Apparently. some of these proteins, ie., Secl2.
Seeld, Sceclb. Secl?, Sec20, See2i. See?. and Sccld. were re-
quired for a normal degradation of the a-factor in the vacuole
through their effect in traffic from ¢arly to late endosomes. But
none of these proleins was found to be required for internal-
ization of the a-factor receptor {19). This observation, which in
the case of See23p was confirmed in our experimental condi-
tions, contrasts with the results obtained with the maltose
transporter, which suggests a role of Sec23p and Sce24p in the
internalization of the transporter. In our experiments with the
transporter {this work) and in those with the a-factor receptor
{this work and reference 19}, the same mutant allele of the
SEC23 gene (sec23-1) was used. Therefore, whether Sec23p
plays a direct or an indircet role in internalization, what scems
clear is that a mutation in gene SEC23 difterentially alfects
internalization of (he transporter and of the w-factor receplor.,
Interestingly, a mutation in another gene has also been found

and 3 pg of protin. respectively, of purified plasma menbrane prepuarations obtained at the indicated time-

to differentially atfeer the internalization of these two proscins:
secl8-1 cells showed a normal internalization of the phero-
mone (37) whereas these cells were severely affected in inter-
nalization of the transporter (35). There is not a simple expla-
nation for this different response to sec mutations of plasma
membrane proteins. In this regard. one interesting question
which has not vet received a clear answer is whether vesicles
formed at a given celiular compartment are all the same or
whether different tvpes of vesicles exist (for a review. sce ref-
erence 22} In yeast cells. evidence for at least two classes of
seerctory vesicles has been reported (17). These two classes of
vesices, although they use a common fusion machinery. show
diffierent cargo proteins and different coat composition. as sug-
gested by their ditferent densities (17). Regarding endocytosis.
there is not evidence for the occurrence of distinet endovyvtiv
vesicles in yeast. but in animal cells four different classes aof
these vesicles which seem to differ in size. coat composition.
cargo proteins, and sensitivity to a variety of inhibitors have
heen detected (31 The relative contribution of these vesicles o
endocytosis may vary benween cells and change in response ta
stimuli (3). Therefore, vne possibility is that. in yeast. the
different response of plisma membrane proteing to factors
involved in protein traffic coutd be due to the occurrence of
dificrent classes of endoevtic vesicles, the formation of which
could respond to difterent stimuli. Consistent with this possi-
bility is the observation that the carboxyl terminus of the a-
factor receptor is required for constitutive but not for ligand-
stimulated endocytosis (91, indicating that the two provessee
involve different parts of the receptor protein and, probably.
different components of the endocytic machinery.

1n conclusion, the results shown in this work indicate that
clathrin and two eytosolic components of the COPII complex.
Sec23p and SecZdp. could play a role in internalization of the
yeast maltose transporter and that internalization of this 12-
TMS transporter and of the 7-TMS a-factor receptor could
have different reguirements.,
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FIG. 7. Internalization of the e-factor receptor and of the maltose transportet in a mutant deficient in Sec23p. Strains RHA48 (wild type; O} and RH1416 (sevld-7:
£}, transformed with the plasmid pRMI-1 carrying the MAL locus, were grown and treated us deseribed in the legend for Fig. 1. After incubation at 24 or 13°C for
the indicated times. the cells were harvested and assayed for internalization of the a-factor receptar with *'S-labeled a-factor (A and B). Internalization of the maltose
transporter was monitored in parallel experiments by measuring the decrease in trarsport activity (C and D). Data of two experiments are shown,
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