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ABREVíA TURAS

-ADN

-AMP

-ATP

- BCIP
- bp

-BSA

-CHM

-Ci

- DEEB
- DM80
-DTE
- EDTA
-IAA

-kDa

-Lys

-mA

-NBT

-OD
- p/v

-PBS
- PEG-4000

- Pi
- PMSF
-SDS
- TampónAP

-TCA
-TE

- TEMED

-TMS
- Tris

- Tween-20

-Ub

-UFD

- y/y

- X-Gal

ácidodesoxirribonucleico.

Adenosina-5’-monofosfatO.

Adenosina-5’-trifosfatO.

5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato.

paresdebases.

Seroalbúminabovina.

Cicloheximida.

Curio.

Dietilestilbestrol.

Dimetil sulfóxido.

Ditioeritritol.

ácidoetilendiamionotetracético,saldisódica.

lodoacetatodesodio.

kilodaltons.

Lisina.

Miliamperios.

“p-nitroblue tetrazoliumdonde”.

Unidaddedensidadóptica.

peso/volumen.

Tampónfosfatosalino.

Polietilenglicol4000.

Fosforoinorgánico.

Fluorurode fenilmetilsulfonilo.

Dodecilsulfatosódicoo Launil sulfatosódico.

Tris HCl pH 9.5.

ácido tricloroacético.

TampónTnis-EDTA.
N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina.

Segmentostransmembrana.

Tris(hidroximetil)aminometano.

Polioxietilén-sorbitán-monolaurato.

Ubicuitina.

“Ub fusion degradation”.

volumen/volumen.

5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-galactósido.
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RESUMEN

Los transportadoresde azúcaresen Saccharomycescerevisiaeseinactivandurante

el ayunode fuentede nitrógenocuandose halla presenteglucosa.Estainactivación,

conocidaen la literatura como ‘inactivación catabólica”,es un procesoirreversible,

dependientede energía,que afectaa la Vmax y que sigueunacinéticade primerorden.

Medianteel usode anticuerpospoliclonalesobtenidosfrentea unaproteínarecombinante

¿eltransportadorde maltosa,hemosdemostradoquela inactivaciónde estetransportador

es debidaa su degradación.Tambiénen nuestrolaboratoriose ha demostradoque la

degradaciónde estaproteínatiene lugar en la vacuola tras su internalizaciónpor

endocitosis.Utilizandomutantesen la vía de la ubicuitina(Ub) hemosdemostradoque la

Ub juegaun importantepapelen la endocitosisdel transportador,concretamenteen la

etapade internalización.Además,sobreexpresandoUbs mutadasincapacesde formar

cadenasde Ub en células carentesde Ub libre, hemos demostradoque la mono-

ubicuitinación,definidacomo la unión de unamoléculade Ub a una o máslisinasdel

transportador,essuficienteparadesencadenarla máximavelocidadde intemalización.

Sevieneasumiendoquela inactivacióncatabólica’de transportadoresde azúcares

distintos a los de glucosaesun mecanismoespecíficode regulaciónque favoreceel uso

preferencialdeglucosacuandoesteazúcarsehallapresenteen el medio.Nosotroshemos

demostradoque estainactivaciónno esproducidaespecíficamenteporglucosasinoque

otros azúcares,porejemplola maltosa,desencadenany sostienenla inactivacióncon la

misma eficacia que la glucosa.Este hechoy otros hechosobservadosen nuestro

laboratoriosugierenfuertementeque la así llamada inactivacióncatabólica” de los

transportadoresno es el resultadode un mecanismoespecífico de regulación.

Proponemosqueestainactivaciónesdebida,simplemente,a laestimulacióndel recambio

de proteínasqueprovocalacarenciadefuentede nitrógeno.
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SUMMARY

Sugartransportersin Saccharomycescerevisiaeare inactivatedduring nitrogen-

starvationwhenglucoseis present.This inactivation,known as“cataboliteinactivation’,is

an irreversibleandenergy-dependentprocess,which affectsthe Vmax andfollows first-

order kinetics. Using polyclonalantibodiesagainsta maltosetransporterrecombinant-

protein,wehaveshownthat inactivationof this transporteris dueto its degradation.Also

in our laboratoryit hasbeendemostratedthat degradationof this protein occurs in the

vacuoleafter its internalization by endocytosis.Using mutants in the ubiquitin (Ub)

pathwaywe havedemonstratedthat Ub plays an important role in endocytosisof the

transporter,specifically in the internalizationstep. Moreover,by overexpressingmutated

Ubs unableto form Ub chainsin celíslacking free Ub, wehavedemostratedthat ‘mono-

ubiquitination”,definedasbindingof a single Ub moleculeto oneor morelysineresidues

of thetransporter,is sufficient to triggera maximumrateof intemalization.

It is believedthat “catabolite inactivation” of sugartransportersother than thoseof

glucoseis a specific controlmechanismwhich favoursa preferentialuseof glucosewhen

it is available in the medium. We have shownthat the inactivationis not specifically

producedby glucosebut otherssugars,Le. maltose,triggerandsupportit asefficiently as

glucose.Thesefacts and othersobservedin our laboratorystrongly suggestthat the so-

called “catabolite inactivation’ of transportersis not the result of a specific control

mechanism.We proposethat this inactivationis dueto thestimulationof proteinturnover

which is producedby thelackof anitrogensource.
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INTRODUCCIÓN

1. Transportede azúcaresen levadura.
La levaduraSaccharomycescerevisiaeutiliza preferentementemonosacáridoscomo

glucosa,fructosa,manosay galactosa,y disacáridoscomo maltosae isomaltosa,como

fuentede carbonoy deenergía(76). La primeraetapade lautilizaciónde estosazúcareses

supasoa travésde la membranaplasmática,estructuraquedefinela extensiónde lacélula

y que es permeablea moléculasno cargadasde pequeñotamañoe impermeablea

moléculascargadasy degrantamaño.Los azúcaresy la mayoríade los nutrientesno pasan

librementea travésde lamembranaplasmática.Porello, suentradaen lacélularequierela

acción de proteínas integrales de dicha membranaconocidascon el nombre de

transportadoreso permeasas.Prácticamentetodas las células conocidascontienen

transportadoresde azúcares.

En la levaduraSaccharomycescerevis¿ae,organismounicelulareucariota,los

transportadoresdeazúcareshansido ampliamenteinvestigados.En esteorganismosehan

identificadodossistemasde transporteparamonosacáridos:el de glucosay el de galactosa.

El sistemade transportede glucosaestáformadopor un elevadonúmerode proteínas

capacesde transportarfructosay manosaademásde glucosa(49, 76). Estasproteínasson

codificadasporgenesde la familia HXT de la que se han identificado 20 miembros.La

expresiónde algunosde estosgenesesconstitutivamientrasque la de otros dependede la

concentraciónde azúcaren el medio (72). El transportadorde galactosa,quees capazde

transportargalactosay, segúnestudiosrecientestambiénglucosa(11, 91), estácodificado

porel gen GAL2 (129). La expresióndeestegen esinducidaporgalactosay reprimidapor

glucosa(24, 65, 66). El transportede monosacaridostiene lugar por un mecanismode

difusión facilitada (36, 107),esdecir, estosazúcaressontransportadosa favor de gradiente

de concentracióny sutransportecesacuandosuconcentraciónen la célulaesigual a la del

medio.Estetipo de transporteno requiereenergía.

En Saccharomycescerevisiaesehan identificado,además,dossistemasde transporte

paradisacáridos:el de maltosay el de isomaltosa.El transportadorde maltosa,que es

capazde transportarturanosaademásde maltosa(15), estácodificado por cinco genes

situadosen cadauno de los cinco loci MAL (MALJ-MAL4y MAL6). Todosestos locus

contienen,ademásdel gen quecodificael transportador<MALT), los otros dosgenesque

sonnecesariosparala utilización de maltosa:elMALS,quecodifica la maltasay el MALi?,

quecodificaun activadorde la transcripciónde MALTy MALS (20). Los geneshomólogos

de los diferentes locus MAL presentansecuenciasmuy similares, diferenciándose

únicamenteenunaspocasparesdebases(17). Laexpresiónde estosgenesesinducidapor

maltosay reprimidaporglucosa(76).

El transportadorde isomaltosa,también conocido como transportadorde cx-

metilglucósido,escapazde transportar,ademásde maltosay turanosa,isomaltosa,a-
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metilglucósido,maltotriosa,palatinosay trehalosa(42). Estetransportadorestácodificado

por el gen AGT1,cuyasecuenciapresentaun 57% de identidady un 75% de homología

con los genesMALT. Como en el caso de estosgenes,la expresióndeAGTJes inducida

por maltosa y reprimida por glucosa(42) Tanto el transportede maltosacomoel de

isomaltosaactúanpor un mecanismoactivo de tipo simporteen el cual el azúcares co-

transportadocon un H+. Esteprocesoocurreen contrade gradientede concentracióny es

dependientedel gradienteelectroquímicode H~ e independientede los nivelesde ATP

(113).

El transportede azúcaresa travésde la membranaplasmáticaes la primeraetapa

catalizadade la glicolisis, principalvía de obtenciónde energíaen levadura,y suvelocidad

limita la velocidadde estavía (25). La regulaciónde estostransportadoresesuna de las

estrategiasqueutiliza Saccharomycesparaadaptarsea ciertoscambiosnutricionales.El

hechodequeel transportede azúcaresseael primerpunto de control de la glicolisis hace

particularmenteinteresantesuestudio.

II. Regulacióndel transporte de azúcaresen levadura.
La captaciónde azúcaresen levaduraestáregulado,al menos,por dos tipos de

mecanismos,los que afectana la actividadde los transportadoresy los que afectana su

contenido.Los primerospermitena la célulaadaptarserápiday reversiblementeacambios

ocurridosen el medio (76). Así, sesabequedeterminadascondicionesfisiológicas,como

el pasodeaerobiosisa anaerobiosiso lacarenciade fuentede nitrógeno,producencambios

rápidosy reversiblesen la actividadde los transportadores(78, 79, 115)si bien, seignora

el mecanismopor el que estoscambiostienen lugar. Por el contrario, la regulacióndel

contenido celular de los transportadorespermite a la célula adaptarsea cambios

medioambientalesde formarelativamentelentay duradera.

Desdehacetiempo seconocendos mecanismosque afectanal contenidode los

transportadoresen la célulay que actúana nivel transcripcional:uno reprimiendoy otro

induciendola expresióndedichasproteínas.En el casode los transportadoresde galactosa,

isomaltosay maltosa,codificados por los genes GAL2, AGTJy MAL] T-MAL6T

respectivamente,la presenciade glucosaenel medio reprimela transcripciónde estos

genesmientrasque, en ausenciade glucosa,la presenciadel inductorcorrespondiente

activasutranscripcióny portanto la síntesisde las proteínascorrespondientes(16,38,66).

Másrecientementeseha descritoque los transportadoresdeazúcaresde levadura,tanto los

de monosacáridoscomolos de disacáridos,sufrenuna inactivaciónirreversiblequetiene

lugaren ciertascondicionesfisiológicas.Estainactivaciónesconocidacomo ‘inactivación

catabólica por analogíacon la inactivaciónobservadaen el casode ciertasproteínas

citosólicas(57).
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11.1. Inactivacióncatabólicade los transportadores.

La ‘inactivacióncatabólica’ sedefine comoel procesopor el cual la actividad de

determinadasproteínasdisminuyeal añadirglucosaa células que estánen presenciade

otras fuentesde carbonoy energía(57). Este tipo de inactivaciónha sido ampliamente

estudiadaen el casode proteínascitosólicas(57). En el caso de algunasproteínasde

membranaplasmáticasehavisto queen presenciade glucosa,la inhibición de la síntesis

de proteínas,bien por ayunode fuentede nitrógenobien por adición de cicloheximida,

provocasuinactivaciónirreversible.El hechode quetanto la inhibición del catabolismode

laglucosacomola ausenciade unafuentede energíaen el medioprevenganla inactivación

sugiereque esteprocesoesdependientede energía(14, 25). Se havisto tambiénque la

inactivaciónafectaprincipalmentea la Vmax de estasproteínasy que sigueunacinéticade

primerorden(25, 78).Todosestoshechossugierenquela ‘inactivacióncatabólica de las

proteínasdemembranaplasmáticapodría serdebidaa su degradacióny estaposibilidad

resulta muy atractiva dado que la inactivación catabólicade algunasproteínas

citoplasmáticas, como la malato deshidrogenasa,fructosa-l,6-bifosfatasay

fosfoenolpiruvatocarboxikinasa,incluyesuproteolisis(32,88, 89).

III. Degradación de proteínas.
La degradaciónde proteínas,a pesarde su aparenteinconvenienciapara la célula,

ocurrea gran escalay cumplenumerosasfuncionesesencialesparasu supervivencia.Se

sabeque la división, proliferacióny diferenciacióncelularestáncontroladasmediantela

degradaciónrápidade las ciclinas (68). Así mismo,seha visto quela proteolisisjuegaun

papelesencialen la respuestaa lascondicionesde estrésy en la adaptaciónde lacélula a

los cambiosmedioambientales[(53).

Deestoshechossededucequeno todaslas proteínassedegradande lamismaforma

en la célula sino queexistendiferenciasconsiderablesen la velocidadde degradación.En

S. cerevisiaela vida mediade las proteínas,es decir, el tiempo necesarioparaque se

degradenla mitad de sus moléculas,puedevariar desdeunosminutoshastavariashoras

(26, 40, 62). Esto secomprendefácilmentesi setieneencuentalas funcionestandistintas

que desempeñanlas proteínas.Por tanto, esevidenteque sudegradacióntieneque serun

procesoreguladoy altamenteespecificoy el estudiode los mecanismosque lo gobiernan

ha sido objetodenumerosasinvestigaciones.

111.1. Mecanismosdedegradaciónde proteínas.
Se han identificado un gran númerode proteinasaslocalizadasen los distintos

compartimentoscelularesde S. cerevisiaey tambiénalgunos de los mecanismos

implicadosen la degradacióndeproteínascitosólicasenel proteasoma(50). Sin embargo,

al comienzodeestetrabajono seconocíatodavíasi las proteínasde membranaplasmática

de levadurasedegradabanen la propiamembranapor la acciónde proteasasespecíficaso
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si, por el contrarioy como ocurreen otros cucariotas,la degradaciónteníalugar en el

interior de lacélulatrassuinternalizaciónporendocitosis(44).

La degradaciónde las proteínasen el interiorcelularpuedellevarsea cabo,al menos,

por dos sistemas:el sistemavacuolar y el sistemacitoplasmáticoindependientede la

vacuola(2). El sistemavacuolarde levaduraesel equivalentea la vía lisosomalde células

eucariotassuperiores.La vacuolasecaracterizapor su pH ácido y su alto contenidoen

proteinasas,todasellasmuy inespecíficas.La mayoríade estasenzimassesintetizancomo

precursoresinactivos. Estos precursoressufrenuna primeramodificaciónen el retículo

endoplásmicoy alcanzanla vacuola,a travésdel aparatode Golgi, en una forma aún no

activa.Finalmentesonprocesadosa enzimasmadurosy activosen la vacuola,bien por

autocatálisisbien por acción de las endoproteinasasvacuolaresPrA o PrB (67).

Excepcionalmente,algunasde las enzimasvacuolaresson captadaspor la vacuola

directamentedel citoplasmapor un mecanismodesconocido(69). La vacuolase ha

implicadoen la degradaciónmasivade proteínasque tienelugarencondicionesde estrés

mientrasque sucontribucióna la degradaciónde proteínasen célulasen crecimientose

creemuypequeña(67, 126).

El sistemade degradaciónindependientede la vacuolaesel equivalentea las vías no

lisosomalesde eucariotassuperiores.El componentecentral de este sistemaes el

proteasoma,conocidotambiéncomocomplejomulticatalíticode endopeptidasas(67),que

seencuentratantoen el citoplasmacomo en el núcleo(104). El primer elementoque se

identificó de este sistemafue el complejo 205, que está constituido por diversas

subunidadesque sehallan organizadasformandoun cilindro hueco.Estaestructuraestá

altamenteconservadaencélulaseucariotas,desdelevadurashastael hombre(104). Se ha

visto que el proteasomade levadurapresenta,al menos,cinco actividadesproteoliticas

diferentesentrelas que seencuentranactividadessimilaresa tripsina, quimiotripsinay

peptidil-glutamil-péptidohidrolasa,quecatalizanla roturade enlacespeptídicosen los que

el grupocarboxilocorresponde,respectivamente,a residuosbásicos,hidrofóbicosy ácidos

(48). Recientementese ha visto que el proteasoma20S forma complejoscon distintas

subunidadesreguladorasque modifican su actividad.Así, la unión del regulador118 al

proteasoma20Spareceestimularsu actividadpeptidasaperono suactividadproteasa.Este

complejose ha implicado en la producciónde péptidosantigénicospara su presentación

por el complejo mayor de histocompatibilidadde clase 1 (104). Por otro lado, el

proteasoma208 seuneal regulador198 paraformarel complejodenominadoproteasoma

265. Esteproteasomaescapazdedegradarproteínasplegadasmientrasqueel proteasoma

208 sólo degradaproteínasdesnaturalizadas,lo quesugiereque unadelas actividadesde la

subunidad195 esmodificar la estructurade las proteínasquevan a serdegradadasporeste

complejo (54, 97). El proteasoma268 seha implicado en la degradaciónde proteínas

anormalesy también en las de vida media corta como las ciclinas (62, 97). Esta
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degradaciónpuedellevarsea cabode forma tanto dependientecomoindependientede

ubicuitina(Ub) (50,97).

111.2.La vía dela ubicuitina.

La Ub esun péptidode 76 aminoácidosaltamenteconservadoqueseencuentrasólo

encélulaseucariotas(99). Estepéptidoseha implicado principalmenteen la degradación

rápidadeproteínascitosólicasen el proteasoma26S,si bien no todaslas proteínasque

ligan Ub sedegradanrápidamente(55). La degradaciónde unaproteínaen el proteasoma

26Spor la vía de la Ub constade dos etapas:la primeraconsisteen la señalizaciónde la

proteínamediantela unióncovalentede unao variasmoléculasde Ub (Esquema1-A), y la

segundaen la degradaciónde la proteínaconjugadaa Ub. Finalmente,la Ub serecupera

mediantesu liberaciónde los péptidosresultantes,paraserusadaen un nuevo ciclo de

degradación(EsquemaI-B).

La conjugaciónde Ub a la proteínasustratorequierela acciónde dos,y en algunas

ocasionestres,enzimas.Primeramente,unaenzimaactivantede Ub (El), enunareacción

dependientede ATP, forma un intermediode tipo tiol-estercon el grupocarboxilo de la

glicina terminalde la Ub. A continuación,la Ub asíactivadaestransferidaa unaenzima

conjugantede Ub (E2), a la cual quedaunidapor un enlacetambiénde tipo tiol-ester.

Finalmente,la Ub estransferidaal grupo E-amino de determinadaslisinasde la proteína

sustrato,formándoseun enlacepeptídicoentreel grupo carboxi-terminalde la Ub y el

grupo amino de la lisina. A veces,esteúltimo paso requierela participaciónde una

ubicuitin-proteinaligasa(E3), cuya función no estámuy clara. Unos autoresconsideran

quela funciónde E3 esreconocerla señalde degradaciónen la proteínasustrato,unirsea

ella y catalizarla transferenciadeUb desdeel complejoE2-Ub a la proteínasustrato[46].

Otros consideranque la función de la enzimaE3 es más compleja:en primer lugar la

enzimaseuniríaa Ub y seformaríael complejoE3-Ub.al queseuniría laproteínasustrato

a travésde E3. A continuación,la propiaE3 catalizaríala formacióndel enlacepeptídico

entrela Ub y la proteína(99).

En la segundaetapade la vía (EsquemaI-B) la proteínaes degradadapor el

proteasoma26S y mediantela acciónde las enzimasubicutín-hidrolasaso enzimas des-

ubicuitinizantes (E4), la Ub es separadade los péptidosresultantesy recuperadaen su

formalibre paraserutilizadaen un nuevociclo de degradación(54).

SeconoceunaúnicaenzimaEl cuyafunciónesesencialparalacélula.Sin embargo,

sesabeque las enzimasE2, E3 y E4 son muy numerosas.Así, se handescritohasta13

enzimasE2 en levaduray muchasmás en mamíferos.Con respectoa las E3, aunque

pertenecena una familia muy numerosaque sigueaumentando,pareceimprobableque

existaunaenzimaE3 paracadauno de las diferentesproteínassustratos.Secreemásbien

que unamismaenzimaE3 puedareconocerdiferentesproteínasconmotivosestructurales

similares(22). Las enzimasE4 son tambiénmuy numerosasy englobanenzimasde dos
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Esquema 1. La vía de la ubicuitina. (A) Conjugación de Ub a la proteína sustrato.
(1) Activación de Ub por El. (2) Transferencia de Ub de El a una de las enzimas E2.
(3) Transferencia de Ub de E2 a E3. (4) Formación del complejo proteína-E3-Ub y
transferenciade Ub ala proteínasustrato.(B) Degradaciónde la proteínaubicuitinada
porel proteasoma265. (5) Recuperaciónde Ub mediantelaacciónde las enzimasE4.

o



13
Introducción

familias diferentes,ubicuitin-hidrolasasy ubicuitín-proteasas-especificas.Las primeras

estánimplicadasen la liberaciónde la Ub unidaa moléculaspequeñascomolisinas o

péptidos.Las segundascatalizanla liberaciónde Ub de los complejosUb-proteinay de

cadenaslibres de Ub (54, 64). Tantoen levaduracomoen eucariotassuperiores,se ha

identificadoun elevadonúmerode estasúltimas enzimas,lo que sugierequealgunasde

ellaspodríanreconocerde formaespecíficadistintoscomplejosde Ub (22).

111.3.Funcionesde la ubicuitina.
Durantebastantetiempo sepensabaque el papelmásimportantede la Ub era la

señalizaciónde proteínascitosólicasy, en general,de proteínasde vida mediamuy corta,

paraserdegradadasporelproteasoma26S (54,99).Tambiénsecreíaque,en el casode las

proteínasde membranaplasmática,tanto suseñalizacióncomosudegradaciónteníalugar

porotros sistemas(109).Diversaslineasdeevidenciahan indicadoque, comosesuponía,

ladegradaciónde las proteínasdemembranaplasmáticatienelugarindependientementedel

proteasoma,en la vacuola,tras su internalizaciónporendocitosis(29, 87, 101, 135). Sin

embargo,enel casode la señalizaciónsedemostróduranteel desarrollodeestetrabajo,que

la internalizaciónde unaproteínade membranaplasmática,el transportadordel factor-a

(Ste6p),esdesencadenada,comoenel casode las proteínascitosólicas,porsuunióna Ub

(70). Posteriormenteseha obtenido evidencia,tanto en célulasde mamíferocomoen

levadura,dequeotrasproteínasde membranaplasmáticatambiénseunenaUb antesdeser

internalizadas(29, 34,47,52, 70, 125).

De todo estosededuceque la Ub puedeactuarcomo señalparadesencadenar,al

menos,dosprocesosdiferentes:la degradaciónde proteínascitosólicasporel proteasoma

26Sy la internalizaciónde proteínasde membranaplasmáticaparasu degradaciónen la

vacuola. Estehechoplanteala preguntade cómo estosdossistemasde degradación,el

proteasomay la vacuola,reconocensus respectivossustratos.Puedeocurrir queuna sola

moléculade Ub seligue por su extremo carboxilo a una lisina de la proteínasustrato.

También puede ocurrir que varias moléculasde Ub seliguen de estamisma forma a varias
lisinas de la proteína. Ambos tipos de modificación seconocenen la literatura como

mono-ubicuitinación’ (33). Por otra parte,puestoquela Ub contieneen su secuencia7

lisinas,puedeocurrirquea algunade estasusinasseligueotramoléculade Ub. La adición

sucesivade moléculasde Ub daría lugar a la formación de cadenas(51, 54), cuya

estructuravariaríaen función de la lisina (Lys)queintervinieraen la uniónUb-Ub (1, 63).

Estetipo de modificaciónse denominaen la literatura poli-ubicuitinación (12). En la

Figura 1 se representade forma esquemáticaun ejemplo de estos dos tipos de

modificaciones.El hechode que existanestasdistintasposibilidadesha llevado apostular

que,las diferenciasen lamodificaciónporUb de las proteínasde citosoly de membrana



Introducción 14

“Mono-ubicuitiflaCiófl”
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Medio exterior

Membrana
plasmática

Citosol

“Poli-ubicuitinaciófl”
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plasmática
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Figura 1. Tipos de modificacionespor Ub de proteínas de membranaplasmática.

“Mono.ubicuitinación“: unión de una moléculade Ub a una (A) o más lisinas (B) de

laproteínasustrato.

“Pali-ubicuitinación”: unión de cadenasde Ub a una o más lisinas de la proteína

sustrato.La estructurade las cadenas(C y D) dependede la lisina queintervieneen la

uniónUb-Ub.

B

Proteína

D

Cadenade Ub

Proteína

Cadenade Ub
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plasmáticapodríanserresponsablesde su reconocimientoporsus respectivossistemasde

degradación.

Se ha visto que en S. cerevisiae,in vivo, se forman cadenasde Ub en las que

intervienenla Lys-29, -48 ó -63 (31, 63, 119) y que estascadenasestánimplicadasen

diferentesfunciones:las cadenasformadaspor unionesen la Lys-29en la denominada‘vía

dedegradaciónpor fusión de Ub (UFD), cuyossustratosfisiológicos no seconocen(63);

las formadasporunionesen la Lys-63 en resistenciaa estrés(1) y en reparaciónde ADN

(119); y las formadaspor unionesen la Lys-48 en el reconocimientoy degradaciónde

proteínascitosólicasporel proteasoma(31).

En el casode proteínasdemembranaplasmática,sehan descritorecientementedos

tipos de modificacionespor Ub: “mono-ubicuitinación” y poli-ubicuitinación’ con

cadenasunidaspor la Lys-63 (33, 127). La mono-ubicuitinación,que como ya hemos

comentadosedefinecomo la unión de unaUb a unao más lisinas de la proteínasustrato,

parecesernecesariay suficienteparadesencadenarla velocidadmáximade internalización

del receptordel factor-a, estoes, de una proteínacon 7 segmentostransmembrana(7-

TMS) (127).Porel contrario, seha mostradoque la formaciónde cadenasunidaspor la

Lys-63 parecenecesariaparala internalizaciónavelocidadmáximade la uracil permeasay

el transportadorgeneralde aminoácidos(33, 122),esdecir, parala internalizaciónde dos

proteínasde 12 segmentostransmembrana(12-TMS). Basándoseen estoshechos,seha

postulado que los diferentes requerimientos,en lo que se refiere a Ub, para la

internalizacióndeestosdostipos de proteínaspodríanserdebidosa sudiferentetamañoy

númerode TMS. Así, la mono-ubicuitinación podríasersuficienteparala interacción

con la maquinariaendocíticade proteínaspequeñascomoel receptordel factor-a(7-TMS),

mientrasque en el casode proteínasgrandes,como los transportadoresde uracilo y de

aminoácidos(12-TMS),estainteracciónpodríarequerirsu ‘poli-ubicuitinación (127).

IV. Significado fisiológico de la inactivación de los transportadores
de azúcares.

La levadurautiliza, comoya hemosdicho,monosacáridosy disacáridoscomofuente

decarbonoy de energía(76). Sin embargo,consumeglucosapreferentementea cualquier

otra fuentede carbonosiempreque esteazúcarse halla disponible en el medio. Esta

utilización preferenteestáaseguradapordistintosmecanismosde control desencadenados

por la propiaglucosa:inducción de la síntesisde los transportadoresde glucosa(93) y

represión (38) e inactivación (58) de proteínasrequeridasespecíficamentepara el

catabolismode otros sustratos.Dadoque los transportadoresde azúcaresdiferentesde los

de glucosapertenecena este último grupo de proteínas,se viene asumiendoque la

inactivaciónpor glucosade estostransportadoresesun mecanismode regulaciónpara

favorecerel usopreferentedeesteazúcar.
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Estaideadeque la inactivaciónporglucosade los transportadoresde otrosazúcares

es un mecanismode regulaciónse basaen dos suposiciones:i) la glucosa inactiva

específicamentelos transportadoresde azúcaresdistintos de los de glucosa.u) La

inactivaciónde estostransportadoreses producidaespecíficamentepor glucosa,otras

fuentesdecarbonofermentablesno soncapacesde producirla.

Sin embargo,resultadosobtenidostanto en nuestrolaboratorio como en otros

laboratorios,indicanque la primerasuposiciónno escorrectapuestoque seha visto queen

las condicionesen las quetiene lugar la inactivacióncatabólica,estoes,enayunode fuente

de nitrógeno, la adición de glucosa desencadenala inactivación no sólo de los

transportadoresde azúcaresdiferentesde los de glucosa,sino de todaslas proteínasde

membranaplasmáticaensayadas:la H~-ATPasa(7), el transportadorde potasio(8, 102) la

uracil penneasa(135) y todos los transportadoresde azúcaresensayados(59, 101), incluso

algunosde los propios transportadoresde glucosa,como el Hxt6 y Hxt7 (14, 71). Sería

interesanteestablecersi la segundasuposicióneso no escorrecta,esdecir,investigarsi la

inactivaciónde los transportadoresdeazúcaresesrealmenteproducidaespecíficamentepor

glucosao si, porel contrario, otrasfuentesde carbonoproducenuna inactivaciónsimilar.

Si azúcaresdiferentesde la glucosainactivasenal transportadorcon la mismaeficaciaque

la glucosaindicaríaque, la llamada inactivacióncatabólica’de los transportadoresde

azúcaresno es,comosevieneasumiendo,un mecanismoespecíficode regulación.
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OBJETIVOS

Tras considerarla información disponible sobre los temas comentados,nos

propusimoslos siguientesobjetivos:

- Establecersi la ‘inactivacióncatabólica de los transportadoresde azúcaresde

levaduraeso no esdebidaa su degradaciónutilizandoel transportadorde maltosacomo

modeloexperimental.

- En casode que la inactivaciónfueradebidaa degradación,establecersi requiere

la víade la Ub.

- En casode requerirestavía,establecerque tipo de modificaciónporUb, ‘mono-

ubicuitinacióno poli-ubicuitinación’,esnecesaria.

- Establecersi la ‘inactivacióncatabólica’de los transportadoresde azúcareses

producidaespecíficamentepor glucosao si, por el contrario,otras fuentesde carbono

puedenser igualmenteeficaces.
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L MATERIALES

1. Equipo instrumental, enzimas,isótoposy reactivos.
Los aparatosutilizadosen la realizaciónde estetrabajo han sido los habitualesen un

laboratoriodemicrobiología.

Las enzimasde restriccióny los tamponesparasu uso y la ADN ligasadel bacteriófagoT4

procedíande BoehringerManheim,Pharmaciao Fermentas.La fosfatasaalcalinade intestinode

terneraparafines bioquímicosprocedíade Merck y la utilizada en biología molecularde New

EnglandBiolabs.La RNAsapancreáticay la lisozimaprocedíandeMerck, la U-[14C]-maltosay U-

[‘<1-galactosadeAmershamInternationaly los inhibidoresde proteasasy de fosfatasasprocedían

de Sigma. La acrilamiday la N-N-bisacrilamidaprocedíande Merck. El resto de los reactivos

utilizadoserandegradoanalítico.

2. Material biológico.

2.1. Cepasde Saccharomycescerevisiney Escherichiacotí.

Las cepasde S. cerevisiaey de E. cok utilizadasen estetrabajoy su genotipomásrelevante

sedetallanen las Tablas1 y II, respectivamente.

2.2. Plésmidos.

Se utilizaron los plásmidosquesedescribena continuación:

pRML1. Plásmido multicopia con resistenciaa ampicilina que contieneel locusMAL] deS.

cerev¡siae.Este locus esta formado por tres genes:MALI], que codifica el transportadorde

maltosa;MALI2, quecodifica la maltasay MALI3, quecodifica un activadorde ¡a transcripciónde

los otros dosgenes.Además,contienelos genesURA3 y TRPJ de S. cerevisiae comomarcadores

de selección(105).

pRS423.Plásmidomulticopiacon resistenciaa ampicilinaque contieneel gen HIS3 de S.

cerevisiaecomomarcadordeselección(23).

YEp96.Plásmidomulticopiacon resistenciaaampicilinaquecontieneun genquecodificala

Ub de levadurabajo el promotorCUPJ quees induciblepor cobre.Además,contieneel gen TRPJ

deS. cerevisiaecomomarcadordeselección(28).

YEpLO5. PlásmidoderivadodeYEp96quecontieneun genquecodifica unaUb de levadura

que llevaen su extremo amino el epítopoc-myc (10 aminoácidosde la proteínahumanac-myc)

(28).

YEp9ÓUbK29R.Plásmidoderivadode YEp9Ó quecontieneun genquecodificauna Ub de

levaduraen la quela lisina en posición29 hasido sustituidaporarginina(28).

YEp9ÓUbK48R(También denominadoYEpI 10). Plásmido derivadode YEp96 que

contieneun gen que codifica una Ub de levaduraen ¡a que la lisina en posición48 ha sido

sustituidapor arginina(56).

YEp96UbKÓ3R.Plásmidoderivadode YEp96quecontieneun genque codificaunaUb de

levaduraen la quela lisinaen posición63 ha sidosustituidaporarginina(33).
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Tabla 1.Cepasdc 5. cerevisiae.

Cepa Genotipo Referencia

ATCC 42407

MALl.1c~D

YLP- iT

X106-3D

23346c

27038a

MATa suc-MAL GAL

MATa leul ftp) MAL1R~1c (mal2J

ma1222 TRPJ)

Cepaanterior transformadacon el plásmido

pRMl.1 descritoenMateriales.

MATa gal8ohisl ura3

MATa NPJI ura3

MATa npil ura3

Dra. Lagunas

Rodicio, 1986

Rodicio, 1986

Nevadoetal, 1996

Egneretal, 1996

Egneretal, 1996

MATa DOA4 his3-A200 leu2-3.¡)2

lys2-801 MALII MAL12 MAL/3

MATadoa4::LEU2his3.A200 lys2-801

MAL)) MALJ2 MAL13

MATa end4 leu2 his4 bar)-) MALi]

Papaetal, 1993

Papaetal, 1993

Rathsetal, 1993

pRMl.l MALI2 MALJ3

TablaII. Cepasde E. coli.

Cepa Genotipo Referencia

DHSa supE44 AlacUl69 (80 IacZAMI5)

hsdRlJrecAí endAl gyrA96 retAl
Sambrooket al., 1989

TOI supEhsdA5 Mi (Alac-praAB)FRIraD36 sambrooket al., 1989

proAB~ lac ¡q /acZAM15)

MHY 501-

pRMI.1

MHY 623-

pRMl.l

RH268-1 c-
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YEp96UbRRR. Plásmido derivado de YEp96 que contieneun gen que codifica una Ub de

levaduraen la quelaslisinas enposición29, 48 y 63 han sido sustituidaspor argininas(28).

LHp 306. Plásmidoderivadode YEp96 quecodificaunaubicuitinade levaduraen la que

todasla lisinas,situadasen posición6, 11, 27, 29, 33, 48 y 63, hansido sustituidaspor argininas

(127).

Los plásmidosgeneradosen estetrabajoquecotienengenesquecodificanunaUb silvestreo

Ub con diferentesmutacionessedescribenen la tabla III. La construcciónde estosplasmidosse

detallaen el esquemaII (Resultados).

Tabla III. PlásmidosquecontienengenesquecodificandiferentesUbs

Nombredel plásmido Tipo de Ub que codifica

pLPI8-Ub Ub silvestre

pLPI8-UbK29R Ub quetiene la lisina-29 sustituidaporarginina

pLPI8-UbK4SR Ub que tienela lisina-48 sustituidapor arginina

pLPI8-UbK63R Ub quetiene la lisina-63 sustituidapor arginina

pLPI8UbRRR Ub que tiene las lisinas-29, -48 y -63 sustituidaspor
argininas

pLPI8-Ub-no-Lys Ub quetienesus?lisinassustituidaspor argininas

pLP2 Ubquelleva ensu extremoaminoel epitopo c-myc

2.3.Anticuerpos.
- Anticuerpospoliclonates(sueroinmune)frenteal transportadordemaltosa.

Los anticuerpospoliclonalesfrenteal transportadorde maltosafueronobtenidospor la Dra.

M. Herweijerde Gist-Brocades(DelfÉ. Holanda). Paraello, se inyectó a un conejouna proteína

recombinantedel transportadorde maltosaobtenidaexpresandoel plásmidopEXMPO3en E. coli.

Esteplásmidoconteníael fragmentoEcoRI-HincII de658 bp del gendel transportadorde maltosa

fusionadoal genLacZdel plásmidopEX-3 (124).

- Anticuerpospoliclonales(sueroinmune)frentea Ub.

Los anticuerposutilizados paradetectarUb eran anticuerposde conejofrente a Ub de

globulosrojos de vacaconjugadaa KLH. Estosanticuerposprocedíande Sigma.
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- Anticuerpossecundarios.

Los anticuerpossecundariosutilizados en estetrabajoerananticuerposde cabrafrentea IgG

de conejo y conjugadosa fosfatasaalcalina o a peroxidasa.Estos anticuerposprocedían,

respectivamente,de Bio-Rady BiosourceInternational.

3. Mediosde cultivo.

Los mediosde cultivo seesterilizabanen autoclave,en atmósferade sobrepresión,a 121oC

durante20 minutos.Los medios sólidosse preparabanaliadiendo agar-agar1.5% concentración

final.

3.1. Medios de cultivo paraS cerevisloe

3.1.1.Medio YP.

Medio rico, utilizado parael crecimientode levaduraen el trabajode rutina,compuestode

1% extractodelevadura,2% peptonay 2% glucosao maltosasegúnseindicaen cadaexperimento.

Cuandola fuentedecarbonoeramaltosa,se añadíaantimicinaA, un inhibidor de la respiración.

queseutilizabaparaforzar la fermentaciónde maltosay evitarasí la pérdidadel plásmidopRMl .1

quecontieneel ¡ocusMALI. Se preparabaunasolución5 mM de antimicinaA en etanolque se

manteníaa 40C y de ella se añadíanalícuotasal medio parauna concentraciónfinal de 5 gM
inmediatamenteantesde inocular.

3.1.2.Medio YNB

Medio mínimo comercialquecontienesulfato amónicoy las salesmineralesy vitaminas

necesariasparael crecimientode la levaduraperoquecarecedeaminoácidos.Se preparabasegún

recomiendala casacomercialy se suplementabacon los requerimientosauxotróficosde las cepasa

las concentracionesdescritasen Methodsin yeastgenetics [80].Tras seresterilizado,seañadíala

fuentedecarbonoindicadaen cadaexperimentoparaunaconcentraciónfinal del 2%. La fuentede

carbonose preparabaconcentrada10 vecesy seesterilizabapreviamentea serusada.Cuandola

fuentede carbonoera maltosa,se añadíaantimicinaA en el momentode inocular segúnse ha

descritoenel apanadoanterior.

3.2. MediosparaE. cali.

Parael crecimientode este microorganismose utilizaba el medio LB (Luna Broth) que

contiene10 g/l de bacto-triptona,5 g/l de extractode levaduray 10 g/l de NaCí. La soluciónse

ajustabaa pH 7.5 con NaOH y se esterilizabaen autoclave.Cuandose crecían bacterias

transformadasconplásmidosqueconteníanel gende resistenciaa ampicilina,seañadíaampicilina

a unaconcentraciónfinal de 50 gg/ml. La ampicilinase preparabaconcentrada1000 veces,se

manteníaa ~20oCy seañadíaal medioen el momentode serinoculado.

4. Medio de inactivación

Estemedio carecíade fuentede nitrógenoy sepreparabacon aguaMilliQ. Su composición,

referidaaun litro, erala siguiente:
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- Salesmineralesy oligoelementos:K2PO4H5.92 g; KPO4H20.2g; H3P04al 85% 1.7 mí;

KCL 9 mg; NaCL0.25 g; MgS04~7H200.25 g; FeCI2 1 mg; SO4Zn 1.8 mg; CuSO40.lmg. Esta

soluciónse ajustabaa pH 6.0 conKOH y se esterilizabaen autoclave.Un vez fría se añadían,en

esterilidad,las vitaminasy la fuentedeenergía,al 2%, adecuadaparael experimento.

- Vitaminas: Biotina 0.02g; D-pantotenatocálcico 0.Smg; Inositol 10 mg; Tiamina4 mg;

Piridoxina lmg. Las vitaminas,que se preparabanconcentradas1000 veces,seesterilizabanpor

filtración a travésdeun filtro RennerGmbl-l de0,2~mdetamañode poroy seconservabana40C.

- Fuentede energía:cuandose utilizabanazúcares,sepreparabaunasoluciónal 20% quese

esterilizabaen autoclave.Se añadíaparaconcentraciónfinal del 2% en el momentode iniciar el

experimento.En el casodel etanol seutilizabael productocomercialy se añadíatambiénparauna

concentraciónfinal del 2% en el momentode iniciar el experimento

5. Medio de endocitosis.
La composiciónde estemedio era la mismaquela del medio de inactivaciónpero,en este

caso,la fuentedeenergíaeraglucosa.
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IL MÉTODOS

1. Crecimiento de las células.
Lascepasde S.cerevisiaey de E. coli se conservabana -70’~C suspendidasen glicerol al 15 y

20% (p/v), respectivamente.Las deuso frecuentese manteníana4oC en placaspetri crecidasen el

medio sólido adecuadoen cadacaso.El cultivo en medio líquido se realizabaen matracescuya

capacidadera al menos5 vecesel volumendel medio de cultivo quecontenían.Con ello se

asegurabauna buena aireación. La incubación de S. cerevisiaey E. cok se realizaba,

respectivamente,a 30 y 370Ccon agitaciónvigorosa(200-250rpm). El cultivo enmedio sólidose

realizabaen placaspetri quese incubabana las temperaturasindicadas.El crecimientocelularse

seguíamidiendola turbidezdel cultivo a 640 nm en un espectrofotómetroHitachi 100-10.En base

a curvasde calibraciónpreviamenteobtenidas,se considerabaque 1 ml deun cultivo de levadura

deunaabsorbanciade 1 unidadde densidadóptica(OD) correspondíaa 0.29 mg proteína.Para

detectarposiblescontaminacionesbacterianas,los cultivosseexaminabanalmicroscopioóptico.

2. Condicionesde inactivación.
Paradesencadenarla inactivacióndelos transportadoresdeazúcaresse ayunabaa las células

de fuente de nitrógeno. Para ello, células creciendoexponencialmentese recogían por

centrifugacióna 5000 rpm durante3 minutos.Se lavabancon aguamilliQ, se suspendíanen un

volumende medio deinactivación(Materiales)3 vecessuperioral volumen inicial de cultivo, para

evitarquese agotasenlos nutrientesduranteel experimento,y se añadíala fuentedeenergíaquese

indicaen cadaexperimento.La suspensiónse incubabaa 300Cconagitación(180-200rpm).

Paraevitar contaminacionesbacterianasdurantelas manipulacionesseañadíaa lasuspensión

250-500¡ig/ml clorhidratodetetraciclinaconcentraciónfinal.

3. Condicionesde endocitosis.

La endocitosisdel transportadorde maltosase desencadenabaayunandoa las célulasde

fuentede nitrógeno.Paraello, las célulasse recogían,se suspendíanen el medio de endocitosis

(Materiales)y se incubabancomose hadescritomásarriba.

Paraevitarcontaminacionesbacterianasdurantelasmanipulacionesseañadíaala suspensión

250-500~xg/mlclorhidratodetetraciclinaconcentraciónfinal.

4. Obtencióndeextractocrudo celularpor el métodohabitual.
Se utilizó el métododesarrolladoporSerrano(1983)(114) ligeramentemodificado.

4. 1. Solucionesempleadas.

- Tampónde roturade células:

DTh2mM

EDTA 5 mM

Tris-UCI 50 mM pH 8.5
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- Soluciónde lavado:

DTE 0.5 mM

EDTA 0.5 mM

Tris-HCI 50 mM pH 8.0

- SoluciónGTED:

DTEO.I mM

EDTAO.í mM

Glicerol al 20% (y/y)

Tricina-tris 10 mM pH 7.5

Estastressolucionesse conservabana 4oC.

- Inhibidoresdeproteasas:

Se preparabansolucionesstock conteniendoPMSF 0.1 M en etanol, IAA 0.lM,

chimostatina2.5 mg/ml en DMSOy leupeptina1 mg/mí, quese conservabana -200C.De

estassolucionesse tomabanalícuotasparaalcanzarlas concentracionesdeseadasen cada

caso.

4.2.Procedimiento.

Un volumen del cultivo de levaduracorrespondientea. aproximadamente,125 mg de

proteínasecentrifugabaa 3000-4000rpm durante5 minutos.Lascélulasse suspendíanen50 ml de

aguadestilada,se transferíana un tubo picudode plásticode50 ml de capacidady se centrifugaban

en las condicionesdescritasmásarriba.Se retirabael sobrenadantey se añadían4 ml detampónde

rotura frío, PMSF 1 mM concentraciónfinal y 8 ml de bolasde vidrio de 0.5 mm de diámetro

previamenteenfriadas.En algunosexperimentos,ademásde PMSF se añadía IAA 1 mM,

chimostatina25 gg/ml y leupeptina10 ~ig/mIconcentraciónfinal. Se agitabaen vortex duranteun

minuto y sedejabaenfriaren hielo duranteotro minuto. Esteprocesoserepetía5 veces.Se recogía

el sobrenadantecon unapipetapasteury las bolas selavaban3 vecescon 4 ml de la soluciónde

lavadoen presenciade PMSF 1 mM y, cuandoera necesario,del resto de los inhibidores.Los

líquidosde lavadose reuníanconel sobrenadantey se centrifugabaa 40C a 3000 rpmel rotor JA-

20 en unacentrifugaBeckmanJ2-21 durante10 minutos.El sobrenadanteconstituíael extracto

crudocelularqueseconservabaen alícuotasa -700C hastasu análisis.

5. Obtenciónde extracto crudo celular por el métodoalcalino.
Se siguióel métododescritoen Silve (¡991) (118)conalgunamodificacion.

5.1. Solucionesempleadas.

- Soluciónde roturade células:

NaOH 1.85 M

Mercaptoetanol2%

Estasoluciónse conservabaa-20”C

- SoluciónLaemmli (conservadaa -200C):
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Tris-HCI62.5 mM pH6.8

SDS 2%

DTE 20 mM

EDTA 2 mM

Sacarosa10%

Azul de bromofenol0.1 mg/ml

- SoluciónTris IM

5.2. Procedimiento
Un volumendel cultivo de levaduracorrespondientea, aproximadamente,1 mg de proteína

secentrifugabaa 3000 rpm durante5 minutos.Las célulassesuspendíanen 1 ml deaguadestilada,

setransferíanaun eppendorfde 1.5 ml de capacidady secentrifugabandurante2 minutosa 12000

rpm en unamicrocentrífuga.El pellet sesuspendíaen 0.250ml dela soluciónderoturay sedejaba

10 minutosenhielo. Transcurridoestetiempo, seañadían0.250ml de TCA 50%, sedejabaotros

10 minutosen hielo paraque precipitasenlas proteínasy se centrifugabadurante10 minutosa

12000rpm. El pellet se lavaba2 vecescon 1 ml de aguafría y se suspendíaen 0.250ml de la

soluciónde Laemmli descritamásarriba.Se calentabadurante10 minutosa 370Cy se aplicabaen

el gelde SDS-poliacrilamida.

6. Obtenciónde la fracción crudademembranas.

6.1. Solucionesempleadas.

- SoluciónOTED:

DTEO.l mM

EDTAO.1 mM

Glicerol al 20% (y/y)

Tricina-tris10 mM pH 7.5

Estassoluciónse conservabaa 40C.

- Soluciónde PMSF0.lM enetanol.Conservadoa .200C

6.2. Procedimiento.

La fraccióncrudade membranasseobteníaa partirdel extractocrudocelularobtenidocomo

sedescribeen Métodos4. Paraello, el extractocrudosecentrifugabaa 40C a 30000rpm durante30

minutosen el rotor6OTi en unaultracentrífugaBeckmanLS-SS.El pelletobtenidose suspendíaen

1.5 ml de la soluciónGTED añadidade 1 mM PMSFy se homogeneizabaen un homogenizador

manualde vidrio esmeriladopreviamenteenfriado.La suspensiónobtenidaconstituíala fracción

crudademembranasqueseconservabaenalícuotasa-70~Chastasu análisis.

7. Obtención de la fracción purificada de membrana plasmática.

7.1.Solucionesempleadas.

- SoluciónGTED, descritaenel apartadoanterior.
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- Soluciónde sacarosaal 53.5%

Sacarosaal 53.5%

DTEO.í mM

EDTAO.í mM

Tricina-tris 10 mM pH 7.5

- Soluciónde sacarosaal 43.5%

Sacarosaal 43.5%

DTEO.í mM

EDTAO.1 mM

Tricina-Tris 10 mM pH 7.5

Lasconcentraciónesdesacarosase ajustabanutilizando un refractómetroy se conservabana

~20OC.

- SoluciónPMSF0.1 M enetanolconservadaa -20’C.

7.2. Procedimiento.

Se preparabaun gradientediscontinuode sacarosaenun tubo del rotor SW-60en el quese

depositaban0.7 ml de la soluciónde sacarosaal 53.5%y a continuación,dejandoresbalarpor las

paredes,1.4 mIdela soluciónde sacarosaal 43.5%. A estegradientese aplicabacuidadosamentela

fracción crndademembranasobtenidacomose describemásarriba.Se centrifugabaa4~C a 55000

rpm durante3 horas,enunaultracentrífugaBeckmanL8-553 enun rotor 5W60 y, transcurridoeste

periodo, se dejabadetenerel rotor sin utilizar el freno. Tras la centrifugaciónse distinguían

ópticamente4 zonasen el gradiente:

1) Parte superior, de aspectoblanquecino constituida por material graso suspendidoen la

soluciónGTED de lamuestra.

2) Bandasituadaen la interfaseGTED/sacarosaal 43.5%que contienela membrana

mitocondrial.

3) Banda situadaen la interfasesacarosaal 43.5%/sacarosaal 53.5%que contiene la

membranaplasmática.

4) Sedimentoquecontienelos componentesdemayor densidadde la célula,comoácidos

nucleicosy polisacáridos.

Despuésde eliminar la bandade la membranamitocondrial y la soluciónde sacarosaal

43.5% por aspiracióna vacío con unapipeta Pasteur,serecogíamuy cuidadosamentela banda

correspondientea la membranaplasmática.Se diluía con 3 volúmenesde aguadestiladafría, se

mezclabay se centrifugabaa4”C a 40000rpm en el rotor 5OTi en unaultracentrífugaBeckman

LS-SSdurante30 minutos.El pelletsesuspendíaen 1 ml de la soluciónOTED añadidade lmilvI

PMSF y se homogeinizaba.El homogeneizadoconstituíala fracción purificadade membrana

plasmáticaqueseconservabaen alícuotasa -70”C hastasu análisis.
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8. Medidade fermentación y respiración.
La fermentacióny respiraciónse midieron siguiendola producciónde C02 y consumode

02, respectivamente,en un respirómetrode Warburgsiguiendolas técnicasconvencionales(130)

Lascélulasse recogíanduranteel crecimientoexponencial,se lavabanconaguay se suspendíanen

medio YP o en medio de inactivación conteniendoel azúcar a ensayar. Alícuotas de 1 ml de esta

suspensiónse depositabanen matracesdel respirómetrode 15 ml de capacidad,que se sumergían

en el bañopreviamentecalentadoa 300C. Los matracesse manteníanen agitacióndurantetodo el

experimento.Antes de comenzarlas lecturasmanométricasse atemperabanlas suspensiones

celularesdurante15 minutos.En cadaexperimentose llevabaen paraleloun matrazsin célulascon

el fin decorregirlas posiblesoscilacionesde los barómetrosdebidasa cambiosdetemperaturao de

presiónatmosférica.Los cambiosde presiónen los manómetrossemedíancada10 minutosdurante

3-6horas.

9. Medida de los transportes.
9.1. Transportedemaltosa.

Se siguióel métododescritoporSerrano(1977)(113)conalgunamodificación.

9.1.1.Solucionesempleadas

- Acido tartárico0.1 M pH 4.2. Seconservabaa40C.

- U- [14C]maltosa45 mM (0.5 .tCi4tmol).

- Liquido decentelleoOptiphase‘HiSafe2”.

9.1.2. Ensayo.

Un volumendel cultivo de levaduracorrespondientea 5 mg de proteínase centrifugabaen

tuboscónicosen unacentrífugade mesa.Las célulasselavabancon 10 mide ácidotartárico0.1 M

pH 4.2 y seresuspendíanen0.25 ml de la mismasolución.La suspensióndecélulasseincubabaa

20W durante3 minutos.El transportese iniciabadepositando50 pi de la suspensiónde célulasen

un tubo cónicoquecontenía 5 pi de la soluciónde maltosaradioactiva. Transcurridos 15 segundos
de incubacióna 200C, la reacciónsedeteníaañadiendo10 ml de aguaa 40C. Inmediatamente,la

suspensiónsefiltraba avacíoa travésde un filtro de fibra de vidrio GF/C y las célulasfijadas al

filtro se lavabancon otros 10 ml de aguafría. El filtro se introducíarápidamenteen vialesque

contenían3 ml del líquido de centelleo. Pasados30 minutos, la radioactividadse contabaen un

contadorde centelleodurante1 minuto.

Paramedir la adsorción inespecíficade maltosaradiactivaa las células o al filtro, se

suspendíauna alícuotade 50 pi de la suspensiónde la levaduraen 5 ml de aguapreviamente

calentadaa bañomaría.Se dejabahervirdurante5 minutosy seenfriabaen hielo. Se añadía5 ml

de aguafría y 5 pi de la soluciónde maltosaradioactiva,se filtraba inmediatamentey se seguíael

mismotratamientoqueen la medidadel transporte.Los valoresobtenidosse restabande losde la

medidadel transporte.

Paraconocerla relaciónentrela radiactividady la concentraciónde maltosa,50 ¡tI de la

solución de maltosaradiactiva diluida 1/100 se depositabansobreun filtro húmedo que se
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introducíainmediatamenteen el vial con el líquido decentelleo.La radiactividadsecontabacomo

en los casosanteriores.

9.2. Transporte de galactosa.
Se siguióel métododescritoporDe Juan(1986) (25) conalgunamodificacion.

9.2.1. Solucionesempleadas.

- KH2PO4 SOmiM pH 6. Se conservabaa 4
0C.

- U- [14C]galactosaSSmM(0.4¡tCi/gmol).

- Liquidode centelleoOptiphaseHiSafe2.

9.2.2.Ensayo.

Para medir el transporte de galactosase seguía el mismo procedimiento que en el casodel

transportede maltosaexceptoque, en vezde utilizar ácido tartárico0.lM pH 4.2 seutilizaba

KH
2PO4 50 mlvi pH 6.

10. Tratamiento del transportador confosfatasaalcalina.
101.Solucionesempleadas.

- Tris-HCI 100 mM pH 8.0, MgCI2 1 mM, ZnSO40.1 mM.

- SDS 20%

- Fosfatasaalcalina.

- Inhibidoresdeproteasascomosedescribeen Métodos4.

10.2.Ensayo.

El tratamientocon fosfatasaalcalina se realizó en muestrasde fracción purificadade

membranaplasmática.Alícuotascorrespondientesa 200 gg de proteínase centrifugabana 4
0C a

12000rpmen unamicrofuga durante10 minutos.El pelletse suspendíaen 20 pi deun tampónque

conteníaTris-HCI 100 mM pH 8.0, MgCI
2 1 mM y ZnSO40.1 mM, se añadían5 ¡tI de SDS 20% y

se calentabaa 42W durante15 minutos.A continuación,se añadían200 pi del mismotampóncon

el fin de diluir el SDS, sedividía el volumen final en dos alícuotasigualesy, a una de ellas,se

añadían5 pi de fosfatasaalcalina.Ambasalícuotasseincubabana37
0C durante1 hora.Paraevitar

la degradacióndel transportadordurantela última incubación, se añadíanlos inhibidores de

proteasasa las concentracionesindicadasen Métodos4. Terminadoel tratamientocon la fosfatasa,

las muestrassetratabansegúnseindicaenMétodos 13.

11. Determinación de la concentraciónde proteínas.
La determinacióndel contenidode proteínase realizabaporel métododeLowry (1951)(80)

previaprecipitaciónconTCA. Paraello, se tomabaunaalícuotade la muestraa ensayar,seañadía

TCA paraunaconcentraciónfinal del 5% y se incubabaen hielo 10 minutos.Se centrifugaba5

minutos a 12000 rpm en una microfuga, se eliminaba el sobrenadanteexhaustivamentey el

precipitadosedisolvíaen NaOH 1 N. Parafacilitar su solubilizaciónsecalentabaunosminutosal

baño maría.Unavezdisueltala proteínaseprocedíaa su valoraciónsiguiendoel métodode Lowry
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[84]. La estimaciónde laconcentraciónde proteínase realizabaapartirdeunacurvadecalibración

obtenida, para cada ensayo, utilizando una solución de BSA 1 mg/ml tratada igual y

simultáneamentequelas muestrasproblemas.

12. Determinación de la concentraciónintracelular de ATP.
Para determinar el contenido intracelular de ATP, las células se recogían seguiendoel

método de filtración rápidadescritoen (110) y se sumergíanen nitrógeno líquido. Tras su

extraccióncon ácidoperclórico(110),el ATP contenidoen el extractose medíaenzimáticamente

utilizando fosfogliceratokinasacomose describeen (61).

113. Electroforesisen gelesde SDS-poliacrilamida por el sistemade glicina.
13.1. Solucionesempleadas.

- Soluciónde acrilamida: acrilamida38% (p/v). bisacrilamida2% (p/v). Estasoluciónse

filtraba a vacíoatravésde filtros de nitrocelulosade0.45 ¡tm de tamañodeporoy seconservabaa

4W. Se manejabasiemprecon guantes.

- Tampónde separación.Se preparabaconcentradodos vecesy semanteníaa 4W. Se

utilizabaala siguienteconcentraclon:

Tris-HCI 0.75 M pH 8.8

SDS 0.2 %

- Tampónde empaquetamiento.Se preparabaconcentradodos vecesy semanteníaa 40C.

Se utilizabaa lasiguienteconcentración:

Tris-HCI 0.25 M pH 6.8

SDS 0.2%

- Persulfatoamónicoal 10%.Se manteníacongeladoa -200Cen alícuotas.

- TEMED 6.6 M. Se guardaba a 4’C.
- Tampónde desarrollode electroforesis.Se preparabaconcentrado10 vecesy semantenía

a40C.Se utilizabaalasiguienteconcentración:

Glicina 0.19 M

Tris-basehastaobtenerpH 8.3

SDS 0.1%

- Isobutanolsaturadocon agua.

- SoluciónLaemmli:

Tris-HCI 62.5 mM pH6.8

SDS2%

DTE 20 mM

EDTA 2 mM

Sacarosa10%

Azul debromofenol0.1 mg/ml

Estasoluciónseconservabaa -200C.
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13.2. Preparaciónde los geles.

Seutilizó el métododeLaemmli modificado(74). Utilizamosgelesde SDS-poliacrilamidaal

10% de 1 mm de espesorquepreparábamosentredos placasde cristalde 9 x 9.5 cm o de 16 x16

cm. Antesde montarel sistema,las placasselimpiabancon etanolparaeliminarposiblesrestosde

detergenteo grasa.Los lateralesde las placasse sellabancontirasde teflón y la baseconuna tira

de papelwhatman3MM doblada,con un anchofinal de aproximadamente0.5 cm. Todo ello se

sujetabaconpinzas.El gel separadorsepreparaba,enel casodegelesde 9 x 9.5 cm, con 1.875 ml

de la soluciónde acrilamida/bisacrilamida,3.75 ml del tampónde separación,1.725 ml de aguay

75 pi de persulfatoamónicoal 10%. Parasellarla basede las placas,setomaban0.75 ml de esta

solución,se añadían7 ¡tI de TEMED y se vertíainmediatamenteentrelas dosplacas.Se dejaba

polimerizardurante2-3 minutos.Transcurridoestetiempo,se añadían7 pi de TEMED al resto de

la mezclay se vertía entre las placas.Paraobtenerunasuperficielisa y horizontal,se añadía

cuidadosamente0.5 ml de isobutanolsaturadocon aguay sedejabapolimerizarel gel durante30

minutos.Unavezpolimerizado,se retirabael isobutanoly selavabael espacioentrelas placascon

agua.Los restosde aguaseeliminabancuidadosamenteconayudadeun papelde filtro.

A continuación,se preparabael gel concentrador.En el casode gelesde 9 x 9.5 cm, se

preparabauna mezclacon 0.225 ml de la soluciónde acrilamida!bisacrilamida,1.5 ml del tampón

deempaquetamiento,1.21 mIdeagua,30 pi depersulfatoamónicoal 10% y 6 pi de TEMED. Esta

mezclase depositabasobreel gel separadore inmediatamentese introducíaun peinedeteflón con

pocillosde aproximadamente4 x 1 mm de base.El gel concentradorsedejabapolimerizaral menos

1 hora. Si el tamaño de las placasera mayor se preparabala cantidadde gel separadory

concentradornecesariomanteniendoestasmismasproporciones.

13.3. Preparaciónde las muestrasparala electroforesis.

Alícuotasconteniendola cantidadde proteínarequeridaparael experimento,normalmente

100-200¡tg, se completabancon aguahasta100pi y se añadíaTCA frío paraunaconcentración

final del 10%. Se dejabaprecipitaren hielo durante10 minutosy secentrifugabaa 12000rpm en

microcentrifugadurante15 minutosa40C. El pelletse lavabacon 1 mIdeaguafría y suspendíaen

50-100¡tI de la soluciónLaemmli descritamásarriba.Las muestrassecalentabana 420Cdurante

15-20minutos,hastaque la proteínasedisolvíatotalmente.

Se utilizaronproteínasmarcadorasde pesomolecularsin preteñircuyospesosmoleculares

oscilabanentre200y 45 kDa. Estosmarcadoresseprepararonsiguiendolasinstruccionesde la casa

comercial.

13.4. Desarrollode laelectroforesis.

El desarrollode la electroforesisserealizabaen cubetasde electroforesisvertical. Unavez

llenos los reservoriosde la cubetacon el tampóndedesarrollodeelectroforesis,sequitabael peine

y se aplicabanlas muestrascon ayudade unajeringaHamilton. En estosgeles,la máximacantidad
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de proteínaqueseaconsejaaplicarpor pocillo es de 1-10 ~gpor mm2 deseccióndel pocillo. El

desarrollodela electroforesisen lasplacasde9 x 9.5 cm se realizabaa 50-80voltios hastaquelas

muestraspenetrabanen el gel separadory despuésa 120-140voltios. La electroforesiscompleta

durabaunas3 horas.En el casode las placasde 16 x 16cm, se aplicabaun voltajede 30 voltios

durante19-20horaso bien, unavez las muestrashabíanpenetradoen el gel separador,seaplicaba

un voltajede200-250voltios durante5-6horas.

Terminadala electroforesis,las proteínasretenidasen el gel se transferíanaunamembrana

de nitrocelulosacomose describeenMétodos15.

14. Electroforesisen gelesde SDS-poliacrilamida por el sistemade tricina.
Estesistemadeelectroforesisse utilizó únicamentecuandose queríadetectarUb.

14.1.Solucionesempleadas.

Lassolucionesempleadasparaeste tipo deelectrofroresiseranlas mismasquelas utilizadas

en el casode electroforesispor el sistemade glicina, exceptolas solucionesque se describena

continuación.

- Tampónparala preparacióndel gel: Tris-HCI 3 M pH 8.45. Paradisolverel Tris es

necesariocalentarlasolución.El pH se ajustabacuandola soluciónse habíaenfriado.

- Tampóndedesarrollode electroforesis:

Tampónparael ánodo:Tris HCI 0.2M pH 8.9

Tampónparael cátodo:Tris 0.1 M, Tricina 0.1 M. El pH de estasolucióndebíaser

aproximadamente8.25.

Estosdostamponesse preparabanconcentradoscincovecesy se manteníana 40C.

14.2. Preparaciónde los geles.

Se siguióel métododescritoen Schagger,H. andvonJagow,G. (1987)(112).

Utilizamos gelesde lmm de espesorquese preparabanentredos placasde cristalde 9 x 9.5

cm. El montajede las placasy la preparaciónde los geles se realizó de la forma descritaen

Métodos13.

El gel separadorse preparabacon2.95 ml de la soluciónde acrilamida/bisacrilamida,2.5 ml

de glicerol 40%,2.5 ml del tampóndepreparacióndegel, 75 ¡tI de SDS al 10%,35 ¡tI de persulfato

amónicoal 10%y 3.5 ¡tI deTEMED. El gel concentradorsepreparabacon270 ¡tI de lasoluciónde

acrilamida/bisacrilamida,1.92 ml deagua,750 pi del tampónde preparaciónde gel, 30 ¡tI de SDS

al 10%,23 ¡tI persulfatoamónicoal 10% y 2.5 pi deTEMED.

14.3. Preparacióndelas muestrasparalaelectroforesis.

Alícuotasconteniendo50 ¡tg de proteínasecompletabancon aguahasta25 ¡tI y seañadía25

pi de una soluciónLaemmli (Materiales 13) que se habíapreparadoconcentradados veces.Las

muestrassecalentabana 95”C durante5 minutos.



Métodos 34

En el casode de la Ub comercial,unaalícuotade 1 ¡tg se disolvía en 10 ¡tI de agua,se

añadían10 pi de la soluciónde Laemmli concentradados vecesy secalentabaa 99C durante5

minutos.

14.4. Desarrollo de la electroforesis.

El desarrollo de la electroforesisse realizaba también en cubetas de electroforesis verticales.

Una vez llenos los reservoriosde la cubeta,el superiorcon el tampónparael cátodoy el inferior

conel tampónparael ánodo,se aplicabanlas muestrasy se desarrollabala electroforesiscomose

describeen Métodos 13.

Terminadala electroforesis,las proteínasretenidasen el gel se transferíana una membrana

de Immobilon-P.

15. Transferencia de las proteínas del gel a una membrana de
nitrocelulosao de Immobilon-P.

15.1. Solucionesempleadas.

- Tampónde transferencia:

Tris-base25 mM

Glicina 0.19 M

Metanol20%

Sepreparabaunasoluciónconcentrada10 vecesqueconteníala glicinay el Tris. EL pH de

estasolucióndebíaestarentre8.6 y 8.8. Estasoluciónse conservabaa 4W y sediluía con aguay

metanolen el momentodeserutilizada.

- Solucióndetincióndel gel:

Acético 10%

Metanol50%

CoomassieBrillant Blue R-2500.05%.

- Solucióndedesteñirgeles:

Acético 10%

Metanol 20%

- SolucióndePonceau’S:

Ponceau’S0.1%(p/v)

Acético5% (y/y)

- Acético 1%

- Glicerol 3%(y/y)

Lasúltimas solucionesseconservabana temperaturaambiente.

15.2.Procedimiento.

La transferenciaserealizabaen un transferidorconelectrodosde grafito dePharmaciaLKB.

Sobreel electrodopositivo secolocaban3 papelesWhatman3MM, la membranadenitrocelulosa
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(0.45 ¡tm de tamañode poro, de Millipore) o de Immobilon-P (de Millipore), el gel de

poliacrilamiday otros3 papelesWhatman3MM. LospapelesWhatmany lamembrana,del mismo

tamañoqueel gel, se humedecíanpreviamenteen el tampónde transferencia.La presenciade

burbujasde aire entrelas distintascapasimpide el pasode la corrienteeléctricay por tanto la

transferenciadelas proteínas.Paraeliminarías,se deslizabaunavarilla de vidrio humedecidaen el

tampónde transferencia.Finalmente,secolocabael electrodonegativoy se aplicabaunacorriente

continuade 2-2.5mA por cm2 desuperficiede gel durante1.5 horas.

Paracomprobarla eficaciade la transferencia,la membranade nitrocelulosase sumergíaen

la soluciónPonceausdurante1-2 minutosparavisualizar las proteínas.Traseliminarelexcesode

colorantelavandoconacéticoal 1%, se señalabala posicióndelos marcadoresdepesomoleculary

se procedíaa la inmunodeteccióndel transportadorde maltosa.Por otro lado,el gel se sumergíaen

la soluciónde tinción de geles.Una vez teñidaslas proteínas,el excesode coloranteseeliminaba

lavandoel gel con la soluciónde desteñirgeles.Cuandosediferenciabanclaramentelas bandasde

las proteínas,el gel se introducíaen una soluciónde glicerol al 3 % (y/y) durante2-3 horasy se

secabaenun secagelesa800Cdurante45 minutos.

16. Inmunodetección.

16.1. Solucionesempleadas.

- Tampón PBS.Se preparaba concentrado 10 vecesy se mantenía a temperatura ambiente.

Se usabaa la siguienteconcentraclon:

NaCí 1AM

KCI 2.7 mM

KPO
4H2 1.5 mM

Na2PO4H8.1 mM.

- Solución de lavado:Tween-20al 0.1% disuelto en tampón PBS. Se preparabauna

solución de Tween-20al 20% (y/y) que se conservabaésteril a 40C. La soluciónde lavadose

preparabaen el momentodeusarladiluyendolasolucióndeTween-20con PBS.

- Solución de bloqueo: leche en polvo al 5% en soluciónde lavado. Se preparabaen el

momentodeusarla.

- TampónAP: Tris-HCI 0.1 M pH 9.5. Seconservabaa temperaturaambiente.

- Soluciónde NBT y BCIP: NBT al 0.03%y BCIP al 0.015%entampónAP. El NBT y el

BCIP se preparabanconcentrados100 veces (30 mg y 15 mg en 1 ml de DMSO al 70%

respectivamente)y se manteníana -20
0C.La dilución en el tampónAP serealizabaen el momento

deusar.

- SolucionesA y B del KIT comercial para ECL western blotting” de Amersham.

16.2. Procedimiento.

Una vez separadaslas proteínasde la muestramedianteelectroforesisen gel de

poliacrilamida y transferidasa la membrana,se procedíaa la detección inmunológicadel
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transportador,o en su casode la Ub, utilizandoun sueroinmuneobtenido,repectivamente,frentea

estasproteínas(Materiales2.3). Paraello, la membranacon las proteínastransferidasse incubaba

con abundantesolucióndebloqueodurante,al menos,1 hora. Se lavaba5 vecesdurante5 minutos

con soluciónde lavadoy se incubabaconel sueroinmunefrenteal transportadordiluido 1/1000en

la solución de lavado añadidade 0.1% BSA durante1 hora, o en sucaso,con el sueroinmune

frente a la Ub diluido 1/lOO en la misma solución.Se retiraba estasolución y se lavabala

membranacomose hadescritomásarriba. El sueroinmuney los anticuerposdiluidos se guardaban

a 40C parasu reutilización.

Paravisualizar los complejosantígeno-anticuerpoformados se utilizaba un segundo

anticuerpo,tambiéndenominadoanticuerposecundario,que estabaconjugadobien a fosfatasa

alcalinao bienaperoxidasa(Materiales2.3). En el primer caso,la membranase incubabacon el

anticuerpodiluido 1/3000en solucióndebloqueodurante30 minutos. Se lavaba5 vecesdurante5

minutosconsoluciónde lavadoy 2 vecesdurante5 minutos conel tampón AP. A continuación, la

membranase incubabacon la soluciónde NBT y BCIP, descritamásarriba, hastala apariciónde

bandasconcoloraciónpúrpura.La fosfatasaalcalinaen presenciade NBT y BCIP desencadenauna

reacciónde oxido-reducciónen la que se forma un compuestoinsoluble de color púrpura.Esta

reacción,y portanto laaparicióndel color, se parabalavandola nitrocelulosaconabundanteagua.

La membranase secabaal airey se guardabaen oscuridad.Cuandose usabaanticuerposecundario

conjugadoa peroxidasa,la membranase incubabacon dicho anticuerpodiluido en solución de

bloqueo 1/10000durante1 hora y se lavaba5 vecesdurante5 minutoscon soluciónde lavado.A

continuación,la nitrocelulosase sumergíadurante1 minutoenunamezclaal 50%de las soluciones

A y B del KIT comercial para “ECL western blotting. La peroxidasaen estasolución produce una

reacciónde oxidaciónque emite luz. Estaluz se detectabaconpelículasdeautorradiografia.Los

tiemposde exposiciónvariabanentre1 y 10 minutos.

Todaslas incubacionesse realizabana temperaturaambientey conagitaciónsuave.

17. Estimación del contenidode transportador de maltosa en la célula.
Para determinarel contenido de transportadorde maltosaen la célula se sometíana

elcetroforesisen gel de SDS-poliacrilamidacantidadescrecientesde extractocrudo,de 5 a20 ¡tg de

proteína.Unavez transferidaslas proteínasa la membrana,el complejoantigeno(transportador)-

anticuerposedetectabautilizando el anticuerposecundarioconjugadoa fosfatasaalcalina.Las

intensidadesde las bandas correspondientesal transportadorse cuantificabanmediante

densitometríautilizando el programade ordenadorNIH image 1.42. El áreade los picosobtenidos

se medíanenpixels. Las intensidadesdeestasbandas,en valoresrelativos,se representabanfrente

a la cantidadde proteínaaplicadaen el gel y se trazabala rectacorrespondiente.La pendientede

estarectase considerabaproporcionalal contenidocelulardetransportadordemaltosa.
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18. Técnicasbásicasde biología molecular.
18.1. Aislamientode ADN plasmídicode E. coli.

El aislamientode ADN plasmídicodeE. coli a pequeñay granescalase realizabasiguiendo

losmétodosdescritosen Sambrooket al. (1989)(111) y Birnboim (1983)(10) respectivamente.

182.Digestiónde ADN conendonucleasasde restricción.

Ladigestiónde ADN conenzimasde actividadendonucleásicase realizabasegúnse describe

en Sambrooket al. (1989) (111), utilizando los tampones y condicionesde incubación

recomendadospor los fabricantesdeenzimas.

18.3. Análisis delos fragmentosde restricción.

Los fragmentosde restricciónobtenidosen la digestiónde ADN, se separabanmediante

electroforesishorizontalen gelesde agarosa. Los gelesde agarosase preparabanal 0.7% en el

tampónTBE queconteníaTris-borato 90 mM pH 8.0, EDTA 2 mM, añadidode 5 mg/ml de

bromurode etidio segúnse describeen Sambrooket al., 1989 (111),La electroforesisse realizaba

sumergiendolos geles en TBE y aplicandoun voltaje de 70-90 voltios. Las bandasde los

fragmentosdeADN sehicieronvisiblesiluminándolosconun transiluminadorde luz ultravioleta.

El tamañode los fragmentosse estimó por referenciaa las distanciasde migracióndel

marcadorde pesomolecularnúmeroVII deBoehringuerManheim.

18.4. Extracciónde ADN de gelesde agarosa.

Unavez separadoslos fragmentosderestricciónen el gel deagarosa,se aislabala bandaque

conteníael fragmentode restricciónde interésy se extraíael ADN de la agarosautilizandoel kit

clean-a-gene(RennerGmbH) siguiendoel protocolo recomendadopor el fabricante.El ADN

recuperadose disolvíaen 10-20¡tI de agua.

18.5. Clonajede fragmentosde ADN.

Los vectoresen los quese iba a realizarel clonajey los plásmidosde los quese ibaa obtener

el fragmentode interés, se digeríancon las endonucleasasde restricciónadecuadas.Cuandose

utilizabaunaúnica enzima,losextremos5’ del vectorse defosforilabanmediantetratamientocon

fosfatasaalcalinade intestinode ternera.El vectordigeridoy el fragmentode ADN, previamente

aisladoy extraido de la agarosasegúnsedescribeen el apartadoanterior, se ligaban mediante

tratamientoconla ADN ligasadel fagoT4 siguiendoelprotocolodescritoenSambrooket al., 1989

(III). Paraseleccionarlos fragmentosde ADN ligados, es decir, los plásmidosobtenidos,se

transformabancélulasdeE. cok (Métodos19.1)conpartede la mezcladel ligamiento.Con objeto

de conocerquetransformantesconteníanel plásmidode interésparanosotros,algunosde los

transformantesse pasabanamedio líquido selectivo(LB conampicilina) paraobtenermásmasa

celular, se aislabaelADN plasmídicoy se realizabaun análisisde restriccióndel mismo.
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19. Transformación celular.

19.1.Transformaciónde E. colí.

La transformaciónde E. cali se realizabasegúnsedescribeen Hanahan(1986)(43) Células

de E. cali competentespreparadassegúnse describeen el métodode Hanahanfueroncongeladasa

-700C.En el momentode usarlasse dejabandescongelaren hielo y se separabanalícuotasde 50 ¡tI

en eppendorfestériles.Se añadía0.5 ¡tI deADN plasmídicoó 5 pi dela mezclade ligamientoy, en

el casodel control, el mismo volumende tampónTE estéril (Tris-HCI 10 mM pH 7.6, EDTA

lmM). Se incubabaen hielo durante30 minutosy, a continuación,la suspensiónse sometíaa un

choquetérmico, 42~C durante90 segundos.Se añadía1 ml de medio LB y se incubabaa370C

durante1 horaparaquelas célulasexpresaranel gende resistenciaa ampicilina y recuperasenla

estructurade la pared celular. Se extendían50-200 ¡tI en placasde LB con ampicilina y se

incubabana 370C durante16-20 horas.Una vez obtenidascoloniasaisladas,éstasse pasabana un

medio líquido selectivo (LB conel antibiótico) paraobtenermásmasacelular.Estecultivo se

utilizababienparaguardarlascélulasa ~70oCo bienparaaislarel ADN plasmídico.

19.2. Transformaciónde 8 cerevisiae.

La transformaciónde células de 8. cerevisiaese realizabasiguiendolos dos métodos

descritosmásabajo:

- Métododescritopor Ito et al. (1983) (60). Célulascorrespondientesa 50 ml de cultivo en

faseexponencialde crecimientose lavabancon lO ml deaguaestérily despuéscon 10 ml de TELi

(LiCI 0.1 M disueltoen tampónTE). Se suspendíanen 0.5 ml deTELi y se incubabana 30’C con

agitaciónsuavedurante1 hora. Transcurridoestetiempo, se tomabanalícuotasde 100 pi de la

suspensióncelulara las quese añadían50 gg deADN de espermade salmóny el ADN plasmídico

quese queríatransferiralacélula(1-10¡tg diluido en un volumenmenorde 10 pi>. Se incubabana

30W durante20 minutossin agitación.Se añadía0.7 ml de unasolucióndePEO4000 preparadaal

36% en TELi, se incubabaa 300Cdurante1 horay despuésa 420Cdurante5 minutos.Finalmente,

se centrifugaba10 segundosenmicrofuga,se suspendíanlas célulasen 0.2 ml de aguaestérily, la

suspensiónse extendíaen placas conteniendoel medio sólido de seleccióny las placas se

incubabana30’C durante2-4 días.

- Métodode transformaciónen un único pasodescritopor Chenet al. (1992) (19). Células

correspondientesa 1 ml de cultivo en faseestacionariadecrecimientose suspendían,conayudade

vortex,en unasoluciónquecontenía0.2 M acetatode litio pH 5.0,40%PEO4000, 100mM Dli’.

Se añadían50 ¡tg de ADN deespermade salmóny el ADN plasmídicoquese queríatransferira la

célula(1-10¡tg diluido en un volumenmenorde 10 pi) y se incubabaa 450Cdurante45 minutos.

Transcurridoeste tiempo, la suspensiónse extendíaen placasconteniendoel medio sólido de

seleccióny las placasse incubabana300Cdurante2-4días.

En ambastransformaciones,paradetectarposiblescontaminantes,unaalícuotase tratabade

formasimilary en paraleloperosin añadirADN plasmidico.
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RESULTADOS1

Mecanismode inactivación del transportador.
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Comosehadescritoen la introducción,el transportadorde maltosa,al igual queotras

proteínasdemembranaplasmática,se inactivatras la inhibición de la síntesisde proteínas

(57, 78). Esta inactivación, conocida como ‘inactivación catabólica, es un proceso

irreversibleestimuladopor la presenciade glucosaquesigueunacinéticade primerorden y

queafectaprincipalmentea la Vmax (14, 25, 78). Estascaracterísticassugierenque la

inactivación podría ser debida a degradacióndel transportador.Paracomprobaresta

hipótesis nos propusimosmedir el contenidocelular de esta proteína así como sus

eventualesvariacionesdurante la inactivación. Con objeto de obteneranticuerpos

policlonalesfrente al transportadoriniciamosunacolaboracióncon la Dra. Herweijerde

Gist-Brocades(Delft, Holanda)y unavez obtenidos,comoseha descritoen Materiales2.3,

pasamosa elegir unascepasde levaduraquenos permitieran,por un lado, testarestos

anticuerposy, por otro, probarnuestrahipótesis.

1.1. Elecciónde las cepasde levadura.

Como ya se ha mencionado,el transportadorde maltosaestácodificadopor 5 genes

(MALI], MAL2J,MAL3I, MAL4J y MAL6J), cada uno de ellos situadoen distintos

cromosomas(20). Dado que estos genes presentanuna gran homología (20), los

anticuerposobtenidosfrentea la proteínacodificadapor uno de ellospodríanreconocerlas

proteínascodificadaspor los otros genes homólogos.Por otra parte, ademásde los

transportadoresde maltosamencionados,se ha identificadootro transportador,conocido

como el transportadorde isomaltosa,codificadopor el genAGT1 (42). Estaproteína,al

igual que los transportadoresde maltosapropiamentedichos,tambiéntransportamaltosa,

se induce enpresenciade este azúcary esreprimible por glucosa.Los transportadoresde

maltosay el transportadorde isomaltosamuestrandiferenteespecificidad:mientrasqueel

transportadorde maltosasólo transportamaltosa y turanosa,el de isomaltosapuede

transportarisomaltosa,maltotriosay cz-metilglucósido,ademásdemaltosay turanosa(15,

20). Dadoque el transportadorde isomaltosaes idéntico en un 57% al transportadorde

maltosa (42), también podría ser reconocidopor los anticuerposobtenidos frente al

transportadorde maltosa.

Teniendoencuentatodosestoshechos,paramedir conanticuerposel contenidocelularde

un transportadorde maltosaparecíanecesarioquela cepautilizadatuvierasólo unode los 5

posibles transportadoresde maltosa y además,que no tuviera el transportadorde

isomaltosa.Por ello, utilizamosla cepaMALl~1c~D, queno contieneninguno de estos

transportadores(105) y la transformamosconel plásmidopRM1.l, descritoen Materiales

2.2, que contiene el locus MALI completo, es decir, los genes que codifican el

transportadorde maltosa,la maltasay el activadorde la expresiónde los dos genes

anteriores.Comprobamos,por un lado, que la cepatransformada,a la quedenominamos

YLP-íT, expresabael transportadorde maltosaporquefue capazde fermentarmaltosay,

por otro lado, queno expresabael transportadorde isomaltosapuestoqueno fue capazde
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fermentar isomaltosao ct-metilglucósido(Tabla 1). Para estar segurosde que el

transportadorde maltosacodificadopor el gen MALI] del plásmido pRM1.1 tenía las

mismascaracterísticasquelos de unacepano manipuladagenéticamentellevábamoscomo

control la cepasilvestreATCC 42407.Estacepaescapazcreceren un medio conmaltosa

comoúnica fuentede carbonopero se ignora que locusMAL expresa.Comprobamosque

eracapazde fermentarmaltosapero no isomaltosao a-metilglucósido.Estoindicabaque

no expresabael transportadorde isomaltosa(Tabla 1). En resumen,contábamoscon dos

cepascapacesde fermentarmaltosaperono isomaltosa,esdecir, doscepasqueexpresaban

el genMALTy no expresabanelgenAGTI.

Transporte
(mmol hexosag proteína-’ li-1)

Fermentación
(mmol hexosag proteína-’ h-~)

Cepasde
levadura

Maltosa Maltosa Isomaltosa ct-metilglucósido

MAL1~1c~D <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. Velocidadde transportey fermentación.Lascélulasse cultivaronenmedioYP con2%
glucosa(MALl~1C~D) o 2% maltosa(YLP-lT y ATCC 42407).A mitad de la faseexponencialde
crecimientose recogióunaalícuotaparamedir el transportede maltosay las célulasrestantesse
centrifugaron,se lavaroncon aguay se suspendieronen medio YP con 2% del azúcarindicadoy
5¡tM antimicinaA. Alícuotasdeestoscultivos se depositaronen los vasitosdel warburgy se midió
la fermentacióncomo se indica en Métodos. Los datos correspondena la media de dos
experimentos.Los resultadosdelosdos experimentosdiferíanenmenosdeun 10%.

1.2. Inactivación del transportador de maltosaen las cepaselegidas.
Los resultadosmostradosen el apartadoanterior indican que la cepa YLP-íT sólo

expresael transportadorde maltosacodificadopor el genMALI] del plásmido.Paraver si

el transportadorcodificadopor estegense inactivabade forma similar a los de la cepa

silvestrecontrol ATCC 42407,seguimosla inactivación en presenciade dos sustratos

diferentes:glucosa,queestimula la inactivación,y etanol queno la estimula(13). Los

resultadosobtenidosindicaronque ambascepassecomportabande forma similar (Figura

1). La vida mediacalculadaparael transportadorfue de aproximadamente1.2 horasen

presenciadeglucosay de >13 horasenpresenciade etanol.
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Figura 1. Inactivación catabólicadel transportador de maltosaen las cepasYLP-1T y
ATCC 42407.
Las cepas YLP- iT (A ,Á) y ATCC 42407(o,e) secultivaronen medioYP conmaltosaal
2%. A mitad de la fase exponencial de crecimiento, las células se recogieron por
centrifugación,se lavaron con agua y se suspendieronen un volumen del medio de
inactivación3 vecessuperioral volumeninicial. Estemedio contenía2% glucosa( e, A)

o 2% etanol (o , A) como fuentede energía.Las suspensionesse incubarona 3O~C con
agitacióny a los tiemposindicadosse recogieronalícuotaspara valorarla actividaddel
transportadorde maltosa segúnse describeen Métodos. Los datoscorrespondena la
mediadedosexperimentos.Los resultadosde los dosexperimentosdiferíanen menosde
un 10%.

1 2 3 4
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1.3. Idoneidad del suero inmunepara detectar el transportador de maltosa.
Paradetectarel transportador,las proteínaspresentesen la muestraa ensayarse

separaronen gelesde SDS-poliacrilamidapor el sistemade glicina y se transfirieronauna

membranade nitrocelulosaque se trató segúnse indica en Métodos. Con el fin de

comprobarsi el sueroinmune obtenidocontrala proteínarecombinantedel transportador

(Materiales2.3) nospermitíaidentificaral transportadorentretodaslas proteínaspresentes

en lamuestra,prestamosatenciónatreshechos:

i) El transportadorde maltosaesunaproteínainduciblepormaltosa(76),porlo tanto,

la bandacorrespondientea estaproteínasólo deberáapareceren muestrasde células

crecidasenmaltosa.Los resultadosobtenidosconfirmaronestaprediccióndadoque,como

puede verseen la Figura 2, el suero inmune reconocióuna proteínaque aparecíaen

muestrasdecélulascrecidasenmaltosaperono en muestrasde célulascrecidasenglucosa.

u) El tamañomoleculardel transportadorde maltosaestimadoa partir de su

secuenciaes de 68.2 kDa, por lo tanto, si la proteínareconocidapor el sueroinmune

correspondieseal transportador,seríade esperarque migraseen el gel de acuerdoa este

tamañomolecular.Estaprediccióntambiénsecumplió puestoque la bandaque aparecía

sólo en muestrasde células crecidasen maltosa correspondía,segúnindican los

marcadores,aunaproteínade un tamañomolecularpróximoa68 kDa.

iii) El transportadordemaltosaesunaproteínaintrínsecade membranaplasmáticay

por tanto,la cantidadde transportadordeberíasermayoren muestrasenriquecidasen esta

estructuracelular.Estaprediccióntambiénsecumplió.Comopuedeverseen la Figura3, la

intensidadde la bandade 68 kDa, quesólo aparecíaen muestrasde células crecidasen

maltosa,aumentóprogresivamentecon el enriquecimientode la muestraen membrana

plasmática.

Todos estosresultadosindicabanfuertementeque el sueroinmuneobtenidoreconocía

selectivamentea una proteína que, por sus características,identificamos como el

transportadordemaltosa.Ahora bien,comopuedeapreciarseen las Figuras2 y 3, además

de la bandade 68 kDa, aparecíanen el inmunoblot otras bandascorrespondientesa

proteínasde un tamaño molecular igual o menor de 45 kDa. Estasbandaspodían

correspondera: i) productosdedegradacióndeltransportador.u) Proteínasreconocidaspor

anticuerpospresentesenel sueroinmune perono relacionadoscon el transportador.Estos

anticuerposestaríanya presentesen el suerodel conejo antesde ser inyectadocon la

proteínarecombinantedel transportador,es decir, en el sueropreinmune.iii) Proteínas

reconocidasinespecíficamentepor el anticuerposecundarioutilizado para detectarlos

complejosantigeno(transportador)-anticuerpo.

Con el fin de distinguirentreestasposibilidades,extractoscrudoscelularesobtenidos

apartir decélulascrecidasen maltosao glucosa,se analizaronen paralelode tres formas

distintas:con sólo el anticuerposecundario;conel anticuerposecundariopreviaincubación

con el sueroinmune; y con el anticuerposecundarioprevia incubacióncon el suero
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Figura2. Inmunodeteccióndel transportadorde maltosa.
Las cepasATCC 42407 y YLP-íT se cultivaronen medio YP con2% glucosa(caniles1 y
3) o 2% maltosa(carriles2 y 4). Alícuotasde fraccióncrudade membranasconteniendo12
¡tg de proteínase sometierona electroforesisen gel de SDS-poliacrilamidaal 10%, y se
transfirierona unamembranade nitrocelulosaque se reveló con el sueroinmune y un
anticuerposecundarioconjugadoa fosfatasaalcalina como se describeen Métodos. Los
marcadoresde pesomolecularseindicanenkDa.
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Figura3. Inmunodeteccióndel transportadorde maltosaen extractocrudo, fracción
crudade membranasy fracciónpurificadade membranaplasmática.
Las cepasATCC 42407y YLP-1TsecultivaronenmedioYP con2% glucosa(carriles 1, 3,
5 y 7) o 2% maltosa(carriles 2, 4, 6 y 8). Alícuotasconteniendo12 ¡tg de proteínade
extractocrudocelular (carriles 1-4), defracción crudademembranas(caniles5 y 6) y de
fracciónpurificadademembranaplasmática(carriles7 y 8), sesometierona electroforesis
en gel de SDS-poliacrilamidaal 10% y se transfirierona unamembranade nitrocelulosa
como se describeen Figura 2. Los marcadoresde pesomolecularse indican en kfla.
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preinmune.Dadoqueel transportadordemaltosaesinducibleporla propiamaltosa(76),si

las bandascorrespondientesa proteínasde menortamañomolecularestuviesenrealmente

relacionadascon estetransportador,apareceríansólo en extractosde célulascrecidasen

maltosa.El hechodequeestasbandasapareciesenen extractosde célulascrecidastantoen

glucosacomo en maltosaindicó que no estabanrelacionadasconel transportador(Figura

4). Por otro lado, el hechode que estasbandasapareciesencuandose utilizaba el suero

inmuneo preinmunemásel anticuerposecundarioy tambiéncuandoseutilizabasolamente

el anticuerposecundario,indicabaque correspondíana proteínasreconocidaspor el

anticuerposecundario.En resumen,los resultadosobtenidosnos permitenconcluir quelas

bandasde tamañomolecularigual o menorde 45 kDasondebidasa la unión inespecifica

del anticuerposecundarioa proteínaspresentesen la muestrapero no relacionadascon el

transportadorde maltosa.

En algunosexperimentosobservamosque el transportadorno aparecíacomouna

únicabandasino que se podíandistinguir dos o tres bandas,todasellascon un tamaño

molecularmuy próximoa 68 kDa(ver Figura4). En principio, la apariciónde estasbandas

si podíaserdebidaa unaproteolisisparcialdel transportadorocurridadurantela obtención

de las muestras.Con objeto de investigarestaposibilidadrealizamoslos experimentosque

sedescribenacontinuación.

1.4. Idoneidad del método de obtenciónde extractoscelulares.
Con el fin decomprobarsi el transportadorsufríaunadegradaciónparcialdurantela

obtencióndel extractocelularensayamosdosnuevosprocedimientosdeextracciónque,en

principio, podríandificultar la acciónde las proteasas.En un caso,obtuvimosun extracto

siguiendoel procedimientohabitualesdecir, utilizando bolasde vidrio pararomperlas

célulasen un medio tamponadoa pH 8.5 peroenpresenciade unamezclade inhibidoresde

proteasas(Métodos 4). En otro caso, obtuvimos el extracto utilizando un medio

fuertementealcalinoy en presenciade una elevadaconcentraciónde ¡3-mercaptoetanol

(Métodos5) (118).Comopuedeverseen la Figura5, el análisisde los extractosobtenidos

porambosprocedimientosdio comoresultadola apariciónde variasbandascon un tamaño

molecularpróximo a68 kDa. Por lo tanto, la apariciónde estasbandasno parecedebidaa

unaproteolisisparcial del transportadoraunqueestaposibilidadno puedeserdescartada

totalmente.

Otra posibilidadera que la pequeñavariaciónen la movilidad electroforéticade las

bandascorrespondientesal transportadorfueraconsecuenciade modificacionespost-

transducionales,porejemplo,glicosilacióno fosforilacióndel transportador.Paraprobarsi

eradebidaa fosforilación,unamuestrademembranaplasmáticapurificadafue tratadacon

fosfatasaalcalina (Métodos 10). Estetratamientono modificó la movilidad electroforética

deningunade las tres bandas(resultadono mostrado)lo que sugiere,aunqueno descarta

por completo,que estasbandasno sondebidasa distintosestadosde fosforilación del
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Figura 4. Detección del transportador de maltosa con suero preinmune y suero
inmune.
Las cepasATCC 42407 y YLP-1T secultivaronen medioYP con 2%glucosa(caniles1, 3,
5, 7 y 9) o 2%maltosa(carriles2, 4, 6, 8 y 10). Alícuotasde extractocrudoconteniendo15
¡tg de proteínase sometierona electroforesisen gel de SDS-poliacrilamidaal 10% y se

transfirieronaunamembranade nitrocelulosa.Trasvisualizarlasproteínasde la membrana
con Ponceau’s(Métodos),la nitrocelulosasecortóen tiras de forma que seseparasenlos
carrilesde dosen dos:carriles 1 y 2 (TiraA), carriles3 y 4 (Tira B), carriles5 y 6 (Tira C),
carriles7 y 8 (Tira D), carriles9 y 10 (Tira E). Estastiras se revelaroncomosedescribea
continuación:TirasA y D, utilizandoel sueropreinmuney el anticuerposecundario.Tiras
E y E, utilizandoel sueroinmune,esdecir, anticuerposfrente al transportadorde maltosa,
y el anticuerpo secundario.Tira C utilizando únicamenteel anticuerpo secundario.
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Figura 5. Inmunodetección del transportador en extractos crudos obtenidos por
distintos métodos.
La cepaYLP-íT secultivó en medioYP con maltosaal2%. Alícuotasconteniendo6 y 12
gg de proteínade extractocrudocelularobtenidosiguiendoel métodohabitualen ausencia
(carriles 1 y 2) o presencia(caniles3 y 4) de diversosinhibidoresde proteasas,y alícuotas
conteniendo5 y 10 ¡tI de extractocrudo obtenido en medio alcalino (carriles5 y 6) se
analizaroncomoseindica en la Figura2.

sri ‘Vtt



Resultados¡ 50

transportador.Porotra parte,la glicosilaciónde la proteínaes una posibilidadatractiva

dadoqueexisteevidenciadequeel transportadorpodríaestarglicosilado. Seha visto que

en presenciade tunicamicina,un inhibidor de glicosilación,la síntesisdel transportador

estáinhibida (77).

1.5. Puestaa punto de la determinación del contenido celular de transportador.
Una vez establecidoque el sueroinmune reconoceselectivamenteal transportador

entretodas las proteínasde la célula y tambiénque el transportadorpermaneceestable

durantela obtenciónde los extractoscelulares,pasamosafijar lascondicionesnecesarias

paramedirsucontenido.Paraello debíamosestablecerentreque márgenesun aumentode

la cantidadde muestraanalizadaiba acompañadode un aumentoproporcional de la

intensidadde la bandadel transportador.Analizamos por inmunoensayocantidades

crecientesde extracto crudo (Figura 6A), determinamosla intensidadde la banda

correspondienteal transportadory la representamosfrente a la cantidadde proteína

analizada.Como puedeverse en la Figura 6B, la intensidadde la bandaaumentó
proporcionalmentecon la cantidadde proteínacuandoseanalizaronentre5 y 20 ¡tg de

proteínasiendola pendientede la rectaproporcionalal contenidode transportadoren la

muestra.Cuandoen vez de extractocrudo analizamosfracción crudade membranas,la
proporcionalidadsólo semantuvoentre2 y 8 gg deproteína(Figura7B). Estosmárgenes

de proporcionalidadse tuvieron en cuenta en el diseño de los experimentos de

determinacióndel contenidode transportadorquesedescribena continuación.

Con el fin de conocersi los resultadosdel inmunoensayoeran reproducibles,

muestrasde fracción crudade membranasobtenidasa partir de célulascreciendosobre

maltosaseanalizaronporduplicado.Comopuedeverseen la Figura 7A, parauna misma

cantidadde muestraanalizadala intensidadde labandadetectadafue la misma.Estehecho

indicaquelos resultadossonreproducibles.

1.6. Variación del contenidocelular de transportador durante la inactivación.
Con objeto de investigar si la inactivación del transportadores debida a su

degradación,medimosel contenidocelularde estaproteínautilizando extractoscrudos

celularesobtenidosa lo largode la inactivación.Utilizamosextractoscrudos,en vezde una

fracción celular másenriquecidade transportador,por dos razones:i) la purificación,

parcial o total, de membranaplasmáticasuponeuna manipulaciónde la muestray por

tanto, un riesgo de pérdida del transportador.Esto conduciríaa errorescuandose

comparasesucontenidoen las diferentesmuestras.u) El extractocrudocontendríatodoel

transportador presente en la célula lo que permitiría detectar esta proteína

independientementedel compartimentocelularenel que seencontrase.Así pues,paraver

si el transportadordemaltosasedegradabadurantela inactivación,serecogieroncélulasen

faseexponencialdecrecimientoy se suspendieronenel mediode inactivaciónquecontenía
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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.
LacepaYLP-lT secultivó en medioYP con maltosaal 2%.
(A) Alícuotas de extracto crudo conteniendo5, 10, 15, 20 y 25 gg de proteína se
sometieronaelectroforesisen gel de SDS-poliacrilamidaal 10% y se analizaroncomoen

la Figura2.
(R) Las intensidades de las bandas del transportador se midieron como se describeen
Métodos y se representaronfrente a la cantidad de proteína aplicada en el gel.
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Figura 7. Proporcionalidad entre la intensidad de la banda y la cantidad de muestra
de fracción cruda de membranas aplicada en el gel. Reproducibilidad de los
resultados.
LacepaYLP-lT secultivó en medioYP con maltosaal 2%.
(A) Alícuotasde fraccióncrudade membranasconteniendo1, 2, 4, 8 y 16 ¡tg de proteínase
aplicaron por duplicado en un gel de SDS-poliacrilamida al 10%, se sometierona
electroforesisy se analizaroncomose indicaen la Figura2.
(B) Las intensidadesde las bandasdel transportadorse midieron como se describeen
Métodosy serepresentaronfrentea la cantidadde proteínaaplicadaen el gel.
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2% glucosa como fuente de energía. La suspensión se incubó a 300C con agitacióny a

tiempoO de inactivación, es decir, inmediatamente después de suspender las células, y tras

4 horasde incubaciónse recogieronmuestrasapartir de las cualesseobtuvieronextractos

crudoscelulares.

Alícuotas de estos extractos conteniendocantidadescrecientesde proteína se

sometierona electroforesisen gel de SDS-poliacrilamiday seanalizaroncon el suero

inmune. Observamos que la banda del transportador de maltosa, en el caso del extracto

obtenido a tiempo O de inactivación, era claramente detectable en todas las alícuotas

analizadas (Figura 8A, carriles 1-4) mientras que, era prácticamente indetectable en el caso

del extracto obtenido tras 4 horas de inactivación (Figura 8A, carriles 5-8). La

determinación de las intensidades de estas bandas y su representación frente a la cantidad

de proteína aplicada en el gel (Figura 8B) mostró que la pendiente de la recta,enel casodel

extracto obtenido a tiempo 0, era de aproximadamente 0.16 mientras que, en el caso del

extracto obtenido tras 4 horas de inactivación, la pendienteera de 0.014, esdecir, unas10

veces menor. Dado que las pendientes de estas rectas, como ya hemos comentado más

arriba, son proporcionales al contenido celular de transportador, este resultado indicaba que

dicho contenido había disminuido más de un 90%durante las 4 horas de incubación en las

condiciones de inactivación. En principio, estadisminuciónobservadapodíano serreal

sino debida a que las cantidades de proteína analizadas de los dos extractosno fuesen

equivalentes. Esta posibilidad fue descartada ya que la pendiente de la recta

correspondiente a una proteína control, no relacionada con el transportador de maltosa, fue

la mismaen ambosextractos(Figura8, control interno).

Estos resultados nos permiten concluir que la inactivación del transportador

observada durante el ayuno de amonioen presenciade glucosa es debida su degradación.

1.7. Correlación entre la velocidad de inactivación y de degradación del
transportador.

Con objetode establecersi la inactivacióny la degradacióndel transportadortenían

lugara la mismavelocidad,medimosambosprocesosendoscondicionesen las quesesabe

que la velocidadde inactivaciónes muy diferente: i) duranteel ayuno de amonio en

presenciade glucosa,condiciónen laquela inactivaciónesrápida,y u) duranteel ayunode

amonioen presenciade etanol,condiciónen la que la inactivaciónesmuylenta [94]. Como

semuestra,ambosprocesos,inactivación(Figura9B) y degradación(Figura9A), tuvieron

lugar a la misma velocidaden las dos condicionesensayadas.A partir de los datos

obtenidosmidiendo ambosparámetrossecalculóuna vida mediaparala actividad del

transportador de 1.3 horas en presencia de glucosa y >14 horas en presencia de etanol. Los

resultadosmostradosseobtuvieronutilizandola cepaYLP-lT, esdecir,un cepaque sólo

contieneel transportadorde maltosacodificadoporel gen MAL]]. Resultadossimilaresse

obtuvieroncuandoseutilizó la cepasilvestreATCC 42407,cuyo transportadorde maltosa
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Figura 8. Disminución del contenido celular de transportador de maltosa durante la
inactivación.
La cepaYLP-íT se cultivó en medio YP con maltosaa] 2%. A mitad de la fase
exponencial de crecimiento, las células se recogieron por centrifugación, se lavaron con

aguay se suspendieronen un volumen del medio de inactivación 3 veces superior al
volumen inicial. Este medio contenía 2%glucosa como fuente de energía. La suspensión se
incubó a 300C e inmediatamentedespuésde suspenderlas células (carriles 1-4), y trás 4
horas de incubación (carriles 5-8) se recogieron sendas muestras.
(A) Alícuotasconteniendo5 gg de proteína(carriles 1 y 5), 10 ¡tg (carriles2 y 6), 15 gg
(carriles 3 y 7) y 20 ¡tg (carriles 4 y 8) se analizaroncomo se indica en Figura 2.
(B) Las intensidadesde las bandasdel transportadorde maltosa(o,e) y de una proteína
control,no relacionadacon el transportador,(/á ,Á ) serepresentaronfrenteala cantidad de
proteínaaplicadaen el gel.
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Figura 9. Inactivación catabólica y degradación del transportador de maltosa en
presenciade glucosay de etanol.
La cepaYLP-1Tsecultivó en medioYP conmaltosaal 2% y setratócomoenFigura8. El
mediode inactivacióncontenía2%glucosa(•) o 2% etanol (o) comofuentede energía.A
los tiemposindicados,serecogieronalícuotasparavalorar(A) el contenidocelulary (B) la
actividad del transportadorde maltosa. Los datos correspondena la media de dos
experimentos.Los resultadosde los dos experimentosdiferían en menos de un 10%.
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es codificado por uno o varios genescromosómicoscuya identidad se desconoce

(Resultadosno mostrados).

En conclusión, los resultados muestran que la inactivación y la degradación del

transportadorde maltosatienelugara lamismavelocidad.

Paralelamenteal desarrollode estetrabajo, y tambiénen nuestrolaboratorio, se

mostróquela degradacióndeltransportadortienelugaren lavacuolatras su intemalización

por endocitosis (101).
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RESULTADOSII

Papelde la vía de la ubicuitina en la endocitosisdel
transportador de maltosa.
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La endocitosisesun procesoporel cual macromoléculasy solutospresentesen el

medio son incluidos en el interior de vesículasque seformana partir de la membrana

plasmática.En los últimos añossehademostradoquela internalizaciónporendocitosises

necesariaparala degradaciónde la mayoríade las proteínasde membranaplasmáticaen

células eucariotasy. en estesentido,la levaduraS. cerevisiaeno constituye una excepción.

Hemosvisto en el capítuloanteriorque la ‘inactivacióncatabólica del transportadorde

maltosa es debida a su degradación y resultados posteriores también de nuestro laboratorio

han demostrado que esta degradación(101), así como la degradaciónde otros

transportadoresde esteorganismo(30, 59, 102, 135), tiene lugaren la vacuolatras seguir

un proceso de endocitosis.Resultadosrecienteshan puesto de manifiesto que la

endocitosis de algunas proteínas requiere la presencia activa de la vía dela Ub (29, 34, 52,

70) y nosotrosenestecapítulohemosinvestigadosi la endocitosisdel transportadorde

maltosa tieneun requerimientosemejante.

La primera etapa de la endocitosis consiste,como ya hemos dicho, en la

internalizaciónde las proteínaso solutosen vesículas.En el casode los transportadores,

estainternalizaciónva, naturalmente,acompañadade la pérdidade su actividad y

experimentosllevadosa caboennuestrolaboratoriohandemostradoquela internalización

de esta proteína, medida con anticuerpos, y su inactivación ocurren a la misma velocidad

(81, 95, 96). Poresoen el trabajoque siguea continuación,utilizamosindistintamenteel

término internalización”einactivación’

Con objeto de investigar si la vía de la Ub juegaun papelen la endocitosisdel

transportadorde maltosautilizamosdoscepasdeficientesen sendasenzimasde la víade la

Ub: una cepa deficiente en una ubicutín-proteina ligasa (enzima E3) que interviene en la

unión de Ub a las proteínassustrato,y otra cepa deficienteen una ubicutín-hidrolasa

(enzimaE4) que está implicadaen la liberaciónde Ub de los péptidosresultantesde la

degradacióndelasproteínasporel proteasoma26S.

11.1. Endocitosis del transportador de maltosa en un mutante deficiente en la
ubicuitín-proteina ligasaNpilJRspS.

En levadurase han identificado dos ubicuitín-proteinaligasas(enzimasE3): la

Ubrlp, que seha implicadoen la degradaciónporla vía denominadaN-endrule’ y cuyos

sutratoscelularesy papelfisiológico no seconocen(6, 133), y la Npilp/Rsp5p,proteína

altamenteconservadadesdelevadurahastael hombre(21, 47) y que es esencialparala

supervivenciade la célula.Es importanteseñalarque,cuandocomenzamosestetrabajo, la

enzimaNpil/RspS sehabíarelacionadocon la endocitosisy degradaciónen la vacuolade

dos proteínas de membrana plasmática, el transportador general de aminoácidos y la uracil

perineasa(34,47).Teniendoencuentaestehechodecidimosutilizarun mutantedeficiente

en estaproteína.Dado que la proteínaNpilIRspSes esencialparala supervivenciade la

célula,el mutanteque elegimospresentabauna ciertaexpresiónde estaproteína,lo que
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permitía su viabilidad (47). En esta cepa y en su silvestre isogénica investigamos la primera

y la últimaetapade la endocitosisdel transportadorde maltosa,estoes,la internalizacióny

la degradación.La internalizaciónsedeterminósiguiendola disminuciónde suactividad

con maltosa radiactiva y la degradación siguiendo la disminución del contenido celular de

transportadorcon el sueroinmune frente a estaproteína(Métodos).Ambas cepasse

recogierondurantela faseexponencialde crecimientoy, con el fin de desencadenarla

endocitosis del transportador, se suspendieron en el medio de endocitosis.

Como puedeverseen la Figura lOA, la internalizacióndel transportadoren la cepa

mutante, es decir, la disminución de su actividad, tuvo lugar a una velocidad

aproximadamentetres vecesmenorque en la cepasilvestre.Así, la vida mediaestimada

parael transportadorenestacepafue de 1.8 horasmientrasque,en la cepasilvestrefuede

tan sólo 0.5 horas.Una diferenciasimilar se observócuando,en vez de velocidadde

internalización,semidió la velocidadde degradación.Tambiénla velocidadde degradación

fuesustancialmentemenoren la cepamutantequeen la silvestre(Figura íOB).

El hecho de que la velocidad de la primera etapa de la endocitosis, esto es, la

intemalizaciónde la proteína,estuviesedisminuidaen la cepadeficienteen Npilp/Rsp5p,

sugiereque estaenzimaestáimplicadaen dichaetapa.De acuerdocon esto, la menor

velocidad de degradación del transportador observada en este mutante, sería una

consecuenciade la disminuciónde la velocidadde suintemalización.

11.2. Endocitosis del transportador en un mutante deficiente en la ubicuitín-
hidrolasa Npi2/Doa4.

Unaetapafundamentalde la vía de laUb esla recuperaciónde Ub ensuformalibre,

paraserutilizadaen un nuevociclo dedegradación.Estarecuperaciónesllevadaacabopor

lasenzimas‘des-ubicuitinizantes’o ubicuitin-hidrolasas(enzimasE4). En levadurasehan

identificado varios genesque codifican estasenzimas(94) y uno de ellos, el gen

NP¡2/DOA4,parecejugarun papelfundamentalen la degradaciónde proteínas.Seha visto

que la deleciónde estegen produceuna fuerte inhibición de la degradaciónde todos los

sustratosensayadoscuyaproteolisisesdependientede Ub (94).Así pues,si la vía de la Ub

estuvieseimplicada en la degradaciónde nuestrotransportador,célulasdeficientesen

Npi2plDoa4pmostraríanuna inhibición total o parcial de su degradación.Con objeto de

comprobarestaposibilidad,seguimosla endocitosisdel transportadorenuna cepacon el

gen NP¡2/DOA4 interrumpido,así comoen la cepasilvestreisogénica(94). Paraello,

ambascepasserecogierony trataroncomo seha descritoanteriormente.Los resultados

obtenidossemuestranen la Figura 11. Comopuedeverse,las dosetapasde la endocitosis

del transportador, la intemalización y la degradación, estaban sustancialmente disminuidas

en la cepamutante.Así, mientrasqueen la cepamutantela vida medíaestimadaparael

transportadorfue >10 horas, en la cepa silvestre fue de tan sólo 0.8 horas.
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Figura 10. Endocitosis del transportador en una cepa deficiente en la
ubicutín-proteina ligasaNpil/Rsp5p.
Las cepas23346c(NP!]/RSPS)(o) y 27028a (‘npil/rspS) (A) transformadas con e] plásmido
pRMl.l, quecontieneel locus MALi, secultivaron en medio YP con maltosaal 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 suspensión se incubó a 300C
con agitación.
(A) A los tiempos indicados se recogieron alícuotas para medir la actividad del

transportador de maltosa. Los datos corresponden a la media de dos experimentos. Los
resultados de los dos experimentos diferían en menos de un 10%.
(B) Alícuotas de extractos obtenidos a los tiempos indicados se analizaron por
inmunoensayoutilizando el suero inmune frente a esta proteína.
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Figura 11. Endocitosis del transportador en una cepa deficiente en la
ubicutín-hidrolasa Npi2/Doa4.
Las cepas MHY5Oí (NPJ2/DOA4)(o) y MHY623 (Anpi2/doa4)(A) transformadas con el
plásmido pRML.í, que contiene el locus MALí, se cultivaron y trataron como en Figura
10. A los tiempos indicados se recogieron alícuotas para medir la actividad (A) y el
contenido celular de transportador de maltosa (R). Los datos corresponden a la media de
dos experimentos. Los resultados de los dos experimentos diferían en menos de un 10%.
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Estosresultadossugierenfuertementequelaubicuitín-hidrolasaNpi2/Doa4juegaun

importantepapelen la internalizaciónde nuestrotransportadory, en consecuencia,en su

degradaciónen la vacuola.

En resumen, todos estos hechos muestran claramente que, al menos dos enzimas de la

vía de laUb, la ubicutin-proteinaligasaNpil/RspSy la ubicuitín-hidrolasaNpi2/Doa4,son

necesariasparaconseguirla máximavelocidadde endocitosisdel transportadorde maltosa

y también, que ambas enzimas intervienen en la primera etapa de la endocitosis, es decir,

en la intemalización de la proteína. Estos hechos indican fuertemente que la unión de Ub al

transportadorjuegaun importantepapelen la endocitosisde estaproteína.
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RESULTADOSIII

Tipo de modificación por ubicuitina que desencadenala
internalización del transportador de maltosa.
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Seha demostradoquealgunasproteínasdemembranaplasmáticaligan Ub antesde

ser internalizadaspor endocitosis(34, 52, 121), y que la modificaciónpor estepéptido

podría depender del tamaño y del número de TMS de la proteína. Como ya hemos

comentado, en base a en ciertas evidencias se ha postulado que la máxima velocidad de

internalizaciónde las proteínasde 12-TMS podíarequerirsu unión a cadenasde Ub, es

decir, su ‘poli-ubicuitinación, mientras que una “mono-ubicuitinación’ seria suficiente

para desencadenarla máxima velocidadde internalizaciónde proteínascon tan sólo 7-

TMS. Con objeto de poner a pruebaestepostulado,nos propusimosestablecerlos

requerimientos,en lo quea Ub se refiere, de la intemalización del transportador de maltosa

que tiene 12-TMS.

Se sabeque las célulasdeficientesen la ubicuitín-hidrolasaNpi2IDoa4,a las que en

adelantedenominaremoscélulasAdoa4,presentan unos niveles de Ub libre muy bajos (94,

122). En el capítulo anterior hemos visto que en estas células, la internalización del

transportador de maltosa está fuertemente inhibida, y nuestra idea es que esta inhibición es

debida a la falta de Ub disponible para ligarse a la proteína. Si esta interpretación fuese

correcta,la sobreexpresiónde Ub en la cepaAdoa4podría ser capaz de restablecer la

endocitosis del transportador. En este caso, la cepa Adoa4 seria una interesantísima

herramientaparaestudiarel tipo demodificaciónporUb que requiere la internalización de

nuestra proteína. La sobreexpresión de Ubs con mutaciones en diferentes lisinas, que

impediríanla formacióndedeterminadostipos de cadenasde Ub, permitiríaestablecerque

tipo de cadenade Ub estáimplicada en la endocitosisdel transportador.Con el fin de

investigarsi lacepaAdoa4eraadecuadaa nuestrospropósitos,nospropusimosobtenerun

plásmido adecuado para sobreexpresar Ub en estas células.

111.1. Obtención de un plásmido adecuadopara la sobreexpresiónde Ub en la
cepaAdoa4.

Disponíamosde un plásmidomulticopia, YEp96,quelleva el gen de la Ub bajo el

promotor CUPJ inducible por cobre y el gen TRPJ de S. cerevisiaecomo marcador de

selección(28).Sin embargo,no podíamosutilizaresteplásmidoparatransformarlas cepas

DOA4 y Adoa4dadoqueestascepassonprotótrofasparatriptófano(ver Materiales:Tabla

1). Paraobtenerun plásmidoque llevasecomomarcadordeselecciónel gen H¡S3, quees

uno de los adecuados a nuestras cepas, aislamos de YEp96 el fragmento BamHI-PstIque

contieneel promotorCUPJ y el gen de la Ub y lo donamos en el vector pRS423que

contieneel gen H¡S3 y que habíasido previamentedigerido con las mismasenzimas

(EsquemaII). El plásmido resultantese denominó pLPl8-Ub y se utilizó en los

experimentosquesedescribenacontinuacion.
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111.2. Sobreexpresiónde Ub en las cepas DOA4yAdoa4.
Una vez transformadas las cepasDOA4 y zldoa4 con el plásmido pLPl8-Ub,

investigamossi estascélulas realmentesobreexpresabanUb. Paraello, determinamosel

contenidodeUb libre enextractoscrudosobtenidosa partir de ellasy lo comparamoscon

el contenido en células no transformadas. Esta determinación se realizó utilizando un suero

inmune comercial frente a Ub. Dado que en el plásmido pLPl8-Ub la expresión del gen de

la Ub esinducibleporcobre,las célulassecrecieronen presenciade CuSO4 0.1 mM. Con

objeto de identificar la bandade Ub llevábamosen paralelouna muestracontrol que

conteníaUb comercialtratadaexactamenteigual quelos extractoscrudoscelulares.Como

puede verse en la Figura 12, en el caso de células sin transformar, labandacorrespondiente

aUb librefue claramentedetectableenelextractoobtenidoapartir de célulasDOA4 (carril

2) mientrasqueestabandafue prácticamenteindetectableenel extractoobtenidoa partir

de células Adoa4 (carril 3). Sin embargo,enel casode célulastransformadas,la bandade

Ub fue claramentedetectabletantoen el extractoobtenidoa partirde la cepasilvestrecomo

en el obtenidoa partir de la cepamutante(carriles4 y 5), y en amboscasos,su intensidad

fuemayorquela obtenidacon las respectivascepassin transformar(carriles4 y 5 versus 2

y 3). Es deseñalarquelas intensidadesde las bandasen los extractosobtenidosa partir de

células DOA4 y Adoa4transformadasfueronsimilares(carriles4 y 5).

Nuestrosresultadosmostraronclaramenteque el plásmidopLP18-Ubera adecuado

parasobreexpresarUb ennuestrascepasy además(resultadosno mostrados)indicaronque

ni la transformacióncon este plásmidoni la presenciade CuSO4 0.1 mM afectabana la

velocidad de crecimiento en nuestras condiciones experimentales.

111.3. Efectode la sobreexpresiónde Ub en la endocitosis.
Con el fin de establecersi la sobreexpresiónde Ub en la cepa Adoa4 eracapazde

restablecerla endocitosisdel transportadory tambiénde conocersi la sobreexpresión

afectabaa la cepasilvestre, seguimosla endocitosis de estaproteína midiendo su

internalizacióny su degradación.Observamosque la sobreexpresiónde Ub en la cepa

DOA4 no afectóa la endocitosisdel transportadorya quecomopuedeverseen las Figuras

13A y 13C, tanto la internalizacióncomo la degradaciónde estaproteínaocurrió a la

mismavelocidaden la cepacony sin Ub sobreexpresada.En amboscasosla vida media

estimadaparaestaproteínafue de 1.5 horas. Sin embargo,la sobreexpresiónen la cepa

Adoa4 dio lugar a una recuperación considerable, aunque parcial, de la endocitosis del

transportador.Estehechoseobservótantocuandosemidió la internalizaciónde la proteína

(Figura 13B) como cuandose midió su degradación(Figura 13D). Mientras que en

ausenciadesobreexpresiónla vidamediaestimadaparael transportadorfue >10 horas,en

supresenciala vida mediafue deaproximadamente2.5 horas.Porotraparte,y comoerade

esperar, la expresión en estas células del vector pRS423utilizado en la obtención del
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(carriles2 y 3) o transformadascon e] plásmido pLP1S-Ubque lleva el gen de la Ub
(carriles 4 y 5) secultivaron en medioYP con maltosaal 2% en presenciade CuSO40.1
mMy se recogieron durante la fase de crecimiento exponencial. Alícuotas de extracto
crudo conteniendo 30 ¡tg de proteína (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 analizaroncon el suero inmune frente a Ub como se describeen
Métodos.Paraidentificar la bandade Ub, seresolvióen paralelouna muestraconteniendo
1 ¡tg de Ub comercial (carril 1) tratada de la misma manera que las muestras problema.
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Figura 13. Efecto de la sobreexpresiónde Ub en la endocitosisdel transportador de
maltosa.
Las cepasMHY5Ol-pRMl.1 (DOA4) (A y C) y MHY623-pRMI.l (zldoa4) (B y D) sin
transformar(e)o transformadascon el plásmidopLPlS-Ub quelleva el gende la Ub (O),

se cultivaron en medio YP con maltosa al 2% en presenciade CuSO4 0.1 mM, se
recogierondurante la fase de crecimientoexponencial y se supendieron en el medio de
endocitosis como se describe en Figura 8. A los tiempos indicados se tomaron alícuotas
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 experimentosdiferían en menos de un 10%.
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plásmidopLP18-Ubno tuvoningún efectosobrela velocidaddeendocitosis(Resultadono

mostrado).

Acabamos de ver que la vida media del transportador en células DOA4 y Adoa4en

las que se había sobreexpresado la Ub fue de 1.5 y 2.5 horas respectivamente. El hecho de

que la sobreexpresión de Ub no fuese capaz de revertir totalmente la inhibición de la

endocitosis en las células Adoa4 podría ser debido a una disminución de los niveles de Ub

disponibleen las célulasMoa4 a lo largodel experimento.Investigamosestaposibilidady

los resultadosobtenidosmostraronquela cantidadde Ub disponibleen la cepaAdoa4con

Ub sobreexpresada fue elevada y se mantuvo constante durante todo el experimento de

endocitosis (Figura 14). Por lo tanto, la recuperación tan sólo parcial de la endocitosis en

estacepano puedeatribuirsea una carenciade Ub y probablementeseadebidaa los

múltiplesdefectosno relacionadoscon la Ub que presentanlas célulasdeficientesen la

proteínaDoa4(94).

El hecho de que la sobreexpresión de Ub es capaz de revertir, al menos parcialmente,

la inhibición de la endocitosisdel transportadorobservadaen la cepaAdoa4 sugiere que

esta inhibición es debida, precisamente, a los bajos niveles de Ub libre en estas células.

Los resultadostambién sugierenque la cepaAdoa4 puede ser adecuada para

investigarel efectode la sobreexpresióndedistintas Ubs mutadasparade estamanera,

establecer el tipo de modificación que requiere la internalización del transportador de

maltosa.

111.4.Efectode la sobreexpresiónde Ubs mutadas en las l¡sinas-29,-48 ó -63.
Comoya hemosmencionado,la levadurain vivo forma distintostipos de cadenasde

Ub en las que intervienenla Lys-29, -48 ó -63. Con el fin de conocersi algunode estos

tipos de cadenas juegan algún papel en la endocitosis del transportador de maltosa,

transformamosla cepaAdoa4con plásmidos multicopia que contienen genes que codifican,

respectivamente,Ubsen las que la Lys-29, -48 ó -63 ha sido sustituida por arginina (Tabla
III). Estosplásmidosseobtuvieronsiguiendounaestrategiasimilar a la utilizadaen el caso

del plásmido pLP1S-Ub(ver EsquemaII) a partir, respectivamente,de los plásmidos

YEp96UbK29R,YEp96UbK48Ry YEp96UbK63R.Observamosque la sobrexpresiónde

cadauna de estastres Ubs mutadasen la cepaAdoa4 restablecióla endocitosiscon la

mismaeficaciaque la sobreexpresiónde Ub silvestre.Como semuestraen la Figura 15,

tanto lavelocidadde internalización(15B)comola de degradación(lSD) del transportador

aumentósustancialmentecuandosesobreexpresóUb. Un controldesarrolladoen paralelo

demostróque la sobreexpresióndeestasUbs mutadasen la cepasilvestreno tuvo ningún

efectoen la endocitosis(Figuras15A y 15C).

Estos resultadossugierenque la internalizacióndel transportadorno requiere la

formación de cadenasde Ub a través de la Lys-29, -48 ó -63. Esta conclusiónfue

confirmadaporel hechodequela sobreexpresiónde unaUb con triple mutación,estastres
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Las cepas MHY5O1-pRMl.1 (DOA4) y MHY623-pRM1.1 (Adoa4) sin transformar
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analizaron como se describe en la Figura 12.
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LascepasMHY5Ol-pRMI.l (DOA4) (A y C) y MHY623-pRMl.l (Adoa4) (B y D) sin
transformar (e) o transformadas con el pLP18-UbK29R (Li), o el pLPl8-UbK48R (7).
o el pLPI8-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
alícuotas 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 experimentosdiferían en menos de un 10%.
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lisinassustituidasporargininas(TablaIII), tambiénfue capazde restablecerlaendocitosis

del transportador en la cepa mutante y no afectó a este proceso en la cepa silvestre (Figura

16).

111.5. Efecto de la sobreexpresión de una Ub con todas sus Usinas mutadas.

La Ub, como ya se ha comentado, además de las tres lisinas que participan en la

formación de cadenas en levadura in vivo, contiene otras 4 lisinas situadas en posiciones -6,

-11, -27 y -33 de su secuencia. La formación 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 subunidad55 del proteasoma265 humano(3). Debido a este

hecho se piensa que podrían tener algún papel in vivo. Para determinar si alguna de estas

dos cadenas, así como cadenas unidas por la Lys-27 ó -33, son necesarias en levadura para

laendocitosisde nuestraproteína,utilizamos un plásmidomulticopia quecodificaunaUb

mutanteen la quesus7 lisinas hansido sustituidasporargininas(TablaIII) y queseobtuvo

a partir de LHp3O6 siguiendounaestrategiasimilara ‘la descritaen el EsquemaII. EstaUb

mutante,denominadaUb-no-Lys,aunqueesincapazde formarcualquiertipo decadenade

Ub puede ligarse a las proteínas a través de su extremo carboxilo, es decir, es capaz de dar

lugara la mono-ubicuitinación”de laproteína.

Como semuestraen la Figura 16, la sobreexpresiónde estaUb mutanteen la cepa

Adoa4 fue capaz de restablecerla internalización(16B) y degradación(16D) del

transportadorcon la misma eficaciaque la Ub silvestremientrasque,como en los casos

anteriores,la sobreexpresiónde estemutanteen la cepaDOA4 no tuvo ningún efecto

(Figura 16A y 16C). Estos resultadosindican fuertementeque la endocitosisdel

transportadordemaltosano requierela formaciónde ningúntipo de cadenade Ub y quela

unión de una sola moléculade Ub a una o varias lisinas del transportador, lo que se

denomina ‘mono-ubicuitinación’ (33), parece ser suficiente para desencadenarsu

endocitosis.Con el fin de distinguir si la unióndeunasolamóléculadeUb essuficiente,o

si porel contrario,la endocitosisde nuestraproteínarequierela unióndevariasmoléculas

de Ub, realizamoslos experimentosquesedescribena continuación.

111.6.Deteccióndel transportador unido a Ub.
La unión deuna moléculade Ub al transportadordemaltosasuponeun aumentode

su tamaño molecular en 8.5kDaque,en consecuencia,originaráunapequeñadisminución

de su movilidadelectroforética.Por lo tanto, la resoluciónengelesde poliacrilamidade

una muestraque contuviesediferentesespeciesubicuitinadasde nuestraproteínadaría

lugara la apariciónde tantasbandascomoespeciescondistinto númerode Ub estuviesen

presentes.

Bansándonosen estehechoy utilizandoel sueroinmune frenteal transportador,nos

propusimos establecer el número de moléculas de Ub que liga nuestra proteína. Para ello,
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Figura 16. Efecto de la sobreexpresiónde un triple mutante de Ub que tiene
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lisinas de su secuencia.
Las cepasMHY5Ol-pRMl.1 (DOA4) (A y C) y MHY623-pRMI.l (Adoa4) (R y D) sin
transformar(e ) o transformadascon el pLPlS-UbRRR(E), o pLPl8-Ub-no-Lys(A)
que codificansendasUbs mutadas(TablaIII), secultivarony setrataroncomoen Figura
13. A los tiempos indicadosse recogieronalícuotas 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
diferían en menos de un 10%.
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utilizamosuna cepamutantetemperaturasensibledeficienteen la proteínaEnd4.Según

resultadosobtenidosen nuestro laboratorio(101), estacepamutantea la temperatura

restrictivade 35oC internalizay degradaal transportadorde maltosaa unavelocidadmucho

menor que una cepasilvestre. Como tenemosevidenciade que la unión de la Ub al

transportadortiene lugaren la membranaplasmática(estatesis),el enlentecimientode la

intemalizaciónenestacepapodríadar lugar a la acumulaciónde especiesubicuitinadasde

nuestrotransportador.Estofacilitadasu detección.

Dado el pequeñotamañode la Úb, las diferenciasde movilidad de las diferentes

especiesde la proteínaligadasa Ub serámuy pequeña.Con objeto de aumentaren la

medida de la posible estas diferencias, transformamos la cepa mutante con el plásmido

multicopia pLP2 que lleva un gen de fusión que codifica una Ub unidapor su extremo

amino al epitopo ‘c-myc (Tabla III), cuyo tamaño es de 1.3-1.5kDa (56).

Conel fin dedetectarel transportador,tantosin ligarcomoligado a Ub, serecogieron

muestrasde célulasdurantela fase exponencialde crecimientoy tambiéna diferentes

tiemposde incubaciónen el medio de endocitosis.A partir de estascélulasseobtuvieron

extractoscrudosqueseanalizaronconel sueroinmunefrenteal transportador.Comopuede

verseen la Figura 17, tanto enel extractoobtenidoa partirdecélulascreciendo(carril 1)

comoenel decélulasrecogidasinmediatamentedespuésdesersuspendidasen el medio de

endocitosis(carril 2), aparecióunabandacorrespondienteaunaproteinaqueporsutamano

molecularidentificamoscomoel transportadorlibre, sin Ub ligada. Sin embargo,en el

extractoobtenidoa partir de célulasincubadasduranteunao máshorasen lascondiciones

de endocitosis (carriles 3-5) observamos dos bandas, una correspondiente a una proteína

del tamañodel transportadorlibre y otra de mayor tamaño,que se diferenciabade la

anterioren unos9 kDa. Identificamosa estaúltima bandacomoel transportadorunido a

una sola moléculade Ub. Evidenciaa favor de estaconclusiónse obtuvo utilizando un

extractoobtenido a partir de la cepa¡Idoa4 que no tiene Ub libre que puedaserligada a

nuestraproteína(94, 122) (carriles6 y 7). En estecasono aparecióla bandade mayor

tamaño,la quesupuestamente,correspondeal transportadorunido a unamoléculadeUb.

En resumen,estosresultadossugierenque la unión de unasola moléculadeUb es

suficienteparadesencadenarlaendocitosisdel transportadorde maltosa.
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Figura 17. Deteccióndel transportador de maltosaunido a Ub.
La cepa RH268-lC-pRMl.1 (end4)transformadacon el plásmidopLP2quecodificauna
Ub ligadaal epitopo c-myc (carriles 1-5) y la cepa MHY623.pRM1.1 (Adoa4) (carriles
6-7) se cultivaron a 240C y a 300C, respectivamente. A mitad de la fase exponencial de
crecimiento se recogió una alícuota 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

suspensión celular correspondiente a la cepa RH268-IC-pRMl.1-pLP2 se incubó a 350C
y la correspondiente MHY623-pRM1.1 a 300C. A los tiempos indicados se recogieron
alícuotas para obtener extractos crudos. Muestras de estosextractosconteniendo 30 ~tgde
proteína se resolvieron en geles de SDS-poliacrilamida al 10% por el sistema de glicina,
se transfirierona una membrana de nitrocelulosa y se analizaron con el suero inmune

frente al transportador como se indica en Métodos.
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RESULTADOSIV

Significado fisiológicode la inactivación catabólica de los
transportadores de azúcares.
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Comoya hemoscomentado,sevieneasumiendoquela inactivacióncatabólicapor

glucosa de los transportadores de azúcares distintos de los de la glucosa es un mecanismo

de regulaciónque favoreceel usode esteazúcarsiempreque sehalla disponibleen el

medio. Esta idea se basa en dos suposiciones:i) la glucosa inactiva específicamente los

transportadores de azúcares distintos de los de glucosa, u) la inactivación de estos

transportadoresdeazúcaresesproducidaespecíficamentepor glucosa.

Ahorabien,hay evidenciadeque laprimerasuposiciónno escorrectapuestoquese

ha visto que, la adición de glucosa a células ayunadas de fuente de nitrógeno desencadena

la inactivaciónde todaslas proteínasdemembranaplasmáticaensayadas:el transportador

de K~ (8, 102), la uracil permeasa(135), la H~-ATPasa(7) y todos los transportadoresde

azúcares ensayados (59, 101), incluidos algunos de los propios transportadores de glucosa

(14,71).

En estetrabajo nos propusimosinvestigar si la segundasuposicióntampocoes

correcta,esdecir,establecersi realmentela inactivaciónde los transportadoresde azúcares

esproducidaespecíficamentepor glucosao si, porel contrario,otrasfuentesdecarbono

producenuna inactivación semejante.Paraello, seguimosutilizando como modelo

experimentalel transportadorde maltosa.

IV.1. Inactivación del transportadorde maltosaen presenciade glucosa,

fructosa o manosa.
La fructosay la manosason transportadasal interior de la célulapor el mismo

sistemade transporteque la glucosa (49) y, como en el caso de la glucosa, la utilización de

estosdos azúcareses constitutiva,es decir, la célulacontienetodas las proteínasqueson

necesariasparasu catabolismoindependientementede la fuentede carbonoen queesten

creciendo (5).

Con objeto de investigarel efecto de estostres azúcaresen la inactivación del

transportadorde maltosa,las célulasserecogieronduranteel crecimientoexponencialen

maltosa,puestoqueel transportadorqueestamosinvestigandoesinducibleporesteazúcar

(76). Tras ser suspendidas en un medio sin fuente de carbono y de nitrógeno, se añadió el

azúcaraensayar.La suspensiónseincubóa 300C con agitacióny a distintos tiemposde

inactivaciónserecogieronalícuotasparavalorarla actividaddel transportador.Observamos

quela adición decualquieradeestostresazúcares,glucosa,fructosao manosa,produjoun

efecto similar en la actividad del transportador.Como puedeverseen la Figura 18, la

inactivacióncomenzóinmediatamentedespuésde añadirel azúcar,siguió unacinéticade

primer orden y ocurrió a una velocidadconstanteque sugirió una vida media parael

transportador, en presencia de estos azúcares, de aproximadamente 1 hora.

Estos resultadosindicaronque los tres azúcares,glucosa, fructosay manosa,son

igualmenteeficacessosteniendola inactivacióndel transportador.
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Figura 18. Inactivación del transportador de maltosa en presencia de glucosa,
fructosa, manosao galactosa.
La cepa ATCC42407 se cultivó en medio YPcon maltosa al 2%. A mitad de la fase
exponencialdecrecimiento,lascélulasserecogieronporcentrifugación,selavaroncon
aguay se suspendieronen un volumendel medio de inactivación3 vecessuperioral
volumeninicial. Estemediocontenía2%glucosa(o),2% fructosa(<>)~ 2% manosa(o)
o 2% galactosa(A) comofuentede energía.Las suspensionesseincubarona30~(2 con
agitacióny, a los tiemposindicadosserecogieronalícuotasparavalorarla actividaddel
transportadorde maltosa.Los datoscorrespondenala mediade dosexperimentos.Los
resultadosdelos dosexperimentosdiferíanenmenosde un 10%.
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IV.2. Inactivación del transportador en presenciade galactosa.
La galactosaestransportadaal interior de la célulaporel transportadorGAL2 (129).

La síntesis de este transportador, así como de las otras proteínasnecesariaspara el

catabolismodeesteazúcar,es inducibleporgalactosay reprimibleporglucosa,atravésdel

activadorde transcripciónGAL4 (24, 65). En ausenciadel inductor, la proteínaGAL8O

forma un complejocon la proteínaGAL4 impidiendo la síntesisde las proteínasdel

metabolismo de galactosa. Sin embargo, en presencia de galactosa y ausencia de glucosa, el

complejoGAL8Op-GAL4psedisocia y, comoconsecuencia,GAMp quedalibrey escapaz

de activar la síntesis de las proteínas mencionadas (45, 66, 85).

Parainvestigarel efecto de la galactosaen la inactivacióndel transportadorde

maltosa, las células se recogierony se trataronde forma similar a los experimentos

descritos anteriormenteexcepto que, la fuente de carbono añadida fue galactosa.

Observamosque, comoen el casode la glucosa,la adición de galactosafue capazde

desencadenary sostenerla inactivacióndel transportador.Sin embargo,enestecaso,como

puedeverseen la Figura 18, seobservóun retrasoen el comienzode la inactivaciónde

aproximadamente2 horas. A continuación,la inactivación tuvo lugar a una velocidad

constante,aunquemenorque en presenciade 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 retrasoobservadoen la inactivaciónporgalactosapodíaestarrelacionadocon la

no utilización porlas célulasdeesteazúcar.Dadoque¿n estosexperimentoslas células se

crecieronen maltosay que la utilización de galactosa,como ya hemos mencionado,

requiere proteínasque sólo se sintetizanen su presencia,las células utilizadasen el

experimentono tendríanlas proteínasnecesariasparael catabolismode galactosa.Por lo

tanto,el retrasoenel comienzode la inactivaciónpodíaserdebidoal tiemporequeridopara

la apariciónde estasproteínas.Si estahipótesisfueracorrecta,sedeberíancumplir tres

predicciones:

i) En las condicionesexperimentalesutilizadas,ausenciade una fuentedenitrógeno

exógenay presenciade galactosa,las proteínasnecesariasparael catabolismode este

azúcarsesintetizaríanapartir de los aminoácidosalmacenadosen la célulacomoreserva

y/o a partir de los aminoácidosobtenidosen la degradaciónde otras proteínas.Para

comprobarsi estapredicciónsecumplía,medimosel transporte,fermentacióny respiración

de galactosadurantela inactivación.Como puedeverseen la Figura 19, inmediatamente

después de suspender las células en el medio de inactivación, es decir, en ausencia de

fuentede nitrógenoy en presenciade galactosa,las célulasprácticamenteno fueron

capaces de transportar galactosa, ni de fermentar o respirar este azúcar. Sin embargo,

enseguida las células comenzaron a transportar galactosa, y este transporte aumentó

progresivamentehastaalcanzarun valor máximo en aproximadamente3 horas. La

apariciónde transportefue acompañadode la apariciónde fermentacióny respiracon.
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Figura 19. Inducción del transporte, fermentación y respiración de galactosa
durante la inactivación
La cepasilvestreATCC 42407secultivó y setrató como en Figura 18. El medio de
inactivacióncontenía2%galactosacomofuentedeenergía.La suspensiónseincubóa
300C con agitacióny, a los tiemposindicadosserecogieronalícuotasparavalorarel
transporte(o), la fermentación(A) y la respiración(o ) de galactosa.Los datos
corresponden a la media de dos experimentos. Los resultados de los dos experimentos
diferíanen menosde un 10%.
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Ambos parámetrosalcanzarontambiénsu máximo valor tras 3 horasde incubación.A

partir de esemomento,se observóuna ligera disminuciónen la velocidadde los tres

procesos.

En resumen, estos resultados indican que las células, en presenciade galactosa, y a

pesarde la carencia de fuente de nitrógeno exógena, son capaces de sintetizar las proteínas

quenecesitanparael catabolismode esteazúcar.

u) Si la inactivación del transportadorde maltosarequiere la inducción del

catabolismodegalactosa,la inhibición dedichainduccióndeberíaimpedir la inactivación.

Con el fin de comprobarestapredicción,añadimoscicloheximida,un inhibidor de la

síntesisde proteínas,al medio de inactivación.Comprobamosqueen nuestrascondiciones

experimentales,la adición de cicloheximida inhibió por completo la inducción del

transportedegalactosa(Figura 20A) y por tanto,el catabolismodeesteazucar.Así mismo,

observamosqueenpresenciadel inhibidor, el transportadorse inactivabamuy lentamentey

no aparecía la inactivación rápida que se observaba en su ausencia (Figura 20B). Comose

muestraen estafigura, mientrasque en ausenciade cicloheximida,la vida media del

transportador,unavezsuperadoel periodode adaptación,fue de unas2 horas,en presencia

del inhibidor fue >10 horas.Estos resultadosindican claramenteque la inducción del

catabolismode galactosaes necesariaparala rápidainactivacióndel transportador.Es

importante señalar que la lenta inactivación observada en presencia de cicloheximida, es

decir, en ausencia de catabolismo de galactosa, fue similar a la observada, como veremos

másadelante, cuando el medio de inactivación no contenía ninguna fuente de carbono y

energía(Figura24).

iii) Si, como parece,el retrasoen el comienzode la inactivacióndel transportador

fueradebidoal tiempo requeridopor las célulasparasu adaptacióna galactosa,células

mutantescapacesdeutilizar galactosasin adaptaciónpreviano mostraríanesteretraso.Para

probar esta posibilidad utilizamos una cepa mutante gal80. Esta cepa mutante carece de la

proteínaGAISOque inhibe la síntesisde las proteínasdel catabolismode galactosacuando

no sehallapresenteel inductor(90). En consecuencia,estacepamutantesintetizatodaslas

enzimasnecesariasparael catabolismode galactosainclusoen ausenciade esteazúcary,

por tanto,escapazde utilizar galactosaconstitutivamente.Como semuestraen la Figura

21, los resultados obtenidos mostraron que la inactivación del transportador de maltosa en

la cepamutantegal8O, a diferenciade lo observadoen la cepasilvestre,comenzo

inmediatamentedespuésde añadirla galactosa.Tambiénmostraronque la velocidadde

inactivacióndel transportadoren estacepafue similar a la velocidadde inactivaciónque

mostróla cepasilvestreunaveztranscurridaslas 2 primerashoras.

En resumen,todos los resultadosobtenidosindican fuertementequela galactosa,al

igualque las otras hexosas ensayadas, glucosa, fructosa y manosa, es capaz de sostener la

inactivacióndel transportadordemaltosa,si bien lo hacea unavelocidad2 vecesinferior a

la observadaenpresenciadeesasotrashexosas(ver Figura 18).
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Figura 20. Inhibición por ciclohexinilda de la inducción del transporte de
galactosa y de la inactivación por galactosa del transportador de maltosa.
La cepa ATCC 42407 se cultivó y se trató como en Figura 18. El medio de
inactivacióncontenía2% galactosacomo fuentede energía.La suspensióncelular se
dividió en dos alícuotasy, a una de ellas (e) se añadió cicloheximida parauna
concentraciónfinal 10 jxg/ml. Las suspensionesseincubarona 300C con agitacióny, a
los tiempos indicados se recogieron alícuotas para valorar la actividad del
transportadorde (A) galactosay (B) maltosa.Los datoscorrespondena la mediade
dos experimentos. Los resultados de los dos experimentos diferían en menos de un
10%.
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Figura21. Inactivacióndel transportadordemaltosaenunacepasilvestrey enuna
cepagal8O.
Lacepasilvestre(ATCC 42407)(A) y el mutantegal8O (X106-3D) (e) se cultivaron y
trataroncomosedescribeenFigura 18. El medio de inactivacióncontenía2% galactosa
como fuentede energía.A los tiemposindicadosserecogieronalícuotasparavalorarla
actividad del transportadorde maltosa. Los datos correspondena la media de dos
experimentos.Los resultadosde los dos experimentosdiferían en menosde un 10%.
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IV.3. Inactivación del transportador en presenciade maltosa.

Con objeto de investigarsi la maltosaeracapazde sostenerla inactivaciónde su

propio transportador,realizamosexperimentossimilaresa los descritosen los capítulos

anterioresexceptoque, la fuentedecarbonoañadidaal mediode inactivaciónfue maltosa.

Los resultadosmostraron que en presenciade este azúcar también se inactivó el

transportadory que, al igual que en el caso de la glucosa,la inactivacióncomenzo

inmediatamentedespuésde añadirel azúcar(Figura 22). Sin embargo,la velocidadde

inactivaciónen presenciade maltosafue sustancialmentemenorque en presenciade

glucosaya que,mientrasque la vida mediaestimadaparael transportadoren presenciade

esteazúcarfue de aproximadamente1 hora, en presenciademaltosafue de unas2 horas

(Figura22).

Ahorabien,dadoquela utilizacióndemaltosase induceen presenciadeesteazúcar

(76), en las condiciones utilizadas en estos experimentos, y al igual que ocurría en los

experimentoscon galactosa,podrían estarocurriendodos procesos: 1) Síntesisdel

transportadorde maltosa,inducidaporla presenciade su inductor.Estasíntesis,comoen el

casodel transportador de galactosa, tendría lugar a partir de los aminoácidos almacenados

en la célula como reserva y/o a partir de los aminoácidos obtenidos en la degradación de

otras proteínas. 2) Inactivación del transportador de maltosa ya presente en las células al

comenzarel experimento.
Por tanto, si estahipótesisfueracorrecta,estaríanteniendolugar simultáneamente

dos procesos opuestos: por un lado, síntesis del transportador y, por otro lado, su

inactivación.La presenciasimultaneade estosdosprocesosde signocontrariodaríalugara

unadisminuciónaparenteen la velocidadde inactivación.Paracomprobarestahipótesis,se

inhibió la síntesisdel transportadorcon cicloheximida.Los resultadosmostraronque, en

presenciadel inhibidor, la velocidad de inactivación por glucosano se vio afectada

mientrasque la velocidadde inactivaciónpormaltosaaumentó.En estascondiciones,la

vida media calculada para el transportadoren presencia de maltosa fue de

aproximadamente1 hora,es decir,similar a la obtenidaen presenciade glucosa(Figura

23).

Estosresultadosindicaronquela maltosano sólo escapazde sostenerla inactivación

de su propio transportador sino que, además, lo hace tan eficazmente como la glucosa

(Figura 23).

IV.4. Inactivación del transportador en presencia de etanol o en ausenciade

fuente deenergía.

Los resultadosobtenidos hastael momento indicabanque todos los sustratos

fermentablesensayadoserancapacesde sostenerunainactivaciónrápidadel transportador

(Figuras 18, 21 y 23) mientrasque el etanol,un sustratono fermentable,inactivabaal
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Figura 22. Inactivación del transportador de maltosa en presencia de maltosa.
La cepaATCC 42407 se cultivó y setrató como se describeen Figura 18. El medio de
inactivacióncontenía2% glucosa(o) o 2% maltosa(y) como fuentede energía.A los
tiemposindicadosserecogieronalícuotasparavalorar la actividaddel transportadorde
maltosa.Los datoscorrespondena la mediade dosexperimentos.Los resultadosde los
dosexperimentosdiferíanenmenosdeun 10%.
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cicloheximida en la inactivación por maltosa delFigura 23. Efecto de la
transportador demaltosa.
La cepaATCC 42407 secultivó y se trató comose indica en Figura 18. El medio de
inactivacióncontenía2%glucosa(o,e) o 2%maltosa(y, y) comofuentede energía.Las
suspensionescelulares se dividieron en dos alícuotas y, a una de ellas se añadió
cicloheximida(CV) paraunaconcentraciónfinal 10 gg/ml. Los datoscorrespondena la
mediadedosexperimentos.Los resultadosde los dosexperimentosdiferíanen menosde
un 10%.
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transportadormuy lentamente(Figura24). Teniendoencuentaestoshechos,nospareció

interesanteinvestigarla inactivacióndel transportadoren ausenciadeunsustratoexógeno.

Como se muestraen la Figura 24, en estascondicionesde ayunoel transportadorse

inactivómuy lentamente,a unavelocidadsemejantea la observadaen presenciade etanol.

Tambiénen estecasolavida mediaparael transportadorresultóser>10horas.

En resumen,los resultadosobtenidos sugeríanque la inactivación rápidadel

transportadorrequierela presenciadeunafuenteexógenade energíafermentable.Sugerían

ademásquela glucosa,fructosa,manosay maltosasonigualmenteeficacessosteniendola

inactivación mientras que, la galactosa es algo menos eficaz.

IV.5. Correlación entre la inactivación y la degradacióndel transportador.
Hemos mostrado más arriba (Figuras 8 y 9) que la inactivación por glucosa del

transportadorde maltosaesdebidaa sudegradación.Sin embargo,resultadosobtenidosen

otro laboratorio(87) sugierenque,enel casode algunascepas,el transportadorseinactiva

sin quetengalugarsudegradacióny seha propuestoqueestainactivaciónpodíaserdebida

a una fosforilación de la proteína(87). Paraestablecersi en nuestrosexperimentosla

inactivación del transportadoriba o no seguidade su degradaciónrealizamosuna

estimacióndel contenidocelularde transportadorutilizando los anticuerpospoliclonales

anti-transportador descritos más arriba. Los resultados obtenidos mostraron que, en todos

los casos,la vida media del transportadorcalculadamidiendo la intensidadde la banda

obtenidaen los experimentosde inmunodetección(Figuras25C y 25D) fue similar a la

obtenidamidiendoactividad(Figuras18, 21, 23 y 24).Estosresultadospermitenconcluir

que, en nuestros experimentos, la inactivación del transportador fue seguida de su

degradación.

IV.6. Relación entre la velocidadde inactivación, la velocidadde fermentación y
la energíaproducida en el catabolismo.

Comoya hemosmostrado,la glucosa,la fmctosa,la manosa,y la maltosasostienen

la inactivaciónrápidadel transportadorconmayoreficaciaquela galactosa(Figuras18, 21

y 23). Este orden de eficaciacoincide con la velocidadcon que estos sustratosson

fermentadosporla levadura(75). Estaobservación,y el hechode queunafuentede energía

no fermentable,etanol,no fuesecapazdesostenerla inactivación(Figura24), sugeríaque

la velocidadde inactivacióndel transportadorpodíavenir determinadapor la velocidadde

fermentacióndel sustratopresenteen el medio. Con el fin de investigarestaposibilidad,

medimos la velocidad de fermentación durante la inactivación en presencia de glucosa,

maltosay galactosa.Observamosque estavelocidaddisminuyóduranteun periodo de

tiempoenel que la velocidadde inactivacióndel transportadorpermanecióconstante(ver

Tabla 2 y Figuras 18 y 23). Particularmenterelevantefue el hechode que,comopuede
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Figura 24. Inactivación del transportador de maltosa en presenciade etanol o
enausenciade fuente de carbono.
La cepaATCC 42407 serecogió durante la faseexponencialde crecimiento. Tras
lavar las células con agua, se suspendieron en el medio de inactivación en ausencia
de fuente de energía (e) o en presencia de etanol como fuente de energía (A). Los
datos corresponden a la media de dos experimentos. Los resultados de los dos
experimentosdiferíanen menosde un 10%.
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Figura 25. Degradación del transportador de maltosa en presencia de diferentes
fuentesde carbono.
Las cepas X106-3D (gal 80) (A y C) y ATCC 42407 (B y D) setrataron como seindica en la
Figura 18. El mediode inactivacióncontenía2%glucosa (0), 2%galactosa (A), 2%maltosa
(0) o 2% etanol(u) como fuente de energía. En el caso del medio conteniendo maltosa se
añadió cicloheximida para una concentración final 10 vg/ml (Ver Resultados 4.3).
A y B: Alícuotas de extractoscrudosobtenidosa los tiempos indicadosse analizaronpor
inmunoensayoutilizando los anticuerposfrenteal transportadorde maltosa.
C y D: Las intensidadesde las bandas del transportador se midieron como se describe en
Métodos y se representaron frente al periodo de inactivación.
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verseen la Figura 23, en presenciade maltosala velocidadde inactivaciónpermanecía

constantecuandola velocidadde fermentaciónhabíadisminuidomásde un70% (Tabla2).

Estadisminuciónen la velocidadde fermentacióndurantela inactivaciónya ha sido

descrita previamente y ha sido atribuida a la disminución del transporte de este azúcar que

tiene lugar duranteel ayunode fuentede nitrógeno(78). En conclusión,estosresultados

sugierenque la velocidad de inactivación no está determinadapor la velocidadde

fermentación.

Hemos demostradoque la inactivación del transportadorva seguida de su

degradación(Figura 25) en la vacuola tras suinternalizaciónporendocitosis(101).Dado

quevaríasetapasde laendocitosisdeproteínasdemembranaplasmáticarequierenenergía,

porejemplola unión de Ub (12, 86), la formaciónde endosomas(82),y la fusión de estos

con la vacuola (98), la velocidad de inactivación podía venir determinadapor la

concentraciónde ATP en las células. Para probar esta posibilidad, medimos la

concentración intracelular de ATP a distintos tiempos de inactivación. Comopuede verse

en la Tabla 3, la concentración de este metabolito fue similar en el caso de todas los

sustratosensayados,inclusoen el casodel etanolque inactivó al transportadorcon una

velocidadmuchomenorqueel restode sustratosensayados.

Alternativamente, la velocidad de inactivación podía estar relacionada no con los

niveles de ATP, sino con la velocidad con que se produce este metabolito. Para explorar

estaposibilidad,calculamosel valor teóricode la velocidadde produccióndeATP a partir

de los datos de fermentación y respiración obtenidos en los experimentos descritos más

arriba (Tabla 3). Los resultadosobtenidossugierenque no existerelacióndirectaentrela

velocidad de producción de ATP y la velocidad de inactivación del transportador.

Particularmenterelevantefue el hechode que,en presenciade maltosa,la velocidadde

inactivación permaneció constante (Figura 23) cuando la velocidad de producción de ATP

disminuyómásdeun 40% (Tabla3).

A pesar de estos resultados, la posibilidad de que la velocidad de obtención de

energíadeterminela velocidadde inactivación no puedeserdescartadaya que,en el

cálculoteórico de la velocidadde produccióndeATP (Tabla3) hemosconsideradouna

constanteP:O de 2 y actualmentehay evidenciade que el rendimientoenergéticode la

cadenarespiratoriapuedecambiaren funciónde numerososfactores(116).
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DISCUSIÓN

La levaduraS. cerevisiaeseencuentraen lanaturalezaprincipalmenteenhábitatsde

origenvegetalricos en azúcares.Desdeestoshábitats,la levadurapuedeser transportada

poragentescomoel aire o insectosa otros hábitatsmás pobresy por tanto máshostiles

parasudesarrollo.De estosededuceque la supervivenciade la levadura,comola de otros

muchosorganismos,estáíntimamenteligada a sucapacidadde adaptarsea los cambios

nutricionalesy a los distintostipos deestrésque ocurrenen el medio quela rodea.Una

situacióndeestrésmuy frecuenteen la naturalezaesla producidapor el ayunode algún

nutrientey muy amenudoenel casode la levadurael nutrientelimitanteesel amonio.Las

situacionesde estrésproducendiversasrespuestasen las células y algunasde estas

respuestassoncomunesa todos los tiposdeestrésmientrasque otrassonmásespecíficas.

Ambostipos de respuestassuscitanun gran interés,tantodesdeun puntode vistacientífico

comodesdeun puntode vistaeconómico.

En levadura,el estrés producido por la carenciade nutrientesda lugar a una

reorganizacióndel metabolismocelularque esreguladapordiferentestipos de mecanismos

y queimplica cambiosen la dotaciónenzimáticade la célula.Así, el estrésproducidoporel

ayunode amonioorigina la inactivaciónde un cierto númerode proteínasde membrana

plasmáticacomoson los transportadoresdeazúcaresy de otros nutrientes(8, 14, 25, 102,

135).Estapérdidadeactividadde las proteínasde membranapuedeserdebidaa cambios

en su estadoconformacionalo a modificacionescovalentescomo la fosforilación. Estos

cambiossongeneralmentereversibles.Tambiéncabela posibilidaddeque la inactivación

de estasproteínasseadebidaa su degradación.Obviamenteen estecasoel procesoes

irreversible.Nosotroshemosmostradoen estetrabajoquela inactivacióndel transportador

de maltosaquetienelugarduranteel ayunode fuentede nitrógenocuandosehallapresente

glucosaes irreversible y debidaa su degradación.Ahora también sabemosque la

degradacióndeestaproteínatienelugaren la vacuola,trasserinternalizadapor endocitosis,

en un procesoqueocurreindependientementede la funcióndel proteasoma(101).

La inactivacióny degradaciónen vacuolatras endocitosisduranteel ayunode una

fuentedenitrógenopareceserun mecanismode regulaciónque afectaa muchasproteínas

de membranaplasmática.Posterionnentea nuestrotrabajoseha visto que,el transportador

degalactosa(59), el de uracilo (135)y los transportadoresHxt6 y Hxt7 de glucosa(71) son

tambiéndegradadosenvacuolaen estascondicionesnutricionales.Tambiénseha visto que

otros estadosnutricionalespuedenprovocarla degradaciónespecíficadeotrasproteínas.

Así, se sabeque la adición de amonio a células que estáncreciendoen presenciade

aminoácidosprovocalaendocitosisy degradaciónenvacuoladel transportadorgeneralde

aminoácidos (46). Es interesanteseñalar que independientementedel factor

desencadenante,la degradaciónen vacuolade las proteínasde membranaplasmáticaen

levadurapareceseruna reglageneralya que,que nosotrossepamos,la únicaexcepción
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conocida a estaregla es la degradacióndel transportadorde cobre. Esta proteínaes

degradadaen la propiamembranaplasmáticacuandola concentraciónde cobreenel medio

eselevada(92),probablementepor la acciónde una(o varias)proteasa(s)específica(s)que

no afecta(n) a otras proteínasde membrana.De todosestos hechosse deduceque la

endocitosisjuegaun papelmuy importanteen la remodelaciónde la membranaplasmática

en esteorganismo,remodelaciónque es necesariapara su adaptacióna los cambios

nutricionales.

Desdehacealgún tiempo se sabe que determinadassecuenciasde aminoácidos

confieren inestabilidada las proteínascitosólicas,lo que las hace susceptiblesde ser

degradadasporel proteasoma.Estassecuenciasseconocencomoseñalesdedegradacióny

tambiéncon el término inglés “degrons” (131). En levadura, la primeraseñalque se

identificó y tambiénla mejorestudiadaes ladenominada“N-degron”, quehacereferencia

al aminoácidoN-terminalde la proteína(4, 132).El estudiode estaseñalde degradaciónha

dadolugaral establecimientode unaregla,conocidacomo ‘N-end rule, que relacionala

inestabilidadde una proteína,es decir su vida media,conel aminoácidopresenteen su

extremoamino (133). Se ha visto que la “N-end rulet secumple en todos los sistemas

estudiados:animales,plantas,bacteriasy levadura(62), si bien los aminoácidosque

originan mayor inestabilidaden levadurapuedenproporcionarestabilidaden otros

organismos(132, 133).En eucariotas,el ‘N-degron’ de unaproteínacomprende,al menos,

una lisina internay un aminoácidoN-terminal queconfiera inestabilidad.El aminoácido

desestabilizanteactuaríacomo un sitiode reconocimientoparaunaenzimaE3 dela vía de

la Ub (la enzimaUbrlp) (6) y la lisina como aceptorade una Ub (18) que le seria

transferidadesdeunaenzimaE2 (la UBC2p) (27). Unapropiedadinteresantede la doble

señalizaciónesque el motivo de reconocimientoy la lisina aceptorade Ub puedenestar

separadas,inclusoendiferentessubunidadessi laproteínaesoligomérica(62, 132).

Otraseñalde degradaciónbiencaracterizadaen levaduraesunasecuenciaconsenso

de 9 aminoácidosconocidacomo “destructionbox queesnecesariaparala degradaciónde

ciclinas (41). Todas la ciclinas que se conocencontienenen su extremocarboxilo

secuenciasricasen lisinasque podríanactuarcomo sitios deunión a Ub. Aunqueno se

conoceel mecanismodeestaunión, secreeque essimilar al de la unióna los sustratosde

la vía ‘N-end rule’. Tambiénestábien establecidoque secuenciasricasen prolina (P),

ácidoglutámico(E), serma(5) y treonina(T), encualquierordeno combinación,limitadas

por aminoácidosbásicosactúancomoseñalesparala degradaciónde proteínasde vida

media corta. Este tipo de secuenciasse conocencomo regionesPEST y tambiénestán

implicadasen la degradacióndeproteínaspor la vía de la Ub (100).Además,sehadescrito

que la fosforilación de alguna(s)de las serinaso treoninasde estaregión puedeser

necesariaparalaunión de Ub ala proteínay portantoparasudegradación(100, 103).

En lo que serefiere a las proteínasde membranaplasmática,sesabeque, tanto en

célulasdemamíferoscomode levadura,determinadassecuenciassituadasen los dominios
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citosólicos de estasproteínasactúancomo señalespara endocitosis. En células de

mamíferosalgunasde estassecuenciasestánbasadasenmotivos tirosinao di-leucina(73,

128). En levadura,seha visto que la secuenciaSINNDAKSS contenidaenel receptordel

factor-aes necesariaparasuinternalización(52, 106) y más recientementesehadescrito

que el receptordel factor-a y la uracil permeasacontienenuna secuenciaPEST que es

requeridaparasu internalización(83, 109). Esteúltimo transportadorcontieneademásun

motivo similar a la “destructionbox” de las ciclinas(35).

Laendocitosisde proteínasdemembranapuedetambiénestarreguladaporprocesos

de fosforilación/defosforilación.Sehavisto que laendocitosisdeltransportadordeuracilo

y del receptordel factor-atiene lugar trassu fosforilación (59,83, 108)y tambiénquela

endocitosisdel transportadorgeneraldeaminoácidos,que en su formaactivaseencuentra

fosforilado,pareceserdesencadenadapordefosforilación(123).Aparentemente,tambiénel

transportadordemaltosaseencuentrafosforiladoen determinadascondicionesfisiológicas

y seha llegadoa proponerqueestehechopodríaestarimplicadoen suendocitosis(87).

Nuestrosresultadoshan mostradoquela unión de Ub al transportadorde maltosaes

necesariapara su internalización.Estaconclusiónsebasaen la observaciónde que, en

condicionesdeendocitosis,el transportadorpermaneceen lamembranacuandolas células

sondeficientesen la ubicuitín-proteinaligasaNpi 1 o en la ubicutín-hidrolasaDoa4,dos

enzimasde la vía de la Ub (47, 94). En el casode las célulasdeficientesen ubicuitin-

proteína ligasa Npil se observa una cierta internalización del transportador,

aproximadamenteun 30% de la observadaen la cepasilvestreisogénica.Estehechoes

probablementedebidoa la actividadresidualNpilp presenteen las células.Consistentecon

estaposibilidadesel hechodeque las célulasdeficientesen ubicutín-hidrolasaDoa4,que

no presentanningunaactividadDoa4p,tampocopresentanningunaactividad endocítica.

Resultadosde otros laboratoriosindicanqueestasdos enzimassontambiénnecesariaspara

la intemalizacióndel transportadorde uraciloy de lapermeasageneraldeaminoácidos(34,

47, 122).Por lo tanto, parecebienprobadoque la Ub, consideradadurantemuchotiempo

comouna señalexclusivaparala degradaciónde proteínascitosólicaspor el proteasoma

26S(54, 99), puedeactuartambiéncomoseñalparala internalizacióny degradaciónde

proteínasdemembranaplasmáticaen vacuola.

La implicación de Npi lp en la internalizacióndel transportadorde maltosaes

consistentecon el papelatribuido a las ubicuitín-proteinaligasas,estoes,la transferencia

de Ub a las proteínassustrato.Así mismo,la implicacióndeDoa4pen la intemalizaciónes

consistentecon el principal papel atribuido a las ubicutín-hidrolasas,esto es, la

recuperaciónde Ub libre para su utilización en un nuevo ciclo. De acuerdocon esta

función, era de esperarque la falta de estaubicuitín-hidrolasa,la más importanteen

levadura(94), dieralugaraunaconsiderabledisminucióndel nivel de Ub libreen la célula

y, enconsecuencia,aunainhibición de los procesosquedependende Ub, comoesel caso

de la endocitosisdenuestrotransportador.Sin embargo,segúnlos autoresqueaislarony
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caracterizaronla cepaAdoa4, la cantidadde Ub en estascélulas mutantesno estaba

sensiblementedisminuiday además,los defectosoriginadospor la ausenciade la enzima

no eran revertidospor la sobreexpresiónde Ub (94). Estos resultadosparecíandescartar

que la inhibición de la endocitosisen estascélulasfueradebidaa la carenciade Ub libre.

Sin embargo,los resultadospresentadosen estetrabajomuestran:i) quela cantidadde Ub

disponibleenel mutanteAdoa4si que estásustancialmentereducidacon respectoala cepa

silvestrey u) que en la cepamutante, la endocitosissí que se restablececuandose

sobreexpresaUb. Resultadossimilaresse han encontradoparala endocitosisde la uracil

permeasay de la permeasageneraldeaminoácidos(33, 122)y por todoello, concluimos

que la inhibición de la internalizacióndel transportadordemaltosaen la cepaAdoa4 es

unaconsecuenciadela carenciadeUb libreen estascélulas.

El hechode que la Ub actúe como señal tanto parala degradaciónde proteínas

citosólicasen el proteasoma26S (21) como para la internalizaciónde proteínasde

membranaplasmáticaque sedegradanenla vacuola(51) planteala preguntade cómoestos

dos sistemasde degradaciónreconocensus respectivossustratos.Este reconocimiento

selectivopodríavenir determinadopordiferentestipos de modificaciónporUb. Se sabía

que la señalpara la degradaciónde proteínascitosólicasconsistíaen la formación de

cadenasde, al menos,4 moléculasde Ub unidasa travésde Lys-48. Además,se había

postuladoque la “mono-ubicuitinación”de proteínasde membranaplasmática,definida

comola unióndeunamoléculade Ub a unao máslisinasde la proteínasustrato,podríaser

la “unidadbásica” requeridaparasuinternalización.Estepostuladosebasabaenel hecho

de que la sobreexpresiónencélulascarentesde Ub libre de una Ub mutadaincapazde

formar cadenases suficienteparadesencadenarla internalizaciónde todaslas proteínas

investigadas(33, 127, 122).

Tambiénsehabíademostradoqueesta“unidadbásica”essuficienteparaconseguirla

máximavelocidadde intemalizacióndel receptordel factor-a(127)mientrasqueno lo es

en el casode otras proteínas,como la uracil permeasay el transportadorgeneralde

aminoácidos.En estecaso,la máximavelocidadde internalizaciónsólo seconseguíasi, a

partirde la “unidadbásica”,seformabancadenasde Ub a travésde la Lys-63(33, 122).

Estasdiferenciasen los requerimientosparala internalizaciónde estasdosproteínas

podíanestarrelacionadascon la diferenciaen su tamañomoleculary en su númerode

TMS. Así, sehabíapropuestoque en el casode proteínasde menor tamañomoleculary

menornúmerode TMS comoel receptordel factor-a(7-TMS y unos48 kDa), la “mono-

ubicuitinación”seríasuficienteparainteraccionarcon la maquinariaendocíticamientras

que,enel casode las proteínasdemayortamañomoleculary mayornúmerodeTMS como

el transportadorgeneralde aminoácidosy el de uracilo (12-TMS y unos 70 kDa), la

interacciónpodríarequerirla formacióndecadenasde Ub,bien porrazonesestéricasbien

por la convenienciade disponerde mássitios de unión (127). Sin embargo,nuestros

resultadosdescartanesta hipótesisya que muestranque la máxima velocidad de
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intemalizacióndel transportadorde maltosa,otra proteínade gran tamañoy númerode

TMS (12-TMS y 68 kDa), no requierela formaciónde cadenasde Ub. Estehechosugiere

que, a diferencia de lo que se habíapropuesto,la “mono-ubicuitinación” no es una

necesidadespecíficade la internalizacióndeproteínasde 7-TMS asícomotampocoesuna

necesidadla formaciónde cadenasdeUb parala internalizacióna máximavelocidadde las

proteínasde 12-TMS.

Hay evidenciade que la formaciónenunadeterminadaproteínadeun tipoespecifico

de cadenade Ub vienedeterminadapor la ubicutín-proteinaconjugasa(enzimaE2) y la

ubicutín-proteinaligasa(enzimaE3) que intervienenen el proceso(3, 62, 63). Así, seha
visto quela participaciónconjuntade las enzimasubc4p-ubc5p(E2) y Ufd4p (E3) da lugar

a la formaciónde cadenasde Ub a travésde Lys-29 en sustratosde la vía “UFD” (63).

Tambiénque la enzimaRad6 (E2) interaccionafísicamentecon laenzimaUbrí (E3) y el

complejo resultantejuegaun papelen la formación de cadenasa travésde Lys-48 en

sustratosde la vía “N-end rule” (27, 133).En el casodecadenasa travésde laLys-63, seha

especuladoquesuformaciónsobreproteínasdemembranaplasmáticapodríaresultarde la

participaciónde la enzimaNpilp (E3) y de unaenzimaE2 aún no identificada(33, 122).

Estahipótesisestábasadaen la observacióndeque la internalizacióndel transportadorde

uracilo y de la permeasageneralde aminoácidos,quesonestimuladaspor la formaciónde

cadenasa travésde Lys-63, requierenla enzimaNpilp (E3) (33, 34, 121, 122). Sin

embargo,el hecho de que como se muestraen este trabajo, la internalizacióndel

transportadorde maltosa,que no es estimuladapor la formaciónde cadenasa travésde

Lys-63,tambiénrequieraestaenzimaE3 parecedescartarestaposibilidad.

A pesarde los avancesrealizadosenel conocimientode las señalesde degradación

deproteínasde membranay enel papelquejuegala Ub en estadegradaciónesobvio que

el conocimientosobreesteprocesodista muchode sercompleto.Tambiénpareceobvio

quela degradaciónde estasproteínas,esdecirsu inactivación,esun procesofundamental

parala adaptaciónde la levaduraa los cambiosnutricionalespuestoque,endefinitiva, es

responsablede la remodelaciónde la membranaplasmática.Se havisto queel ayunode

una fuentede nitrógenodesencadenala inactivaciónde los transportadoresde azúcares

cuandosehallapresentela glucosay sevieneasumiendoqueestainactivación,conocida

como“inactivacióncatabólica”esun mecanismoespecíficode regulaciónquefavoreceel

usopreferencialdeglucosa.Sin embargo,los resultadospresentadosenestetrabajoy otros

resultados,obtenidostantoen nuestrolaboratoriocomoen otros laboratorios,ponenen tela

de juicio estasuposición.Aparentementela así llamada“inactivacióncatabólica”de las

proteínasde membranaplasmáticano presentaningún tipo de especificidadpuestoquees

desencadenaday sostenidapor azúcaresdiferentesde la glucosa,en ocasionescon una

eficaciasimilar a la glucosa(estatesis).Además,estainactivaciónno esespecíficade los

transportadoresde azúcarespuestoque, que nosotrossepamos,todas las proteínasde

membranaplasmáticaensayadas,como la H+~ATPasa(7), el transportadorde K (8) o la
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uracil permeasa(135)e inclusoalgunosde los propiostransportadoresde glucosa,comoel

Hxt6 y el Hxt7 (14, 71) muestranestetipo de inactivación.Una inespecificidadcomoésta

no pareceprevisibleen un mecanismoespecíficode regulación,razónpor la cual nosotros

desestimamosestaposibilidad.

Si la “inactivacióncatabólica”no esun mecanismoespecíficode regulación,¿quées

entonces?.Se sabeque la inactivaciónde las proteínasde membranaocurridaduranteel

ayunode fuentede nitrógenoesdebidaa sudegradaciónen la vacuola(59, 101, 120, 135).

Tambiénsesabeque el ayunode fuentede nitrógenoesuno de los principalesfactoresque

estimulanel recambiode proteínas(9). Nosotrosproponemosque la inactivaciónde los

transportadoresdeazúcares,asícomo la inactivaciónde otrasproteínasde membrana,en

estascondicionesde ayuno es debidaa la estimulacióndel recambiode proteínasque

provocala ausenciade estenutriente.Una inactivacióncomo éstapermitiría adecuarla

composiciónproteicade la membranaa la nuevacondiciónnutricional y a la eventual

apariciónde nuevosnutrientes.Además,contribuiríaa proporcionarlos aminoácidos

requeridospara la respuestaal estrés.Una predicción de estahipótesises que una

inactivaciónpor glucosacomo la descritano deberíatener lugar duranteel crecimiento

celulary resultadospreliminaresde nuestrolaboratorioparecenestardeacuerdoconesta

predicción.

Quela inactivación.ademásdel ayunode fuentede nitrógeno,requierala presencia

de una fuentede energíafermentablesecomprendefácilmentesi setiene en cuentaque

varias etapasde la endocitosis,como la unión de Ub, la formación de endosomaso la

fusión de éstoscon la vacuola,requierenenergía(12, 82, 86, 98) Sin embargo,no resulta

evidentela razónpor la cual lavelocidadde inactivaciónvaríaen funciónde la fuentede

energíapresente.Pero,tampocoestáclaropor qué otros procesoscelularesquetambién

requierenenergíatambiénvariandependiendode estefactor.Porejemplo,la velocidadde

crecimientoy la cantidadde masacelularde levaduraproducidaa partirde un sustratoson

dosprocesoscelularesque cambiancon la fuentedeenergíapresenteen el medio (37).

Como en el caso de la inactivación,una correlaciónentreestosdos procesosy/o la

concentracióncelular de ATP y la producciónteóricade ATP en el catabolismono es

evidente.A pesarde ello, secreequetanto lavelocidadde crecimientocomolacantidadde

masacelularproducidaa partir de un sustratodependende la velocidady cantidadde ATP

producidaenel catabolismo(37).Unadependenciasimilar puedesertambiénintuida en el

casode la inactivacióndel transportadorde maltosapero, de momento,la demostraciónde

estehechono esfácil ya quea pesarde los progresosrealizadosen el conocimientosobreel

control y el rendimientoenergéticode la cadenarespiratoria,aún no ha sido posible

establecerconmárgenesde seguridadaceptablescuales la producciónde ATP en levadura

in vivo (116).Tal vez en un futuro no lejano éstey otros aspectosde la fisiología de la

levadura,comolos tratadosenestetrabajo,puedanserclarificados.
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1. La inactivacióndel transportadorde maltosaocurridaduranteel ayunode fuente

de nitrógeno en presenciade glucosa,conocida en la literatura como “inactivación

catabólica”,esdebidaa la degradacióndel transportador.Resultadosposteriores,también

obtenidosennuestrolaboratorio,handemostradoquela degradaciónde estaproteínatiene

lugaren la vacuolatras suinternalizaciónporendocitosis.

2. La endocitosisdel transportadordemaltosa,esdecirsu“inactivacióncatabólica”,

requieredos enzimasde la vía de la Ub: la ubicutin-proteinaligasaNpil/Rsp5 y la

ubicuitin-hidrolasaNpi2/Doa4. Ambasenzimasintervienenen la etapade internalización

del transportador.La unión de Ub al transportadorpareceactuar como una señalde

endocitosis.

3. La “mono-ubicuitinación”,definidacomola unión de unamoléculade Ub a unao

más lisinasdel transportador,essuficienteparadesencadenarsu máximavelocidadde

intemalización.

4. La formacióndecadenasdeUb atravésde suLys-63no es,comoseha postulado,

un requerimientogeneral de la endocitosisde proteínasde 12-TMS puestoque el

transportadorde maltosa,que tiene 12-TMS, no requierela formaciónde estascadenas.

Tampocola “mono-ubicuitinación”esunacaracterísticapeculiarde las proteínasde 7-TMS

puestoqueel transportadordemaltosa,queno tiene7-TMS,presentaestamodificación.

5. La “inactivación catabólica” del transportadorde maltosano es producida

específicamentepor glucosa.Otros azúcaresinactivan al transportadorcon la misma

eficaciaque la glucosa.Proponemosqueestainactivación,ocurridaduranteel ayunode

unafuentede nitrógeno,no esun mecanismoespecíficode regulaciónsino el resultadode

la estimulacióndel recambiode proteínasquetienelugaren esacondiciónnutricional.
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Themaltosetransportcapacity of fermenting Saccl,aro¿nyces cerevislee rapidly decreases when protein synthesis is impaired. Using polyclonal
antibodies againsí a recombinaní maltose íransporter-protein we measuredthecellularconteníof Ihe transporteralongIbis inactivationprocess.
Loss of transporí capaciy ~vasparalleled by a decrease of cross-reacting material which suggests degradation of dic transporter. Wc also show
that in ammonium-starved celis Ihe half-life ofthe maltose transponer is 1.3 h during caíabolisn, of glucose and> 15 h during catabolism of elbanol.

Catabolite inactivation; Maltose transporí; Transpon inactivation; Transport turnover; Saccharontyces cerevisiae

1. INTRODUCTION

Mostproteinsin Saccharomyces cerevisiac are stable
for long periodsof time underdifterentmetaboliccon-
ditions [1—4].Sugar transportersbehavedifferently in
ihis respect,in that a rapidandirreversibleinactivation
is observedupon arrestof proteinsynthesis[4—7].This
inactivation,thai mainly affectsthe Vmaí, follows first-
orderkineiics andis an energy-dependentprocessstim-
ulatedby fermentablesubstrates[8—10].The character-
istiesof ihe inactivationas well as preliminaryresults
oblainedwith antibodiesagainstanepitopeatiachedto
ihe maltosetransporter[11] suggestthai this inactiva-
tion might be due to proteolysis.Ibis researchattempts
to checkthis possibility. For this purposewe havepre-
paredpolyclonalantibodiesagainsta recombinantmal-
tose iransporter-proteinandhavemeasuredihe cellular
contentof this transponeralongthe inactivation proc-
ess.

Two distinct maltose transportershayobeen ideníl-
fied in Saccharoníi’ces ihat are expresscdin maltose
fermentingstrains: ono encodedby he Gene 1 of te
MAL loo1 (MAL!! through MAL4I ané MALi])
[12,13]andanotheroneencoded by ihe AGTI geneti 1].
Thesetwo transportersshow greatsequencesimilaniív
andare induced by maltose and reprcssedby glucose
[III. Both areprolon symportersatid are similarly 1mw-
tivated upon protein synthesisirnpairment[II]. Acto-
alIy. their only knowndiffercnceconcernsíts spccificit~:
~~‘hilcthe MAL transporter only transporis maltose and
turanose. (he AGTI transporter transports isomaltose.
a-metbylgiucosidc. and maltotrioso as wcli as maltose

Worrcsponding author. Fax: (34> tI) 585-4587.

and turanose[11]. In this work two different strains
havebeenused: a strain that on[y expressthe MALI
locus andthat, therefore,allowedusto investigateihe
behaviourof a unique MAL transporter,and another
strain ihat might expressmore ihan one MAL locus.
The resultsobtainedwith bothstrainsstronglyindicate
that themaltosetransportinactivationis dueto proteol-
ys’s.

2. EXPERIMENTAL

The following sírainsof 5. cerevisiae wereused:MALI-1’-D (MA T
a lev! irpí MALJ3-K fnta122 ~nal23]sTRPl) [141, ATCC 42407
(MATasuCMAL GAL),andMALI.lc~D~pRMI.I (strainMALl~1c~
D transformed with plasmid pRMI-I). Plasmid pRMI-I isa multi-
copy píasniid thaI carnes dio MALI locus [14]. CelIs were grown at
30’C in liquid medium coníaining 1% yeast extract/2% pepíond3 ppm
anlimycin A and 2% malcose or glucoseasindicated.Ccli growth
monitored by optical absorbance measuremcnt al 640 nm. Inactiva-
lion of ihe níaltose transpon was achieved by suspending exponen-
tialíy Qrowing celis jo a’, ammoniunvfree nicdium as described in [9]
in the presence of 2% glucose or cíbanol an indicated ‘u each case.

Maltose natisponí ‘vas measured as in jIS] and fermentation as in
[16]. A fusion-gene was consíructed containing 658 bp EcoRl-HincII
fragmení ofllíemaLtose 1 ransporter gene and thc laeZ’ gene as presení
in píasniid pEX-3 [17].Thc resulting plasniid. pEXMPO3, was used
te ¡ransform E. eu/i st railí POP2136 (Boehringcr-M annheim Biochira—
ca catalogne. 90/91). Isolation of inclusion bodies was penformed

essenl mliv as described o [18].To purify dic fusion-protein, (he inclu-
Sto’, hodies ,vetc successi~’cly ircaled with 1 oil of 5 M aod 8 M urca
o (1.1 NI Tris-HCI, pl] 8.5. Boíl, balehes were combined aod dialyzed
¡o (líe coid :¡whinst 1 litre of 1.4 M NaCL/27 mM KCI/I 5 mM K¡tPO)
SI mM Nt ¡11>0 pI

1 7.4 (PUS). TIic prccipitatcd fusion-protein was
recovered hy cetílnifuc:¡tion ¡oíd suspended in 2 ml of ¡‘RS. A total of

(1.6 mg prol ciii w¡, s oht ¡ti ned wi íh a estimalcd puri ty of abou 1 80%.
Aritibodies wcre raised o rahbils by 3 injeetions of approx. 250 pgof
‘he ft,si on—prolci”.

I?xí,acts a íd crutie ¡, íd pu rilied plasina níembrane preparatiflfls
we’c obi¡ti ucd ¡Ls i ti [191 XVI, en i íd ca lcd ¡lic cxl racís wcre obí ained
u lIte I~rcsdwc ol he lollowiiig prolcinases inhibitors: 5 mM EDTA.

165J’,d’lixlu’d itt ELoíh S~i<,c.ú I’,¿/’Iix/,cr,~ 12. 1
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F¡,hlc 1
Iratísporí ¡itíd lermetí lation rifle by (líe used strains

Síralmí Ir¡tnsporl
(,ííníol g proleilí’ . h5

Fcrrneriíation
(mniol g protcin’ Itt)

Mallose Maltose Isomaltose e-Melhylglucoside

ATCC 42407
MALI-h-D-pRMI-l

2.6
2.7

10.1
15.0

<0.5
<0.5

<0.5
<0.5

Cdl, were grown with 2% maitose, harvcsícd during logarillímie growth, washcd with water and suspended in Iresh nied¡um containing 2% of (he
indicated sugars in thc presencc of 3 ppní antimicyíi A. Transporí and fermentadon wcrc measured as iuídicated in seclion 2.

1 mM PMSF, 1 mM beazamidine, 1 mM o-phenaníhroline, 1 mM
odoacetate, IOpg icupeptin,20pgchymostatin, aud

3pg aprotinin.
Proteiris were separaled by elcarophoresis in 10% 5D5-poiy-
acrylamide and transferred to nitrocellulose BA-85 by semidry bloL
ting using 25 mM Tris, 0.19 M glycinc atíd 20% methanol as bufYer
[20]. Lmmunodetccsion was achieved using a 1/1000 dilution of the
toimune sera and alicaline phosphataso [21].The celluiar contení of the
mailose transponer was measured by immunobloaing increasing
amounts (5—20 pg protein) of crude extracís oblained al different
inlervais afíer the start of tSe inactivation. In ah cases represenlalion
of (he iníensiíy of (he transponer bands plolted versus the total pro-
1cm was a slraight une (see below) whoso siope was taken as propor-
tional lo (he amouní of íransportcr. lntensityof Ihebandswasquan-
tifled by scanning densitoníetry wiíh a SilverSean connected <o a
Macintosh IlCi using tSe NII-1 image 1.42 software. Peakanca was
quantified itt pixeis aftcr equalizing tSe acquired image.

Protein was determined after precipitation with tnichloroaceíic acid
using the melhod of Lowry cl al. [221.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Suirabi/iry ofIheusedsimm lo estimareMe ce//u/nr
conten!ofa un¡que ma/tosetransponer

The polyclonal antibodiesraisedagainsíIhe maltose
transponerfusion-protein (see section 2) will cross-
reactwith <he five maltosetransporters(productof the
Gene 1 of <he five MAL Ioci) and,probably, with <he

RDa
116

91.4—
66

1 2 3 4 5 6 7 8

45

Fu!. 1 . ¡ iittt It tiodel ecl ¡otí of u he mallose í ransporler 1 u crude cxl racís
11 etii lira nc ptep¡i r¡ttion s. 5(ra ti s ATCC 4241>7 <1 anes 1 .2) íd

Nl A1,1- 1<—O-pR Ni 1—1 (la uds 3—8) werc growéi on giucose (l¡,nes
(ir ¡íí:,ilosc (iattes .4.6,8). Aíiqítols¡ conl¡ti¡iing 12 mg prolcití

of crude cxl r¡uct s (1:t ‘íes 1—4), crude me ti bra ‘‘e p repa ral, oría (¡u íes
=6),(ir pi¡tstíía tíie,tíbra tic prepartil ion, (¡anca 7.8) wcrc an¡t 1 yzed

ttsitig llie muítttie scta.

isomaliose(AGT¡) transporterwith which <he former
show a great sequencesimilarity [II]. Therefore, <o
measurethecellularcontentof a uniquemaltose(MAL)
transporter,a strainthatonly expressesoneMAL locus
and that doesnot expressAGTI is required.To meet
this requirementwe useda mutant(MAL1~lC~D) defee-
tive in al] maltosetransporters[14]. As expected,<his
mutantwas unable<o grow on maltose as wcll as <o
transportand<o ferment<his sugar(resultanotshown).
Ibis mutantwastransformedwith a multicopyplasmid
<bat carnes<he MALÍ locus [14]. Ihe resulting strain
(MAL 1~lc~D~pRM1-1) grew, transported, and fer-
mentedmalioseat a similar rate as a wild type s<rain
(ATCC 42407) (Table 1). Both the trausformedstrain,
thai only expressesoneMAL transporter,aswell as<he
wild <ype s<rain,thatmigh<expressmore<hanoneMAL
transporter,were unable<o ferment two specific sub-
atratesof <he isomaliose<ransporter,isomahoseand
a-me<bylglueoside(Table 1) [11]. Theseresultaindicate
<bat the AGIL geneis no< expressedin <heseatraina.

3.2. Suirability of ihe anribodiesro estimareilie ce//u/am
conten!of Me ma/tosetransponer

Whenextractaof maltosegrowncelia weresubjected
<o SDS-gelelectrophoresisandprobedwi<h <be immune
sera raised againstibe MAL transporter-laeZ’fusion
protein <breebandaof about67, 62, and 57 kDa were
detectedwhoseintensi<y increasedas tbe samole was
enriched in ihe plasma membranefraction (Hg. 1).
Thcsebandawerenot detecledwith <be preimmunesera
and appearedonly in extractaof maltosegrown celIa
(Hg. 2). Theseresultashow that the antibodicarecog-
nize a set of plasmamembraneproteina, inducible by
maltose,with a molecular size close to <he 68.2 kDa
predicted 1w the sequenceof <he maltose transporten
gene[13,23].Thercforewe coneludedthat thcae banda
correspondlo <he maltoseIranaporter.Ihe observed
molecular suc hetcrogeneityprobably refiecta post-
lranslatioualmodificationa.i.é glycoaylation[24]. How-
ever. <he possibility dial <he two banda of lower molec-
ular size are pno<eolytic producta of <he transporten can-
noí be exciuded even <hough these banda appea red =íIao
utí samplea obtaincd in <he presence of a cocktail of

p retel íuíae i ah ibi tena. Aéé it lenal btunda thai appca red
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Fig. 2. Detectioríof dic maltose Iransporter with (he preimmune atid
thc imoinne sera. SírainaATCC 42407(hanes1—4) arid MALI~~Ic.D~
pRMI—1 (janes 5—lo) were growti on glucose (¡aries 1,3,5,7,9), or
mallose(Iane2.4,6,8,10).Aliquots of crudeexíractscontaitíinglSpg
proteinwere atialyzedusing (lic secondaryantibody (lanes5,6), <he
secondaryantibody plus (he preloimune sena(lanes 1.2,7,8),or the
secondary antibodyplus loimunesera(Janes3,4,9,10).

Thc rcsults pncscn(ed luí (lila ~vonkalíouigly indicate
tha< <he catabeli<c inactivatiou of <he nial<ose <nana-
por<er is due to protcolysis. ¡~ la wcII known <ha< prole-
olysis ja aÑo involved in catabolite inac<ivation of a
number of cytoplasmic protelus [25], j.c. rnala<e dchy-
drogenase [26], aminopep<idaae l [27]. fruc<osc- 1,6-bis-
phoaphatase [28],andphosphoenolpyruva<e carboxyki-
naae [29]. Theac fac<s suggest <lta< proteolysisis a gen-
eral mechanismof ca<aboli<einactiva<ionof bothcy<o-
plasmie and plasmamembraneproteina. Degrada<¡on
of mos<plasmamembranepro<einsoccuraby endoey<o-
sis [30]. However,some of <beseproteinamigh< be also
degnaded in <he ubiquitine pa<bway. This la indicated by
<he fac< tha<, in mammaliancelis, a numberof plasma
membranepro<eina are apecifically conjuga<ed with

A
1 2345678

in tbe iminunoblota were no< relatedwi<h <he trana-
porter since <bey were preseníin samplesof non-in-
ducedceliaandwere recognizedby <he preimmunesera
aswell asby thc secondaryantibody(Fig. 2). Increasing
amountaof crude extrac<s from maltose grown celia
resultedin aproportionalincreasein <he intensi<yof <he
<hreebandaof <he tranapor<erin <he immunoblo<(Fig.
3). This resulí (see sec<ion 2) aawell as <bosereported
aboyeahov’ <bat <he antibodiesareaui<ablefor <he eati-
mation of <he cellular con<ent of <he maltose <rana-
porter.

3.3. Inactivalion is accompaniedby a decreasein ¡he
ce//ular contentofMe ¡ransporter

Maltose <ranapor<erja irreversibly inactivatedin fer-
mentingycastwhen jis syntbeaisis impaired [4,8]. We
havemeasured<he celiular contentof ibis transponter
during <be inactivation procesausing <he atrain tba<
only exprcas<be MALI locus. To <bis end increasing
amountsof crudeex<racisof non-inactiva<edcelia(lanea
1—4, Fig. 3A) andof4 b-inac<ivaledcelia (lanes5-8, Fig.
3A) wereanalyzed.Ibe resultasbowed<ha< <he contení
of<bc transponer,measuredby <be siopeof<he stnaight
uneob<ainedpiotting <be in<ensityof <be bandsvenst’s
theprotein contcnt(seesec<ion 2). decreasedby > 90%
duning4 h unden<he inac<ivaiing condi<ions(Fig. 313).
However,during ibis peniod no substan<ialdiffenenees
wereobaervedin <be caseola protein unnelatedwith tIte
mal<ose tranapor<er(Hg. 313, infernal control). A dc-
lailed sludysbowed<bat <he deeneaseof <be transporten
con<enlfollowed first—order kinetics aud run luí pu rallel
to <be tnanspon<inactivation (Fig. 4). From dataahewn
ir’ Fig. 4 lí could be caleulatedthai <he hall-lib el ihis
transportenun anírnotíitrm sta rved celia la abmtl 1.3 h
during eatabolismof gí ucose¡md > 15 Ii duning caía—
bolisní of ciharuol. Similar resultasvere found ítaialg ilie
atrain <bat mighl expresamore Ihan ene MAL locita
(resultanot ahown).

Maltose
transporte

Interna!
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B

3o,
1;,
c
coco
.0

a
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-t
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cC
o-.--
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o
5 10 15 20

~tgprotein

Hg. 3. Decre¡tse in ihie eellul¡ur coníent of Ihe maltose Iransponter
duaiticthe itt:tetivalioti proccss.(A) MALI —l<-pRM 1—1 celís exponen-
tiallv growttio on maliose wo’o lí¡,rvested, washod atíd suspended ¡u
3—1i’iies u Ite ¡u ¡Ial vol u ‘tic of (Iie ¡t’íí moni uni—free mcd itt” ji, 1 he p res—
ence of 2% elucoso ¡,tíd 3 ppaíí an(tmyc¡n A. Crudo exínactí wcrc
obl¡titíed in,tned¡ately (lunes ¡-4) er alíen4 lí neubaliotíal 30’C (I¡uncs
5 8). Sutííples conla¡n¡ng 5 ¡sg proteiuí (Uno 1.5). It) ¡sg (lunes2.6), 15
¡sg (lunes 3.7).¡tud 2(1 ¡sg llanca 4.8) worcan¡tlyxcd using tite ¡mm une
seta, (It) it tensO y of lío (• 1. (e) twa 1 íoscmr¡’ tísporter Uí uds aaid ofilíe
títeru¡tl cotít rol pruíleití batid <A. (A) were ííeasured. D¡Lrk symboís

co rucspoaíd t o títe cxit-aet obu a¡ rietI ni ni cd¡¡tící y att d opetí sytíi bu la lo
alíc—exír¡’ct olitu¡tícd alíen 4 It íd it,ouh¡túon ¡ti ube i¡,acuiv¡tt¡aíg eondi

ttotts.

167



v<,Iume 333. numbor 1,2

ti,

4,

01

4>
a-

<o
4>

1:
a,
E
o
(a

4>

o
o.
(o
c
<o

FF115 LE1TERS

100

80

40

20

lo

5

c
o,
o
o.
ci

CC
o> 0.8
‘o

o
E
t
~... 0.4

o

<o

o,

o
o.
‘oc
<o

0.1

1.6

0.2

Nitrogen siarvation (tu>
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extracts. Trarisfen media: ammonium-free medium containing 2% glucose (u) or 2% ethanol (a).

ubiqui<ine [311. 1< would be inieres<ing <o establish
which one of <bese <wo pathwayaja involved ir’ caí-
abo]i<einac<iva<ionof the maltosetransporten.
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Abstrac<

The maltosetransportenitt Soccharomnyces cere’ísioe is degradedin Ihe vacuolealter internalizationby endocytosiswhen
protein synthesisis impainedanda fennentablesubstra<eis presení.Ihe possíbleimplication of the ubiquitin pathwayitt Ihis
tnactiva<íon,knownas ca¡abolíteinactivation,has beeninvestigated.Using mutanísdeftcient in npíl/rsp5 ubiquitin-protein
ligaseandnpi2/doa4ubiquitin-pnoteínhydrolase,Wc haveshownthat <heseíwo enzyrnesare nequired fon normal endocytosís
anddegradationof theIransporter.ThesefactsindicatethaI the ubiquitínpathwayis involved itt cataboliteinactívationof the
maltosetransporten.The nesulísalso revealedthat bolh enzymesaet ja the internalizationstepof endocytosis.

Keytrords: Catabolite inactivation: Endocytosis; Maicose transporten; ProteoIysis: Ubiquitin patlíway¡ Saccltarontj’ces eere’isiae

1. Introduction

The maltose transponeris inactivated ir’ yeast
when pnoteiti aynthesisis impainedarud a fermentable
carbón sounce ¡a prcsent [1]. This in¡íctivation.
knownas tatabolíteinaeíivation,la due lo a proteol-
yaisof the transporten [2]~vhichdoca aot reqttire the
proteasome fuaction ¡tnd ~vhichoccttrsin the vacuole
after internalization by endocytosis [3]. Tho expcni—
inenta nepoited hene allempí lo establish if the ubiq—
uílin path way la implic¡uted itt <he vacuolan degrado—
ion of Iii i a jlasma membtano protel n. For alaun

ye¡t rs (he mosí (boroughly characterizod lttr’c(ion of
proueia uhiqiiitination h¡ts boca asa signití Ion dog—

* Cortospotíditíg ¡tutít,tr. ¡cl.: +34(l) 585 4614:

fax: +34 II) 5854587.

radation of cytoaolic pnoteinsitt <he proteasome(fon
revíew seo [4]). Howeven, recentfindings strongly itt-
dicatethaI ubiquitiaationmay also actasa signalfon
tnlennalizatioa by endocytosisarud subsequentdegna-
dalion of plasmamembraneproleina luí <he vacuole

[5—9].
The ubiquitiui pathway consista of two dislinct

stops, marking of ¡he protelaby altachmentof ubiq-
uitin and degt-¡tdation of thc tagged prolein with re-
c~cling of fice ubiquitin. la <he Iinst atep differcnt
‘noups of enzymea are involved : ubiquitin—activating

onzymes (El>. ~vlííoh aet jvate ubiqui titi by formiag a
iii¡ol—ester i a tormed ate wiíh ihe C—termínus of ubiq—
<tít iii, ¡md ubiq tt 1 U n—conjt’gati ng enzyrnea (E2). which
tr¡tnafen ¡uctivulod íhiquitia from El lo the tanstel
¡tiotoití botttt(l (o a uhir1uitin—proloia Iig;tse ( E3). luí
tlío soooiid stc1t reo (il)íquitirt is rele¡tsed iii thc ter—

ELSEVIER

¡‘1151>378 - 1>197<96)0(1538-1



274 1. ls “~<,•<, 1< Lo
0o,o.í ¡ lEA ti A Ihro/íÑu/ngt Erín,, 147 (/997) 273 277

tninal suages oF proteití dogt-adalíoií by lito action el

ubiq tui ti n —prolcí ti hyd rolases (E4>[4]. Te ost=íblislí

(he u biqu i ti n pathway is invol ve(l ití cndocytosis a nd
degnadation of tite maltose transponer Wc usa] E3
[6] au,íd E4 [lO] dof,cícn1 fi Luía tít straias. luí 1 bose

strai¡ís we inívestígalod tite inleruíalizatjon síop of en-
docytosia by measuníng maltose transporí xvítit ‘¡u-
dioaelive sugar arid degradatiotí of lite tranapotíer
with polyclonal antibodies. Tlíe resulta obtained
atnongly indicate thaI tite ubiquitin pathway is ni-
volved itt cataboliteinactivatiotí of theyeastmallose
transporten.

2. Materjals and mnetlíods

20 jsg proteití were resolved hy 10% SI)S-PAG,l? ¡tnd
1 lío mal tose iranaportor w¡’s vtstía 1 izod nsj ng ECL
cheníiluminesconcc deteetion. Atiíísorum agaínau
rnalloae transporten dilutod 1/3000 in blockítíg bulfer
aníd goat anti—rabbit perexidase conjugate diluted 11
1<) 000 were usod as pniníary and socon(larv a ntibod-
les respectivoly. Protcin waa delermined aCtor preeip-
ilation witit tnicitloroacetio ¡teid uaítíg (he motitod of
Lowry cl al. [12].

3. Results

3. 1 Inaclivarion of dic lIla/tOse Iransporlei- i,¡ no
ubiquitln—proíein ligasedeficie;t¡ ntulcínl

D-(U-’
4C)Maltose and ECL cheníilurnineacencere-

agenta were from Amersham IníernaiÁonal (Amen-
sham, UK). Goat antibodiesanti-rabbií peroxidase
conjugate was from BiosounceInternational(Cama-
tillo, CA).

The following atraina were used: 23346c (MA Tú
NP)’] ura3), 27038a (MATa npi] urcA) [6],
MI-1Y50] (MATa DOA4 his3-A200 ]eu2-3.l 12
ura3-52 lys2-801 trpl-]), MHY623 (MATo. doa4::
LEU2 his3-A.200/eu2-3ura3-52 /ys2-901Isp]-]) [lo].
Titese atraina were transfonmed with the mulíicopy
plasmíd pRMI-i, ~vhich carnes theMALI locus [11],
The InanafonmedcelIa, which grew and mnanaported
maliose al normal ratea, were grown at 300G in a
notatory shaker (200 npm) ir’ a YNB níininíal me-
diutít wi<h 2% maltose arud la <he presenceof 3

ppm antimycin A. Celí growth was monitored by
níeasuning optical densitios al 640 ntíí. To start ja-
activalion, celia wene itarveated during exponential
growllí (aboní 0.7 mg dry weigitl per mí). xvashed
a tíd suspended ití t Iiree volumes of att ammoniutn —

free mediuní as descnibed previousIy [3] in llie pres-
once of 2% glucoso aníd 250 pg of totraeveline oílor-
lívúrate por ni 1 te a void bacteria 1 cotí la iii Mt ion,

Tite susperísion ‘vas incubated al 300C in a totatory
ah¡í ker (200 rpm). 1 vertía lizat ion by ondecxi tisis of
tite maltoso tratíaporter was followed 1w níeasturing
u líe decre¡tso 1 u 1 be r¡tte of maIleso t ra tíspert - Mal—

tose t ransponl waa deterní nod usa ng r¡ud í o¡tcl ve mal—
tese a s cleseribed líreviou sly [3]. Dogiad¡t 1 ictí of 1 lío

lr¡ttís¡íorler Was Ielíewod xvitit p~lyclenal ¡untihed íes
usitie crudo cellt,l¡tr exíracus [2]. Satííplcs cetít¡uiuitíg

Two ubiquitin-protein ligases(E3 enzymes)líave
so fan been identified in yeaat celIa. One la Ubrlp,
which acta lhrougit Ihe N-endrule pathway[3]. Ihe
otber is Npiip/Rsp5pwhieh is similar mo human E6-
AP [6]. Te investigateif signalir’g whh ubiquitin la
involved in endocytosisanddegnadationof the mal-
lose transportenwe used a mutantatraindeficient luí
tIte Npil/Rsp5 ubiqttiíití-protein ligase.Ihis enzyme
lías beenshown to be ¡¡ííplícatedin endocyíosiaand
degradationlii thevacuoleof two plasmamembrane
proteina, the general amino acid pentííease [6] ant!
unacíl permease[8]. A single and esaential gene,
gene NPII/RSP5, cedes fon Npílp/Rap5p S. cesen!-
sine aníd we used a viable npilh-spi atrain whích
alíows rcdt,ced expneaaion of NPI]/RSPS [6]. We
feuníd that ínlernalízaíion of lite tranaporter. níonu-
tened by meaauring Ihe decrease in lranaport activity.
waa substantial¡y reduced in tite mutant comparod
wílit tite isogenie wild-type atrain (Fha, lA). WhiIe
in wild-type celia llie calculated haif-Iífe \va5 abeul
0.5 Ii. dic value \vas about LS it Iní npilhsp5 mutaní
celia. A sííííilar diffene,íce betwoon tite iii tttatít ant!

tite xviid-type alraiíí becante apparent wlíeu dogíada-
lietí was followed wíth antibodies (Fig. IB). Also ja
tlí ja caso degr&td¡ttion ‘vas a ubstan la 11v red uced iti

lío ni tita iii cotíípa red xvi (it tite wi id—(ype altai ti,

____ mccli ir/twa of 1/ir oía//oso IrcInspíII! oc ¡o ci>

ulsupín ¡;> ;;y>Ñ’iíí loy/solaso cío ¡¡cío, ir o ivíaní

Olíerttioí of ilie ubic
1uitití p¡utliway requitos rocy—

cutio el ttlíiqtuiuiti. Ibis funcliotí ¡a c;,rriod <ntt hy
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F¡g . In¡tcíit-¡ttic,tí of ulíe tíí¡tltose ttatisporter in an iitiit~tt~tiu—
protein lig¡tse delicictíl tiíttt¡’ut. Siraitis 2334e (NI’IIIRSP§ (WT>l

a íd 27038¡’ t’’í’il/’nv’
15> 1 >. ,r¡tnsfortwed witlí tlíe pl¡tstíiid

pR M 1 — u ca ruvi ti g tlíe MALI locus. were ií¡tres> cd d&t ti’! g ex>io—

ne¡it ¡¡ti grow(It a itl’C. ivaslictí att! sttspended in tít ncc vol ttites
of <tic i,iact¡sati¡ig ,ncdnt,ti. AIter iticulí¡,t¡oti att 3tPC br tIte ti—

dicated (¡tites. tlíc colla “etc Ita ‘estetí ¡,tíd ¡issaycd <ir ii¡,ltose

tt¡t¡íspont ¡Lctiv¡tv lA. I)¡,ta ¡‘‘e tííc¡t,í ~‘¡tlucsof two cxpctiuíctits.
TIie rcs,,ltsol tite two cx>ter¡tflctlts dilietcrt líy leas tItan It>
lito tií¡tluíse r¡tttsporter lí¡t,ttl w¡’s detecteil by inítiítttíotti,ttt¡tig
¡tliqttott <ti ccllttlir cxtr¡tcts ,tlit¡titie¿ att ube ¡t,.licatcd titttcs tít>.

Time (h)
Fis 2. 1 nactiva ion of <líe twa tose t r¡ttísporter itt a u u biqu ¡<¡ti-

protein hydrol¡tse deficiení iíutaut. S,rains NIHY5OI (NP121

D0A4 (WrB (o) ant! MI-IN’623 (nííi2Irloa4) <A Y transiorníed
w¡tlí plast,íid ¡íR.¶il-1 carryins <Fíe .4tA LI locus. were treaied as
tu u:ig. 1 - At ‘líe ¡ ttdicatcd ti mes celia Wc re lí¡,raested ant! assa~’ed
br maltose t a ispor t acti vi t y (A>. D¡tt a, are tuca ti ~<tIite5of twc

cxperiuicn>s. Tlíc resulta of dic tato cxperinients dilicred by less
lía,u 107. Tlie twa, 1 tose tnt naporten líand w¡ts deiccied ha j titntu
tiolílolti ng of ccl <tía> r cx tnaeta ob> a¡ tied a, <líe ¡tít! ¡c¡tted ti tuca (Rl -

tíbiq uit iu C—termi ‘ial hyd -olases (E4 euizymcs) wlíieli
tuiay al so líe iniplicated ¡u otiter fuííetioíís like proc—
casi ng of u bit

1 Li¡ titi precti raors ¡itíd d isassetiíbl ng o 1
líe pol yuhiq ttit iii cItótía ¡ití ked to tlic protel it sttb—

sí r¡<tC dttritig ilie dogradatíve procesa [4]. Five E4
Iiyd r(il¡usos. ¡tI le¡ust, Itat ve boca idotí ti Ucd ití S. ce’>’’—
¡ajar’. N pi2p/i)o¡t

4íí ja a’ tiittuiber ol t lila fa iii i lv of
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deubiq ttilina ti tíg erízytííea, a íd cli tu itiation of t it is
c¡ízyme from tite celia nesults in a strong initibition
of proteoiysisof al! teMed ubiquitin-dependeíut sub-
sírates [lo]. Using a disruption mutaní of tite NPI2/
DOA4 gene [lO]we found litat internaiization (Hg.
2A) as well asdegradationof lite mal(osetransporten
(Fig. 213) iii <be npi2/dor¿4 mutant atrain were sub-
stantialiy reducedcomparedwitit tite wild-type ¡so-

geneatrain.From dataof Fig. 2A a half-iife valueof
about6 it couid be caiculatedin mutantcelIa, witere-
as tite calculatedvaluewas about0.8 it in wild-type
celís.

4. Discussio,í

Tite nesults5110w <battwo enzymes,at least,of tite
ubiquitin pathway, Npi l/Rsp5 ubiquitin-protein li-
gase and Npi2/Doa4 ubiquitin-pnotein itydrolase,
are required fon normal cataboliteinactivation of
tite yeast maltose transporter.Titese facta suggest
that ubiquitin is implicaled itt proleolvais of titis
transporten.Tite resulta also sitow that titese two
enzyníesact in att early síage of <bis proteolysis,
íe. m <be internalization of <he transporten.Titis
conclusionconíesfrom tite obsenvationtlíat tbe nial-
tose transporterremainaactive in tite plastííamení-
brane,being internalizedal a low rate, whetí aclivity
of anyof <besetwo enzymesdecreased.Tite observed
diffenenceain lite effect of <besetwo enzvmescoitíd
be nelated witlí diffenences ir’ titeir ceilulair expres-
sion. A reduced expressionof tite ubiquiuiu-ligase
takesplace iii <líe npi/ níutant celIa [6] xvliereas tío
expressionat aH lakes place itt tite caseof tite ubiq-
uílin—bydroiase [¡0]. Tite resulta are ¡u asareeníet,t

witit tite postulatedrole of ubiquitin-pnotein ligases
faciiitatiíí¿ tranaferof activated ubiquitin to prolein
subatrates[4,6.8]. [ti addilion, lite resulta st’ggest a

tole of lite Npi2/Doa4 ubiquitin-itvdrolaseiu vactto-
lar ¡iroteolysis not previoualy reponed- U biqttitin—líy-

dro ataca, iii getiera 1. a re 1 nvolvcd itt neeycliu e of U-co

ubiq uit ití. 1 u add it ion, d iatirtel u biq tti ti ti —lívd rolases
seetíí lo serve d llIeretí1 futicí lolis a t di lfrreuí 1 ala ces

of proboolysis: (1) cleavitig of (t bit] tttl i ti i ti ea lv
stagoa, d u riííg íi roceaaing of íob u líiqu it ii—cita ti pro—

clirsora: (u) eleavitig of tíbiqttiuití frotíí lírotein cotí—
<igantos ti tlic tiíidd le síagosof íiroíeolysis. te reverso

ilio iiíodilao¡thioíi ol itiaíirit-tííitiatclv l¡trgetcd pro—

teitís; (iii) oleaving of ubiquit¡uí it lite l¡íto alaces.

duriííg protoolysia of probein Cotlj itgaes by (líe 2tíS
proteasonie [lO]. luí lite case of Npi2/Doa4 itydro-
ase, [líe contribution (o recycl¡ng of mee ubiquitin
seema natlíer Iow [lO] wlíereas titis enzyme seerna <o
play att imponíant role itt late atages of pro<eolysis by
tite proteasome, itt disasaeníbling multiubiquiíin
chaina on protein fragmens still itound lo llie 26S
proteasome [lO]. Our resulta indicate litat, itt addi-
<ion, Npi2p/Doa4palso playa att iíTíportant role itt
vacuolar proteolysis of llie maltose tranaponíer
although, itt <itis case,ita function occuna at an earlv
síage, la internalization of tite protein. A posaible
funetion of Npi2/Doa4 itt degradationof litis protein
ir’ lite vacuole ¡a cleaving of ubiquitin during pnoc-
easing of tite polyubiquititt citain precursora. Titis
proceasing occuna in canly atages of proteolysia, be-
fore signaling tite <argel pnoteina wi<h ubiquííín.
Titerefore a deficiení proceaaing of lite pnecunsors
eould affecl signalingfor intennalizaíion nol only of
rite maltose transporten but also of otiten plasma
membraneproteina.Tbis possibility is aupponted bx-
tite observalion titat Npi2p/Doa4p is also nequined
fon intennalization of tite generalamino acid perme-
ase[4], anotherplasma membrane protein witich is
degraded in tite vacuole[6].

Tite resulta presented ir’ <lis work support <be

etnerging view [5—9]litat ubiquitin binding can funo-
tion not oniy as a signal for proleolvsis by tite pro-
teasome, as accepted fon many yeara.but also as a
signal that tniggers endocyíosis of plasnía membratie
proteina for degradation ir’ <he vacuole.
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Monauhiquitinatíen of Ibe 12-transmetnhrat¡e segment (12-TMS) yeast maltose transpofler prometed the
tnaximal intet-ualization tate ofthis protein. This ¡nodification ¡asimilar te that ofthe7-TMS a-factor receptor
¡mt differentfromthatof (heI2-TMS uracil audgeneralaminoacM penneases.Th¡sresultshowsthatbinding
of ubiquitin-LysG3 chainala not requiredfor maximalinternalizationof afl 12-TMS-containingproteina.

Binding of ubiquitin (Ub) acís as a signal for at least íwo
differentproceaseain Saccharon-rycescerevisiae: fon ihedegra-
dation of cyiosolic proleinaby tite proteasome(3) andfor <he
iniennalization,for aubaequenídegnada<ion,of plasmamcm-
braneproleina ir’ tite vacuole (8). Ub binda <hsough lis C
terminusío alyaine resideefornidwithin targelproteinaby ihe
aedonof acascadeof enzymes:Ub-aciivatingenzymes(El),
Ub-conjugaiingenzymes(E), ant!Ub-proieinligaseenzymes
(E3)(10). SinceUb itself containasevenlysineresidueswithln
jis sequence,multi-Ub chainabound<o proteiruscanbeformed
by linking titeC terminusof oneUb to a Iysinewiihin anoiher
Ub. It itasbeenproposedthaI tite differencesbetween<heUb
chains bound to cytosolic ami plasma membraneproteina
could servefon recognition by titeir respectivedegradation
systems(7, 22, 23).

In yeastcelIa, Ub chainaIinked ihrougbLys29, -48, ant! -63
arepresentin vivo (1,6.11,21),ant! it iswell establishedihat
Ub-Lya48chainaareresponaiblefon lite recognhtionof cytoso-
lic proteina by Ihe proteasome(6). Ir’ tite caseof p[asma
membranepnoteins,it itas beenahownthaI Ub-Lys63 chaina
play a role in ihe innennalizationof tite uracil (7) ant! of <he
generalamino acid permeases(22), two 12-trartamembrane
aegment(12-TMS) proteína.However, monoubiquititíation15
suificiení fon iníernalizationof tite a-factor receplor (23), a
7-TMSpnoteín.It hasbeenpostulatedlitat tite different ubiq-
ultination requirementsfon ín(emalizatiOttof <teset’wo iypes
of plasma membraneproteinamiglíl be relaled <o tite differ-
encesir’ <hein sízeant! tite TMS number(23).

To íest Ibis itypotlíesis, “‘e ha”e examínedlite type of ubiq-
ujtjr’alion requiredfon intertíalintlionof anotiter12-TMS pro-
1cm, tite níaltoso tratisporter. Títis Iransponter is jnternalized
ant! degraded ir’ lito ‘acuole t!itning ííitnogensíarvatiotíwlten a
fermentablecarbonseurce ¡a ¡inosení (12,14. 18). Tluis process
requinesIhe binding of Ulí ant! tite aclion of botlt Ub ligase
Npil/Rsp5 ant! Ub-preíeiutí~’díelaseDoa4/Npi2(13, 15). Freo
Uit ¡a presetíl al iow levela in celIa lackingDoa4p (16). Fon Ihis
reatsOti, ir’! en ¡ial ¡za 1 ¡e ti of pías ‘ii¡t mc íiibra nc prolol lis ja 5<11,—

síaníial!’,’ nedueed o árloo4 m<ílattl celIa (7. 13, 15, 22, 23).
l3ased en fío faicí InI (It a ¡ilio nelylio can líe con,

1ilctnciítcd
wil Ii nr’ evcrprodtiotietí el Utí (7. 22. 23), ‘ve ¡ ovos) igatíed tite
cifeel of ove rex1treasi ng tít <it ¡tít Uha can¡yi ng Lya—Arg muí a—

Corícsj,ondittg ¡~t,ti,,ít - NlÁtitt0 ídducss: lttaijtttt;í dc Itt~-cslig:íc’io—
oes lljo,ííédicas ~AIl,crio S¿íta, (?SIC-t1AM. Att<¡ ro I).tííe ¡et 4. 28<129
M nclnit!. Spa ¡ti - 1 ‘lío tic: 34—’) i -5854 <,14. Fax: 34—91 —5054587’ FÁt’
Rl .eutt,«otiiI,. ¡‘att, ca.

ibas, which prevení ihe formation of variona kinds of Ub
chainain Adoa4celis.

Ihe followittg atraitís ant! plasmids were used: MHYSOI
(MATa DQA4 his3-A200leu2-3,112 ura3-S2 lys

2-8O1 bpl.l)
ant! ita iaoger’ic doa4::LEU2 derivative, MHY623 (16);
RI-1268-1C(MATaend4ura3 leu2his4 barl -1) (17); pRMl-1, a
nul<icopyplasmid,wlíich canicatiteMALI loan (19);YEp96,
whicit coníainaa ayniheiicyeasílib geneunderthecanisolof
<he copper-inducibleCUPI promoier (5); plasmida derived
from YEp96thai encademutantUba, in whichdistincí lyainea
(Lys29 [pUbK29R] [5], Lys48 [pUbK4SR] [9], and Lys63
[pUbK63R] [5]), ah ihnee Iyaines (Lys29, -48, and -63
[pUbRRR] [5]), andalí seven[ysinea(Lys6, -11, -27, -29, -33,
-48, ant! -63 [plib-no-Lys] [23]) havebeenreplacedby argi-
nine; ant! pLP2, also denivedfrom YEp96, encodinga c-myc
epitopeatiacitedto <he amino terminusof lib (9).

‘Yeasí celIawere grown tn Y3~Whiiiiimal mediumwith2%
maltoseaspreviouslydescríbed(13). Growthwasfollowed by’
measuningtite opticaldensity at 640 nm. To trigger endocyto-
sta, calla were harvesiedduring early exponentialgrowtlí
(abeul0.5 mg [t!ry weighl] per mí), waahed,ant!suspendedir’
ar’ ammonium-freemediumcontaining2% glucoseas previ-
oualydeacnibed(18). Ent!ocytoaiaof <he transportenwasdeten-
<nínedan t!íffereuít timesof incubationby monitorinígiwo siepa.
internalizatior’ ant! degradatior’. Intemalization was deter-
mmcdby followiríg tite deacaseitt tite nate of txanapofl activity
~vihhradioaclivemaltose(18), ant!degradationwasdeterníinet!
by imr’tunoblottingcelluiarextractawith arttilransporierpoN-
clonalantibodies(18). Fon anti-Ubimmunoblotanalysia,sam-
píes wore auapent!ed luí Laemr’,lj buifer, heiledfon 5 mm, and
resolved by uaing sodiuní dodecylsulfale-15%polyac¡ylamide
gela ¡ti a Tricine syslení (20)befone tranaferlo an Immobilon-F
níembrane.

O~’et-vxpression of lib partinlly restored eíídocytosia of the
tttallose (ra¡íslaorter la l)oa4p-deficient celIa. Overexpressioíí
of UIt ‘vas achioved ½lransforming wjlit a mttiticopy plasmid
beanjtíg <he Ulí getie utíder <líe control of tite inducible CUPI
prometer (5) antl growing dic colla in lite presenee of 0.1 mM
CuSO

4. Wc feutid tlt¡tt overexprossion¡ of Uit had no cifecí or.
¡lío j atOr tal! ¡‘/al ¡oíl (

mg. 1 A) or tite degradal ion of tite níaitoso
1 r¡ttiapentcn jit wild—typc colla (Fig. lE) Howevcn, as prcviousl’
re perlod (15). j ti Arlor,4 niutatíl celia overexpression of UI
sul,al¡¡íit ¡tlly j icroataed <lic rato of ¡aol it proceasea (Hg. 1 C nne
1)). Cotílrol expenítítoitís porfonníed in parailel (R

8. 2) den,’
ooslr¡tled ovcrpíot!uct ion of Uit j’, wiid—typc aníd ni utant ccl-
¡is woIl ita tite ¡ívailaluilily of free UIt itt <líe celís duning tIte 5 1
of tite ctídoeyiosis oxporiínonta (Hg. 1). ‘lite inability of UL
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EtC. 2. Ovenexpness¡ot, of lib itt wild-~pe ant! Doa4p-defieien< celIa.
MHY5OI (wiid type) asid MHY6Z3 (Adra4) celís tratísformed. when ¡ndjca<ed.
wfth <be plasmid YEp96 ~ouinhíg <he yeast lib gene were harvested duriuíg
expottetttial grovflhí, nílted, asid suspended in <he endocytosis mediurtí. lib was
deteeted by imrr’unoblotting aliquoca nír’tair’iuíg 30 íLg of prowin of cellular
extraeta ob<ained as the indicaled times.
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FíO. 1. Overexpression of wild-(ype lib ant! of lib tí,u<antswitb mutaliona ‘u
<fíe iysir’e nesidues pantially resioned ent!ocytosis of che maltose (ransponter ir’

Doa4p-deficien< celís. MHYSOI (wiId type) (A ant! U) ant! MHY623 (Ailoc4)
celIa (C ant! O) tratísformed with <líe plasmid pRMI-1 cancying (líe MALI incus
(e) or <ransforíí,et! with both pRMi-1 ant! YEp96 canty’utg <he wiid-type lib
gene (O) onwith plibKl9R (X), plibK4SR (A), pUbK63R (‘7). pUbRRR (E).
Qn plib-no-Lys (-O) wene hanvested dunir’g early exponential growtb, wasbed, ant!
suspended ir’ clic endocysosis medium. Alten incubatior’ a< 30”C fon <he indicated
times, Ihe celta were hanested asid níaltose transpon acíivity was detenanined (A
ant! e). Data are mean values of two expeniníents. Thc resulis of dic <wo
e>.’penimetíts difered by leas (han 10%. TIte mallose transporten itas detecced by
immunoblo<ting aliquota containing 30 ~g of protein ofcellulanextraetsob<ained
al (he indicated times (U asid O).

overexpreasionlo complelelyresloreendocytoaisis explained
by tite multiple abnormalitiesobsenved ¡n Doa4p-defieienl
celíswhich are nol nelaledlo tite lack of free lib (16)

Overexpressionof mutatitUbawith mulaliona ¡ti Lys29,-48,
and -63 restoredendoeytosisjo floa4p-defic¡eaítcelIa. To de-
termineif anyof tite titree lii, chainadetectedjo vivo (1,6, 11,
21) is invoived ir’ endoq’tosisof lite lransporter,tite celIa were
tranaformedwitit plasmida encodir’g lib mulatí<s carrying
Lys—*Arg mulationa ¡ti Lys29,-48, ant! -63. Overpnoduction of
títese lib mutants neMoned mailose tranísponler ¡nternaiíza(¡on
(Fig. 1C) ant! degradalion(dala nol slíown) ir’ Adoa4 mutan>
celia aseffiícienlly as overproduclionof wild-lype lib (Fig. 1C
¡títd O). No auclí effectwasobservedir’ DOA4 wiId-type celIa
(Fig. lA). Titeseresultaauggestthai lib citajns li,íket! titronglí
Lys29,-48, ant! -63aretíot involved itt lite internaiizatjonof lite
títaltose transporten.Titis conclusjonis supporíodby llie fact
íhaí joíertaaljzaíior’ (Rg. 1 C) atíd degnadatiotíof tlíe trana—
porten (

mg. ID) Meno also restored ½overpi-oduction of a

triple Ub mutant cansyingmutationa la alí <bree lysine resi-
dues.

Overexpreasioía ofamutant lib Iaeking aH ofita sevenIysine
realduesalsorestoredendocytoaisin floa4p-deficientcelia. lib
chainalinkedthroughLya6and-11 havebeenobses-vedin vitro
(2). A role of titesechainaiii vivo migitt be posaiblesince they
aretibIe <o bind to subunitSS of lite human26Sproteasome
with aflinities companable<o chainalinked throughLys48(2).
lo investigateif titeselib chainaor lib chainalinkedthrough
Lys27or -33are involvedir’ endocytosisof tite maltosetrans-
porten,aplasmidenícodingamutanílib Iackingalí of lIs seven
lysine nesidues(Ub-no-Lys) wasused.Overexpnessionof <his
mutant lib hadno effect itt D0A4wild-type celia(Fig. lA and
E), whereasin Moa4mutaní celIa it restoredinternalixation
(Fig. IC) and degradauioxíof <he transporten(Fig. ID) as
efiiciently as ovenexpressionof wild-lype Ub (Fig. 1C andO).
Titis demonstratedtital endocytosisof tite transportendid nol
requirebinding of any <ype of lib chaina andsuggested<hal
bir’ding of asinglelib molecule<o oneormore iyaineresidues
within thetransponerservedas an inlernalizationsignal.

In onder<o t!etectbinídingof Ub to tite maltosetransporten,
a teníperature-ser’sitiveend4 mutaní atrain (17) was used.
End4p-deficieníceliashowa slow downitt internalizatior’ ant!
degradationof tite transportenal 350(7 (18), ant! <herefore,
enhancedlevelsof pulative ubiquitinatedapeciesof tite mal-
tosetransponeraíult! be presentin Iheseceila. Tite mutaríl
sírainwas tranafonmedwi<it a muiticopy plasmid encodinga
c-rnyc-tagget!lib aliele (9). As ir’ previouswork (7, 9, 15), titis
taggedlib ailele wasused lo meneaselite differencesir’ size
bet-weentite ubiquininatedspecies.As ir’ similar expeniníenta
performedwilit Eríd3p-deficienícelia (15), aband 7 <o 9 kDa
gneater titan tite one correspond¡r’glo tite transportenap-
peared in tite imníutíoblotsof sampiescolleeted1 it after tite
Iranaferof tIte celta<o 350(7 underer’docytos¡sconditions(data
not sitown) Tite appearanceof titis band, witich was not ob-
servedin celIa gro~vingexponent¡aliyal 240Cor in celia han-
vested ¡mmediaíeivafler auspensionir’ ihe endocytosisme-
dium, was conaisíeníw¡tlí lIte presenceof aníonoub¡quitiítaled
forn, of tite transponerir’ cod4 ceila. It shoult! be rioled that
tuis fonmof dic transporlendid not appearir’ &Ioa4 cedía(dala
not sltown) ir’ witich free lii, was not avaliable.

Tite resul(s iterein indicate tlíat níonoubiquilina(ion, i.e.,
líir’t!ing of a singlelib moiceule to otto or more Iysine residues
of tite mailosetransporten,sigtíais maxiníal iiílennaiization of
tuis proleart ¡md Suppont tite viow lítal riíooouhrnquitrnita(son ja

.52

e

:

o.

o,

E

a’.5

e,
tu
o
to
o.

1— 0.05
0 2 4 60 2 4 6



AUTHOR:
SEE QUERY

PAGE___________
Vo¡. 102, 2(1)0 NOTES 3

tite basic unit fon tniggening intenííalization of plasma moni-
Inane proteiuís. Itt sorne cases, te., <he maltose transporten
(tuis work) ant! <he a-factor receptor (23), <his basic unil ¡a
auffícietít fon promoting a maximal internalization nate,
wheneasitt o<iter cases,i.e., tite uracil permease(7) and dic
general amino acid penmease (22), maximal in<emalization
requines adt!itional binding of Ub-Lya63 chaina. It has been
apeculated that titia adt!itional i-equinerner’tof thepermeases
cocídbe related<o <heinhiglí TMS tiumberandsizea(12-TMS
ant! abou<72 ant! 66 kfla, nespec<ively).Companedwith tite
a-factor receptor (7-TMS ant! about48 kDa), <heperuleases
could, fon s<eric neasona,requinelongenlib chaina<o interact
witit <heendocytic rnachinery on merelyto providemorebind-
ing sites fon a putative interacting protein (23). However, titia
possibility la unlikely as tite maximal internalization rate of the
maltose <ranaporter (a 12-TMS protein of about 68 leDa) did
not sitow this additional nequiremen<.

Forínation of specific lJb-Ub linkagea is thought to be a
pnoperty of Ub-pnoteir’ ligases (E3) in nasociation wi<it lib-
coríjugating er’zymes (E2) (2, 10, 11). 1< has beenshownthat a
complez formed by lift!4p (E3) ant! libc4p ar’d Ubc5p (E2)
playa a role in tite binding of Ub-Lya29 <o certainproteina (11)
and also that a complex foraned by Ubrplp (E3) and Rad6p
(E2) playa a role in tite binding of Ub-Lys4Schainsto sub-
atratesof theN-endrule (4). En tite caseof Ub-Lys63chaina, it
hasbeenspeculatedthat their bindir’g to plasina membrane
proteina could be a result of tite actionof Npilp (E3) In
associa<ionwi<h E2enzymesnot yet iden<ified (7, 22). mis was
basedon theobservation<bat internalizationof tite uracil ant!
thegeneralaminoacidpermeases,whicit is atimulatedby bind-
ing of lib-LysE3 chains,requinesNpilp. However,tite facttitat
intennaliza<ionof tite maltosetranspoder,which la not atimu-
lated by binding of Ub-Lya63 chaina,also requinestitis E3
enzyme(13, 15) aceras<o rule out titis possibility.

En conclusion,<he resultapresentedin <bis papenindicate
<itat tnonoubiquitinationis aufliciení <o promo<ea maximal
internaliza<ior’ rate of <he 12-TMS maltosetransporten.This
modificationis similar <o <bat nequiredfor tite 7-TMSa-factor
but diffenent from that nequiredfon tite 12-TMS unacil and
generalamino acid permeases.This indicateathat monoubiq-
nitination la not apecifiefon <be7-TMS proteinsatid thatbitíd-
ing of Ub-Lysó3 chainais no< a generalnequirementfon <he
maximal intennaliza<ionrate of tite 12-TMSproteina.

Wc are very gratefal lo M. Herweijer fon the gift of tite polyclonal
antibodies against Ihe maltose transporten. lo E. J. Ecker, M. Ellison,
L Hicke, M. Hochatrasaen,H. Rjezman.ant! It Rodicio fontite g¡ftof
plasmida ant! stnaina, lo A. Fernándezant! J. Pérezfon ltclp itt dic
prepanationsof figures,ant! <o .1. M. Gancedo ant!D. ionesfor cnitical
readingof themanuscnipt.

Tlíis workwassupporledby tIte SpanisitDirección GeneralCienli-
fica y Técnica(PB97.l213-C02-Ol).
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Cataboliteinactivation of the maltosetransporterin
nitrogen-starvedyeastcould be due to the stimulation of general

protein turnover
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Abatrací

Add¡tion of glucose <o Sac’clua’onx tres ccn’eviskte inactivates lite íííaltose traíísportet’. Tite general consensus ¡a litaí <itis
mnaetivatiotí, called catabolite inactivation, ¡a one of Ibe control níecitan¡stí,s developed by (ti

5 organism to use glucose
pref’erení¡ally w’itenever it ja availabte. ¡laing nitrogen-atanved celIa (restiííg celIa). it has been show’n tlía gluceoe tn¡ggers
endoeytosis atíd degradation of (be transporten ir’ <líe vacuole. \Ve ííow sito~~’ thaI iíaltose ¡(self tniggers ¡ííac(ivat¡on ant!
degradation of ita own traííaponter as effmciently as glucose. Titis fact, ant! tlíe observatiotí tlíat glucose inaetivates a vanie<y of
plasma níetííbratíe proteitís ir’cluding glucose lratísponters (iteníselves, augQests íitat catabolhe inactivatio,í of tite maltose
transporten ir’ tíitrogen-starved celia ¡a noí a control mecitanism speciftcally direcíed to ensttre a preferential use of glucose. It ¡a
proposed <bat. ti titis tííetabol¡c condition, ir’acti’aliotí of tite níaltose tratísporter ííiglít be due to tite stitííulationa of tite
general proteití tuniover <bat foilows nitrocen aíarvat¡o,í. © 1998 Federation of Furopeatí Microbiological Societies. l’ub-
habed by Elaevier Seictíce B.V. AII niglíts reserved.

R’’;-u-o,,/s: Niatitose tra.nspor<er: Catatbolitc itíatctivataot, Protean <itrno’er: S¿u-¿-h¿n-,,,;,í-ss-sc-s-,-c’rrauñ’

¡ . 1 mítroduetion

Tlíe add i 1 iotí of gí tícoso (o yeast colla tuaiííg otiter
suga rs iii líe 1íreseííee (growitíg ce! Is) or iti tite ab—
setíce (rest itic colla) (u a ti it rogotí sotíreo iíí liihita np—
lake of tlíesc augara bv iflaOliv=ttiiígtlíeir transperlera
[1—3].tiaiííg rcsting colla, it lías beetí slíown thaI <bis
tnaelivatioti. called eaííatlieliie itiactiVatioii, a dtte lo
1iroleolx-sis el llio iramíslíertora [4] tbat ocetíra un <lío
vaeLlole atíter i,iternaílisamtio,í by etídoeytoais [1 3].

* (ÁírteaI~otídiíig atatíltor: leí. +34 IGl) 5554614:

l~atx: +34101) 5554587: [—itiatil:rlaíe<ííiataó¿Iibttaíttí.es

Tlí¡s evetí ( requi res ací ití ni ie noii la níení a [5] and ubiq—
ttil luí ííroba blv ata a mí etídocytio ma rker [3.6]. Ir’ add
tiotí, ¡n tlie eatso of tite tííail(ose (ratísponter a plios—

lílie nylas <ion lías líectí deteeted. 1 be ‘ele of wlíbit la
atil! itííktiewti [2]. Tlíis iit(iaphitir tatiotí atppoars te
be i n(lo1iondctil of <líe eA M P—deíionden t protel n k 1 ti—

ase [7].

It la bolioved lliat tite itlaet¡vati(uli el sugar traína—

perlera by gí<teoso ia etio el’ <lic eo nl reí nieoliai ti atíia
develo1iod lix voatat te etialmro at ¡itolorotitial ttse el

elueeso “‘líct,cvor <líba aLtear a atva¡Iatble ir’ <líe
ene~vllt tiiodattií. ‘Ibis iíii1ílios litatí llie itiaolivalien
a. te ssíti,o cuatotil. ahiceilie br ti<iti—eltteeao s(teatr

t1378.Ltt)7 /05/$l>tl liii ‘>15 I1dcíatti tít tI II rofie alt Mi ctotiisi lste¡azatl 5‘‘<tetica. ItalilisIlcíl fi’> 1-]~í’ aas’r Soetíre IV. ¡XII ¡el, a tese

ELSI3VIER
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t3sa)ttt>319—8
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It’attapem’lou’a. IloXvever. tite evirleneo oblasínod witli
Iiitregen—starvod colla altowa titatí gliteoso inatel¡vattos
by a amulan endoeyñe moefta,liatu. al! plaatna 111cm—

bu-a tic prole tía ao lar (catod. i o. tl]e u ratel 1 [8] ant! ¡< 1

[9] perínoases, tite ¡—1 —ATPaao 11(1] ant! alí auear
la napertema [ ¡ 3] hiel ud ing aeíno of tite gí Líeeao
Ira napo ‘(era t lícínael vos. Vit a la (ter cenel usion a ir’—

lérred ¡-en> (be irreversible deetoaso ití gí uceso traína-
port wlíieit ia obaerved upen addition of glucose te
r’itrogeíí-starvedcelIa [11,12] witicit requires endecy-
tosis [91

Itt titis work we investigated¡f eataitoliíeinactiva-
lien of (he rnaltosetransporter‘vas speeifically sup-
porled by glucoseant! if otiter sugarswereable te
support tite inactivalion witit a similar effícier’cy. We
nícasuredtransporíactivity witit radieactivemaltose
ant! degradatienof tite transporter witit pelyclonal
antibedies.Wc fonnad <bat inaltese ilself triggered
ínactivation of lía own lranspoi’íer as effieienfly as

glucose Titis resultant! tite obsorvationí íbat glucose
inactivatesa vaniety of plasma nembranepreteina.
íncluding glucose transporterstitemaelves. stroíígly
indicale tbat in resting celia catabolite inaclivatien

of the tnaltese (ransporteris nol a contíel mecita-
man> speeificallydinectedte ensurea preferentialuse
of glucose. Ratiten, it 13 propesed(bat ir’ titese celís
ínacíivation of sugar transporters.as well as ilíacíl-
vallen of otitenplasmameníbratieproteins.n>igitt be
due te tite stiíííulaíion of getíeral pretein turtíever
íitat fellews nitregen atarvatíen.

2. Malerjals artd mímelísoda

Straiíts ATCC 42407 (MATa sea-- MAL GAL)
ant! Xl 06 3D (MA‘i» G,180 /ñs/ uroS> [13] were
usod. Tite celIa were grown aerobieally at 300C ir’ a
tela ry abaker (20<) rpm> ¡ti a mcdiuru cotí(aití j ng 2%
peptono, 1% yoaal extrael ant! 2% malteao. Cdl
growtit was monilored by meaauning optical denaities
al 640 nm. Te start tite inactivation, celia wero lían-
vestedduring exponaeníi-aIgrowth (abeul 0.7 níg dry
weigitt per mi), washedant! resuspendedir’ 3 vol-
umes of an amrnonium-freeníediuní as descrlbed
previously [12] in tite presenceof a 2% carbon
seurce,as indicatedir’ each expenimení,anad 500 mg
of íetracyclinecitloroitydrate per litre was at!dod te
aívoit! bacterialcontaníinaíiona.Tite suspenasienw’as
itícubatedat 300C in a retarysitaker(200rpm). Mal-
tose transportwasdelerminedusing radioactivoínal-
lose as descnibedpreviously [1]. Degnadadonof tite
lransperterwas followed wilit polyclonalantibodies

using crude cellular extracís. Saníples conlainine
20 gg prolein were resolved by ¡0% SDS-PAGE

ant! tite maltose transportervisualised using ECL
cheníilurninescencedelectionas p”evieusly doscnibed
[5]. Fenmentationant! respiralionwere measuxedat

300(7 by a convenlienalmanoníelricmelitod as de-
senibedpreviously [II]. Sampline of tite celis ant!
delerminatien of ATE was perfenmedas described

prevíeusly [II].

TaIMe 1
Fertuictítasion altid resparattion rato duntír <lic iíaaetrvaítaoír

Iisaeti~-aíIion poned (Ir> Sír:íiaí A1’CC 424(17’’ S<raíiít NICÓ—3D’’

Res¡,ií-aííiír,í’ Foníiíeníaítiott’ Respiratiotí’’

(31 <acose (VIril tose (31 <teoso Mal ese (3 <tense Caílabetose (it <rrsose CaíLíetose

<1.5 24 22 1.1) LI 20 12 <(.5 <>4?

lO 22 tú 0.95 1.1 21> 2 1)49 (>45
(.5 (9 2 III L2 9 II 1>49 1)45
211 IT 9 1.1 1.2 It II) (1.5<1 1143
2.5 lO 7 III II It 1<) (1.511 <(.45

‘Síratin AT(í’ 4241(7 ~íatsíarewn. ~vaísIíerfrítid <lilítíed ¡ti ití iiíaíeíií-:íívrrí írcda<ttííe,ítísaíatiaíí’ tííaíítííse attt&t evoteltexiíríidc als iii

31>.
‘‘Slraíití X (1(7—31) <vaIs eroetí waíslte<t aíííd cfiI¡ííerl ir, itt aiiaíct¡r’aílioíi ítirrt¡íiít ir-ti íítaíiííiitis eaIIaio(uíse os ¡ti lig. lO
- teíttreii(aí(¡íííí taite siria ‘aiíctiíaíteít r’,’iis¡rlcí-¡at.’ ilíail 1 tít,,] ji] Itixirse lbríracííteíl í~íía (licort 2 (tul til (O..
‘I<espií-aí(¡íií, tau r’ ‘<:ts c’aiIí-aííaílert r’í’iisirteti,re thai) 1 tiriO irí ]ic=Xíisc ícsphr irl oiisitttterl 1, rol tI

Ilesrílís aíre iii ír¡íííiíí lacro se g pro ciii It ¡ . l)aíí;í ir’ tírerítí ‘‘aula íes iii I’v,í o.‘aírctiííucííus. liii’ riso! sol (ir’ leí, ox vi liticitts diCe crí Ii)’ cas
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He. 1. Inactitation of <be maltose transporten in <he preseatee of several carliotí seurces. AB: Strain ATCC 42407 (vi-itt!-type) ‘vas bar-
vesíed duninag exponení¡at groviíh on maltose and duluted hree times. ~t’itlí respea lo <líe erowth volunie. ¡a ana nactivation medium con-
<amino 25, olucose IQ). fructose (E), níannose (0~ galactose (n ). nialtose 1 ). elliatiol <U). or wiI}íout carbon source ( X) ir’ <he absenee
(A> en in <líe presence <B) of Ir’ pg níh

t cyclolíeximide. Ca S<rain XItífi-3D (GALgO> ‘vas harvested ant! treated al aboye ir’ <he absenace
of c’clohexin,idc. Af<er itícutiation at 30~C fon <he indicated times <he celia wene hatí-vested. wasbed ant! assayed Ion malsose tranasport nc-
tjviív. Dan are mealtí yaItíes of íwo expenimenta. The resulta of Ihe <vi-o expenitiíeti<s differed ti

5’ leas Iban 0/o.

3. Results

3. 1. Inacut’c,íion of ¡1w neo/tose transponer ¡o ¡he
presen<’c of diffee-&eet <‘o>’1’on soe¿e’ces

The níaltose transporter is inducible by níallese
[14]. Te teax tite effect of difTerent carbon seurcea

en Ita aetivttx. eolia x’ere groWtt wm(h maltose, col—
lected duning expotíent ial gnowth ant! restíspended in
a íííediuní xvidio tít a caí rbon atíd ti it rogen so tíí’ce [12].
Addiíion el’ el ucose.fruetose en íííaííneaete di ja me—
d itín> (riecered líe itiaeuivation of lIte transportenal

al oonstant tallo tx’ilit a itatlf—lile fer lite transportenel
aboíít 1 Ii He. lA). W ben, ir’atoad of tlíeae líexesea.
caílaíet oae “al a att! dod a u delate ef a botít 2 it iii ¡lío sIalr(

el tite inalolivatieti ~vataobaerved. Tlienealtor mach—
vatietí leek plateo att al tallo wbielí iuídicatod a itaulf—life

br dio tratíispertor el aubettt 2 Ii (Hg. ¡ A). Ir’ agu’oo—
nieíit witli p:evie<is linditíga [2,4] al muolí lower raite

of itíatctivaílieti. hall—lib > lO it, Wal5 ebaot’votl mr’ lito

ííescnu.~ el etitautiel er iii tlío aubaottce el’ allí oxtornal
catrheui setílce (Hg. ¡A).

Maltose-grown celís constitutively use glucose.
fructose ant! mannose.tite titree sugarstransperled
bv lite glucose traíísport sys<ern [14]. However, utí-

lisatiotí of galatetoserequines an adaptation period
because cataboliaííí of titis sugar requiresinditetion
by galaetoseof sovoral proleins [14]. Ilíenefore tite
delay ir’ tite inactivaítion of tlíe transportenobserved
<ti tite presenceof galaetose(Hg. lA) cocíd itave
been due te titis requirenieíít. 1 f Ibis possibilhy la
corred titreo p¡’et!iotions sitoult! be met (O in tite
experinteíital cotid itlena tísed. le. ir’ ¡líe abseneeof
a n extentía 1 ti t recen sou ree a tít! ir’ tite presetíceof
calauctese, aonio tic

1 <leí ion of ¡líe gaí latetese caí (asbe’
1 sin weuIt! taí ko plateo frení t lío iniertía 1 stock of
al fi lío ateid a’ (i~) Cycleito=aini ido wou íd iíiliibi t t it s
ínt!iuction atid. cetíseqtuer’tly. would ¡íreveíít tlíe ir’—
aid val te ti by itt hielose. Tu la WOtI íd uiet be tite case
len tite itiauelivaitioui liv gitícoso. (iii) A tii<ttatti( OCr’—

stitttlivoly atetixe br sYalatctese cautatíelisín wetuld mícíl

abew u t!olaty iii lito síatrí el’ itiauetivatlieíí. Tite restílta

elítatanod niel allí llioso prodacliena. Ihtriuig tite hiiat
.‘ 4 Ii ti!’ uiitrríeeíí stauu’vamtieii iii tlio pí-osotice of gal!—

0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4
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Fis. 2. Itíduction of lranspor<. ferníentaítion and respiration of
galaetose utíder inactivating condi<iona. Stnaití .-XTCC 42407 waa

l,aírveated duritíg exponential grow<b on nialtose. watat,ed and di-
luted ¡o <linee voluníes of <he inac<i;ation mediut,, iii <he presence
of 2’a, galactose ¡a <he abaence topen avmbols). or a <líe piesence
of 1 It ¡ig mL cvclol,exinu¡de <closed ayn,botal. Aher iteubation
.tt 30

tC for <líe indicated tiníes <raíiiaport (cinches). feniííetiaaíaoti
t<íiaíígtes) and reapiration laquarea i of galactose vere itícaisured.

4 acteae, ar’ mnducticí, sil traíiaport, lertiictitatior’ aír’d

respiraítior’ of galaetose waa deteoted (l’ig. 2). Tito
addi 1 ion el cycloitoxirn it!e bloekot! (lii a i nd uct ion
(Vio. 2> as weIl as tite capacity of galactose lo tnigger

3 ~ E ¡líe níaltose (ranaporter ínac(jvat¡or’ (Hg. 113). Vi-
e:

<u s uiaully tite delay luí lito atarI of inactivation diaap-
~ poatred witb a couístí(utíve galae(oae motabolianí

Li- a (Hg. ¡(7). Titese resultashow tbat ga¡ac(oao ja able

2 < ~‘ lo inactivatetite maltose transporter alíitougit at a—ci
o, lower rate litan titat seen witit tite otiter itexosos

tested.
½

o,

o.c, Tite addition of nialtose te nitnogeií-starvedcolla
o’ also ittactivaledtite maltosetransportenandtite rate

-~- E of inactivation was lower titan titat observedwitit
glucese(Fig. lA). However, ir’ tite presemíceof nial-
tose, two procesaesrnay itave beeíí takitíg place dur-
iííg tite iííactivatior’ expeí’iníents induction of tlíe
nííallose tratísponter, syntlíeaiaed froiíí tite intentíal
stockof animoacida, ant! inactivation of tite existing
transporten triggered by tlíe removal of lite nitrogen
seurce. Tite simultaneousoccurrenceof tlíese two
opposile procesaeswould reault ití an appaí’enl de-

encase in tite rale of inaclivation. To moasune <he
actual rate of inactivation we added cycloitexmmide
te initibit induction of <be transporten. Ir’ tite prea-
ence of tite initibher, mahose atíd glucose inactivated

the lraíísporterat a siníllan rate (Fig. IB) slíowing
tlíat lite two sugara were equally efiicieíít ití stíppont-
itig lite inactivatiosí.

Taible 2

Cdl itair eoiíceíitrai<iotí of ATP tun í lico ‘etictí 1 rail e el’ A TP prod tael ion iii caí <abo ¡sai du ring 1 líe itíacíiva ion

1 iíaio<iíaítioti potiod <lí 1 SInO,, ATCC 4240+’

erta cotí) iai<¡oíí

tti,NI 1

((.5

1.5

ATt> coticen Ini)io ti>

<ni Mt
XTlí itrid <leíariai’

iiíiiaol g pie liii

ATt> priaduetion’
liííiiioi g

prolcuí Ii 4

(31< ico’o Nl att 1 o’e Fa tait, el (3<teoso Maíllo se Clsi cose (it tatoteso (3) <Ictíse Caítaictose

(.2 lA (.1 72 7(1 II II 5? 3-)
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.2 .2 II) 62 53 1.1 1.2
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(rttalt.íí. Altt rol ir.’ tílí;uiioií Walt rfeieiatiiiicrt ata tfesciil,crl vi Seduje 2. t)aalaí iii’ tíacailí vail< toso) tuteexfcr¡iíir’alis. lite rostíl sol tite tiro

oxtír’íiíiir’ít la ititír crí lis leas haití ls~<--. Nl). tel ‘Ir—a n’aa iaiiterl.
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Glucose Maltose 9ff

Galactose - - -‘ Ethanol ~WSfl~W~~
Fig. 3. Degrstdatiot, of <líe mattoae transpor<er ir’ dic presenee of ditiet-eni carbotí so<tí <es A S<ramn Nl 06-3D ICALSO) was han’-ested
duniiig expotietí<iat growth. waabed anad diluted ¡ti <luce volumea of <Fío inatctivaúon ti,ediutíí eotítatining 2+. gtncose(O) or galactose ( á 1.

B Stra it, ATCC 42407 wats huíníes<ed and dil uted a a aboye iii í fíe ¡tiste> ¡‘att ¡otí ucd ¡ tau, cotí <aí iii¡tute 25 mail tose ( A ) or elhanoI (ml a nd

lO aig al— a ere lohes intid e - A fter iíícubati nr’ at 3OíC fon <he ¡tui ¡caí <cd ti íííea <tío uííaí 1 trise tratiiapeí’ lcr wais dotoeterí hg ¡miii unoblotí ¡ ng of
celiulatt oxtraeta.

3.2. De~u’uh¡íion of ¡lee uní/tose Ircmsporler ir’ ¡he
pcesen’‘e of c/¡ffe¡-e,el turbo,, soure‘es

Ga(atbolite ¡tiaclivation of tite tualtose tí’aínsporter
tui roatine celia as due (o etit!ocyleaia I’ellowed ¡iv
degradatiotí ol tlíe trattiaper(er ti (be vacuole [¡.2].

[ti aoníe at rut ttía, au penitiijíeaed en (bis nnovorai [ile
ttiaíctivaílieti. íbero la atti itíltibitiotí of llie traííapont
act ivi ty ~vlicli la uit cl ríe lo degrada lien of 1 líe Ira ita—
porten atíd tlie nattttre el ~vIiiob ¡a unknow’íí 12]. Te
íítvoaligaíte it’ mí oun expenuítíeíí(a natetivalietí wata fol—

lowod liy degradattien. allí oalitííamtier’ of’ lite collular

centetíl el tite lt’aítiapet-tor ‘gata potíennied (taittg pele’—
cleilahl antihedica. Tite resulta olílatitíed yiolt!ot! líatíl’—

Iil’o vamittes ter lite lrattiaponlor aníilaír te Iit<iae caictí—

latíed fnetii transport expeninienla. ie. abeul 1 h ir’
<líe presonee of gítícose or níaltose ant! 2 ant! > lO it.

reapec(velv. ir’ llie preaenee e.f gailacíese en etitanol
Fiiz. 3). \Ve coneludo, titerolere, titat ití our experi—

tiietita j tiatct ivatt mii waa fol lowed . bv degrat!atiotí of
<líe lranslirinlet’.

- . - <1 oi’ií’/,,i lene /ic’hi)’í<e.,e ¡lee’ <‘cite 1 ínuc’1¡ív¡I ¡<iii O/tel
¡“CC‘/gl - <‘ti /Ot<i<(lito)

lito reatílta SlitiWtl abogo imídicatle lliatt lite aíbulity

r’t tito etlerdv aettneos le auppeu’t itiaietivattieii ti—

crc’aíact! ir’ <líe ‘ellewitig orden: olliatnel < gailateto—

il < tiiamlteae elticese = lrttcleao = ttiautitiOse. iltia tít’—

den pínatIlila llie ‘alíes: att wliieli tlíoao atíbatratea ato

3
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Iertuietiled by yoaat col la [1 51. - I’iteu’ol’et’e simio pesa liii—

<y ¡a tlíaí( tite rato el’ fereííontatñon dolertuinea ¡líe

rato of inae(ivatiouí.Tlío reaulta ruled eut hija poasí—
bility boeauae we lound that fermontaíioui of sugara
progreaaively doereaaod duning a poned in whieli llie
rato el’ inactivationwaía conataní (lable 1)~ Pantieu—
Iarly relovant ia tite I’act tital a cor’a(antbalí-life fon
tite lranapeuerwas observed (Hg. IB) witeuí lite fer-
mentation rate el níaltose waa decteased by more
litan 70% (Table 1). h sitould be neted tital theob-
serveddecline ití fermentationis consisteníwilh pre-
vious findingsant! itas beenascnibedte lite declinein

sugar uptake occurring upen nitrogen atarvation
[II].

It is welI knewn titat severalstepsof degradation
of plasmameníbraneproteinasir’ thevacuele,sucit as
bindung of ubiquitin ant! traifie ant! fusion of ende-
cytic vesiclesrequireenengy.Titerefene,anetiterpos-
sibili<y is that the ATP concentnationir’ <líe celís
determinesthe nateof inaetivation. Tite nesults ob-
tainedruled out titis pessibility sincetite intracellular
concentrationof ATP was similar witit alí ettergy
seurcestested (TaIMe 2). Altennatively, tite rato of
inactivation ttíigitt dependen tite rate of ATP pro-

duction luí catabolism.Te citeck tuis possibility tite
titeoretical rate of ATP preductienwas caleulated
(Table 2) froní dataof ferníenlationant! respiration

of sugara(Table 1). Neititer in <his casea cerrelation
witlí tite rale of inactivation was apparentaud par-

liculanly nelevaní is <líe fact iitat a couístant rate of
inactivatiotí ~vasdetectedití lite preseneeof maltose
(Fig. IB). witeíí the theoreíicalrate of ATP produe-
tietí decreasedby more tlíaíí 40% (Table 2). luí spite
of titesefacís. lite possibiliíy tital enorgymetabolisní

deteríninestite rate of iííaet¡vatietí cannet be ruled
eu(. Ir’ lite calculationaof labIo 2, a eeuístantP:O
raño of 2 ir’ reapiratien~vaa asauníedbut titis as—

sumplion níay be incerí’eot alaco tite eflicicncy of
líe [espinatery eliair’ ití vivo la tutí k tiewui ant! 1 itere

is evidetíce ¡tít! icatílííg llía 1 it n>’ay greaítly changode—

poíídiííg en a, uituníbor of fatetora [161.

4. Discussiott

Yoaíat colla tuse gí ucoae preforouí (ial! y le al ny el itor
eau’beti seurce WliOtievor tliia augaír ¡a avaiilaíblc ir’ at

gt’e~vllt uiíed¡tuí,í. It la 18011 ealaíbliaitot! lhíail Ibia prol’—

eretíl iall girowtit ¡a onau rotl by tbroe cotí (rol iiiocital—

¡tiama tniggerod by glueoao induetier’ of glucoso
1 u’auííaporters [17], repreasiotí [1 8] al tít! inací iva<¡cii of
several preteinaspecifteally requl ‘cd fer ealaíboliatíí

of odien subsíratea[19]. Tite general view is titat
sugar tranísperteraotiter Ihan gitucese (ranapor(era

belengte tite grotíp of protouns wlíielí. ir’ growing

celIa, are specifucallyinactivatedte faveur (be useof
gluceso.Ir’ titis work we aunalysedif, la resl¡ngcelIa,
inactivation of tite maltosetransporterníay alsoplay
<his role. Accumulatedevidenceindicatestitat it does
no<. Two facts suppert titis conclusion: (1) ir’ nitre-
gen-síarved celís unactivation of tite maltose trans-
porten is triggered even la tite abseaceof glucose
by sugarswiticit, like maltese,may supporl tite ir’-

activation as efficieatly as glucose(titis werk). (u) Ir’
titese celís,glucese¡nactivatesalí plasmameníbratie
proteinaso far tested[1—3,8—JO],oven titose preleins
whicit like glucese transpertersare directly impíl-
caled in glucoso utilisation [9,11,12]. It is knowna
that calabolite inactivation of sugar transponíera
ant! of otiter plasma membraneprotelas in resting
celIa is due te degradationof titesepnoteiasir’ tite
vacuole[1—3,8].It is also known <bat tíitrogen star-
vation is tite most influencing factoramongtite Xaru-
ety of factors whiclí atimulate protein degnadation
[20,21]. Titerefone, llie inactivation of sugan <ranas-

porters as well as of oliter plasma membranepro-
tema ebservedir’ restungcelIa níigbt be due, aol te a
control níeclíanisníspecificallv dineeted te ensurea
prefenentialuseof glucese,buí te tite atimulation of

tite getíeral protein tumaevon thai follews nitrocen
atarv-ationant! tital supphiestite auííino acida required
fon tite stressrespoííse[22].

Degradalienel plasnía r’íeíííbrane preteina us a
very coníplex preceas wlíielí itícludea bluiditie of
ubiquiliíí [3,6]. inleracílon ~íitit eyloakelelon ele—
níer’ts ant! ollíer cytoplatsníic proteina [5], l’onnía¡ en
of pniuííary al íd secotídany eíit!osomíies as well as Ira
fue ant! itualon of ondoaoíiíea witit tbe vacuele[1—3.8].
Tito fact ¡bat tueal of <bese atepa noquiro er’erev
casi ly oxplai na wby ¡nauctivaitiotí of dic níaltoae 1Pitia—
porten is at¡tiiítlattod liv <lío píescuice of ar’ energy
aoureo. H owever. 1 lío reataetí ~vhi~tlíe raito of ¡ uíaíctu—
vahen eitat n ges deííetIt’ ¡aig e n í lío oiergy así <treo

hírcaení ja líet cleaí r. N oil lía it ia eloal r wb y tít líen
ce!1 u lar lírsiecasos noqtíuut ng euierev al latí olíange de—
íor’d¡r’g sin tlío er’orgv seturce. ¡—‘en itiataínco, grtiw(li
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nate aíííd grewtli y¡eld are two cellulair pmocesaos
witicit, aa inactivattien of tite níaliose transporten,

citangewilh lite energyseurcepreseníin tite medium

(fon a revbew seo[23]). Ir’ tite caseof titeseproceasea,
asin tite caseof inactivation,aaapparentcorrelation
witlí tite cellular ATP concentratioríen tite calculated
ATP preduction ir’ catabolism¡a not appanent.In
apile of tlíis, tite general idea is tita< yeast gnowlit
rate ant! growtit y¡eld are depeat!enten tite rato
ant! amount of ATP produced by calabolism [23].
A similar dependencemay also be envisagedia tite
case of tite maltose transporten inactivation but a
demonstratienof titis poss¡biIity is difficult at presení
because.altitougit eur knowledgeen tite control an
enengyefficioncy of <líe respiratorychain hasgneatly
¡nereasedla necentyears, tite questior’ of ATP pro-
duction by yeastcelIa in vivo remalasunsolved[16].

la conclusioa,<be availableevideneesuggests<bat
tite so-calledcatabolite inactivatioaof tite maltose

transporten¡a nitrogen-atarvedcelís is not a control
níecitanisnísspecifically directed te ensunea prefer-
ential useof glucesebut a consequenceof tite stim-
ulation of general protein turnover <bat follows ttí-

trogea atarvation. As fan as growiag celIa are
concomed,it ahoníd be enípitasisedthaI tite mach-
vation of sugar tratísporteraitas becaalníesl exclu-
aívely invesligatedla restiag celia ant! that a re-ex-
aaíination of ita role ant! rnechanism in growiag
condiliona could be worthwhile.
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ModerateConcentrationsof Ethanol Inhib¡t Endocytos¡s
of the YeastMaltoseTransporter
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The maltose trarssporter ¡n Saccharomyces cereviviae js degraded in the vaciado after ¡nternalization by
endocytosis upon nitrogen starvation ¡u tlíe presenee of a fermentable substrato. This degradation, known as
catabolite inactivation, ¡a inhibited by tbe presenee of moderate concentrat¡oíís (2 to 6%, vol/vol) of ethanol. Wc
Nave irivestigated Ibe meclíanisní of Ibis inactivation tuod hayo found that ¡Lis due <o the inlaibition of the
internalization of the transporter by endocytosis. The resulta siso indicate that hija inhibition la due <o
alterationa produced by ethanol ‘u <líe organization of <he plasma ¡nembrane which siso sifecta <o endocytos¡s
of otlser plastas membrane proteina. Appareuítiy, endocytosis la partieularly sensitive to Ilíese alterationa
compared with olber procesaes occurring st Ihe plasma membrane.

Tite yeast maltose<nanaporleris att intninsie plasníamcm-
braneproteinwitieit la inactivatedduningnitrogenstas’vationla
lite presenceof a fermentablesubatrate(2). This inactivation,
kttown ascataboliteinaclivation, is t!uete a proteolyaisof tite
transporten(22) titat occurair’ tite vacuoleafter its inlernal-
izatien by eadocytosia(24, 28). Endocytosis of tite maltose
tranaporterrequirestite ubiquitir’ pathway(23) ant! is partially
deper’denteaactin microfilamentaant! independen<of micro-
lubules(27). Duning titeatudiesentite roleof tite cytoskeleler’
ir’ er’t!ocytosisof <be maltoseInansporter,we usedcytocitalasin
D te initibit lite formationof actin micnefilaments(26). Titis
inhibiter la insoluble ir’ waten, ant! we found that at!ditien of
moderateconeentrationa(2 te 6%, vol/vol) of tite selvení.
ethanol,lo lite celí auspensioninitibited inaclivation of lite
transporten.Titis observationseema rnost intenesting, since
etlíar’el may be preaer’tat higit concentrationaitt normal yeast
er’xuinonmer’ts.

Sugana are tite majen carbon ant! energy seurce ir’ yeast
r’atural habitata as weIl as in industrial fermentatioas,and
elitanol is tite majenproduc of sugarcalabolisnnir’ Ibis organ-
isní (18). Aa a consoquence,etitanol may aceumulateir’ yeast
envinenníenísat concentratior’swlíicit affect esaentialcellular
futíeñona,giving riso te toxie effeets(fon a review,seorefenence
14). However,comparedwi(it otitoreukatyotes,Sacdeoroníyces
spp. appeara(e be tite aíostalcoitol-nesjatamítorganísníataco it
la able te gnow ir’ tlío pí-oseneeof 8 (o 12% (vol/vol) etlíanol
ant! so survive expoatito-toup te 15% (vol/vol) (14). Titia biglí
otlíanoí resistancecotitrasta wítit (be ebsetwdstroííg cifeel of
ellíaititil otí a relevant pliyaiologicaul proceas like Sugar tnatr’aport
iíiaictivattiotí.

1 ti tlíjs work, Wc líaive iuívea(ígaíted tlíe mecliatniam of tIte
itílíib it¡ea by e t Iial 1 of 1lío castaubsí lite ‘ti activa tío n of 1 lío yeaíal
níaltose transporten. It a ahsíwn thaI e(lianol mli huta tite Iirat
step tíl tlíjs inaclivatitíuí. e., iatermíaulizaítjomí of (be lraumtaperton
Iw etidocyteais. Títja couící uaion la líataed omí two oitací-va( ¡simia:
1 lío st atb ji zail¡e ti of lIte <rau u apení atol vi ly luí 1 lío preso ¡ice of
etliattiel atitl llie

1íoruiíatuicmtco of tlio tnattiaporlor al( llio plaamat
tííenitírattíc. Tito resulta ilso itídicauto Ilíaí Ihie inhibitietí a tIno
te cliatti~oa ecetunrutie tui <líe atruelure el tite plaanta uiicmttliiaumie.

Cainteapí,tirlit,g ataultior. Mat¡titsg aurírlueas: luísIjt<ulu, cío luivesiigatoi<i—
nos l3¡<itiiédicata. (751<’. ArIana, l)au1íorior 4. 28029.Muudnil, Spatitu. l’luu,uae:
34—1—5854614. Esta: 34—1 —5554557. F—uiiau¡la Rhugsmuíausúeilíiomííeal.iitiuiautíi
ca.

witich alsoaffecítite endocytoaisof otitenproteina.Apparently,
er’docytosisis partieularlysenailivete litesechangoscompared
wilh otitor procesaesoccunningat lite píasmamernbnane.

MATERIALS AND MLTHODS

Reagenís.tí-IU-’Clmattose,n-ItJ-<C]gaLae<ose, n.ItJ.t
4Clgiucose, L-IU’t4Cl

cisrullitie, anad enhanced ehemoluminiscence reagenta were (retís Auítersitaní
lntcrnas)onat (Little Chatfotít, Unj<od K]ngdoní). Enzyíííes anal metaholiuca wcre
(mm Sigma (Si. L-euis. Mo). The geas An<j-rabl,j< ana<¡body—peroxidase conju-
gato ‘vas from Biosource tnternational (Camarillo, Calif). Alt osher reageasa
were of analyíical grade.

Wast atrairís. The (otlewing yeast <trainas were used: W~G4a (MATa /ña3-
¡1,15 !ízaí2-3,112 ura3-aX GAL~ natal Can’) (11). SDBY 1869 (MATaIuis4-6J9euual
ACT) T1J82) (25>, ATCC 42407 (MATa Suc GAL MilL). anal 23346c (SÉitTa
tunal) (1(i) Straitís WCC4a sitial 5DBY 1869 wene <ranastonmed witli (he mul<ieopy
plasnid pRMi-i. which carnes <he MALI locos (31). TIte srans(onííed celís grew
anal transponed maltose as ratos lIte same as <lioso of ,nat~ wiId-<y~e <traínas.

Gnowtlt co¡tdj(ions. tn esperimenss ea maltose or galaciose sranasporsen <asic-
tivation. utie celta viere growa at 3OtC ¡a medium eonu)n)nag 2% peptone. t%
wast exuraucí. anad 2% maltose cm gataesese ¡ma a rotatoty shakon (200 rpm). ‘uvhen
niatiose vas used, 3 ppnt of an<iníyein A vias adaled te <he growth modiuna lo
iuulíit’it teapirasion atid itícuefore lo favor plasatid cxpre<siea hy forcing <he celta
lo (orneas matísoso. In expenitisenía wutFí <he general animo acial penmease. tIte
celta viere gu-<íwus it, ycaísí uliurogetí haae (YNB) aíitiítsíat medium (pH 6.0) iCilí 22
~rg of uraucil per ml sud wutti 2% glucose anal 0.1% proline as Ihe camben and
uí¡tí<ígouí «tuneo, tcspcnuiveiy (It>). cotí growtlí vias monitered by measunine ihe
opticaul dens¡ty así 040 síu.

Sutucellular (radiuurisuu¡orí iii cuuntiíuuouí sucrose gradiení. Cetiular honíege-
tíaíle ceureap<saditig íaí 2.5 g <uf yeauss (dty wcigFít) was ohsained as desonihod
pueviostalv (37>. Craude csut-ate) is u Fíe sampertí -a sauna chIst¡ ned by centn¡fugaiti<in iii
u líe liouiioge lauto <ir It) uit iii att 7)11) X g. i’Fíe soluble Iraucí ion anal caMe monsbrau nc
fraucí ¡051 vi-ete, u-capee) vol, tIte supo ruíau sant sund u he pci les chtai ned hy ceutí mi fu—

<ti tite cr<ude extuaiet Oir 2)> títia sus 20.51110 Y g. The cm-udc nuonst,tatno
(mato¡osí - aatapo taled ¡ ti 5 iii) tul 2)17<- gtyeeníu1—Itt mM Tmiei ne—Tris (pl-l 7.5)—)1.1

tus M E l)t’A—)L 1 niM dii tu ¡<it tui-e¡tul— 1 tít M pheutytmitot tíylsufcayt tiuasride (PStSE).
‘vais aíppt¡od tu su c<íuut¡íu<uauíía a<ict-osí’ guaadient. Tít prepaure tIte gradietil. 5>—att
íiutuuiisea oste1. tít 61). 4)). autisí 2117<- (wilvtít) ssicr<tse, diss<ilved ¡mí Ihe itautier río—
acritiecí autiíuvcazsco

1iu faur tite autíscuice <uf glycetíut atad PMSR were latyert.’d ¡a sí
ttal,t’ e) fue SW2S tautaur (lteekuííaíuí> autíd utltauvied 3 it (<un dill’usi<ííí att níuutat
tchtspr’mtuaie. Atier -up1it¡oait¡uuit tul tío saumpie, lite graudiotíl wais centrifaucod Oir
Itt tu síu ~))<))~))u1íaíí ¡íauot¡uuuua (2 iii)> viere eíultected sitial sused I<í níesuisímo tite

e auturí puiiio¡tt í.’aiiuueiti autid lite .-uact¡v¡ty tít tite nisumker crt,ysuíes.
uttcmutm,u’.mmmc tturttic’smuítuut sutil Wrstern IuIosuing. ‘lite tststtttisttuti)irstttc

tiystp1i ¡<‘sí ¡tío tul tite criu<Ic uííeuíítííaausc lrsiu’t¡uiti. tuttlsíiiícd tít tui títg
<tus’ íía’¡etuu > utf yoatsu. tui ‘u alisr-íuííí¡uíuuíuaís sutí.’ tuse graudieitt. ‘lite guuttt¡euii ‘‘-ata
íio1iauto’t líy tatyazn¡iíua tt.S tít ti

1 535’» (wtlvttl> tun 3 St tul uit 43.57<- (vii/viti>
shieiauaí.’ iii st tulio tul tite SW<ut) mítutír ll5ecktttauut). Alíen t’etutt¡f<igst<¡iuit faur 3 u att

55.ti)t)) r

1iitt lii’ talirí sitial iii’ viii listutata siji1sositoat. iespoct¡vely su t ti te estor!
tisis 4357<-15?5 7>. iticrttatz iittontsttstsoa sitial werts dituatod íí¡utu

3 í’tiiíttstea it) sitial wsita’t. AItor cottun¡ftugaut¡ttit tít 3<) tutití att 411.ttt> rítutí iii sí 5)11<
tuutatr (tla’a’kittatiu 1. lii’ iliria vicie easíso tualeul iii 1.5 iii) iii 2)>’»,> gtycertut—tti titM
- lila—it ir-—Iría 5h11 75)—)t.t iutM 1/ISlA. ttI—uiuM alitttiitultteiuuu 1 sitial 1 ittM IMal-.

tito ífaísíuíau uuietuil tusuute A’ t’t’aíse acre <letrisicul iii
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sautiiplos iii tieso suus
1ieuisiiuuua iltaul sveue tcstits’oat. ti5’ sudiaai<u atiuateuyt suii)aiue—1uuuty—

auenytauuuí¡íic gol etotrututptttteosus SI)S—l>ACI./ III) sitial SM- ptityauouv¡auuut¡ato. respeta—
uivoly) (22), wittt auuuu¡seruííí stgau¡asu liii’ uuusuiuiusí.’ tuauuuspíímter tsr augat¡itst A’l’l’auso

diluiteal t/3t$tt tun t/l5,)ttM). uespcct¡vety. sitial íuuuauu suuit¡’rauhFíil iotutxiatatae
juugaute diltuteal )/t)t.tt5))) ¡tu títiuekiiig huultr’t sus tite íutituiauns mal set’uiutataity suíui¡tuuuat’
ci-

lill’c~ tuI’ a luztuluuul s tío ¡nací vallen tuI’ lije ¡‘taU) tuse aad g’¿Isueltusa’ tu-a. uiíl)tH’)ers.

Ccliv acre ltaun<estet al un íug oxpí toen 1 ¡su) gniuvil tu vi ¡iii ma luí use tun <sai tatositan’ (sultí u
st.? mg al ny we¡gh sl/mt), visuslued, a.nd sauapc¡ided ¡tu 3 vsi! ti naos <uf tui <uitnasí tu <uní—

ncc nuediuní ni desenihed pmeviu,usly (2). wutlu 2’» giucause sund 25)) ~±gtsf cusí-
cyet nc hydr<tch tímido pe r mt taj avauial baíctorisí 1 cato tau ni nas ¡aun su así iii tite auhíta ncc
tun proseaco <uf alciutítula atilio indicataed otííoouuumaut¡ttns. Afta iuíeautíaut¡cuí att 3)l’C
un ‘a rsítasuty su akcr (2)11) rpm) 1am ‘he ¡ íd ¡cauted tintes. ¡nací ¡vatí <tui visís fluía ¡ -

«mcd hy measalring 1 he acsivi sy <uf lite 1 mtis1xtrt e rs hy usi ng u tíoi r luí bolod suFí-
itrasea (4, 28). TIte celta wcre liarvesaed, viatalued. anal suspended st a celtautaur
sjensiay tuI 451 mg (dny vieigtí() efyeas</tnt a O.> M taurtanie acial uualjaualed topIl 4.2
viuIIt Tris ¡a <he case nr lIte maltose ransporíen cm St) mM K,FlI’04 (pH 65» in
<he case of <he galactose transporten. Aliqucís uíf 50 ¡ni. contuuiuíing 2 mg (dry
viciglil) elye-así, vieme nalded (suS ¡nl cl 45 mM Laubelcal malsoso cm gala.cuoae (0.5
»Ci/inruíet), rcapec(ivoty, anal jocubated al 2t>’C lasn 15 a. Sugaur upaake vas
s<opped by alíe adalition of 1Cm! efclíiltcd valer. Af<cr rapid flísmatica, tIte celta
anal liltena acre nahed vi(It 1Cm! of elijíted valen anal immediately aubmonged
un tiquid seinsiltation cocictail, anal lIte radioacíiviíyvas ceunted.

Effec( of elbanel oit inacihua(¡uan of ihe general amino acjd pernuease. Samples
(15 mi) of ceil cultunea gnewittg cxpenen(iatty en nuininatal pmctiae mediuní (lO)
<sibnus (LIS mg Ido’ weightj/ml) viene pus ¡ato prevamníed ‘-caseta ccnsa.iaing 13.15
ni! of 1 M (NI-14,S0 anal eshanol as nequined mm <he indicased Sinaí concen-
trasloas. Adíen incasbausion fon <Fíe ¡adicased tintes att 3IVC. a-c¡<nuttine uptake vas
measuned essea<ialty si previouaty deacnibed (lo). Samptei (1 oíl) of celta viene
placed ¡mo presvanmed mouatiag flska eoa<aiííing 113 ¡nl of lO aíM c’[U-

t<Clcitrul-
lino (2 ».Ci/pníot). Alter ineubation al 30’C Ion 1 mita’ ciumultine uptake ‘vas
stepped by (he sialdition of 10 ml of ehilleal aster. Afuer napiul flísnation, tIte cclii
anal tIte 615cm svere svashed visFí iO ml of eluitied ‘valer anal sIte nadioactivity visia
ooua<cal.

Effect of cíhanel en H*.ATI>ase ac<ivUy. Celta gmoisias cxponentbuty viaFí
níaltese vero Itaít-vested, viaslied. anal suspended ¡o 4% clucose so a cellutan
densi<y of aboní 4 mg (díy weight)!mt. Afuen iuíeubaíioíí ter 10 mio sus 3l>~C, tite
celta viere rapiallv Itarveated by filtrauien, fnea¿en ¡a ¡quid nituogen, anal suomed sus

7tiío until analvzesl. TItia <reasmeal vvi<It gluceso vas perfonmed lo acaivato <tío
H”-ATPase (35). Aliquota eforude membrsne preparatiena. eomneapond¡ag <suS
lo 50 mU of ATPsiae, siente adaled te (Fíe asssiy bullen. as described previouat~
(37), ti tIte absence erina tIte pncacnce ofthe jadiesited nonisentnatiuas ofeshanol.
ASter incubation st 30’C fon lO nilo, tIte roaction visís susinsed by <he aldiuiouí of
2 mM ATt>.

Fifecí of ellisinol en lIte actis¡mv of tIte tuagar tr-.unaspet-)ers. (Solís growaiog
e,aposieníiatty en gaisictose. giucoso, nr mataese viene haursesteal, visished, anal
auspeaded so si ceilaslar densi<y of 40 aig (dty vicigliuí aif s-eaat/mt luí 50 níM
K

2HPO4 (pH 6.0) fon gtucasae -anal gatt-acuoso trsoaport nseaaajnements oria 0.1 M
tanusunie aucid. adj usued se pl! 4.2 síu It Tris, Ion mMtoae unas tapen measo nemeala.
u ti tite abse neo en preacuice of ci haunol sis <tío indicateal casaseis asnal ¡005. Al iq status
of 5)) ¡nl. contaiuting 2 aig (drv ‘seipItí) (uf yea.sl, viet-o sudalod <o 5 ¡u aif 45 níM
taubeted gsitacuatse. siucose. en mal <oso (0.5 cíCi/uxmot). t\fu en incubas iría fsm 15 a
síu 2IVC. aupar upu sí ke vas stoppcd h~- <lío sudal ¡u ion aif iii tui aif clii leal vsi ten. Afuen
raupid liii rau cuí, tite celia atad tIte liite ma wcre viashed viiiii It) att <tI cliii leal visiten

sitial líe naud¡osteu ¡í¡uy vista ceuuuteal.
Ufecí el culta. no! <u a ferme¡iuatictt. t

5ernioa<si <<itt visía tu te-tau red nusutují sres ni—
esítis’ síu 351’C <si u caiuuvoituionstt ateuhaid (43). Sauuíptea (.5 tus)) aif celta, caíuutatiitiiiís
aítíuíauu 11.3 oip (dnísvoiglul) asiipetialoal ¡it alíe iasuesivaiu¡jiui uaur’nt¡uaí vi¡th 3% i’lnucauso
tus tito subsettisis aiim1 uín’aeusce aif euisainaul st) use usútacatued cíuíuceauraíuiauuía, aveur’

pisin-en) itt Watrtsasrgí-oaaoia-.tad iutuzatbaítoal att 3110. CC. tairuuustuiiiiu visís íuuíjusitu,real
fain 4 it

EIIucí tul rílisíuuutí tutu tite celtuulaur etínítan) tui A’I’I’. (‘ella ínr’ne ttauuvestent ntiín¡uue
ev

1iuiuueuuiistl guaisnt)i <tui usaíttaíao. sisusiscal sitial suspeitnied lis tisis itt cay íaííuíu síu
¡mu tite aitíaisí iris <it- ps-ose tocas felisa tutu) síu ihe ¡sunlicsjtr’rl Ú-auttccituu,u síautus ita

tiucaubsutod su) 31)0 luir 3)1. Sil) tun St) tui,. Sauot1íica aseo usítetí uy- uiue
n’n’)tsuisí nsauu tuttiiisg uuur’uiuauni <loan’ nilsed pievitutualy (32) aíiuiííííí) visusiíííí’’ ti tis Ci’ita

sílulí tttculuaustuui—isai ion síu —411’C. Alt viaja tstc.-isia rení n’aie.viuusia¡isaui)y yaití )>iuits>i
iisisrsíue k¡tsiae a
- Msurke uadoaisni líen urovia,ui y (15).rr¡tavuuua’ uuíe;uau¡uvnuetui. NAI)ttt i—eyuitnlttuiíuia’í-ua’dtaetaisr lii. tít it Lii

r’itavíitun’iuf st un’’’ uudui1ulsiaiuuir’ uohiisiul tutu - asan tuteausaíuon) isatisacraitoal tít un)erutan u
iii)) tuisiii si5uua ti uioautiuutis. lite tostisuhíitu titassuare n-iiutai~su~’al iii 5)) uuuM síu) isMuuí su

huir’ (1i11 7.5). Ls siM Kt’N 1 mM Ilsíslí uiatjuatjiatiac1 r-ittiatc tít t-

N lii) 7)) ~aNlnsuan- 1iuuuuuse o tui.i <1.1 titlal NAI)!>! U (ita,.)

tutu Li— t iii> sitan uit ti <‘it a aun’ ltjiitnlnist) íuuoíuít tusuise - ss~aus iuicatauiua,at tu
iii nunuiní. —>4 asno lis utuasí site a tasan tisitt1uer it aiao insta MIt. t’iaísitusí itiríuti
A ti vn sí isninsí. niutisucal sus nliss’ci)scai ¡tute tenotuco)? zita5 1 iain:u ííulauu A llusjs.a.iv.ata

¡tu relisrisísn’e 42.
luía’susIuI’t’Iuta’ ¡u. l’tuuin’ luí visís sIn’ cuí utiatoal uy ti te tun’ Siauíai u)

ti { it ilion tiro ¡p¡55itiatiu ivíilí rita tul iiuuiaiisítia surusí. 5atciuian it sus
ir—u.
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FI(3. 1. Effect <uf e(Itanet it, <he rase of cataholite itusíclivasietí of tite maltause
transporten. (A) Strain WCC4a, tmnafonmcd vuIh pLisatial pRM 1-5 csinsyiag <he
MALI tocos, vas Itarvested dunisug exponenlisíl grovialí vislí níaa!aose. vashed atad
suspended ¡a <he inactivation níediuní o <he ahaetuce (O) en a <he preseace <uf
2 (0), 4 (A), en 6% (y) cahanol, anal incubsaed as 3t)iC Wtíere isudicated by an
anrovi, 6% eshanol vsa aulded so tIte ccli auspension (Y). Alio vihene indiesiacal Fíy
sin arroye, celta vero harvested, vausIted atad suipetíded iii Inestí níedium a sIto
abseoce of ethanol (e). Al <líe indiesitod times, tIte celta ivero Fíat-vesical anal
aasauycd len malsose tranasporí siotivity. (B) Semitoganithmic písís of tIte <topes el
lIte ssmaight inca ahesva it, panel A againas eshanstí cooeeasrsueuu.

RESLI LTS

Lifect of etitanol wí tite rate of ¡nactivationof (líe maltese
transporten.Inaclivationof <hetransportenatartedafton abouí
1 it of suapensionof celIa ir’ tite inaclivation nnedium ant!
followed first-ont!er kineticsauggealittga italf-life fon lite Irana-
porten of about1 h (Fig. lA). Titeseresultaarein accordance
wiíit previoos findinga (28). Ir’ tite presenceof etitanol, lowor
ralea of inaclivation of the maltosetransporlenwero obaerved
depending entite eosíeentratjonaof etitanol. In tite presenceof
2,4. anad6% etitanel,italf-livea fon the transportenof abeut2.5.
5,ant! >10 it, noapecñveíy. could be calcolatod fnom tite data ir’
Hg. lA. Titeseresultaslíow lital etitanol initibita tite catabolito
inaetivalioncf tite maitosetransporten.Titey alsositew lital tlío
inbiííitien atarlaimmodiatelyalíentite additien of etitanol (Fie.
lA) atíd is reversible,sjííceyeaatcolla líscobatodfor 3 it la tite
presenceof 6% etlíar’ol abowed a norníal nato of iuíactivatiouí
witon e(itanol ‘vas nomovod frem tite mediuní (Fig. lA). Witon
tite alopea of tlíe atraiglít inca sitown ti Fig. lA weno plotíed rin
‘a aeííiilegaritlimic acailo againal etitanel concor’tratiníuí. al

atraigití lino ‘vaa oLi(ainet! (Fjg. 1 B). Titja níatitoníatical nola—
1 ionsliip betwee n tite twe paname(ofa la prohably re lased so líe
actien ascelianianí of etlíaíííol. Tlío faicí titaít aun jnitiííiíieuí likc
1 lío ono aliew ti iii Fig - t waa atlae oiíaers-o d wilii wns o (líen
afu-aíiuía,SDBY 1869 ant! ATCC 4241>7 (roaulta nníl sbatwuí),
auggoata thaI actíailivity te etitansil ii-aa gene raíl feau toro aif <lío
íiaíltniao lrauíapcrt tiatetivallior’ o ycaual colla.

Etítatuol juiltiluila eítdocvtoaja tui tIte tnsuna¡>or(er. lIto roastíta
ahewui aulievo artggcat titaul OtitalIit)l iíílíibita itítcnr’aílizaítietí of tite

rau ulaptirte u-. .0.. tIte ti nat sop el degnaidaul ¡tía <uf tít ¡a pu-etc iii.
wlíiolí uoíííauiíía atn’tivc ir’ lito plauar’íat tuiotiitínauuío. Wc clueekcnt
titia 1ítíasjlsilitv uy ir’voatigaut¡tig tite lsucautiitti tui <líe tiiatltnise
trautts1íaíntcr. ‘Isí calaubliatí tite esíuinlititutía (aun paír¡licautiauíí ci
ilatatuusí uuiotuiísrauuío. al onautle uncuíílí¡aunc linoliauniítiatuu wata at1splient
itt al caittlutitueiua atlorsuse giautlicr’t autiní contniltuged sus t!osoniiset!
¡mí ~ atuid Nlethsínla. ‘I’itc diattilstíliauti <mi r’íaínt—aon cn-z¿s’tíioa
)ltuaiatglt lIte gtaunlicuíl iulnlic~utcnl litaíl iii etliauuu<tl—ttcautenl colla
l’ig. 2). at.s u’etl ¡a luí aíuítrcautont eolia (ur-suilta tía>) sitauvití).

2 4 6
Time (It)

0 2 4 6
Ethanol (%)
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FíO. 2. Sulícelíulan fractionation in a contiuíuous sucroso gradienas. Strain WCO4a, tranafomoted visFí pisiamid pRM 1-1 esirlyittg <he MALI locos, vas Itanvested
duninagexpottelítialgnovthwi<li malsose anal asished anal suspended ¡a <he jnaetivatiea medium ¡o the presence of 6% eshanací. Afíer incubatjon of celís at 30”C for3 It.
lIte mide memhrane fraclion vas ohasuined. apptied <o lIte cosmtinuaous sucrose gradient, anal centnifoged sus desenihed o Malenialí anal MelItods. Fnactioas were collecacal
anal uaed te measure <lic sucroso <A) anal protein (e)eontents anal <he activity of uhc mamkem enzsmes: NADPH cytaschnome e roducuase (O), cytoclimomee oxidase (O).
vacuolar ATPaae (A), anal plasma meníbrane ATPsiae (U).

plasmamembraneappeared,with ves’y little contaminationby
otitencellulan membranes,in titegradienífractionaeontainir’g
43.5 titrougit 53.5% (wt/vel) sucrose.Do-seden titeseresulta,
plasmamembranepunification wasperfonmedwitit a discon-
tinuoussucresegradientof 43.5ant! 53.5%(wt/vol). Immune-
bielawitit anti-plasmamesnbraneATPaseantibodiesshowed
thaI, censiatentwitit pneviouafindinga (35), tite plasmamem-
bnatteaccumulatedmainly at tite 43.5/515% sucrosemíen-
pitaseof tite gnadient(Fig. 3A). En titis fraction,<henewaslittle
contamisíatiesíby odiencellular membranes,aa indicaled by
lite low activity of tite cernespent!irsgmarkenenzymea(resulta
net shown).

Witen we investigatodtite cellular locationof tite maltose
Inansporterby immur’obletting it witit antibodiesagainal tite
Iransporten,we fount! tlíat in growir’g celís, j.c., celísincubated
fonO it ~r’ tite inactivationníediom,lite transponerwaa present,
as expected,al tite plasnía membrane(Fig. 3D). Titis was
indicatedby <he cofractionationof tite asíaltosetransporten
wiíit tite plasma membratieATPase(Fig. 3). We also feunad
titat ir’ llio abaenceof etlíanol, tite transportent!isappeanod
after5 it of incobationotíderinactivatjr’gconditiona(Fig. 3D),
continr’íing previousfinditíga en tite dogradalionof tite trans-
porten(22, 28). Howeven. in tite preseneeof 6% elitanol, tite
maltosetransportenreníained undegradedat lite plasníamcm-
bratieafien 5 Ii of incubation(Fig. 3D). Titeseresultademotí—
atratetlíaít otitanol ir’ it ilíits interna1izadonof llie maltosetrana—
portenuy euídocy(Oaia. lii atccordar’tx wjt Ii lito known staalíj 1 ity
of tite plaamamembraitio AlEase (1), Ibis enzyr’íe ronasatinod
otidegraided att tite platatii:t monílíratio under ah cendit ona
atodied (Fig.3A).

Etítauiol inítibita tIte iuuatel¡vsítiot, of tutíter plasínaíiieuiubrstíic’
;>rtmteiuts. luí aídditiouí te tite ítíaltoae traíííaporter, a ¡tultt¡ior ci
plasnia tiiomitrauno pí-oloiuia are juíatetivaítod uuít!cr dillorotíl
ji hvsielogicalI co¡íd jI ja so a Liv nl cgt-att! su lis tít iii tít o valeito le al It en
jtiierutaulizauliouí lsy ouidtuevteaia (5, <u. lO. 1?, 1 fu, 29). ‘lo catauiíljalí
ji etliatuiel sílso juiltihita euit!eeytausia oi titese prototíta, wo nívea—
tigated (líe liobavior <ti (tao of tiiont, lito gaílaícteao trattiali&mftor
aIIm1 tite goncraul auuttiuie alem1 pcríííeaíao. Aa ti (líe eaíao <uf tite
un síl tose 1 fab r’ aíx tríe r, ni 1 ¡tíoo tu ata’ u-vau lo it 1 nj gge ‘a itíate) iva ti & muí a sf
tIte gaílactaiao lrauutapasnlcn (4). wtitiíc lito pneacnco <ti al getud

nitregenseurce,auchas NH
4~, inaclivalestite generalamino

acid permease(7, 10). As shown in Fig. 4, wc found titat
inactivationof titesetwo proteisíswasalso inhibitedby etitanol.
ir’dicatinag <bat tite effect of e<hanelis not apecifie fon tite
maltosetransporten.itt <he caseof thc generalamino acid
permease,asímeneaseir’ <beactivitywasobservedimmediatelv
after tite boginning of tite inaclivation tneatment(Fig. 4B).
Control expenimentasitowedlitat <beactivity of Ihis preteinis
reversublvbat la tite handlingof tite celIa ‘rs <he inaetivation
trealment(resulta not sitown). Tisis observationla ir’ accon-
danceaa’hit tite neponteditigit .sosceptibilityof titia protein te
er’vinonníentai citanges (8).
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lusínilmutis u it) tilia u) mv atrae Ilion ¡tu Mauienistis sumir) Mdlimiutis w¡ilu samtyisl,iitaut attttu—
tiaiatiisu,

Fraction



3834 ltI(:i?u() 13V Al,. At’u’i .. 1 tNvuu¿t uN. Mmaussuimtsuu —

o
a
Di

o
<0

u”

oe
E
t
o

a”
u-

2

o-e

os

0,3

0,2

o-’ o

tu

u

:

E
te

o

t~t

5

a

~ 2

E
-E 05
E
E
te <.5

u-

FíO. 4. lnhitui(ion by eshanol of <he imiactivaijen of <Fíe gatactause mransponten
and tlíc general amino acial penmease. (A) Snaio ATCC 42407 asia Físit-vcsted
durjng exponcatial gmow<h en gatatetose sitial vauítíed anal suspended a mho nao-
<¡yahoo uí,edjom jo tIte absonce (O) Oria ihe preseoce of 2% (E), 4% (A), en 6%
(VI) cuhatiel. Alíen incubsiuion len <líe indicateal times, galsictose (ra.nspert vas
níesisoreal. (B) Strain 23346e vas hauveatod duriag exponensisil grevish suad sus-
pended in <he presotice of itt mM (N11

4),S04 anal ¡a <he abaencis (O) en ¡a <he
prosence of 2% (0), 4% (A), or 6% (VI) esItanol (final coneenaras)on) si de-
tenibed ¡o Matenjais anal Mcthoata. ASter incuhation sia 30’)? for <he indicaseal
times, citrultine snaaspert vas nicasonod.

Mechanisníof tbe inhibi<ioru. Catabelite inaetivalion of
segartransporterarequinesenerg\’andutilizalion of aferment-
able aubatrate(2, 22, 24). Titerofore, ono possibility is titat
ethanolinitibila Iheendocytosisof tite transportersby docreas-
íng tite rote of fermentationand/or tite levela of ATP. We
investigaledtitis possibilityant!found titat titeneis no apparent
connelatior’ betweenlitese parameíersant! tite inhibition of
ent!ocytosis.As sitown itt Table 1. tite effeet of etitanol en tite
internalizationrate of tite maltosetransportenwassubatamí-
tially greator titan en fermentationen tlíe ATE level al alí
concentraíiosísof etitanol tested.Pantieolzírlyrelevaní is tite
fact titasí a normal ralo of fenmontationanal ATP level wone
detecledir’ tite prosonceof 2% etitanol, wlíen tlío intennaliza-
tion rate of Ihe transponerwas inhibitod lis’ more titan 60%

TABLE 1. Effect of ethanol rio fenttietimaítinín maule sitial ATP lestela”

Ethsuuísui
catubctí

1<»,)

Eutiaiiiaii—nioaiiautent ialiihiuiatui t’~) of:

tittettsatlia’siíiaia raíais
1’ Eisnateustaui¡atui ram me’ ATI’ iovvl’<

ti O ti ti
2 65 3
4 86 It) 7
6 95 39 22

Sir ¡mí WCClau tnsuutafmtnuiicni asistí faisiviusial pRN’t 1—1 mise A/API <tosía
vms ti mrvi-sianl rlsuiitip expsuiioiut¡síl gtítvmiu isiuFí uííssi<ííso. vísístaení sitial a<uapeiialent ¡ti
tun mutui-tui utamusí iterO <mmii muí auhicitisis tun ¡mí tiar’ mese tice aif n’aimaísumíiii ilmo lisa ilraíioal

nuutí ni-mili m usuta tun itteuihsuient síu iii’( liatusa aire- tus’siam astI urs muí u vatespr’ni—
íiinííls l)tftrsi-stn’n’a tin’tii’OOtt tite mvii jisutisos sun-av -1 ti)’, -

status mullísc listo ntuautia’aiu¡sima ratie ats tite tau taitiur nr sisas jisilisui)smiisni li-simia
itir vtmi

1srs al) mita’ smnsmie tít ¡míes muí ¡iv lA.
1 tun i i-sutani ilauuiauíí su metí) gisun—aman’ lii mita’ sitiantino mil n’siuaaituu 1 yeaís 173 uiuuusitt/e

iii 1iumtintuí ti
Stitupí rs Síu ale trumuuiute time eetimíi.-íu a-ittmitsui tít Al! sirte mu iitai¡itr’af -ulucí 5<) i>)i

sitial INi) usuití ami itinautisitlaimt. Situtitami rostílisísí’ ami la isilius-’ten mime mi mure ¡mioma
te ritmas. ulí.— Allí Iran’liii timo sítiací une mil s’uiu.mutum i vms i a’ iuiM. Fuir ti un

Isiuluí tía. tau luí traía—etiítisur vtuituiuie tít 2.4 uit sama <atuy sia’igtjt) muí yr’aíat tau 1
suasustimn-al ( ?t)Y

02< -

FI O - 5. Efecí of meihannul, iauuprsípa no!. su mmd ‘e—pnaipsíoel mí tIte mate tít ca.—
tahelite inea)i’síisumí. Smnain WCG4a, <manafonnued vilFí pisismísid pRMI-l camtying
<he MALI locos, vas lisirveated during expcneuitiaul gnauwlh vitIt msittessc anal
aneated sus in Fug. lA o tIte absence (O) en ti tIte presemíco of 1% (0)’ 2% (0),
4% (A), en 6% (7) níetliautol (A), soprepanol (B), or opropanel o)?). Am <he
jadicateal times, tIte celta acre lisirvested anal asísuyed lcr maltose Inanspora
activi<y.

(Table 1). It seems, titerefore, tlíat tlíe effoc¡ of etitanol is nol
duo te tite inlaibition of eatabolism.

Etitanael, like etiten alceitels,alters tite organizationof tite
lipid bilayer of lite bielegical membranes,giving risc te an
mercaseir’ tite molecularmevementwititin titese atructures
(membranefiuidity). Titesealteratiosísreatsltfrona a cemplox
combinalionof pityaicaleffectsbetit directlyen tite níembrane
ant! en tite merabraneenvironment,whicit dependen tite
lipid-boifen panlilion eoefficient of alceitola (fon re’u’iews. see
references14 ant! 39). Titenefore, anotitenpossibility is litat
etitanol initiblis mr’ternalizaiion of tite transporteratitnougit al-
terationsproducedin <he organizationof tite plasma mem-
bratie. lf titis ‘uvero tite case,lwo predicliotíseeult!be made:(1)
tite inbibiliouí wotsld nol be elitanol spocifícbut woold alse be
preducedby otitor alcoitels,ant!(u) tite initibition producedby
alcoitolawould meneasewilh ítem lipid-bitifer pantition ceel-
ficiení (14).

Tite results obíainedmet litese lavo predieñosís.smnace ave
found titat citen alcohols, like síselitanol, isopnopanel.ant!
ea-pnepanol(Fig. 5), initjbited internalizationof lite níal(ese
transponlonant! also thaI tite initibitet-y offeet of tite (esteal
alcoitols inenoasedin tite following orden: metitanol < elba-
aol < isopnopanel< n-propanol(Fig. 1 ant! 5). Titoso facía
stnonglyitídicate tital elitanol iítlíibits ont!oeytosisof tlíe trana-
por(ertlítmíuua!lt its cifecí ouí tite atructuro of tite plausnia níení—
brane.

Eutdocytosis¡a íuarticulanly aeíísiljve <o tite action of ellíainol.
Speci lic ftíuíct jons of the plasma membrane are acceniplisited
by a varieíy of proteina, whoae etlicieacy níay dopeutal opon tite
lipid bilayen (irga fl izatit)n. Mauty aif llíese prasIo ina aírO jutípí
caitod ir’ tu-aínaporl pnecoaaaoa. Te cahíhíial, if atilio t- itutietiotas of
plaíauííaí o,enibraíae asno atli’eetot! líy etlíaansl te al ajuitilamr cxtomit tau
títatí of ouit!níevtoaia, ‘uve itatvo invoatiga(od tite oBoes of cíhatuinal
en tite atetivitv of pro(ejuía wlímeit plamy iníííasrtant catísibelie roles
aí tít! w It ¡cli a re aí tuotíg t1,0 uíioat au tiun d mu uit jn tite s’eatst pata mii a
uiieuíilíu-auuie (38): Ilio II —All’~tae, aviticlí la nca1íaur’ailíie ion tIte
exít-uaiatuí of líraulriuta proalaucod luí caulaulíelian, aif 1iaiasivelr’ aif—
fsíaenl talas <líe colla froní lIto íttot!iuíí, (

9.3(u), siutrí <líe aauszaít
lnatuiapaurt avatema aif glateoso, gailaietssao. uncí atauliose, aaliin’lt

autauiy-zo tIte it-al atop aif glyoelyaia mutual mus tite ralle <uf fermuiemí—
talleul (It>>. lIto moaníta ítlilmuiutcnl alnuw iltaul att auil t’attin’etitnau—
llauta a,i otliatt,n,I lealoal, llie itilertiatli-,attiauii raite <ti lIte uiiailtose
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‘I’AIII.E 2. EItei-’l tul eulíauuííut tun II —A’I’I>ause auel¡vity
muía

1 nauto tul aítgaur upisukc’t

u Li It st tui
cttitout

timttaiuiuui—<uieaí¡sutotl inltiii¡i¡iiut (~h’) mí:

A’ I’¡’suac
suta<iviuy”

(ipusike’ tul:
;aíísueumuae (¡taitauute ts<¶atlttuse

O 1> II
2 <5 7 2! 6
4 <5 25 29 25
6 <5 35 36 55

Sartuiuí WCG4st lraunsfa,nniod vialí ptsíantid pRM1-> caunuyiííg tite MA!.! tímeama
vsu< Itsutwesated doniuíg expatutcut tisul gtuu viIi vi ah ma. «sae ir gsmlstctuusis (ion gatt tícimíais
upuuke ntea.saomcmenha). In tite cause tuf II’ -ATI’asc, lIte celta viene tíamuveased.
vashed anal suspended utíder <líe iuísueaivaa¡mun emíndiuictus ¡a tite baeflce aun
presenee of eít<ottíel al <líe luidicated ctuneon<rat)tifls, anal incauhated al 3t1<C. Dítisí
ame mean values Iktr tve expenimensa. Dituerences lietacen tIte <ve values vero
<12%.

fe ATPaso ac<ivily lo <lic abseoce <uf ctliatíol waa ¡.5 U/mg of proiciul.
TIte upsake of gautatosose, gbuctíse. anal maltose jn (he atuacoco of etItanol vas.

resspec<¡vely, 4.7. 10.4, anal 8.2 mmsuí of hexosc¡g of pmoseiuVlí.

transportenby endocylosiaavas more strongly initibited titar’
tite activity of lite proteinsinveatigated(TabIe2). Titeseresults
indicate tita( ent!oeytosiaja particularly sensilive <o etitanol
comparedwitit otiterproceasesoccurningat tite plasmamena-
brane.Tite obsenvedloleranceto etitanolof plasmamembrane
proceasesotiten titan ent!ocytesisja ir’ accondancewitit previ-
ous findinga indicatingtitat amengeukas’yotes,Soccharontvces
spp.appeante be tite most alcoitol-resistan<organisní(14).

DISCUSSION

Ent!ocytosisis a venycemplexproceasby witicit macromol-
ecules,solutes,ant! plasmamembraneproteina areinternal-
ized inte vesicloswiticit invaginatefnomtite plasmamembrane.
In tite caseof lite yeast maltosetransporter,cnt!ocytosis la
triggenet!by starvationfon a nitrogenseunceant! requires<líe
actionof at least<ave enzymesof tite ubiquitin patitway(23),
microfilamer’ts of actin ant! aclin-itint!ing proteins (27). asíd
clatitrin-coatedstructores(23a). Sonieof <bese preteinas.Iike
tite two er’zymeaof tite ubiquitin patlsway(23) and clatlínin-
coatedstruetunes(30), níigbt be iaíplicatet! la sigtíalir’si ant!
concentrationof tite transportenir’ specific portiona of tite
plasuíía niembrane,witjle cIbera, like microfilamer’ts, níigitt
play a t!ynamic role ti lite invaginatirin(17). Etitanol, titrougit
ita cifecí ir’ lite lipid bilayeronganizatior’.coult! nifecí severalof
titeseproteina,nesultingin a strongeffect jr’ tite actionof tite
witole ent!oeyticníacbiííouy.Titis ‘u’u-oult! explain tite gneatsen-
silivity towardotitanolof níaltoso tr:íuísporlerent!ecytosiaconí-
pared witit otiter funetionatitat alaní occoral tite plaamaí mcm-
brame líut dependasti tlie action of al siuígle proteití. Tlíe fact
thaI iííae(ivation el tlío gatlatctoact rattispor(erant! tite getíeral
animoacjd perníeaao,wlt icit alío rcqtuines endaey(oaia.a sUso
senaitive tas etitanol aruggea(a titaut souíaitivi(y Ití ellísínnil la a
general feautoro of endaacytoaia. tl’his concluajon seenís quite
logical, aj ncc tito reqhui remonta ion o udoeytoaia ti tite yoaat

- e’ atppeara te lío gnoattly eoííaet’vod (5. 6,.S’ac’t’Iua,’n;;¡toes c’e,e’í ‘ssaalO, 12. ¡3, 16, 17, 41)). Intorcatitiglv. it haua beor’ aito’uvui <Fíat
lsíuíg—lortii aunltiiiuiiatnattt<uti oi etliatiiail las atnjmaíla maírkedlv ini—
~saíinactitloeyloaia oi st tiotulier att ilatautia memliraíute receptatra
jn líopattoeytca (3, 41).

Sugauu-a aíras tite natal jtii
1intt-15t15t caurticul auud ouícrgy aout-ee aun

yoaí al celIa, al uit! o t lía ti sal ja tite uitaujni r prodttct cl atugal 1 tal ISí ita a—
hisun ji) (lis orgatuiialtt. Aa st couiaea~atOuic’O. utuidon lsulíoraítorv auit!
uídttalniaíl eaundjtjouis sus woll ata itt tautamnal itaíbjtata, yoaíat tolla

tíiauy lío ¡ti Ilio íroaoticc así etlta<utatl att eaaticelitraitjn)tis iii ‘u’u-lííelt

ctidaaeytatais a iuíitiluitct!. ‘hija fatel risea (líe queatiaatí aif tite
ji Itys ¡tija ígicaÍ 1 u’elevaítice a) i e nalocyl tsala. Gute pa usai bi Ii íy ja> t lí su
cust!teytsusís sitial ¡cuicas titeuuiailizsttjaati tui 1,Iaí.sm’i-u unemhraítíe
protcina are naurmal 1 y ulogí igiblo amíd títorefore tite presenee tsr
tite atitaence tu 1 lic iii luihítain ja rneícvaíat. luí t ¡¡ja case, cndaacy—
(ataia sil sogstr tnaiíapt triera would beesíruie sigííilicanat ouíly u nt!en
aartiljeial osanditia tui,-, j.c ., adíen 1 ratuialer así lite colla Ita a frealí
niet!ium wjíIsa,ut sí nilmge¡i aanurce ant! with a lamentable
auita(rate. l-lcwcver, cailatitol j (e iuiae(ivatio¡i of augar (ranaspení—
era appeafa la) tao ma)re tlíaín a> cunioaity, sjnce it itas iteen
reportet! duniag enologica¡I fcrnícntalians (33). Since cíhanael la
present at higlí concenlrautjons iut sucit formentationa, yeaat
colla migití hayo doveloped somo dovice tas emncumvont Ihe
initibjtin,n auf ent!ocytosia by ethanol. TIsis posaibility wiIl be
inveatigated.
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Clathrin and Two Cornponcn{sof Wc COPII
and Sec24p,Conid Be Involved in Endocytosisof the

SaccIlarofliycescerevísuwMaltoseTraíisporter
ÉLIIA IíENALVILR. PILAR LUCERO. EULALIA MORENO, AS)> ROSARIo LA(;UNAS*

¡ji a/i)uaUi ala’ lo’ ‘a’sftg0C~C)/i(’5 ¡han,í&liaa’S. (‘SIC? ~

Rceo ved 1<> Ni ave ni líen 1 95>8’Aeee
1ít cal iii 1 :elínsí a,uy 195>1>

i’líe Sacel¡aromyce-a cettt’iSiOC uitaíl(usa’ t raitispiurter is a 12—tu-al ItS íutetttlmfltitt’ segíítastit proleiuí litatí uuíaler cerlstj ít

pitysiuultgicatl cíutstljlitutts is degraded itt (he Nalcílole aher ~uiterflauljZLttj<ulilatv t’ntIuinlt>Sis. Pt’evia,aus s(udies
sht,’uí’ed llísul endocyhusis ami’ litis prt>lein is dependetít (un lite atelin uit’lWt>rl{, ja independcuit of ít,icríu(ubUIeS, and
reapai res (he Ial usdittg of ubiquitin. It> Ibis ~~orln,MC alfil-nl laical 1(1 determulute ~.-iticlicoatí praula-itis are involved itt
tuis endoey tesis. Using tíuíjíanís delecljve in tite hesívy citasin of clatIurin sund itt severa! stuluun¡ts of tite COPI
sund (he COPII conhplexes wc (minal thai claititnti, ata well ata lwo cytosolic ssul)tIuijls of CONI, Sec23p and
Sec24p. ciutulal be its’uaul~ed itt jnternalizsslion <uf (he yeast nisiltose traíns1wurler. Tite resulta atísas indicate tlíat
emidaaeytítsis of (he níaltose tratnsptr(er anal of tite a-factor recelalaur cutuld hsí’u’e djfferent rea>uiretuitttlS.

Vesielea are rOSptttlSiiliIO aun tIte t raillie aif praitO mía la tite colla.
Fomníal aun así vesielea neqiii res tIte aol asti of erial protei na

aa-it icIi a te rocralitet! funstis t líe ev1 asaní 1 asti tas a psinl jcolar nie ni—
brane tas dnivo lítídíl ing anal [5 Scleot dic ‘u-cable eargnu (fon
revic’uva. seo roleto lícea 31 aí ni

1 49) la Ss¡c’e’/uw’onuí’a’cs C’a’,’c’)’iSUU’

colla, tisree tv
1íea el vosicles witicli ditier ir’ titeir fatactiotí ant!

canil ami posil ion hayo tícemí ido nt ified- Cla(Iínin—Caistted vosí-
cíes, forníed fraam tite plasnía tiioaíbnauíe anal (rana—Gelsíl nc 1—
work. atro itia-olved iii o tínlaaevtaísis as ‘ucd

1 ata iii tite secre Liastí así
prote ina (fon a rovue’uv. seo reference 43). CORI (en eníatasme r)
ma a largo c’u’(oaail e preteiuí castílpIca wliiclí fnsrnís al ceatt arotunt!
voajolea líatt!t!iuig Irasítí (líe Guílgi aíppaí rsít ita al tít! etídoplatamic
retictíloní ( ER) (3). Ita rallo lías ticen a stulijoc( aif celitraive ray.
tííut abceatrnttl su toní al su Isí atíggcat t lísu t COPl ja ir’vol’ued in liotli
ar’(eraigratde ~íuít!rotíasgrauulo traííía

1íaírt iii tlíe ER—Gailcí sa-aLem
(fon revtea’ua. ace te ‘e me lícea 8 sí tít! 42 Y Sasítie coliipelio mita of
CORI uitiglil aulaat 1ilaty’ st role un carla etialtteytnisia iii aiiiitiistl colla
(1. 1 ti. 49). CO l’11 a sí ni-st líen evtaísatliO cauniplea avitiolí d recta
tlío líut!t!ing aif vesieles frasní tlíe FR atuid la involved n 1 líe
anterograde tratusapasíl así pnaiteitis tui Golgi (1am st nealeate. seo
rofe [O tice 24). Te aiim r k ííasaa’leilgo. caidemico len a ni-ileof CO P II
jis ouidtsevttsaia lísía 0<51 líoeíí re¡íortenl.

Soltbtea. reco1itairs. autíl daimiusigod nír ntuiuíociled plausítísí níeííí—
línasuse píriteluis a re julIo nula’ izeal liv e tit!<tovtuc vosiclos. ‘1 ave
marko ra a re echona

1 Iv osed tau iulíesí i cato o uit!aíovtesis ir’ .5.
c’ern’í’Laiaa’: Ltícilen vol laíav (‘1-1 ata a nasmíapocilie níarke r aif (lío
finid

1ílísíse oiitlííey’toaia liv ‘uvliioli Iíaílk saslsítes aíre iuííeníísslizcd:
<ini! a— ‘u ad a’a’factnsra ata apeei lic nial Wc rs así tlíe reeeptnir—mcil ¡ —

aten! e adiseatoaja liv ‘uvíi cli s1ieeiiic asilo tea airo iíítennstl izcíl
avitetí haití ial (al apecilie m’eee1itslra nití tic CCLI sun-toe (12. 47). st-
and ns—f síetulra lii ini (as lite ir 7-t rsíiiatiieiiilirabnO sogniotil (7—TM5
recept<~ra attími abre aíitentisulizet! alía

1 degradod mí tIte vacutíle
(It)). Tlíose ‘7—’l’MS rcOOlit<tnS Lilao sliaiw al etííístiliitt’uO euiilatey—
lausis. avíticlí Iíeeaímiiea aí

1i1iatm’otlt mí liii’ sílíactíce of tlíe corre—
apattinliuig ílíeniumuiaiuie. Itt OnOití ~eLtns.Li uiamtitiier ail plataitisí
aiemíílíratíiat 1itatteumta a’uitlí 1 i.tu’iiiaoicuiilíiatuie aeguilclits ( 12—lMS)
líaive líeeuí aliatíatí tal Isílltiuse etinliin’~tstsis. Sevensil Irauííaííaurtera

Ctínres1íaítui-tiuig atauuttmin. Maí¡l¡iig amaldínsa: lusauilaito alo liiioal¡gateiau.
tuca t4¡attitéi-liesís. (‘SIC’. Antainuí l)sípcnin’n. 4. 25al)2t).Ntatninint. Spau¡uu.
lííuittíca.i4.i>l .5854614. [aix: 34—<>t—5854557- IL—síuau¡l: RIatgauutats(mu iii
-u a mmii -n’

Cornplex,Sec23p

‘uclíjelí aire iiiteruísmlizoaí avitlísiíít biííiliííg así oxtoruisul Iiiiauíd iii líe
degradeil itt dio vacuatlo líelníng te díla gneup así praitoimís (13.
1$. 23. 2t. 30. 35. 36. 48). Aninsuisí (boso transportera. tlíe
nial lalse 1 rauiapa)rte r seouiíS avelí alt i (cd as ami ent!asovtjc ni arke
aif tlíc 1 2—TMS prole lía simíce it la 411 le ahondan (iii vestal col la.
alianva a it asehemii bat 1 aid ‘u’~ t’u t it a t caí mí lío e atai la’ me asti red, allí

t
la well clístnactenizet! buítlí tiiaseitcuiiios)lly (Ion al neviCW. seo
referonce 25) ant! geneticallv (7). Previcus atudies sito’uvod tlíat
etidoevltíais así tite nial tese t ratíaportor a partially depende nl
allí tite atetití tieavaírk. ja indepe ideuit el niicrotuhíaulos (32). aun1
roqítirea tíiíit!ing of íítíiquitin. probsitíly aa a signas! fuir endoey’-
tesis (28). Wc atíempí líe re tas caí ablislí witiolí of tite caíaíi
prastol lis ja involved ití oíídaacvtaaaia of tbk tmamíapontor. Wc
uuivoat igated (was atopa así e íídaícytaíaia ata follníava. 1 atennatlizsttioui
‘vas t nvestigatíed by niosbao ni íig tlio deorosíse ir’ transpon! 550(1v’

itv ‘u’uidí raiditísictive uiisíltnsae ata aciAl ata tIte t!issípposinanee of tIte
t ratispairtOr frasní tlíe plstaiiiat nie aíbraíno avi tu an(ihaidieS. Dcc-
raídsutiaííí aa-ama uuivestaesited tite faílltsvuiuig tlíc cellítiar con(elit amI
tite transporte r avitli aatitiodies. Uai uíg síraina deficiont ja tlíe
elsitliniti lieatvy clsstiui. iii tite a—. ~3’—.aiim1 y—CORI subunita.aín muí
tííc COPII c<stnpasneli(a Sn’c3p. Soc?4p. Secl3p.Sec3 Ip. ant!
Seo 1 6

1í. ‘uve condí udc tlíat cl atlíni mí sítíní (ave conípamnenta tít’

(O 1>11 - See23pahí
1 Sec’4

1í iii clii lílate a naile luí <líe ir’te rnaíl -

iZautialtí aif tIte nístltaiw tra<tta1iairtor.

al-vr unItt xIs ANta Nl [‘ti la)liS

ltu’smaaa’uuus- 1tsQ alatí ítuuuvn sí intuit umun-ed otsouíu¡taímsí¡sir’aOn’5t00 nesigeutis asare
intuís As iis’r’,)i.jtií lista—ni sama uíuísm 1 it a5atn (‘tíamliuiuim. t’iilied t.¿¡isasduuusi> (Luíais uiitii~

namitiiit siiii¡tiuialid~tíOimiNiat.’5vL’ aiimmí <suar’ sama liii uit Liimisumlasmr’ lísienuiam<¡iittstt i (‘‘mi
nitimí. (sutil.), cal) tuitios ro-me tít’, isran tui suiiamlntieamt isratalo. -

irsial atrauluus atítíl grutíuilí aíuuumtuu mini’,. ‘tite eetiiim;íiesi aif mlii-’ asnamuuis —uro río’
te<¡tieai ¡ti ‘isiltln’ 1. Al) mita-va’ síu mías’ sarna’ iíissit’)a’ ami 1—rita mmmi níail saise tun ‘acre

anatuisluirutted asiuis site missmtstniu1ia íd uímisin> ítiSl 1—1. anítielí cauri-les> miii-’ 3/tI. ¡ iminta’-
<3m)). ilse mrmuusfiinittenl na-ila maitiala reía sitial u nsuuiapsint -1 níuttaiiO att niun’, lía
asutile sus utimuir mu) muid ii-mini latía vis isis’,. vi-e ni-’ grimas-ti mm ‘tÉ uutatrsiamn\ sítamion

u si-mí ma s-maisaiu’’ iuiuisa’ — 1<5 ye ‘usar’ as nint uis)5t1 smi—a -
sisal 3 í1uísu mmi u uí5ííuííaaíí tau ls-una íms¡iw.amsiatiiii1 ítístí ‘o (oíl ‘íaisa tít

it tirenl tía-mita’ asti ni sí’ tututasa la)amisa aun-ssmm <miii imite
a’tuutuliuiitmu’, fu,, a,iultir,uuusu’iuii ita’ ,utamuiuisu, lrsuutsluitrtrr tui

1 tul ti ir
ra-aa’littiu a i-ti sa’iii- i uursr’vsa’a 1 almmuasu’-o -‘ tmuiun’iimaaii sai-tías mli u tuíí5í m ti muías

si--u tui)) viustiral usual v’i’)un5in leal ¡tu .3 smi lííuítes tít mu ‘iii
u tiOi-iiiSst i’tsnlo’,i-titanil iiinaiíiis la (así mii mlii-- pravotune mil 2<5 cii etusa’ sitial 2Si)
ma—Ir—-mr-ir-It ir’ alttuuiti Itii-ti ita’ ini mmii si .iatulsi lisio tonisil a—aíuím tutusí umuutíuí liii--’ austín-u a—
‘,mmuíiaa ata tutniili.uua.al ti 2-) 3 tu,’- a mí unutatus- sisaitaer (íslu n>tmtt) 5 tmtt

1iia’stu) tío
siSs)ioaussm.tssaaear’ tuis’mt muí jtiitsmv uu5uins. sima! euualiueytatsti mil tít— asti misa’

sitial mm) lía u- imaímuu ucosísimua ma ti
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‘lAIII -liB ¡ - Sinsuitís <usen! ¡mí tuis wamrk

.4. “í’nu’u’nvoum’ st nauumí
( re femeace

GItYI lOt> (47)
01tY418 (47)

RSY255 (2!)
RSYII9Ó (21)
RSY6I7 (2!)
RSY277 (21)
RSY2i-Si <21)
RSY2Ú5 <21)
RSY952 (21)
RH402-6B (26-u)
RSY146 (II)
RH448 (19)
RIf 1436 (19)

(Se miiaiype

MA ‘las /e,í2-3, 112 ína?-52 Iús4-519 np! <‘muí
A-JA Tú lamí?-?. 112 u,sí3-52 1Ña4-519 np! comí]

o/mo 1-521

.4--JA Tam ,í,a3, 52 /c’u2-?. 112
MA Tau mu-a.? -52 Ioo2-t 112 sic’24-]
AlA Taj mira3-52 /c’m2-3. 112 serIé-]
4-1=1‘las nra3-52 .v’o21-1
AlA Tas tjret3-52 luis-]-619 soo23-1
A-IA’1’cu ura3-52lui.i4-619 seso]?-]

A-JATas mmra3-521a’o2-3 sec3l-1
4/A Tas ura? la’mm2 luí?n-J las? np] rae!-]

MA Tea muo3-52 /a’m2-3 tupí sc’e’27’1
it-JA iSa mero? lcm,2 l4s4 Iís2 bar!-!
MATa ura? lea? Iu¡s4 í’s’e’23-1 bar]-]

Endocí-tosis ob tIte uutaltose tníutusporwr. Ti, mestaure ondaícvmosis el tite tasi!-
lose arsinspasníen two síepa wene maunimored. ioteraaíi¡zamioa anal deensualauiiuía.
lotemnaslization was ateasured ha mauni<eniog lwam pat rabníc tena, tIte deeresuse mu tite
rale of sranspomt activiíy wittí msidiaíacuia’c maulmcuse sia prea-inusisa descnihed (35)
anal tIte disappearance of lIte tramíspaunuen lnaíai <he piaussuiisu nenibrane bis mimo-
aoblatt<jng punifled platama momhrane pnepsunautiauna sus pneviousls descnibed (29).
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005

la tite sitien caían’, tite It’ —A’tl’auve si-ama uisosí u’t%< su ususínter [mmmii, aif pisusuuísí
tncitílurs,utc (43). Dcgtrstdsuliauiu aif time ttiauiuuise mratispauníen waía deíerníiumeai y
iuuíaíuumauluimuuí¡uue ensínte exinaucí mírní~sumsmuimuuí’, sus liuu’s-iiuaialy aleseniluod (29)

l-:uttmma-ítuiala muí títa o—ILucuttr ma’a’a-íumttu-. Cuuiusuiiatujve cttalsucytitsia aif lite au—faía’ímmr
mecepíatraías nítuuíl tiuned uy umíeatauu ring it s ram te of interna 1 ssmm jito ja <he ahseumne iii
mlii-’ muilenuuníattma’. i’aí mliii onal tite si¡vu’mPt~amrsince sur tite receptor Inmiutí tite písísususí
aunnulinsine siam a tunja ¡ tiuned uy mí ucíusuuniumg mime huíuding uf lauheleal ci- Isíetí mr y Ilmo
p ni mcci] mure al cae nl tíed luí re lereluce 4t1 wimli - <tinte nmaídi fmcsu lucía’, 2 cuí a, iii ti ion

aíutis aif mise 505km samipemasimun luí mito aumnmauajamni.lmce níndmuuuí <‘,cn titutan’
aaunisitittítaa sílíausíu 5 x <1’ ca-lía. were iuueuiíamucd [tun vamiatus musís penmainí’, -it ‘4 mii
32V. Nos). 11.5 miii uf 2)1)1 íuiM NaiN, tuumsí 2)X1 otM NsuF twa> uuuluítííiuuna mil mita-
emir rías- tít cusítímíl ¡síu. was ausialeal tít atmup euualatcytoais. lIte celta wene <líe ti bu <vestes
uy ceuuín¡fugauíiíuuí atad suspeutaled mí <525 oíl el timo niclí íííedíuuíí PUAD preni-

tuuiiv alescnibed (SI). ¡nube presence íuf 1)> mM NauN, anal tti níM NaF loO 1 tuI
<ml tisis susponainín. a It) — M biosí 1 caumíceuí <mal ¡tun cl’ itS.lahoied es f uctair cha m ocal
suad punilied as alcacnitied prea’iumusiy (12). wais sidaled. Afaen iacath.utmaíuí ‘tun it) nula
att 31 l’C. 2 att aif tite YimUAD níed ¡su ni mí tite presenee of alíe ¡mmli ulíí<aíní síus maldeal
sí od tite eolia a-ene haira’eated It

5’ fi tu rautisun llmratogtt GF/C giamas filíen filmors <2.5 cmii
distuisomon>. wsuaahod sa-istí 2 nul iii lIte sasuuite mealiuta anal cutunued Ion thein raidití-
sucuis-itv. Te suhínsucí lIte rsídisuaueíiviay due laí unspocifle hioding of ube isíhoteal
<u-factair. ecauratís aa-eme mmi ji, psi rau leí. luí tít a case. <he ccl la avere addr’d muí su lii —

Nl limísul ctíncentnsuujrin of “5-lauheted u-ftíctaun plus 4 Y tO~ Nl unísuheleal es-faun-
li-ir.

Crude catraca pre~íaratiou,, plasma usuembrane ~njflcaíiuun, and immtiniubloa-
ting. Crudo exmnsící anal crudo níenmhmaune framemitun avene mubisuined as pnesiíuuaty
desemibod <45). Ptasuiísu níenílínaune purilicamisín sí-as aeh¡evod by appiieauíiaín ssf tite
craude meathramne fm-,íctiain tau a diicatn<jnuatoa suensise graudiena sus previsísusta-
deacnibr-a! (29). Ssunpies cf crudo euratom munal punjtieal pisitaisí membraune prepaí-

Time <h)

e
chcl

D
24

0C

4~ uutbt a-

WT— •..~

350C

Ata’ 4-5 - -

.~ —

0 1.5

075 2.25

3 4 0 ¡ 1.5

075 2.25

Time (h)
FíO. 1. liuicnutauiizsmsiusut sitial ategnsunlsus¡aííí att mliv’ muisíl umíse srsisua

1íiíruer ¡mí suuuiaitamitm defer’mive luí eiamulirist. Sursuitas a;u’Nt ¡ini tevíe’¡, salid type l’u~’~la O) muid (lu\’ lis
(a-/aol—la A). tnaííusbmunnmcd wiití time piaíssuuinl ít~M 1—1 r’suíra-¡utg miso ¶141.1 titeos manía’ iuamnn’asn’d dainingcxpiuneimsiaii gnmusa-ilu ami 24V. waiaiieal. sumuní aimi¡ieuuniod lo 3 aíí)amísír’a

tite etidmueyuuiaia tttr’diuitt. Altar jiin’ul,sttimiít síu 24V (A sitial Ci tsr 35V (II sitial 1)) luir mita’ iuunliesumed tIntas. mho eolia avere tisiuvested misal síasauseal fmmn uíuam)lmm’,n’ mnsuttv1iaíniei
sun’t¡vily (A sitial Ii). Tite utíamiimíve mnsiiusiíutrin’r lisiusrí ii-smi du’mer’ued tía ¡musuttsitaittultuutiutg ai)la1auiuts. eiinisi¡stiui~ 4)i ,nns mil pniima’iit mil a’ei)uu)aur n-aumaíeua uttiismlsmn’al ami mho liua)lr’aitn’st
mutuos (C anal D).

o 2 4 0 2 4
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240C

A

Maitose flchci ~ —

transporter L wr —

o

350C

B

~ 4~ a’-

D

H~-ATPase[clic? — e — — — —

WT .- ~ — ~,

o 1 t5 ¡ 3

0.75 2.25

4 0 j t5
0.75 2.25

lime (h)
FIG - 2. Dissippesmrsuamn-eauf alta’ nusí 1 atuse u rs na

1s unten líxiití time ptamsniau n,emhrsíuue ¡ti sí mimo tamos alelen-u¡ve mí ciauíunu - Su ramitis 6PV 11(10 <<WC!. sí-ud tapo 1 \i-l It utita)

(iPY4 18 te-fío)-)). tramaslí nnmed wiuti lIte lítsianu¡d pRM 1-1 caimnsing tIte A/AL) ascua. vi-ere msciiav’ií muid Incauto] sus ateanrihod ¡mu tite tegemíd fsm Fig. 1~ Alíen utcaihstuaituu att
?.¿íC <A suad Ci tur 35X’ <13 sitial O) nísutí sise mraunspitrler (A aumid II> anal <-1 ~‘ATPstse<(1’ amad O) avene detectad fis- ¡níníuusmuhtaítt¡uíue atilqumius couimamininus 7 sitial 3 uag tul
pniute la. reapecí ls-ole. tít’ itt ni jet] pl smsuíísu uiionutit’siac pretísí raíl¡<sos autítaí ¡ocal sus tIte luid 10am sed limites.

natí muís ss-e nc ma’maí sed tía amin! ¡su ni ajuirlecíl aol Luso ‘pauiyaícíylsím¡mio gel etectni-
plímíresis. sisal alíe mamituise sisíuispumnien suad Ilmo 1-1 ‘-ATI’amac avere detecten! he
enhamnced clícuíí¡luuuíiuíesoouíee lay amautas tite puti~-ctmuuiatt aumutiltaudies síuíti’níaíttasae
tranapiunten anal anal -A1’l’stae si’, pnes-latusir de seriheal (29>~

Priulein meuauremrmi u-. t~ ramio ¡ o ansía alememníl ned sífie n pmeci pilsí>¡ata salí it tni-
ch ia,res)ce<ie acial ha’ tIte mise atímual alcaen ¡lien! pncviu musís (27>.

RESULTS

lnternalizas(ion atíal degraídaítion o!’ tite ¡tialtose transporten
itt a clatitrin-detlciemít niut’.simít. Tite clatitrin coast consistas ef a
basic building tílasck, dio mniakeiion, fonníed hy tunee itea’y
ehainsant! titree ligití citaba ‘uvitit t!¡fferent sjzes (42), ant! of
complexos of asaecisíted protoitia. adasptora. witjclí aclect carga)
proteiaslís’ iafor;ictingwirií apeciñc signada (43). A single gerio.
CHCI- codos fon tIte cl atítnin itesíax chai n jit S. <ernst -Lico, ant! a
conditional tííutaíít of tilia gene. clmol-525. witieit at tite non-
perm¿ssia-ctonípcraulure of 35

0C is inimediaíreiy perturbod in
elatitnin soeneton\’ (44) amíd endaícvtic fonetiona (47). itas bommn
isolated. Wc used tIlia niutatít. as well atas ita isogenie wiid—type
arman, lo ¡mívost,c;mío uf dat í huí> plauva su role iii emídocytesis of
tite maltosotranapairtor.Since dio ííístltoso transporten is intor-
tíalized fi-ir protoaílyaia mí r lío vaconíle do ring nitraige n ata rs-a—
lien la tite presouíco of glucoso (30.33,35>. we triggened cuí-
docytosisof <lila protoin h~ atatx-itig tite colla of amnioniuní in

- t he presonee of <Ii ¡a anigair. Tau niaítíittmr ita internalizzstianí. ‘ve
tíiessaorod <líe decnoaae jíí traíííspaínl swtivity (36) ant! feotid
tlíat. att 240C. <itla sactivitv deoreaseal a a similar rato in mutaíít
ant! ‘uvild-t~pc colla (14. lA> wliile. at 350C. a realuction in tilia
rato of atboot 5d”- avaa obaervoní iii lIto mautsíuí conípanod ‘uvití,
<líe wild—tvpe colla (Fig. IB) - ‘litese resulta ¡uit! icatod titar clatlí—
rimí is neqtíinet! fi-ir sí uíaírnísíl naite <si’ imttonnalizatioti el’ <líe
ra napairter. tít Ii la avero <líe case att 350C, t!iaatppeananco tuf tIte

(namíapaunte r fr—uit tIte píatauiísm mííe ííítínaímíe auíd, casííaeqnío tít y,

alcgrat!attiaust auf <lila prauteiuí waustlal amoesír att sí lsiwoí’ rato ¡al timo
niotauíl tlíaíi iii <lío avili-l-lvpe colla. avlíe reata att 240C, di IYe nc mices
Líetaveomí <lío li-ant sí raíl tía as-atatlní ii-it he í ubseu-ved.

Te clueck ¡lioso prodioíiomu.s, dccnadatieuí < Hg. 1> aujíd disailí—

íiearastíce of (líe t natiaponí en fnasííí tIte plaatiísi mouíít,raí tío (Ng.
2) ‘vero ííion torcal uy luía) attiattílaítt jng entinte extracta atuiní
plamahí itt tít cutí ¡sra míe p ropa> rail it tuis. rospcct lveiy. Tite rostí] la

slíoavet! t Iíat. iui [íotIi Oslaes. (líe in(ensity of <líe tía ial cainme -

apont!uuíg tau the (ratísporter deeroased att 350C. SU at laisven naite
‘a nuolsí nr colla llísun ¡ti wlld-h -pe celia (Nc. ID ant! 2H ) “tule ami

24’C no dillerencea were observod (Fjg. IC ant! 2M. Iii <líe
exponiuíícííts with písíanía tiíeníbnaníe. tite H -ATPasi=aaas oscai
as a maria-ef pretein (45>. 1< itas boca aliosva <bat ondor jite
caínditiaíns osed in titia ‘uvork, tite H’’-ATPase reníaina atable
(4, 29) ant!. in accordanco‘u’u’itlí <lila. ‘uve feunal ritat tite iuítenaiív
of tite tíant! caínrespondingte titis pretein reníainedcaíííaísínt
(Fjg. 2C ant! D>.

Titese reauha indicate <bat clattínin-coatedvesieles ceulal
play sí role in in(ernalizsitiain of tite maltosetransporten.sic-
countjng faur atíout 50% of endocvtosisof tite transponer.Tuis
pssrtistl cauntnihufionaif claíitu’in le endocytesis auggests tílsul
clatlí rin ia ííot tlío si-ile níedisítorof plasmaníembranevesictí -

latinutí ant! titar asnorlíen proro ti(a) cara perfnsrní rite eníuíí
1ílc-

msíeíithug funclion. Time eataipencntsof tite fluyo otimer kaiata’o
cosít complexos,CCP[ ant!CORI!. seemtobegeodcsíndidaítos
to prawido titis fuactiouí.

Intenaalizsítion anO degradsutbon of tite trausporter in jito-
tantadefieierat ití CORI conípotíenla. CORI is a protein enuní-
p!ex eenaiating of aoven suhonita. a. ~. j3. y- 8. e. ant! é. avítielí

caImisail allíaíro fosutítí luí Ilie d en lite cvuoplsusmic sido iii tite
Golgi camnípantníont ant! avlíiclí ano aíssernbtet! te forní e ea-. tel
voamelea líy tite síctíain of tite aníalí GTR-ti¡nt!ing pretein AR Fi
Alt iítntglí <lío lílauclio nílesíl descnipr mm of CON a tít! isa sísasící-
silí—ilí wutli naetiibnsíuíea luí aimnaí is veas’ detailed, its precise naslo
in liviííg colla is ííet ‘uvelí detitíed. CORI-criatod vesicies seca,
roapamnailile fon atepa iii tuealí amito migrado ant! retrognasdo 1 ram nr-
pi-mt itt <líe e ni 42> ant! centain sutiouíltas aif COPIER—Gnilgi ayal (
uííigíit plsíy sí ni-sIc iii otídnicvtasia ití astíiníasl colla (1. ló. 4<)>.

luí £ en/sm’ ls-lima’, ni—. u~ ant! y-COR ano dio producta att’ lite
Rl]’!’! SL’(’’7 -uit! 817<21 geutea. neapeetivoly. Toníponautatre-
Setía¡tivo íítai(aíst)a así (ltc½-cotíes Iíatve boca iaaulsííed as’líiclí. ama
tite uiasuilieroi ¡salvo teutí po rst< Lino of 35~C. abaíav a severo ate foca
luí prauloimí It’aítis1iaurt ini-síu mho SR atíd siccuníolatiomt asÍ laN
níeiííiiramíícs <II. 15. 2(1. 4ó}- Wc sísod ¡lioso muianta. ala availí si-
tito ir isaugo it o ‘uviId-typo straio, tní invest gato wiíe día sí —- - -

sitial y-CO1>1 auno jovasívod in eíít!aíc.vtosis et’ (lío maltoso <ram ita

html en. Colla gní uívi hg cx¡íaunotií isílly at 24
0C wono auspemínled ¡a

— — .~ — —

-- - -- -
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FIG. 3. lttin’naatii,stiiisis amad ain’aarsmntsmí¡muus <uf tse uuíamtsmuae íraaísapmmmun-r ¡mí usíuasamsuss m]nfees¡a-e ¡sí Soe23p. See-u¡s. tamal Seo iii),. Saramiusa RSY2SS ti—lid tupe

IZSN1i17 tams’hu’/a Y>. RSYI Cii (.síi’?4—Ja E) mata1 <15—0215 )sai??.I’ st>. irsmsuafauruuía-nt si-isis time p)amaaiu¡at pR\l 1-1 eaarrv¡iaas time Itt/A iaaeiav siore graisasí sisiní irosisesí -a-

dn’ar’ni)íení ¡mí tun’ tO~n’tsat fsm iP. 1. Alíen iiseuuiisaiijiii ami 2-l’(’ jí mata1 fi) un 355? <exeepí luir IZSYfít 7, sí-itielí visía iameuítíamtod sai 32’(’) ) ti muid D> ‘sar mita’ istdici’iioni
tito celta vsi-nr’ ltauns’osueai sund suasamvod fian nsam)smíae srsiisvpainíer ama-ilvisa- <A mmiii tít. ilse íííamisuuac traiits

1ísmntn’r haisíní vs-sus nia’ueeioat 1” issmussnísuaíbiamuuiuíg aíl¡qasaaiaeuuaiismiaiaar
ínns aif pnmmtein <uf ocitaulsír oxtratala uíbismisia’st ami mise insilasíteal tintes (fi u’tiaa~ iii

tito amníoíijiunuí—fneo mnedinmní Ini irireen eíídaucy-íausia auuíal aveno
aopaírssied iíítní <‘uvas atliqttaíts títaul ‘vero imículísíteal ami 24 símíd 35

5C.
Wc foond tiísít itítcntísmíizamtiasii simia! dcenatdsíiiasti of tite frailía—
pairtor asecamrnod att siaxilsín natos att tIte rwat loiiílíonsulotes ítala’—
pouídeuít aif <lío proactíco aif su uímautaitiasuí iii CON gouíes (resulta
natí sltaíwuí), <luma iiídicatití

2 t Iíaít ni—. ~—, sitial y—COl’ das huí plaiv
sí raulo luí cíídascyíasais aif tlíe 12—TMS titailsose ínaíuiapnsntor.

~ ~malsuIiiuí,auf -líttt.rnstlj’t.autim,n sine) daumur’ tite trautspiul-met- uuí íi,íu—
laumíla delicjen( in COPII cornlsoítetula. Vio COI’Il coatí casuisísía
así [líneoelomemíta: tino antamíl GTI’—liitínliííg prsfloiíí. 8am Ip atid
tívaí cauaí( cauníplexes. Soe?

3/24p anal Seo 13/31 ji, esíclí <site csut-
atatmtíg aif íaí’aí aailísunira. Eonmiisítiasii aif COI’l l—n’auaíía’nl vesmeuca

(fon reviewa, aoe refonetícos 24 a rial 41) tiegi na acil It roentí it líes’
ínntiii tlio cytasaol of Samrlp tas sIte FR uisenibratíie aa-Itero San IP
exelísíuígea CDI’ mm Gil’ uy tun’ actinítí of ami iuitegnail molí,-
tírsí no glycas

1íra >10 iii. Seo 1 ?p (2). ‘1 ‘líetí. lito Scc23- ?
4p eaímsí

1ilca
líisíds <a> Samrpí —GTe. l<iuíaílíy. Sn’c?3p atiuitulsitos tlíe G’FI’si’íe
síctia’ity auf Ssírpl aumíal tite Seo 3.3 IP oaiuiíplox luis—la (a> iiiutsaite
Iíníald¡ng (5<)). Atí aínli-Iiriaiuistl prasíelís. Sed p. la silais osaeiulaai!
fsm itudaliííg aif CORI l’easílonl a-calcIos. salllitntelt it aísla nial
enstitniho(o al incetly- te vealelo ataunplmnígn’íieaia. Tlila prauleimí iii-
lenateta witli Soe23p síuíd See241í símíd atli¡iesmra tal aíct aííí llír’
(3’I’I’aiae eyclo (14). luí easuítrauat 1am lito atiben GOl~l 1 n’suiitpouma’tiss
tiia.’titamtiieal aditivo, Seo 1 (tp eaiuutíatt líe t’n’amaialy reíuíssa-oal Imítí ir’—

i. Ii,a<~muaueís mi -
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Time (h)
río 4. D¡aam

1i1íesiramsiee tít tite uussíismuae unaimtapuiníen fnítumí mime plausuitiai uímcmsmtíramne in amsmaaisi<’- dn’t’a’euiin’ ¡mu See2 ita a - - - k-. Imp Sarauimí’, RS’u’255 (salid time hall
RSYIuIY (sea fr—li. RSíl liii (su-a-Y-Ii. sinaí RSV2IS (ss’c’I?—/). unaíííafauníused sabia tite pisuansial pifisí it r’amnss’¡ uit’- s/l a’ sacre anataro suad tresuted ata aicaa’aiiin’ni
iii tite loceuíní fsm F’¡g 1 Afior ¡ima’astíaii¡uío ama 2—t

tmG (A sund fi> tír 35%? (excepa laur RSY6I7. auii¡a’tiassua ¡useautísíied -mm ‘‘a ib--se Di- níaíisaíae aramííapasntou (A atari 13> sitial
It’ —Ai ‘amaso (fi sitial Di sacre detecten! br’ ¡ummnuaínmítíiísi<inas sitia

1suiima cuiumtaisuuiuiua 7 sitial 3 re aif pnumielis. reapeetiao)v ‘‘‘mi a’. 5’siaismsi usteisibramne prcpsunamtuittm— mutusaí¡uieni

sus mimo ¡ md ¡causen! u ¡ utica.

níaimía fi mlv aaaníeiaíted witit E R níembrauíca (14). CO[‘II—
casaited vealcíca are javolvod in aert in~ of prole i uía frainí E R atíd

uitra-Gol gi apparat os (fair a revieac. ace refe romíce 24).
Tní invos(iaíate if samio oieníent(a) of CORI 1 casuld píaíy a role

iii e uídocvtaisia aif tite nía Itaiso (namispainter, ‘ve used te nipona—
ture-sensítive ntutsíntadofícient in Sec23p, Sec24p. SooI3p. ant!
Soe3 IP wit cli. ‘uvite a expaiaod (aí tImo nailípe mí salve teuíl persí-
(aíre. cxli bit dofeedve aecrotisry fainetinína auíd ami oxeesa aif
E IR—l ike níeííílíraae sintícto nos (21). Tito resulta alíasaved t liar
saris ansi sea’? níaítaíít colla exlíibitet!. al 32 símíd 25’(7. respee—
(ia’elv. a red oecd nato aif interna

1izatiain wito n tit la psírauiie (en
waa faillniased Lía cirlíen aleasoní ube tite doenease i a t raííaptsrt
aetivitv (Ele 313) aun 1 líe d isappoarance aif tlíe trasuiapamrtor fraíííí
tIte plasaisí aíeailinauie (Fig. 4B). 1 ti ada’ itinílí. ant! aa oxpected
fraíííí títia nealsmalinítí aif itítentíaíizsttiett.at redaictieuí ti ilie rsítc aif
aleízraialamtiaiuí así tIte tnaííapnsnter att time íasííperrííisalve íemííponsí—
tone ‘uvais alaní aílíseís’ed (Hg. 3D>. Aa i n proviasos expeni nie ata.
tlío 1—1 ‘.ATlíaíao ‘caía atacal ala su aísunkar prastailí así plaisitisí niculí—
línastie asuíd. luí aíccnírdaííuce witlí ita ktias’uvn st tlíility. al ensííatsiuit
aíuííniauíit aif tuis proleití asata dotoewnl (Fu 4C atuid 1)). l)autam
alíasacmi iii Eje. 3A altai B imídiosíted It mil tía y tRías fi-sr tlío traitía—
paurton att 240C aif silisisil 1 it ¡mi silí <dr tutía wlíenests att tite
ui<sti[ientitsasai’c teíiiperattttto5 toatoal y thta.’a así sílíasaít 1 It iii

aciial—tr’~ie alían1 2.5 it lii sa’a’l? sumíd sta ~ síu tina wero caulcolaitoal.
‘Ilíese rosal Ita aaieeeat t lísí t sí tasi ni il u utta mi-u 1 ¡zaí tia uit aif tite

íttailtatae traíítspatrten renloirOS tite sía’timsut ~síilmo (wts eytassailic
praitei tía See23 sitial See24. [Sai1 títere isa tíaidior pausailile ex;ibt-
umauliastí fi-sn tIte reatílta: sastíte até’ nístisímíta slíasw jíílíiiíitiíuuí <sí dic
secíetaii\’ ;iautliavaiy ovo ti niatn¡uig grasavilí sut (líe

1ienuitisaivc (euii—
íensttamna’ (u ) U as’a’’ sitial mwo?4 tiiuulaíuila alí<sav títis iíuiuiiíilimííi.

tite trasnapairten eeuu—
1 atceautimtilite imito tite colla duriuíg gneíatli

att 2WC amia1. luí títla caíao. tite arco ni tílated (raasponter cabal íd líe
acenetod tau líe piasnísí nao mi’ rano do niííg tlíe cadoeviosis ox-
poniníeímts. As sí caílíaeaítteiieo. t’uvo procesaes eculd take placo
do rine t lioso expe rimeata-’- síu nicad aif tite tratisporton am t lío
plasnía nio iiíbnai no ha’ aceres hin aif tlío aceuniolated tranapasnte
anal intenííai izatiotí ni’ time s raínapaírror bat ondecybosis. Tite si—
muí atico ama <seco nro mcc nsf u lío ae tase asppoaito proceasea avasní íd
rosolI 1 n allí appatno tít ni o moho n tío rato of ensinie tosia- Ni-tic-

eco r. ti a
1iaiaaitiii it’u SL raía n ma <miii i kely. alaco tIme celia (‘aoci tm

íaaeat lea te o ndascvtassís it batíit tite pe rmisaive ant! tite líníaper-
muasíve <o nípe ram taita a amia It <ini al ini uníta of tiíe sanie col Lo nc
(ace legotíala tas Fu spni ) sitial sitamatíd líasve a amillar aoci-u —

mi-u laat asti of t líe t nsí utapainí e’ it’ a pv Tite nofore, if tlíe deere suso
un otii-latcytasala w’sis dase sai ibas amceaíuííulastiasn, it ‘uvoatíd aíppesmr att
u—itt tenuíperattnuros ‘ita mmiii cutía alt ilio ííasnpenníiaaive asile ata
asiiae raed.

Lxpcnitiiotita cstrrac5l Ostí a’ att íhic (eniporsstuna>Soflaitisa’c tutu’
hitita si-e’!) sitial sas’)! ~Fio 5 sitial fa) inaiiesíted (lias( aeitiier así
tite tasas sauhíamutita aif tIme Son’ 1331 1í CORII coníplox ia reajaiarcnt
len llio iuitentiamlizautien. luí aialnt¡tii-ítí. tlío resulta slíaiwn itt Fiat 3
sitial 4 auiitaiiuical ita síaitie sí tn’uiajan’nautalno—SeiiSitiVe roe’!ñ nisutamuit
sanauítí (21> aleumiauumsti’alla’aI thai Son 1 ftp la ti—st roqoirod famr liso
Pmi-teosa -

líí(arítslljlaiijtuli mmi tite na—fateluur reOCl)lOI’ itt si nítítmuttl ala-Ii—
cjeíí( jít Sce23ís. l’ncaiaíaus ro~aslms nopaunted by I—tieko et atí. (1
auceested íiíaít sí uuasruííaíl inma’ríiauL¡zsttictí aif tite am—fsíctair reoc1í—
tasn alees mi-sí neníal it-e tío ¡i royo tice nifa foííct lonal Sec23p. 1’imese
resulta eauíítraiat witlí enur’- neeatrding tlíe matítaise tranajienter
sitial aaimwest títamí etsalaíerliista- aif limoso taco protoiuts casnílal sitísía

es
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Time (h>
FíE 5. limaernail¡zaiuisin amad alcersídsamiaíus aif mise matisiuse tnsíuaspsínuer ¡ma amaimaiuata defon’u¡ae ¡sí ai--e3 ita simia) Seat 3¡v Sta’sí¡uma 1Z5Y255 tíaliní tepe IW’t’¡a Cal tZS’sum§2

<mu-o) ¡-/a =). atad RSN2ñ5 <sao)3-Ja El - u nsí nafítruuí cal sal th ah e plausní ial pR Xli - 1 eamnrs-i ng tite 1li L 1 iuuemía. aa-e re graman mi tamal incas moni sus di-ser ¡líen! ita u he loaseis al t-’r lIs>
u - Alíen ¡ neubsí 5 ¡<umasía 245? (A a íd fi) nar 355? (u sin al D) fui n tiso ¡ mídiesí <cd tintes. mho eolia amere ltsiííeaied suad sísasísed fi mr amamíiseo <rau utsujíaínte r ames iii <y (A sund III - limo
mal taime u rau tíapnínme n baten! asama do u comed bv 1 niníuíssub tamal ng sí mí omiSa aif ccii sí sí n ostraeta caía sí ¡ma iitg Iii <ng aif praumniis lima) iva-ra-ms husulíted al tite indicauíed t¡símn’a lastad
Di.

t!ifferoat roquineníetíta. Hancever. titia appaneuír difreroneo
miglst net be real but ratiton aíiglit be t!oo taí dilferenees ja tite
exponiníenta 1 camad thai na: ‘uvitoroata i a tito niesíatí t’Otiie ata of tite
rocepínmn oíídoc~-tosia. colla acore pro itíctíbated ja casuííploto ííío—
diuní for 5 mio at tite noaponmiasive toníporaitoro (19). la tite
nícasorenio ti rs of tite t ranapamrte r oadiícytosis, timo p roineulísí—
(temí ‘vas po nfaí mmcd ti a amníen ittni—treo níeditam amad lataled fi-sr
aove ml liai(t rs ( Fig. 3 ant! 4). Time no ucine. tai tic alilo taí Caimpairo
endascytaísis aif tIme tívo preteina. ace iavostiga ten! (líe interna—
isat jamn of tite cí—factamr nocepíamn Liv aíai ng oxpo ni aiea tal criad—
tia)uia tluo sanie aa t mise used as-it it tIme traínaportor a nal tíy uai uíg
wilt!—tvpo aíuíal sea’?.? nicirsiumí atramitís a’uitlm tite atpprepniaito gonaí—
type. Ml J’at bao-!-! (la>). Wc famas mal t tau tite noapautíso csf (lío
rocoprasr iíutenumailizaitlsíuí taí st aiíifí fr—uní 24 (mí 320(’ aa--ma sinílisin
itt tImo wilal—tv

1íe sitad time aísíisíuír atíamimus (Fi&. 7A sitial 8) wlíilo
tui patraullel exponlímiotíta. ataní mí algroa’timoutt witii alsílsí asf Hg. 3
atad 4, a d jifero as r~spaiuiao avais allísenved luí tite [avalsinaí ¡ma iii
he caise al r (líe t ranapainton (Fiat YC sitial 1)). ‘llíese resulta

eam fi mated proviona flímal liga md caí ti mg tlísít al naimní al late masíl —

izaltinín ami tite a’fatcti-in nocoptain aisles uííst roa1tuiro sí fsíííetiaíííaíl

Sec23p (la)). ant! <hoy suggeat tlmaít. in fact. ondocyaíaia of í mis
7—TMS recoptasr a tít! of tIto 1 2—T\ IS mail mise tranapaintor osíní Ial
slii-iw di llore a t rogo jrenio ata -

[)ISCUSSION

Tite tísísie Iíiaíck aif time císititnití ecísí! ja (líe tniakoliaití. anal tite
clatfínitm imosíay- olíauití la nimio auf tito tasi-u casuiípaínotíra aif tuis liarla’
block (43). Tite avsíilalílo evidoace sogoesta tltat a doficiemica ¡mm
ho dat liria itcaívy clíai ti jo yoamsí pnasducea ni nly a paírrla 1 alo-

croase un oadaieyti-ísia aif ilmo 1 2—TNIS maltaiso transporten (iii la
waírk) amin! aif tite 7—INI5 st-al ini as-fsícasr recoplasra (47). Si tice
¡ti alí iííaíaíumcca oxsunííííonl iii detauil. sí caisíl a ausod ata sí íííon’lmaííí—
icaul doviar’ ial líatal asíl’ aa-sic-loa (Xfl. tuis pamnaisíl caítttnihutisiít <it
claítiíu’iím ram ouít!sícvtatais satggoata ilusíl. itt amddiiiasíí tal clattlii¡íi.
sítíaitímon nasaur prautoití(a) nasauíd casumaniliote Ls etmaii-sa’ytasais mí rIus
asrguatttiaaí. A aluimilsír caííma’laíaiaííí lisis tíectí rosícimod witli reutural
(al su ni nial colla mí wlí cii 13-Col’ aa-ata foruuíd iii ouídaisaunmos (1)
micntuiutjoa’tii-stt aif atttti—f3—COI> attilitiaídios jímiuibited tIme nítín uf
vinlísos liv o tidtucytasais (40), auuíal sí alofoct <sí c—COI

t ‘caía :tca’atiut—
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Time (Ii)
Fi E’ Cv D¡sampposi matutee smf mIme ni ami luso í ramuimpmiríen fnímumí time piasmímí su tite ni it caí no ¡mí miau mamitis ato [ecula-e sí Seo? Ip asad Seo 13p St ramina RS’?255 (mmi tal ss-po \\‘‘l la -

RS YCS2 (ma’cl1-1). suad <151265 (sea-U’1) u rauumafutmamed as-it It time piamautuial pR Nt 1 - 1 caí r n.ismg sisas it-Hl tiesas ‘nc re erísa is -s st J u resuseal sus describen! io mimo leed íd luir iva

0.
1 Afaer incuhaísismn sut =4ífl(A ami] (> aun 3>’C tB sitial O) umísutísuse aramiispamníen <A sísíd Bu sitial ti - .Aiuusisuú <fi muid Dm sai-te alí-teetoal ba imotuitmatlttauuuiimaa si)ai-)uauiaa
eaíníauinins 7 sí ant 3 i-s <uf pnito mí. nespocí líeN, uf paunilied plauaasat metimhnsuno ¡tnopaurauí ¡sumís ni busu laed síu timo itmníieamtonl si usí u

panied by a t!ofcd ira endecytoaia (1(í). la tite casao of ycaat. tite
resulta indicate (ita( cx-. ~‘-, ant! y-CORI aro involved neititer in
ent!aicytoais asf <lío níaltaise transporten (th la werk) ííasr ia cii-
daíeytaísia aif tite «-factaur receptor (19). bot tite paiaaihility tliat
anaititer CON aoliuait(a) playa a rolo la oadecyuaia of (hese
praste ina catíatt be roled eaut.

Tite resulta eNalaed witit atotaumís deficiont in Sec23p atad
Sec24p soggost (tau a nairmal internaliza(iasn of tite uímaltaise
nanapairterceo íd reqo inc dio ateten aif <líese two atibo alta aif

tite CORI1 caíníplox. Tito paiasibiláv titar (teso two cy(aiaail le
easat praito mía plsuy a d irect ramIo ja <líe forníation así euídaícyt le
vesiclea containing tite trainsperter itt yeaat colla seenia veIs
atractivo. Titese tactí proteina. iíídepeadoat así tite astímer COPÍI
coníponoata. nílgití be reoruitod framní ilio cytaísol amatas tIme
plasnía nionibratie te facilitate iavagiuíation. Bu t att iadj roel
effect aif (lioso praitoina ja ititernstlizaliaia of tite tnauíapssrto
casanor be exelnided.

A vaniety aif prau(o las iuívasloed ití e aínly ant! la(o secro (att-y
patit’ucav Isaac ticen iuícoatigautod mm tImoir rolo a a—fstc(asn oit—
daícytesia ([9). Appanontly. aonio of [lioso proteina. Le., Seo 12.
Soel3. Seclfu. Sed?. Sec2O, Sec2

3. Seo?. .-íad Sed4. woro re-
qo red mm a nonníatí doenada(iaííí aif tIte es -faetamr la tito vacuasle
títramauglí tímeir effcet la tramo frasní eanlv w late endosamníes. Buí
nono aif <lioso proteitía ‘uvas frío utd tas be reqal jred fair i tie rasíl-
izat ii-ma aif tIte es—faetain nocepton (lO). Titia otíaervat jaití. i-vlíiclí mí
<lío case of Soo23p ‘uvas caníiirniod ja amor exporimenlal casad1-
tiatuis. cama trasta witlí tIme resulta aíbtaí inod witt tite níaltaise

ranaptírto r. aclí cli auggoata su rsilo así Soc23p amin! Soc24p iti tIte
iíítermiatlizastiastt ami tite tnatuiap<srtou. lii aslir expeniaiouits i-vatii tite
traííía

1íasnter (tuis wtunk) sítíd iii tímaiso ‘uvitii dio am—fatctasr roeoptasr
(<lila acaírl< sitial reforetíco 19). tImo astuto nío(ahtí( atIldo así tite’
817<’?? ge tío (ss-e-??-!) ayala tísoal. ‘limerofasre, whodíor See23 í

playa sí dinocí tsr altí utmaliroe( raile ti interuíalizatiaimi, what( soetita
closír ja dísít sí motalinímí ja geuto S’EC?3 dilferotítiatlly atifecta
uttorutstljzatiasíí así (líe tnauiapairtet’ ssmm

1 aif tite aí—faíctsmr rcccp(air.
líítereatiuígh’. sí míísmtaitintui iii aíítaullion geuio lista alstu lítIca íamtttmnl

(o dido re títiallv atfoeí tite imitenial izatiama of titese taco prm‘rol tía:
zeUS-I eolia sitowed sí nainníail internalizatien of tite pitenas-
motie (37) ‘ucitenesís titeao colla ‘uvere severelv affected ¡a ¡titen-
nalization of (te trauiafmasfter (35). Titeno is not a simple expísí-
nation fon <lila ditt’onent response taí sec motationa of písísma
nieníbraino pn&iteina. la tuis nogand. ene interoating quostiata
a’uitacit itas nai( vot reocived a clear answer ia witettor vesiclos
fornied at a givetí collulsmr coaipartmeat are alí tite sanie aín
avita’titor diffoneat tvpos aif vesiclea exist (fon a revie’uv. Sea reí
erenco 22). la yeast colla. caidenco fon su Ioaat nave eLias> iii
aecretairy vesiclea itama boca nepamnted (17) Titose <‘uve cids’.a a tui

vesiolea, altiíougit <1mev <tao a commen fusion mactinera siioaa
differont cango protoina ant! different coat compesitien a’ sut
ceatod by titeir dilforoas densitios (¡7). Reganding endonasnísís
<lacro ja naít evideace famr tao tíceomenee of diatinct e adamasatia
vesíeles ja voaat. but iii síniníal colla feur diffenont cl isbas att
titean acaiclas mcticit aceimí te dilfon la size. ceat coaípaiaitiain~
esirgaí prasta iris sitial aeutai ivitv <o a vaniets of iiíitibitamra haía’o
toen d~t~atad fi). Tite relaíi’e eníatnibution of titese vealelOs SO

endecateata níav van’ betaveen celta ant! chango in responsO tau
att nial It (m ) Tite mcmi re. <tite pmíaaiLíi 1 ity is titat. ja yeast~ time
di Ifa nr tít a api-suso aif ;il

5tanmat ato níbrano praito ma te factatrs
u nanita cd tui pretoi ti radie ocio íd be t!ue te tIme eccorronce <si
diffn ma tít cl 155tA aif eumnlnmoaíie vosielos. tite fermation of aciticlí
camatíal roslínutíal <ni dilíereití atimítatll. Cenaia(eat wi(t titis pasasi—
tmilitv ja tlíe níttaerval aiim titais lío carboxyl terminus aif t líe a -

factair roce itamn la ron¡tt ron! fsm enínstitotivo bot aol fon Ii ~and-
alt mime lasted erialaíoylsíaia (<~í. 1 ímdicat hg titat tite <‘ve prasoeSaes
tuiaaíla’e aliilcrctit pairta aif ilio recepamr prastela ant!. prsíhsility.
al¡lla’ra’itt a’autmmliauuieimta aif tite emmalascytic macliinery.

lii caíííotausiísum. time na-asulsa alímuava a titia averk indíesíte rustí
claíílmniuí autmní lacas evteaailia’ camímmpeííeítts of tite COPII casaíplc’c.
Soc?3 p su ini Sec?slíí. O<iatInl platie su ramIo itt 1 nternalifltitmn a’l tI te
yoast nísíltssse t raííapasnte n ant! tiía iaternalizaatiOa of <it is 12-
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