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Resumen:

Para mantener la viabilidad celular, las células necesitan adaptarse a los cambios en el medio. La
endocitosis de transportadores de membrana mediada por ubiquitinacidn, juega un papel importante
en este proceso ya que, proporciona el mecanismo para eliminar proteinas transportadoras de la
membrana celular. Arrestin-related Trafficking Proteins (ARTs) son importantes reguladores de la
endocitosis en levadura. Estas facilitan la ubiquitinacidn de proteinas diana por la E3 ubiquitina ligasa,
Rsp5. Otro posible mecanismo de regulacién de la composicidn proteica de la membrana, previo a la
endocitosis de transportadores, es la regulacién transcripcional.

En un estudio previo de nuestro grupo, se observo un incremento en la expresion del transportador de
glucosa de alta afinidad Hxt6 en cepas mutantes art4 y art7 al cambiar la fuente de carbono. En trabajo
que se presenta, se midio la actividad del promotor de HXT6 en la cepa silvestre y en los mutantes art4
y art7 bajo la presencia de diferentes fuentes de carbono, para determinar si los cambios previamente
observados en la expresion del transportador de alta afinidad Hxt6 se deben a una regulacién
transcripcional.

Por otra parte, se pretendié observar diferencias en el fenotipo tanto de mutantes para art4 y art7 como
en cepas que sobreexpresan los genes ART4 y ART7 cuando son cultivadas con diferentes fuentes de
carbono. Ademas, se intentd determinar mediante western blot, diferencias en la expresion de estas
proteinas cuando se cultivaban en medios con diferente fuente de carbono y siempre bajo el control de
su propio promotor.
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Resum:

Per mantindre la viabilitat cel-lular, les cél-lules necessiten adaptar-se als canvis en I’entorn. La
endocitosis de transportadors de membrana mitjangant ubiquitinacid, juga un paper important en
aquest procés ja que, proporciona el mecanisme per a eliminar proteines transportadores de la
membrana cel-lular. Arrestin-related Trafficking Proteins (ARTs), son importants reguladors de
I’endociticis en llevat. Estes faciliten I'ubiquitinacié de proteines diana mitjangant la E3 ubiquitina
lligasa, Rsp5. Altre possible mecanisme de regulacid de la composicié proteica de la membrana, previ a
I’endocitosi de transportadors, es la regulacio transcripcional.

En un estudi previ d’aquest grup, es va observar un increment en I'expressio del transportador de
glucosa d’alta afinitat Hxt6 en soques mutants art4 y art7 al canviar la font de carboni. En el treball que
aqui es presenta, es va mesurar 'activitat del promotor HXT6 en la soca silvestre y en els mutants art4
y art7.baix la presencia de diferents fonts de carboni, per tal de determinar si els canvis préviament
observats en I'expressié del transportador Hxt6 es deuen a una regulacid transcripcional.

Per altra banda, es pretengué observar diferencies al fenotip tant de mutants art4 y art7 com en
soques que sobreexpresaven aquestos gens quan son cultivades en diferents fonts de carboni. A més a
més, es va intentar determinar mitjangant western blot, diferencies en la expressio de estes proteines
quan eren cultivades en medis de cultiu amb diferent font de carboni y sempre baix el control del seu
propi promotor.

Praules clau:

Proteines de membrana plasmatica, transportador, transit intracel-lular, endocitosis, ubiquitinacio,
familia ART, adaptadors de Rsp5

Abstract:

To maintain cell viability, cells need to adapt to changes in the environment. The endocytosis of
membrane transporters mediated by ubiquitination, plays an important role in this process since, it
provided the mechanism to remove transporter proteins from the cell membrane. Arrestin-related
Trafficking Proteins (ARTs) are important regulators of endocytosis in yeast. Those facilitate the
ubiquitination of target proteins by the E3 ubiquitin ligase, Rsp5. Another possible regulation
mechanism of membrane protein composition, prior to endocytosis of transporters is transcriptional
regulation.

In a previous study from our group, was observed an increase in the expression of high-affinity glucose
transporter Hxt6 in mutant strains art4 and art7 when changing the carbon source. In the work
presented, the HXT6 promoter activity in the wild type strain and in mutant art4 and art7 was
measured under the presence of different carbon sources, to determine if the changes previously
observed in the expression of high-affinity transporter Hxt6 were due to transcriptional regulation.
On the other hand, was intended to observe differences in the phenotype of both mutants art4 and
art7 and in strains over expressing genes ART4 and ART7 when are cultivated with different carbon
sources. In addition, we attempted to determine by Western blot, differences in expression of these
proteins when were grown in media with different carbon source and always under the control of its
own promoter.
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adaptors.
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1 INTRODUCCION

1.1 LA CELULA DE LEVADURA

El microorganismo Saccharomyces cerevisiae es actualmente uno de los organismos biotecnoldgicos mas
usados para producir compuestos con un beneficio comercial. En un contexto cientifico de investigacién, es
un organismo apto para usarse como modelo de los mecanismos moleculares que ocurren en las células
eucariotas. Ademas, es relativamente facil de cultivar, manipular y presenta una genética accesible
comparada con otros eucariotas.

En el afio 1996 hubo un gran avance con la secuenciacion del genoma de S. cerevisiae (Goffeau et al., 1996),
lo que permitié la identificacion de todos los genes que codifican para diferentes proteinas de este
microorganismo. Ademas, a pesar de su simplicidad, tiene procesos celulares bdsicos de organismos mas
complejos (por ejemplo: El proceso biosintético y regulacién, transcripcion, regulacion del ciclo celular, etc.),
lo cual permite la transferencia de informacién obtenida en levadura a organismos mas complejos,
incluyendo los humanos. Por tanto, este organismo es un excelente sistema de modelo.

Para una mejor comprensién de lo que se va a discutir en este trabajo, en primer lugar se describira la
estructura celular de una levadura y los elementos mds importantes para la comprensién del trabajo. En la
figura 1 se presenta una micrografia de una célula en divisidn en la que se apuntan algunos de los orgdnulos
mds importantes. En esta primera seccidn se explicara detalladamente la funcién de la envoltura celular. En
secciones posteriores se abordaran mds especificamente temas de regulacién de transportadores de
membranay el sistema que lo lleva a cabo.

Mitochondria
Periplasm

Spindle
S

Cell wall

Figura 1: Micrografia de una célula de levadura dividiéndose. Figura adaptada de (Feldman, 2012).

1.2 LA ENVOLTURA CELULAR

En Sachharomyces cerevisiae, la envoltura celular ocupa aproximadamente el 15% del volumen celular total
y su principal funcion es controlar las propiedades osmoéticas y de permeabilidad de la célula (Feldman,
2012). Mirando desde el interior de la célula hacia el exterior, el citosol de la levadura esta rodeado por la
membrana plasmatica, el espacio periplasmico y la pared celular. La pared celular de las levaduras esta
compuesta de cuatro clases de macromoléculas: glicoproteinas altamente glicosiladas (“mannoproteins”),
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dos tipos de B-glucanos y quitina. La composicidn de la pared celular esta sujeta a una considerable variacion
de acuerdo a las condiciones de crecimiento (Feldman, 2012).

La membrana plasmatica, como otras membranas biolégicas, pueden ser descritas como una bicapa lipidica
qgue contiene proteinas que sirven de anclaje para el citoesqueleto, enzimas para la sintesis de la pared
celular, transduccién de sefiales y proteinas de transporte. Al igual que la pared celular, la membrana
plasmatica cambia tanto estructuralmente como funcionalmente dependiendo de las condiciones de
crecimiento (Klis, 1994).

1.3 EL SISTEMA DE SECRECION Y LAS VACUOLAS

Muchos compartimentos que estan delimitados por membrana, presentes en el citoplasma de la levadura,
juegan papeles importantes en el trafico de proteinas tanto hacia el exterior como al interior de la célula. La
exportacion de proteinas por secrecién, involucra un trafico tanto intra como inter-membranoso en el cual
participan el reticulo endoplasmatico (ER), el aparato de Golgi y la membrana plasmatica. La importacion de
proteinas por endocitosis esta mediada de manera similar por vesiculas membranosas que liberan su carga
en la vacuola para su procesado proteolitico (Feldman, 2012). Como se ha visto tanto la pared como la
membrana responden a cambios en las condiciones de crecimiento (condiciones de estrés) y varian tanto
funcional como estructuralmente. Estos sistemas de regulacidon funcional y estructural, estdn mediados por
endocitosis y secrecién mediante vesiculas membranosas. En la siguiente seccion del trabajo se estudiaran
con mas detalle, como se regulan estas membranas ante cambios en el entorno celular y que mecanismos
activa la célula para responder a estos cambios.

1.4 VARIEDAD DE PROTEINAS DE MEMBRANA EN S. CEREVISIAE.

Las superficies celulares membranosas, contienen una gran variedad de proteinas integrales que aseguran
un transporte de solutos del exterior al interior celular y viceversa (Singer and Nicolson, 1972). La entrada y
salida de solutos a través de las membranas se realiza con la ayuda de los transportadores. Esto asegura un
flujo de solutos en organulos como mitocondria, vacuola, peroxisomas u organulos de secrecion. Estas
proteinas transportadoras suelen estar conservadas en todas las especies, desde bacterias hasta humanos y
sus proteinas homologas suelen tener un alto grado de similitud (Higgins, 1992; Martin et al., 1987).

Actualmente, la Yeast Transport Protein database (YTPdb) proporciona informaciéon anotada manualmente
de 299 transportadores de membrana en levadura, clasificadas como establecidos (199) o predichos (100)
(Brohée et al., 2010). Algunos de estos transportadores como la ATPasa de protones Pmal, son esenciales en
todas las condiciones de crecimiento, y por tanto, estan continuamente sintetizdndose y presentes en una
forma activa en la superficie celular (Tsapis and André, 2004). Sin embargo, la mayor parte de los
transportadores, estan estrechamente regulados por las condiciones ambientales. Los mecanismos de esta
regulacion actlan a tres niveles: transcripcidn génica, trafico intracelular y modulacién de la actividad.

Las proteinas de transporte pueden ser clasificadas en tres categorias principales: canales, transportadores
(permeasas) y bombas (ATPasas) (André, 1995). En este trabajo se estudiaran principalmente los
transportadores de membrana cuya funcidn es transportar nutrientes, y que son regulados por endocitosis.

1.5 TRANSPORTE DE NUTRIENTES Y AMONIO
La membrana plasmatica de levadura dispone de una gran variedad de transportadores para nutrientes,
como carbohidratos, aminodacidos y amonio, entre otros (André, 1995).
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Los transportadores de amonio merecen una atencién especial ya que dieron pistas para determinar la
funcién del factor Rhesus humano (RhAG y RhGK) (Marini et al., 2000). Sin embargo, el estudio de otros
transportadores como los transportadores de hexosas es también de gran importancia. La glucosa se
comporta como un sustrato metabdlico, pero al mismo tiempo, se comporta como molécula de senalizacion
que regula procesos fisioldgicos y patoldgicos (André, 1995). Los mamiferos mantienen un nivel de glucosa
en la sangre estrechamente regulado, dentro de unos niveles homeostaticos debido a una dosificacion
intermitente. Una regulacidn inadecuada de los niveles de glucosa en sangre puede llevar a desordenes
como la diabetes.

Ademas, las células cancerigenas pueden metabolizar grandes cantidades de glucosa a través de la glicélisis y
producir abundante acido lactico incluso en presencia de oxigeno (Warburgeffect) (Cori and Cori, 1925a),
(Cori and Cori, 1925b). Es por eso, que el estudio de esta regulacién despierta una gran atencién y sus
posibles aplicaciones, abren un campo de trabajo muy amplio. En este trabajo se estudiara la regulacién por
endocitosis de los transportadores de glucosa mediada por la familia de proteinas ART (Arrestin Related
Trafficking Adaptors).

1.6 TRANSPORTE DE GLUCOSA

Saccharomyces cerevisiae tiene el mayor niumero de transportadores de hexosas de todos los organismos
cuyo genoma ha sido secuenciado hasta la fecha (Kim et al., 2013). Se conoce del proyecto genoma de
levadura que existen 18 genes putativos de transportadores de hexosa HXT1-17 y GAL2, y dos genes
sensores de hexosas SNF3 y RGT2 (Boles and Hollenmberg, 1997). En efecto, todos los transportadores de
hexosas, excepto Hxt12 (que viene de un pseudogen), han demostrado ser capaces de transportar hexosas.
No obstante, los transportadores de hexosas mas importantes, se ha visto que son Hxt1-4 y Hxt6-7 (Towle,
2005). Las levaduras solo expresan los transportadores que mejor se adaptan a la cantidad de glucosa
disponible en el medio: El transportador de baja afinidad Hxt1 solo se expresa cuando los niveles de glucosa
son altos (>= 1%); por el contrario, los transportadores de alta afinidad Hxt2, Hxt4 y Hxt6 se expresan cuando
los niveles de glucosa son bajos (~ 0.2%); el transportador de afinidad intermedia Hxt3 se expresa en ambas
concentraciones (Ozcan and Johnston, 1995). La expresidn de los transportadores de alta afinidad Hxt6-7, es
altamente inducible bajo condiciones de baja glucosa o por la presencia de fuentes de carbono no
fermentables como glicerol o etanol, pero es altamente reprimido por altas concentraciones de glucosa
(Reifenberger et al., 1995; Gibson et al., 2008).

1.7 REGULACION DE TRANSPORTADORES

La composicidn proteica de la membrana plasmatica estd altamente regulada. Los mecanismos por los cuales
las células controlan los transportadores actian principalmente en tres niveles: i) transcripcidén génica, ii)
trafico intracelular de las proteinas sintetizadas y iii) modulacién de la actividad intrinseca (Tsapis and André,
2004). Este mismo principio, parece ser que gobierna la regulacién de los transportadores en células de
plantas y animales, por tanto la levadura es una herramienta poderosa para diseccionar y comprender estos
mecanismos en mayor detalle (Maier et al., 2002).

1.7.1 Regulacion de transportadores a nivel transcripcional

Las células deben coordinar los ajustes en la expresidon génica para acomodarse a cambios en el entorno.
Aunque no se comprende el mecanismo completo y el conjunto entero de genes que estan involucrados en
estos cambios, investigadores han identificado activadores y represores transcripcionales que contribuyen a
remodelar la expresién génica. Por ejemplo, se ha identificado el represor Rgtl que inhibe la expresidn de
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cuatro genes Hxt en ausencia de glucosa (Ozcan and Johnston, 1995). Tanto altas como bajas
concentraciones de glucosa inducen la transcripcidon de Hxt inhibiendo la funciéon de Rgtl (Figura 2) (Ozcan
and Johnston, 1999). La proteina Grrl es necesaria para la inhibicion mediada por glucosa de Rgtl (Flick et
al., 2003). La senal de glucosa intracelular para la inhibicién de Rgtl mediada por Grrl parece ser generada
por Snf3 y Rgt2, dos proteinas similares a los transportadores de glucosa que actlan como sensores de
glucosa para bajas y altas concentraciones de glucosa respectivamente (Ozcan et al., 1998). En el caso de
Hxt2 y Hxt4, la represion por glucosa es mediada por el represor Migl (Ozcan and Johnston, 1996). La
imposicién de esta ruta reguladora sobre la ruta mediada por Rgtl en los promotores de Hxt2 y Hxt4 tiene
como consecuencia que estos genes solo son inducidos por bajas concentraciones de glucosa (Ozcan and
Johnston, 1996). En el caso de Hxt1, se requiere altas concentraciones de glucosa para inducir la expresion.
Rgt2 y Snf3 son activados por diferentes niveles de la glucosa, probablemente debido a sus diferentes
afinidades por la glucosa. Rgt2 se activa por altos niveles de glucosa y genera una sefial que estimula la
expresion transportadores de glucosa baja afinidad como Hxtl (Kim et al., 2013).

(HXT27HXT4 \/C I

B

highglucose] [low glucose]|

]

Figura 2: Tres mecanismos de induccion diferentes de los genes HXT segun el nivel de glucosa. A) Transportador de afinidad
intermedia. B) Transportador de alta afinidad. C) Transportador de baja afinidad. Una flecha implica regulacién positiva y una
linea con una barra regulacién negativa. Figura adaptada de (Ozcan and Johnston, 1999).

1.7.2 Regulacion de transportadores a nivel post-traduccional

La correcta organizacién intracelular de las proteinas de membrana es indispensable para que la célula
pueda responder a sefales y cambios extracelulares, de forma que pueda adaptarse al entorno manteniendo
la viabilidad. Asi, los mecanismos responsables de la composicidon proteica de la membrana plasmatica
deben integrar las cadenas de sefalizacidn y responder rapidamente a cualquier cambio dado en el
ambiente (Reifenberger et al, 1995). En este apartado se explicaran con mas detalle los mecanismos por los
cuales las células responden a estos cambios.

Aunque como se ha explicado, existen diferentes mecanismos de regulacién, uno de los mecanismos por el
cual la célula es capaz de regular que proteinas deben estar presentes en cada momento, es la endocitosis.
De forma general, la endocitosis comienza con el marcaje de la proteina objetivo mediante el polipéptido de
marcaje ubiquitina; en segundo lugar se produce la invaginacién de la membrana de forma que la proteina
objetivo queda internalizada formando una vesicula. Por ultimo, para ser degradadas, estas vesiculas se




Introduccion

fusionan con los lisosomas en el caso de mamiferos, o con la vacuola en el caso de hongos y plantas (Raiborg
et al., 2003).

La endocitosis puede ser dividida en eventos tempranos (marcaje e internalizacién del cargo desde la
membrana plasmatica) y eventos tardios (trafico endosomal y la liberacion del cargo en la
vacuola/lisosoma). La sefial o marcaje de internalizaciéon de las proteinas de membrana eucariotas es la
ubiquitinacion (Tsapis and André, 2004).

La ubiquitinacidon es una modificacidon post-traduccional reversible en la que un polipéptido de 76 amino
acidos conocido como ubiquitina (Ub), que se une covalentemente al grupo €-amino del residuo lisina de la
proteina diana mediante el residuo glicina (G76) de su extremo C-terminal (Figura 3). Existen diversas formas
de ubiquitinacidn: i) la monoubiquitinacidn es la unién de una Unica ubiquitina a una lisina de una proteina
diana, ii) la multi-ubiquitinacion es la unidén de una molécula de ubiquitina a varias lisinas de una misma
proteina vy iii) la poli-ubiquitinacién que involucra la adicion de una cadena de ubiquitinas unidas por
residuos de lisina internos de la anterior ubiquitina. Tanto mono como multi-ubiquitinacién son sefiales
necesarias para la internalizacion de cargos a las vesiculas en distintos estados de |a via secretora/endocitica
(Hike, 2001), en cambio, la poli-ubiquitinacion se asocia principalmente con la degradacion proteosomal
aunque tiene una funcién mas amplia dependiendo de la cadena de ubiquitina formada (Pickart and
Fushman, 2004) (Figura 4).

N-terminus

Lysine 63

C-terminus
A Lysine 48

Figura 3: Representacion esquematica del polipeptido ubiquitina. La imagen fue creada usando PyMOL de PDB id 1ubi.
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Figura 4: Funciones de la ubiquitinacion en funcion de la cadena de ubiquitina formada. Los colores de los cuadros indican la unién
de las correspondientes cadenas de poli-ubiquitina a través de los residuos de lisina, como se define en las flechas de la izquierda.
Figura adaptada de Pickart and Fushman, 2004.

En levaduras, para la mayoria de proteinas estudiadas, se ha visto que una vez se ha unido la ubiquitina
covalentemente al transportador de membrana, comienza la endocitosis (Figura 5). No obstante, en algunos
casos se ha descrito internalizacién sin ubiquitinacién (Clague et al. 2012 and MacGurn et al. 2012). En
primer lugar la proteina es ubiquitinada en internalizada en vesiculas endociticas mediante invaginaciones
de la membrana plasmatica. Estos cargos pasan por endosomas tempranos antes de alcanzar endosomas
tardios. Los transportadores también pueden ser ubiquitinados en el trans-Golgi network (TGN) y ser
directamente transportados a los endosomas tardios. Finalmente, los transportadores ubiquitinados que
estan en endosomas tardios se internalizan en el lumen mediante el Complejo de Clasificacion Endosomal
Requerido para el Transporte (ESCRT) y son madurados a cuerpos multivesiculares (MVB) (Hurley et al.,
2006).

Durante la maduracién de los cuerpos MVB los cargos son acumulados selectivamente en vesiculas donde
las proteinas permanecen en la membrana de la vesicula (Woodman and Futter, 2008). Cuando los MVB se
funden con la vacuola su contenido se libera al lumen vacuolar donde lipasas y proteasas ejercen la
degradacion de los cargos endocitados y la activacidn proteolitica de algunas proteinas vacuolares (Lawers
et al., 2010). Las proteinas de membrana que han sido excluidas de los MVB pueden ser, o bien reciclados a
través de TGN, o transferidos a la membrana de la vacuola. Por tanto, la ruta de MVB juega un papel
importante en la regulacion de la composicidn lipidica y proteica de la vacuola.
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Figura 5: Modelo que muestra los factores de unidn a ubiquitina que estan involucrados en el marcaje vacuolar de permeasas de
nutrientes. Figura adaptada de (Lawers et al., 2010).

1.8 Rsp5YLA UBIQUITINACION
1.8.1 La maquinaria de ubiquitinacion

La ubiquitinacién ocurre por la accidn de tres enzimas que actdan de forma secuencial: Un enzima activador
de ubiquitina (E1), un enzima de unién a ubiquitina (E2) y el E3 ubiquitina ligasa. El proceso comienza con la
formacién de un enlace de alta energia tioéster entre la glicina (G76) del extremo carboxi-terminal de la
ubiquitina y el enzima E1, con presencia de ATP. Posteriormente, la ubiquitina se transfiere al enzima E2. Por
ultimo, el E3 ubiquitina ligasa transfiere la ubiquitina activada mediante un enlace amida a un grupo €-amino
de una lisina de la proteina diana. Dependiendo de su mecanismo de accién y su estructura las E3 se
clasifican en dos tipos: RING (Really Interesting New Gene) E3 ligasas y HECT (Homologous to the E6-AP
Carboxyl Terminus) E3 ligasas. (Hershko and Ciechanover, 1992)(Figura 6).
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Figura 6: Sistema de ubiquitinacion: El enzima activador de ubiquitina (E1) inicia la activacion de ubiquitina al unirla a su extremo
C-terminal con consumo de ATP. Después es transferida a los residuos de cisteina del enzima conjugador de ubiquitina (E2). Esta
proteina se conjuga con la ubiquitina ligasa (E3). Este complejo une a proteinas substrato y catalizan la transferencia de ubiquitina
a grupos lisina de la proteina substrato. Figura adaptada de (Di Fiore et al., 2003).

1.8.2 Rsp5

El microorganismo modelo S. cerevisiae, posee una Unica enzima E3 ubiquitina ligasa tipo HECT (Homologous
to the E6-AP Carboxyl Terminus) denominada Rsp5. Estd implicada en funciones de regulaciéon del trafico de
proteinas de membrana, que incluye, la ubiquitinacién de la mayoria de las proteinas de membrana
provocando su endocitosis y la ubiquitinacion de proteinas endosomales provocando su clasificacion en
MVB. Esta proteina es ortdloga a la familia de E3 ubiquitina ligasa de tipo HECT humana denominada Nedd4.
Esta familia estd formada por nueve miembros: NEDD 4.1, NEDD 4.2, ITCH, SMURF1, SMURF2, WWP1,
NEDL1 y NEDL2 (Figura 7). El gen que codifica para Rsp5 es esencial para la viabilidad de S. cerevisiae y dicha
proteina es clave para el tréfico intracelular de proteinas, la respuesta al choque térmico, la transcripcién, la
endocitosis y la estabilidad ribosomal (Harvey and Kumar, 1999).
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Figura 7: Estructura de la familia Nedd4 E3 ligasa, A) Dominios conservados de la familia Nedd4 E3 ligasa. B) Comparacion entre
Rsp5 y sus homoélogos humanos. Figura adaptada de (Harvey and Kumar, 1999).

1.8.3 Funcion

Una de las funciones mas estudiadas de Rsp5 es el papel que juega en el trafico intracelular de proteinas, en
concreto la internalizacién durante la endocitosis y la distribucion de los cargos en los MVB. Participa en la
ubiquitinacion de las proteinas de membrana para promover su internalizacion y su posterior clasificacion en
los MVB; también estd implicado en la ubiquitinacidn de las proteinas transmembrana procedentes de
biosintesis (TGN) y que tienen como destino celular biosintético la vacuola.

1.9 ADAPTADORES DEL TRAFICO RELACIONADOS CON ARRESTINA: FAMILIA
ART
1.9.1 Adaptadores de Rsp5

Rsp5 reconoce a las proteinas diana mediante la interaccion de sus dominios WW con un motivo PY (PPxY)
de las proteinas sustrato (Hofmann and Bucher, 1995); sin embargo gran parte de proteinas de membrana
reguladas por Rsp5, no contienen el motivo PY necesario para que sean reconocidas y endocitadas, lo que
sugiere la posibilidad de que Rsp5 requiera de adaptadores especificos que medien la interaccion entre Rsp5
y las sustratos que no presenten el dominio PY (Beck and Hall, 1999) (Lin et al., 2008) (Nikko and Pelham,
2009) (Ledn et al., 2008).

En mamiferos se sabe que las proteinas arrestina intervienen de manera general en la endocitosis y
regulacion negativa de diferentes familias de proteinas de membrana (Lefkowitz et al., 2006). El
descubrimiento en levadura de una proteina (posteriormente denominada Artl), que contiene un motivo
altamente conservado en los miembros de la familia arrestinas y que es capaz de unirse a Rsp5 actuando
como regulador especifico de endocitosis, condujo a buscar en el genoma de levadura otras proteinas que
contuvieran dicho motivo. Se han identificado hasta la fecha 10 proteinas Art (Art1-Art10). Por su relacion
con las arrestinas de mamiferos, se denominaron Adaptadores de Trafico Relacionados con Arrestina o
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familia ART (Figura 8) (Lin et al., 2008). Ademas de la familia ART existen otros adaptadores de Rsp5, como

Bull y Bul2 (Ledn et al., 2008).

A bovine B arrestin 1 (46-309) Cvs7/Art1 (135-397)
B
H. sapiens P-arrestin1 L HAY TFE IPPNL QPGPEDT
B. taurus P-arrestin1 LEMEHAY TFE IPPNL QPGPEDT
H. sapiens pP-arrestin2 L HAH FFT IPQNL QPGPEDT
H. sapiens visual arrestin2 L NAY TLQMVTNL QPGPEDA
H. sapiens visual arrestin 1 L NTY LLTFPDYL QPAPQDS
S. cerevisiae Cvs7 (Art1) V HSY SYLIPGSV GATAETQ
— _—,__a:_u“ =
H. sapiens [3-arrestin 1 |—-_| l "
18 392 418 E¢
S. cerevisiae Cvs7 (Art1) T n
135 3157 a1ls

Figura 8: Homologia entre las arrestinas de mamiferos y Artl. A) Estructura de la proteina bovina B arrestina (izquierda) y Artl
(derecha). B) Motivos conservados entre las arrestinas de mamiferos y Artl. Figura adaptada de (Lin et al., 2008).

1.9.2 Caracteristicas de la familia ART

Las proteinas de la familia ART tienen una longitud comprendida entre los 500 y 1200 aminoacidos. Excepto
Art2 y Art8, los miembros de la familia contienen un dominio de plegamiento tipo arrestina en la parte N-

terminal (Figura 9) y todos ellos contienen diversos motivos PY en el extremo C-terminal, lo que sugiere su
papel como adaptador de Rsp5 (Lin et al., 2008).
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Human B-Arrestini T— — 418

Art9 YglO45w T e — " 542

Art5 YgrO68c rr-esse————— 20 585

Artd YorO18w T e e LB 837

Art7 Yfr022w — — ] LA 733
T Art8 Ypr030w v - L LR L R 1121

—{: AC

Art2 Ybl101c a LI LA B J " SR 1117

| | {r Art6 Ykr021w S —— S— " LR ) 915
— Art3 Yjl084c TR " 1046
AC

—  Art1 Yor322c S B A 8

18
! Arrestin fold domain E arrestin motif - PPXY motif

Figura 9: Los miembros de la familia de proteinas ART en levadura son adaptadores de Rsp5. Figura adaptada de(Lin et al., 2008).

Cada miembro de la familia ART tiene como blanco diversas proteinas de membrana, pero que en algunos
casos son compartidos y en otros son especificos. Un mismo ART puede actuar sobre diferentes
transportadores asi como un mismo transportador puede encontrarse regulado por diferentes ARTs. Sin
embargo, no se trata de redundancia completa ya que existen muchos casos en los que un determinado
transportador requiere de un ART u otro dependiendo de la clase de estimulo (Figura 10), como el exceso de
sustrato o un tipo de estrés.

Hundreds of PM
cargos

Stimulus-dependent

modificaion

10 ARTs

ediated
ent of Rsps

1 Ubiquitin
ligase

Figura 10: Los miembros de la familia de proteinas ART en levadura son adaptadores de Rsp5 y actuan en funcién del estimulo.
(M.C. Marqués)
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1.9.3 Funciones de la familia ART

Las proteinas adaptadoras y principalmente las proteinas ART, son las que confieren especificidad a la
ubiquitinacion de las proteinas de la membrana y contribuyen al mantenimiento de un correcto repertorio
de proteinas en la superficie celular. La interaccién de proteinas Art promueven la internalizacidn especifica
de un cargo (Nikko and Pelham, 2009). En la figura abajo se muestra un modelo de endocitosis mediada por
Art4 (Rod1) y ubiquitinacién del transportador de lactato (Jen1).

Gle
\ Plesmo membrone Jenl
( \ -~ 3'3.
/Rv\\] . ~ ‘/1.tw ".‘ p
| g
Py L : /', Endocytosis
/ / !’* \ » ¢

Nucleus Vocuole

Figura 11: Modelo de regulacion de transportador por endocitosis mediante sefializacion intracelular y activacion por arrestina.
Figura adaptada de (Becuweet al., 2013).

La endocitosis del transportador de hexosas de alta afinidad Hxt6 en respuesta a alta concentracion de
glucosa es regulada por Art4 y Art8 (Nikko and Pelham, 2009). En situacién normal, la endocitosis de Hxt6
inducido por glucosa es mediada por Art4, mientras que en situacidn de estrés en presencia de cicloexamida,
la internalizacion de Hxt6 es mediada por Art8 (Nikko and Pelham, 2009).

Se sabe que la identidad que comparten Art4 y Art7 es del 43% y que son funcionalmente homdlogos (Andoh
et al., 2002). Debido a esta similitud y homologia en su funcidn, se estudié el comportamiento de mutantes
para estas dos proteinas cuando crecen en diferentes fuentes de carbono. En un estudio previo de nuestro
grupo de investigacion, el nivel de proteina Hxt6 en mutantes art4 y art7 comparado con una cepa silvestre
fue determinado bajo diferentes fuentes de carbono (Figura 12).

WT art4 art7 WT art4 art7’

0.5 1.0 3.0 0.5 1.0 3.0 0.51.0 3.0 0510 25 0510 25 051025

- ' - e Loading
Control

YPD YPRaf

Figura 12: Western blot de la expresion de proteina Hxt6-GFP bajo diferentes fuentes de carbono. Las células fueron crecidas en
glucosa y recogidas a ODgggnm 0.5, 1.0 y 3.0 (izquierda). Las células fueron crecidas en rafinosa y recogidas a ODggg,m 0.5, 1.0 y 2.5
(derecha). (V. Llopis y L. Yenush, datos no publicados)
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El nivel de Hxt6 es mayor en las cepas mutantes que en la cepa silvestre. Debido a la falta de glucosa, a
mayor densidad dptica y en medio con rafinosa, también se vio observado un incremento en la acumulaciéon
de la proteina. Como se ha explicado anteriormente la regulacion del transportador puede llevarse a cabo al
menos en dos niveles. El transportador puede ser regulado por endocitosis a través de la maquinaria de
ubiquitinacion o también puede ser regulado a nivel de transcripcidén génica.

En este estudio, se realizaron ensayos para medir la actividad del promotor de HXT6 tanto en la cepa
silvestre como en los mutantes art4d y art7 bajo la presencia de diferentes fuentes de carbono, para
determinar si los cambios observados en la expresion del transportador de alta afinidad Hxt6 (Figura 10) se
deben a una regulacidn transcripcional.

Por otra parte, se pretendié observar diferencias en el fenotipo tanto de mutantes para art4 y art7 como en
cepas que sobreexpresan los genes ART4 y ART7 cuando son cultivadas con diferentes fuentes de carbono.
Ademads, se intentd determinar mediante western blot, diferencias en la expresién de estas cuando se
cultivaban en medios con diferente fuente de carbono y siempre bajo el control de su propio promotor.

Se ha observado que el incremento en la expresién de Hxt6 a nivel de proteina, no se presenta en los
ensayos enzimaticos a nivel de promotor, sugiriendo que no se trata de una regulacién transcripcional. Se ha
observado un cambio en la expresion de Art4 y Art7 al crecer en diferentes fuentes de carbono.
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2 OBJETIVOS

2.1 ESTUDIO DE LA REGULACION TRANSCRIPCIONAL DE PROMOTORES DE HXT6,
ART4Y ART7
e Clonar las regiones del promotor de forma que no se perturbe la pauta de lectura del gen lacZ
dentro del vector de expresién YEp366.
o Seleccionar la region del promotor.
o Amplificar por PCR la region del promotor del gen HXT6, ART4 y ART7.
o Ligar la secuencia en el vector de destino YEp366.
e Transformar las cepas de S.cerevisiae (BY4741, BY4A741 art4::kanMX4 and BY4741 art7::kanMX4) con
el plasmido YEp366-HXT6.
e Realizar ensayos enzimaticos B-galactosidasa bajo diferentes condiciones con el fin de comprobar
una regulacion transcripcional.

2.2 ESTUDIO FENOTIPICO
e Transformar la cepa BY4741 con los plasmidos (pACTII-Art4, pACTII-Art7, pNTrp-Artd y pNTrp-Art7).
e Realizar un perfil de crecimiento en diferentes fuentes de carbono con cepas mutantes para ambas
proteinas y con cepas sobre expresando ART4 y ART7.

2.3 PERFIL DE EXPRESION Y LOCALIZACION SUBCELULAR DE ART4 Y ART7
e Insertar la proteina de fusidon GFP en pauta de lectura abierta con Art7 en el genoma de S. cerevisiae.
e Realizar un andlisis de proteinas al cultivar las células con diferentes fuentes de carbono.
e Analizar la proteina de fusion por microscopia confocal.
o Construccidn de plasmidos para estudiar las interacciones proteina-proteina de Art7 Clonar
los fragmentos N-terminal y C-terminal en el vector pACTII para realizar un ensayo de doble
hibrido con las proteinas Art4, Art7, sus fragmentos y Snfl.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO
3.1.1 Bacterias

Se empled la cepa Escherichia coli DH5a para la amplificacion de plasmidos. El medio de cultivo empleado
fue LB, con un contenido del 1% en triptona, 0.5% en extracto de levadura y 1% en cloruro sddico. Al medio
de cultivo se afiadié 0.01% de ampicilina.

Para la preparacion de medio sélido, se afadié a todo lo anterior mas un 2% de agar. Las células se
cultivaron a una temperatura de 37 °C.

3.1.2 Levaduras

Se trabajo con cepas de Saccharomyces cerevisiae de fondo genético BY4741 y THY.AP4. Todas las cepas
empleadas se muestran en la Tabla 1. El fondo genético BY4741 se utilizé para realizar la extraccion de ADN
gendmico y por tanto, a partir del cual se realizé el clonaje de los genes de la familia ART; mientras que el
fondo genético THY.AP4 fue empleado para realizar los ensayos de rastreo fenotipico y de interaccidon por
doble hibrido.

Tabla 1: Cepas de S.cerevisiae derivadas del fondo genético BY4741 (Mat a his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0) y THY.AP4 de la
coleccion de mutantes EUROFAN.

Nombre Genotipo Origen/Referencia

BY4741 Mat a his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 (Winzeler et al. 1999)

BY4741art4 BY4741 art4::kanMX4 (Winzeler et al. 1999)

BY4741 art7 BY4741 art7::kanMX4 (Winzeler et al. 1999)

THY.AP4 Mat a ura3, leu2, lexA::lacZ:trp1, lexA::His3, (Paumi, 2007)
lexA::ADE2

Los medios de cultivo empleados fueron medio rico o complejo YPD, medio minimo SD (Sinthetic Dropout),
SRaf, SMal, Sgal, HG (high glucose), LG (low glucose) y medio definido SCD. El medio YPD esta constituido por
1% de extracto de levadura, 2% de peptona y 2% de glucosa. El medio SD contiene 0.7% de Yeast Nitrogen
Base (YNB), 2% de glucosa y 50mM de acido succinico ajustado a pH 5.5 con Tris. El medio SRaf contiene lo
mismo que el SD pero la glucosa se sustituye por rafinosa. De igual manera, los medios SMal y SGal en los
gue la glucosa se sustituye por maltosa y galactosa respectivamente. Los medio HG y LG también se prepare
de la misma forma pero la concentracién de glucosa fue del 4% y 1% respectivamente. El medio SCD
contiene lo descrito anteriormente pero ademas contiene 10 ug/ml de adenina; 20 ug/ml de arginina, lisina
y metionina; 30 pug/ml de isoleucina, serina, treonina, tirosina y valina; 50 ug/ml de fenilalanina; 85 pg/ml de
inositol y 90 pg/ml de acido p-aminobenzoico. En el momento de cultivar las células a los dos medios
anteriores se afiadieron los aminoacidos (100 pg/ml de histidina, 100 pg/ml de leucina y 100 pg/ml
metionina) y bases nitrogenadas (20 pg/ml de adenina y 30 pug/ml de uracilo) adecuadas en funcion de las
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necesidades de cada cepa y de la seleccidn que se quiera llevar a cabo. En la preparacion de medios sdlidos,
se afiadid a estos un 2% de agar.

La temperatura empleada para el crecimiento fue de 28 °C.

3.2 TECNICAS DE TRANSFERENCIA GENICA
3.2.1 Transformaciones en bacteria: transformacion de E. coli por choque térmico

Para la transformacion de E. coli se empled un protocolo estandar de transformacion por choque térmico
(Hanahan, 1983). Se mezclaron 10 pl del mix de ligacién con 50 ul de células competentes (DH5a). Se incubo
la mezcla a 4 °C durante 30 minutos, se realizd el choque térmico calentando a 42 °C durante un minuto e
incubando de nuevo a 4 °C. Seguidamente se afiadieron 600 ul de medio LB y se incubé a 37 °C durante 45
minutos. Por ultimo se realizé una extensidn en placa con medio LB ampicilina con el objetivo de seleccionar
las células transformadas.

Para la seleccion de los clones que contienen el vector recombinante (pACT Il o YEp366) se asumid que todas
colonias con capacidad de crecer en el medio de seleccidon eran recombinantes. Esta selecciéon se pudo llevar
a cabo debido a que los vectores recombinantes (pACT Il o YEp366) contienen un gen de resistencia a
ampicilina.

La seleccidn de aquellos clones que contienen el vector recombinante (pGEM-T Easy gen ART) es mediante
diferenciacidn de colonias blancas y azules; la insercidon del gen ART en el pGEM-T Easy interrumpe la pauta
de lectura del gen LacZ cuyo producto es el enzima B-galactosidasa. Este enzima tiene la capacidad de
degradar el reactivo X-gal en un producto con una coloracién azul, por ello las colonias recombinantes seran
blancas. Para este tipo de seleccidon se afiadio IPTG y X-gal a las placas con LB ampicilina.

3.2.2 Transformacion en levadura

Para la transformacion de las células de levadura se utilizdé un protocolo rapido de transformacién (Ito et al.,
1983). Se mezcld 5 pl de 1% ssDNA y 10 pl de la mezcla de pldsmido. Esto se llevé con H,0 a un volumen de
50 pl. A esta mezcla se le afiadié un asa de siembra llena de células de levadura que estuvieron cultivadas en
medio YPD no mas de 48 horas. Seguidamente se afadié 0.5 ml de solucion de PLATE (240ul PEG 50%, 36ul
LiAc [1M], 10ul ss-DNA [10mg/ml], 64ul H,0) y se mezcld vigorosamente. Se incubo 6 horas a temperatura
ambiente para incubar posteriormente 15 minutos a 42 °C. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se
centrifugo, se desechd el sobrenadante y las células sedimentadas se resuspendieron en 200 ul de agua
estéril. Esta mezcla se vertio en placas con medio selectivo (Adams et al., 1997).

3.2.3 Insercion de GFP en el genoma

Para ver el comportamiento la proteina Art7 dentro del espacio celular, es necesario que esta molécula sea
visible. Uno de los métodos disponibles consiste en anadir Green Fluorescent Protein (GFP) en la parte
terminal sin interrumpir la pauta de lectura, es decir, quitando el coddn de stop de ART7 y afiadiendo la
secuencia codificante para GFP sin que los tripletes de codones varien, creando una proteina de fusion.

Para el marcaje de ART7 con GFP en la parte COOH-terminal, se tuvieron que disefiar unos oligonucledtidos
mas largos de lo habitual. Estos oligonucledtidos poseen una secuencia de recombinacion en el genoma de
levadura y una secuencia que hibrida con GFP. La recombinacidn sera mas eficiente se existen unas 20 pb
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entre las dos secuencias de recombinacidn (Esquema 1 resultados). El cebador directo se diseiié de forma
que, la primera parte fuera complementaria a la parte final de ART7, sin el codén de stop. Y una segunda
parte que era complementaria a la primera parte de GFP. Esta segunda parte, es necesaria si se quiere
obtener el fragmento de oligonucledtido deseado para la recombinacidon cuando se produce la amplificacién
por PCR (Figura 19 resultados).El cebador reverso se disefié de forma que la secuencia de recombinacién en
el genoma de levadura estuviera 20 pb aguas abajo del codén de stop y la otra parte del oligonucledtido
hibridara con la parte final de HIS3.

Una vez disefiados los oligonucledtidos, se realizé una PCR con un DNA plasmidico que ya contenia el caset
GFP-HIS3. El producto obtenido, se clono en la cepa de levadura BY4741 como se ha explicado
anteriormente. De esta forma los mecanismos celulares, gracias a las secuencias de recombinacién
introducen GFP en el genoma. Para su seleccién, se utiliza un medio selectivo ya que al producirse la
recombinacién, se ha insertado GFP mas el gen de seleccion deHIS3 que le da a la célula capacidad de
sintetizar histidina. Para comprobar que la construccidn estaba integrada en el genoma y que la pauta de
lectura estaba correcta se secuencid la parte del genoma de las cepas candidatas en el servicio de
secuenciacién del IBMCP, utilizando un oligo que hibrida al menos 50 pb antes de la secuencia 5’ de la
recombinacién con un primer reverso que hibrida con los primero nucledétidos del gen HIS3.

3.3 TECNICAS DE MANIPULACION GENETICA
3.3.1 Diseiio de oligonucleétidos

El disefio de los oligonucledtidos para amplificacion de los promotores HXT6, ART4 y ART7, se disefaron a
partir de la secuencia existente en la base de datos de levadura (Saccharomyces Genome Database). Para el
disefio del oligonucleétido se tuvo en cuenta la T,,. Ademas, se introdujo una diana de restriccién con el
objetivo de fusionar el promotor con la pauta de lectura del gen lacZ. También se evitaron codones de stop
entre el primer codén de metionina del gen de interés y la secuencia de lacZ. Para la correcta insercidn,
asegurando un clonaje direccional de los promotores en el vector de destino YEp366, una diana de
restriccion BamHI fue introducida en el cebador directo, mientras que Sall fue introducida en el cebador
reverso (Tabla 2).

Tabla 2: Descripcion de los cebadores usados. Notar que el sitio de restriccion esta subrayado.

Nombre Secuencia (5’>3’) Tm (°C)
Artdp_5’'_fw CGGGATCCTAGAAGACAGTAGTCAGCGTTGG 57.31
Art4d_3_Rv_2 CGCGTCGACATGGCTCTTTTGAAGGTCGAG 56.70
Art7p_5’_fw CGGGATCCACGGAAGTGTCTCGCGC 59.41
Art7p_3’_rv ACGCGTCGACGAGGCTTTTTCTTAGTTGATTTACC  56.90
Hxt6p_5’_fw CGGGATCCCGTGCTTTCAGAGGAACAAAG 58.42
Hxt6p_3’_rv ACGCGTCGACGATGCTCCACAGGAGTTTGC 59.24

Para el marcaje de ART7 con GFP en la parte terminal, se tuvieron que disefiar unos oligonucleétidos mas
largos de lo habitual (Tabla 3). Estos oligonucledtidos poseen una secuencia de recombinacion en el genoma
de levadura y una secuencia que hibrida con GFP.
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Tabla 3: Descripcion de los cebadores usados. Notar que la secuencia de hibridacion con GFP esta subrayada.

Nombre Secuencia (5’>3’) Tm (°C)

Art7_GFP_5'_fw TAAGCTGGGTTTATGGGAGGTTTTCTATCAAAGGGTACCAAACGAG 48
GTCGACGGATCCCCGGGTT

Art7_GFP_3'_Rv  CTATATACATCACTTTCTATATGAAACTATACAAGCTTAATGCACTCG 38
ATGAATTCGAGCTCGTT

Los oligonucleétidos para amplificar los fragmentos de los genes ART fueron disefiados a partir de la
secuencia génica existente en la base de datos de levadura Saccharomyces Genome Database. Para el disefio
se tuvo en cuenta la temperatura de hibridacién del oligonucleétido y que el mismo presentara al menos
una G/C al final para mejorar la hibridacién. Por otra parte, se cre6 una diana de restriccion para un enzima
gue no cortara en la parte génica pero que en cambio, esta diana estuviera presente en MCS (Multi Cloning
Site) del vector destino (pACT Il). Para asegurar el clonaje direccional del gen, se usaron dos enzimas de
restriccion distintas, Sfil en el cebador directo y Xhol en el reverso (Tabla4).

Tabla 4: Descripcion de los cebadores usados. Notar que el sitio de restriccion esta subrayado.

Nombre Secuencia (5’>3’) Tm (°C)
Art7_NT_5’_fw CTGGCCATGGAGGCCATGGGCTTCAGTAGCGGTT 58
Art7_NT_3’_Rv CTCGAGAAATGGTGAAATAAAAAGTTGAAT 58
Art7_CT_5’_fw CTGGCCATGGAGGCCGTCGCACTTTCAATAAAACCAT 60
Art7_CT_3'_rv CTCCAGCTATGAGCGATCCCGTTTTCG 60

3.3.2 Extraccion de ADN gendémico de levadura:

El ADN de levadura se extrajo siguiendo un protocolo de extraccion estandar (Sambrook et al., 1989). Las
células fueron crecidas con medio YPD hasta fase exponencial. Se recogieron las células de 1,5 ml y se
lavaron con agua estéril. Las células se resuspenderion en 200 pl de buffer de protoplasto (100 mM Tris-HClI,
pH 7.5, 10 mM EDTA, 1000 unidades de Zymoliasa/ml, 10 ul de B-mercaptoetanol/ml) y se incubo a 37 °C
durante 2 horas. A la mezcla se le afiadieron 200 ul del buffer de lisis (0.2 M NaOH, 1% SDS) y se mezclé
cuidadosamente. Se incubo a 65 °C durante 20 minutos y se enfrié rdpidamente en hielo. Se anadieron 200
ul de 5M KAc, se mezclé cuidadosamente y se incubo 15 minutos en hielo. Posteriormente se centrifugo y el
sobrenadante se transfirid a un tubo Eppendorf donde se afiadieron 2 pl de RNasa A (10 mg/ml) y se incubd
a 37 °C durante 30 minutos. Seguidamente se vertieron 600 ul de Isopropanol, se mezclé cuidadosamente,
se incubo 5 min a temperatura ambiente y se centrifugd (13000 rpm, 30 segundos). En este paso se puede
observar que el ADN ha precipitado y forma un pellet de color blanco. Finalmente se lavé el precipitado con
etanol al 70%, se secd y se resuspendié en 50 pl de tampdn TE (5ml Tris pH8 [1M], 1ml EDTA [0.5 M] pHS,
496ml H,0).

La integridad del ADN gendmico extraido se comprobd corriendo un gel de agarosa al 0.7%.

3.3.3 Extraccion de ADN plasmidico

3.3.3.1 Kitde purificacién de Roche

Para la extraccidn y purificaciéon de plasmidos, se empled el protocolo recomendado por Roche para el
aislamiento de plasmidos de alta pureza (High Pure plasmid isolation kit Roche). En este protocolo, primero
se produce una lisis alcalina para posteriormente purificar el ADN plasmidico mediante columna de alta
afinidad.
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En la purificacién de ADN plasmidico de las colonias recombinantes con pGEM-T Easy-ART, la digestidn se
realizd con EcoRI cuyas enzimas se encuentran en el MCS del vector pGEM-T Easy.

Las colonias recombinantes con pACTII-ART, se digirieron secuencialmente con Sfil y Xhol. El objetivo en
ambos casos, fue resolver los fragmentos producto de la digestidn con un gel de agarosa y comprobar que el
tamafio de los fragmentos corresponde con el vector recombinante.

Por otra parte, las colonias recombinantes YEp366-ART4, YEp366-ART7 y YEp366-HXT6, se digirieron con Sacl
para asegurar que el clonaje fue satisfactorio.

3.3.3.2 Purificacion de ADN a partir de agarosa y purificacién de producto de PCR

Para realizar la purificacién de los fragmentos de ADN aislados del plasmido, después de las digestiones que
separan los fragmentos de interés del plasmido y que los dejan con los extremos adecuados, se sigue el
mismo protocolo recomendado por Roche, pero en este caso para purificacion de ADN a partir de agarosa
(High Pure plasmid isolation kit Roche). Para ello, antes de seguir el protocolo y después de la digestidn, se
corre un gel de agarosa al 0.7% para separar los productos de la digestidn y se corta la banda que contiene el
fragmento de interés y se sigue el protocolo de purificacion.

3.3.4 Amplificacion génica por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):

Con el ADN gendmico extraido y con los cebadores adecuados, se procedid a la amplificacion de los
fragmentos.

La reaccidon tuvo lugar en una mezcla de 0.2 mM de dNTPs, 0.1 mg del ADN gendmico, 0.5 uM de cada
cebador, 0.75 U de enzima Tag ADN polimerasa y 2 mM del tampdn de reaccién correspondiente. Usando un
volumen final de 25ul por reaccidn. Se realizaron varias PCR usando distintas concentraciones de ADN
gendmico (1/1, 1/50, 1/100) con el fin de conocer la concentracion dptima que amplifique los fragmentos.

Los ciclos de amplificacién utilizados fueron: Un primer ciclo de 5 minutos a 95 °C, 40 ciclos de: un minuto a
95 °C, un minuto a 58 °Cy 3 minutos a 68 °C. En ultimo lugar un ciclo de 10 minutos a 72 °C. Para finalizar, las
muestras se conservan a 4 °C.

3.4 DIGESTION Y LIGACION DE PLASMIDOS
3.4.1 Vector de expresion en bacteria

Se requiere del vector de expresion pGEM-T Easy (Promega), para introducir el producto de la PCR
(fragmentos de genes ART), y a continuacidn seleccionar los clones que hayan incorporado el inserto. Este
vector tiene un tamafio de 3015 pb, y el sistema de seleccidén de clones se basa en la a-complementacién de
la B-galactosidasa. Para la aparicion de la B-glactosidasa se requiere de la expresion del gen Lac Z que
codifica para la proteina reportera B-lactamasa cuya region codificante estd interrumpida por el MCS y el
operon lacZ. Este vector permite una ligacion facil de los productos de PCR y la seleccion blanco-azul de los
clones recombinantes (ver en anexo).

3.4.2 Ligacion en el vector pGEM-T Easy

El plasmido pGEM-T Easy utiliza el método de clonaje “TA cloning”, esto permite una clonacidn directa entre
el inserto de interés y el plasmido. El plasmido contiene extremos cohesivos los cuales constan de una
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desoxitimina libre (3'T) y los productos de la amplificacion contienen una desoxiadenosina (3’A) que ha
anadido la Taq Polimerasa durante la PCR.

La ligacion tiene lugar en un eppendorf que contiene 1U de ADN ligasa T4, 1X de tampdn ligasa, 1.875 ng/ul
del fragmento ART, 2.5 ng/ul de pGEM-TEasy con un volumen final de 10 pl. Esta mezcla se incuba toda la
noche a 16 °C.

3.4.3 Vectores de expresion en levadura

Para los ensayos [B-galactosidasa se emplea el vector de expresidon YEp366 (Myers et al., 1986) tiene la
secuencia que codifica para la B-galactosidasa. Se clona el fragmento del promotor del gen de interés de
forma que no se perturbe la pauta de lectura abierta (Reynolds et el., 2001). Con esto se puede estudiar
cuanta B-galactosidasa se forma segun la expresion del promotor y posteriormente medir esta actividad
enzimatica al afiadir el substrato del enzima (Ortho-Nitrophenyl-B-Galactosidase ONPG). Ademas, este
vector contiene un gen que codifica para leucina y una resistencia a ampicilina de forma que se usan para
seleccionar colonias positivas al clonar en S. cerevisiae y E. coli respectivamente (ver anexo).

En levadura se emplea el vector de expresion pACTIl para generar una proteina de fusién con la proteina de
interés (fragmentos ART), mediante su introduccién en el MCS en la direccién correcta. La proteina Gal4 AD
(dominio de activacion de la transcripcién de 113 aminoacidos) y un epitopo de HA (hemaglutinina).
(Clontech)

Este vector contiene el promotor ADH1 el cual proporciona altos niveles de expresidn a la proteina de fusion.
La proteina es dirigida al nucleo debido a la sefial de localizacién nuclear del antigeno T de SV4 que esta
clonado en el extremo 5’ del Gal4 AD. El vector se replica de forma auténoma en E.coliy S. cerevisiae, lleva el
gen Bla que confiere resistencia a la ampicilina en E.coli y el gen LEU2 que permite a S.cerevisiae crecer en
un medio sintético carente de leucina. Por tanto, las colonias transformadas, pueden crecer en sus medios
selectivos respectivamente. Este vector también es adecuado para ensayos de doble hibrido en el que el
dominio Gal4 AD contiene la regidn proteica que activa la transcripcidon de un gen reportero que se une o
interacciones fisicamente con dominio de unién a ADN (Clontech) (ver anexo).

El vector de expresion de levadura pBTM116 genera una proteina de fusién con la proteina de interés
introducida en el MCS en la direccidon adecuada y la proteina LexA (dominio de unién de ADN). La proteina
de fusidn tiene altos niveles de expresién en la célula huésped debido al promotor constitutivo del gen
ADH1. (Bartel et al., 1993) La proteina es dirigida al nlcleo donde se une al ADN. El vector se replica de
forma autdnoma en E. coliy S. cerevisiae, lleva el gen Bla que confiere resistencia a la ampicilina en E. coli y
el gen TRP1 que permite a S.cerevisiae crecer en un medio sintético carente e triptéfano. Por lo tanto, las
colonias transformantes son seleccionadas por esta capacidad. Este vector también es adecuado para
ensayos de doble hibrido en el que dominio LexA contiene la regién proteica de unién al ADN que permite la
activacion de la transcripciéon de un gen reportero si se une o interacciona fisicamente con un dominio de
activacion de la transcripciéon (ver anexo).

3.4.4 Digestiony ligacion en el vector pACTIl y YEp366

Una vez obtenidos los fragmentos de los genes de la familia ART insertados en el pGEM-T Easy y haberse
comprobado que no tienen mutaciones que comprometan la funcién de la proteina que codifican, éstos se
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digirieron con los enzimas de restriccion cuyas dianas de restriccion se disefiaron en sus extremos para
aislarlos del pldsmido con los finales adecuados que luego permitieron el clonaje en pACTII.

De forma paralela se llevd a cabo la digestion de pACTIl con los mismos enzimas, que cortaran el MCS
dejando el vector lineal y con extremos cohesivos para el clonaje direccional de los distintos fragmentos
usando los mismos encimas de restriccidon que en el caso anterior.

Para las digestiones se utilizan los enzimas de restriccion (Sfil y Xhol). Estos enzimas de restriccién cortan de
modo especifico y eficiente usando tampones distintos (buffer Green) para Sfil y (buffer Red) para Xhol. Es
por ello por lo que se realizé una digestidn en dos pasos. Primero se cortd con Xhol (temperatura dptima 37
(), y posteriormente con Sfil (temperatura dptima 50 2C).

Para la purificacion de los fragmentos de los genes ART, se corre un gel de agarosa a 0,7% con carril doble
para separar por tamano del vector (asegurando una buena cantidad de DNA) y a continuacion se corta la
banda y se purifica mediante el protocolo de purificacion de ADN de agarosa (High Pure plasmid isolation kit
Roche).

Seguidamente, se llevd a cabo la reaccién de ligacidon en la cual se introdujo el fragmento del gen ART
purificado con los extremos cohesivos, el vector con los extremos adecuados y la enzima ligasa. La mezcla se
incubd a 162C durante toda la noche, se transformd en E.coli y se cultivé placas de LB con ampicilina.
Finalmente, se llevé a cabo la purificacion del plasmido y la digestién con los enzimas de restriccion
adecuados para comprobar la presencia del vector pACTII con el inserto correspondiente.

Por otra parte, una vez los promotores de los genes (ART4, ART7 y HXT6), fueron obtenidos por PCR, se
purificaron y se digirieron con los enzimas de restriccion adecuados para el correcto clonaje en YEp366.

De forma simultdnea, YEp366 se digirié con los mismos enzimas de restriccién que cortan el MCS dejando
extremos cohesivos y aptos para el clonaje direccional.

Para las digestiones, se usaron los enzimas de restriccidn Sall y BamH]I. La digestion se llevé a cabo en dos
pasos. Primero se cortd con Sall (Temperatura dptima de 37 °C), se inactivo aumentando la temperatura a
65 °C, y después con BamHI (temperatura éptima de 37 °C).

Seguidamente, se llevd a cabo la reaccidn de ligacidn en la cual se introdujeron el fragmento del promotor
purificado con extremos cohesivos, el vector propiamente cortado y la enzima ligasa. La mezcla se incubo
toda la noche a 16 °C, se transforma en E. coli y se sembrd en placas con LB ampicilina. Se asumid que todos
los clones supervivientes son recombinantes. Finalmente, se llevé a cabo la purificaciéon del plasmido y
digestidn con el enzima apropiado (Sacl), para verificar la presencia del vector recombinante YEp366 vy el
fragmento clonado. El plasmido se llevé al servicio de secuenciacion del IBB para comprobar que no se habia
generado ninguna mutacién y se transformé en levadura.

Todas las construcciones se secuenciaron para comprobar que se realizaron satisfactoriamente.

3.5 ANALISIS FENOTIPICO DE CRECIMIENTO EN MEDIO SOLIDO POR GOTEO

Se emplearon diluciones seriadas (1/10, 1/100 y 1/1000) de cultivos en estado liquido que contenian la cepa
de levadura a analizar. Posteriormente, se depositaron en las placas de medio sélido con las diferentes
condiciones a estudiar. Las gotas contienen aproximadamente 3 pl de cada dilucién y se sembraron
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empleando un replicador (Sigma). Las placas se incubaron a 282C los dias convenientes, y transcurridos de 2
a 7 dias (en funcién de las condiciones de crecimiento) se observé cada placa.

En este andlisis de crecimiento, se tuvo en cuenta las diluciones en las que se observaba el crecimiento asi
como el tamafio de colonia en cada cepa y condicién para un tiempo de crecimiento determinado.

3.6 ANALISIS CUALITATIVO Y CUANTITATIVO DE PROTEINAS POR “WESTERN
BLOT”
3.6.1 Electroforesis de proteinas

La separacién de proteinas mediante electroforesis se llevd a cabo en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE). Empleando el sistema MiniProtean3 (BioRad). Primeramente, se prepararon
los geles de poliacrilamida. Estos constan de wuna zona superior de empaquetamiento
(acrilamida:biscrilamida 30:0.8 al 8%, 125 mM Tris-HCl pH 6.8 y SDS 0.1%) y una zona inferior de separacion
(acrilamida:bisacrilamida 30:0.8 al 8%, 375 mM Tris-HCI 8.8 y SDS 0.1%). El tampdn de resolucion empleado
fue SDS-PAGE 1X compuesto por 0.19 M glicina y 0.1%SDS (pH ajustado a 8.3 con Tris).

La primera parte de la electroforesis (empaquetamiento) se realizé a una diferencia de potencial de 80 V
mientras que la segunda etapa (resolucién) se llevd a cabo a una diferencia de potencial de 120 V.

3.6.2 Transferencia a membrana (Western Blot)

Las proteinas separadas por electroforesis, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Millipore). La
transferencia se realizé utilizando el set Mini-Trans Blot (BioRad) y tampdn de transferencia Towbin (0.19M
glicina, 0.01% SDS y 20% de metanol, ajustado a pH 8.3 con Tris). La transferencia se realizé6 con una
diferencia de potencial inicial de 100 V durante 2 horas a una temperatura de 4 °C.

3.6.3 Tincion de membrana con Direct Blue

Con las proteinas transferidas a la membrana de nitrocelulosa, esta se tifio con la solucidon Direct Blue
(Aldrich Chemistry) para comprobar la eficiencia de la transferencia proteica y obtener un control de carga.
Se sumergieron las membranas en la solucidn colorante (0.008 [w/v] Direct Blue71, 40% etanol absoluto y
10% acido acético) durante dos minutos en agitacidn. Posteriormente, se elimind el exceso de colorante con
la solucidn de lavado de Direct Blue (mezcla de 40% etanol absoluto y 10% de acido acético glacial en agua
destilada).

Se capturo la imagen de la membrana tefiida y se elimind el colorante con la solucién de des tincién de
Direct Blue, que contiene una mezcla de 50% etanol absoluto y bicarbonato sédico (NaHCO3) 1M en agua
destilada.

3.6.4 Inmunodeteccion de proteinas transferidas a membrana

Para detectar las proteinas, primero fue necesario bloquear los sitios de unién inespecificos sumergiendo la
membrana en una solucién de bloqueo (0.1% Tween 20, 150 mMNaCl, 20 mMTris.HCI pH 7.6 y 2% leche
desnatada) durante 30 minutos en agitacion. Seguidamente, se retird la solucidn y se afiadié la solucidn con
el anticuerpo primario especifico para la proteina de interés en la dilucién adecuada. Esta se dejo incubando
a 4 °C en agitacion aproximadamente 16 horas. Posteriormente, se realizaron tres lavados de 10 minutos en
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TBS-Tween 20 (0.1% Tween 20, 150 mMNaCl y 20 mM Tris-HCl pH7.6). En el siguiente paso, se afiadio el
anticuerpo secundario especifico en la solucién de bloqueo y la dilucién adecuada y se dejé incubar a
temperatura ambiente en agitacion durante 2 horas. Finalmente, se realizaron tres nuevos lavados como los
anteriores.

La deteccion se realizd utilizando el sistema de quimioluminiscencia ECL Plus Western Blotting Detection
System (Amersham Biosciences), siguiendo las recomendaciones del fabricante. La sefial de
guimioluminiscencia se detecté usando peliculas de rayos X (Biomax Light-1, Kodak).

3.7 ENSAYOS ENZIMATICOS B-GALACTOSIDASA

Las cepas que contenian el plasmido YEp366-HXT6 se cultivaron hasta fase exponencial en medio sintético
sin leucina, acorde con la competencia del plasmido. Se recogieron alicuotas de 1ml a las densidades dpticas
de 0.5, 1.0 y 3.0 unidades de absorbancia, medidas a 660nm. Seguidamente se centrifugaron 5 minutos a
3000rpm vy las células fueron recogidas.

El ensayo B-galactosidasa se llevd a cabo tal y como esta indicado en (Reynolds et al., 1997). Las células
recogidas se resuspendieron en 300 pl de buffer Z (60 mM Na,HPO,, 40 mM NaH,P0O,, 10 mMKCI, 1 mM
MgS0,, 35 mM 2-mercaptoethanol). Cien uL de la suspension celular se diluyo en tubos de ensayo que
contenian 900 ulL de buffer Z. Después, se anadieron 40 ul de cloroformo y 20 ul de SDS 0.1 %, para
permeabilizarlas células después de agitar 15 segundos. Los 200 pl de suspensidn celular que quedaron en el
buffer Z se almacenaron a 4 °C. La suspension de células permeabilizadas se atemperé colocando los tubos
de ensayo a 30 °C en un bafio de agua. Después de 15 minutos, 0.2 ml de ONPG (4 mg / ml) se afiadieron
como substrato con el fin de empezar la reaccidn enzimatica, la cual se puede evidenciar por la aparicién de
un color amarillo. La reaccién enzimatica se detuvo por un cambio de pH al afiadir 500 pl deNa,CO;1 M. La
formacidn de producto se evalué por espectrofotometria al medir 350 pul de la solucién a 405 nm en una
placa de 96-pocillos usando el lector de placas Labsystems y EMS Reader (Labsystems). La cantidad de
suspension celular se analizé midiendo la absorbancia a 630 nm. La actividad B-galactosidasa se expresod en
unidades de Miller usando la siguiente férmula: [(1000 x OD4gs) / (ODggo X tiempo de reaccion)].
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ANALISIS DE LOS PROMOTORES DE HXT6, ART4y ART7

En esta primera seccion se analizaran los resultados del estudio del promotor de HXT6 como regulador de la
expresion de este transportador. A parte del promotor de HXT6, también se realizaron las construcciones de
otros dos promotores ART4 y ART7 que por falta de tiempo no se pudieron estudiar.

4.2 SELECCION DEL PROMOTOR

Como los promotores de los genes no estaban descritos en la bibliografia, para asegurar que todos los
elementos reguladores fueron seleccionados, la regiéon seleccionada fue delimitada desde aproximadamente
primer coddn del gen de interés, hasta al menos 400 pb aguas arriba del coddn inicial. La secuencia fue
buscada en la Base de datos de Genoma Saccharomyces cerevisiae (http: // www.yeastgenome.org/), y las
longitudes de promotor resultantes fueron 413, 556 y 767 pb para ART4, ART7 Y HXT6, respectivamente.

4.3 CLONAJE DE LOS PROMOTORES DE ART4, ART7 Y HXT6 EN EL VECTOR DE
EXPRESION YEp366

El clonaje de los promotores en el vector YEP366 se llevd a cabo tal como se describe en la seccidn de
Materiales y Métodos. El proceso comenzé con la extraccion de ADN gendmico de la cepa BY4741 via el
protocolo descrito anteriormente. Entonces, se realizaron 3 PCRs cada una con los cebadores especificos
para la amplificacion del promotor apropiado (ART4, ART7 y HXT6). Para comprobar que la amplificacidn fue
realizada correctamente, después de la reaccién se llevd a cabo una electroforesis en gel de agarosa con los
productos de PCR (Figura 13).

M  ART4 ART7 HXT6

12215 -

3054 -

1639 -
1018 -

517 -

Figura 13: Electroforesis en gel de los productos de PCR que contiene las secuencias promotoras de los genes indicados.

Los cebadores fueron disefiados como se describe en materiales y métodos. Se insertaron dianas de
restriccion especificas al final de los cebadores. Se tuvo en cuenta que: los sitios de restriccion no estaban en
la region de promotor, que clonaje era direccional y que el promotor estaba en pauta de lectura con el gene
lacZ del plasmido. Los oligonucledtidos resultantes se muestran en la tabla 2.

Después de la amplificacidn, se realizé la ligacidn en el vector de destino (YEp366), cortado con los mismos
enzimas. El método se describe en la seccion de Materiales y Métodos. Seguidamente, fue transformado en
la cepa de E.coli DH5a y fue purificado usando el kit de purificacién de Roche. Las figuras a continuacion
muestran los constructos.
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Figura 14: Promotor HXT6 (Gris) clonado en el vector de expresion YEp366.
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Figura 15: Promotor ART4 (Gris) clonado en el vector de expresion YEp366.
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Figura 16: Promotor ART7 (Gris) clonado en el vector de expresion YEp366.

Posteriormente, la incorporacién del promotor de interés en el vector se confirmd por digestién con el
enzima de restriccidon Sacl al analizarlo por la electroforesis en gel de agarosa. El tamafo esperado de los

fragmentos después de la digestién se muestra en la tabla 5 y la electroforesis en la figura 17.

Tabla 5: Tamaio esperado después de la digestion con Sacl.

Fragmentos de restriccidn con Sacl (pb)

Constructo Tamaiio molecular (pb)
YEp366-HXT6 9186 6438 + 2159 + 589
YEp366-ART4 9015 6438 + 2577
YEp366-ART7 8977 6438 + 2539
YEp366 8427 6438 + 1989
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YEp366 YEp366 YEp366
HXT6 ART4  ART7 YEp366
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Figura 17: Electroforesis en gel de agarosa resultado de la digestion con Sacl. La figura muestra dos clones positivos de cada
promotor insertado y un control negativo con el plasmido vacio YEp366 ®.

Los datos de secuenciacién mostraron que el fragmento clonado no tenia mutaciones y el marco de lectura
abierto de lacZ no fue perturbado. Aunque YEp366-ART4 y YEp366-ART7 también fueran construidos, mas
adelante no son usados para los en ensayos B-galactosidasa ya que no hubo suficiente tiempo para realizar
los experimentos. El objetivo de aquellas construcciones era de determinar si realmente estos promotores
son regulados cuando se produce un cambio en la fuente de carbono.

4.4 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DEL PROMOTOR A TRAVES DE ENSAYOS BETA
GALACTOSIDASA
4.4.1 Funcionalidad del promotor

Para demostrar que promotor del gen HXT6 tiene una actividad apropiada, se realizd un ensayo enzimatico
(Figura 18). Las células fueron crecidas en glucosa hasta fase exponencial. Entonces, nuevo medio fue
afiadido dejando el cultivo a ODggpnm = 0.6. Las células fueron recogidas a tiempos 0, 1, 2, 4 y 6 horas. Los
resultados se muestran mas abajo. Se puede observar que a tiempos mayores la expresion del promotor
deHXT6 es mayor. Estos resultados son coherentes ya que Hxt6 es un transportador de glucosa de afinidad
que es expresado cuando los niveles de glucosa son bajos (Ozcan and Johnston, 1999). A tiempos mas largos,
menos glucosa queda en el medio y por tanto la expresidon de HXT6 es mas alta. El experimento sugiere que
la region de promotor seleccionada ha incluido los dominios de regulaciéon necesarios para mantener la
funcionalidad del promotor.
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Figura 18: Ensayo B-galactosidasa realizado con glucosa como fuente de carbono. Las células fueron recogidas a diferentes
tiempos a partir de una inoculacién inicial de células en fase exponencial. Ensayo realizado con la cepa BY4741 [YEp366-HXT6]

4.4.2 Determinacion de la regulacion transcripcional

Los ensayos enzimdticos B-Galactosidasase realizaron tal cual se explica en materiales y métodos. El
plasmido YEp366-HXT6 fue transformado en la cepa silvestre y en cepas que carecen del gen ART4 o ART7.
Las células fueron cultivadas hasta fase exponencial en la cual alicuotas de 1ml fueron tomadas a diferentes
densidades dpticas. Se realizaron dos experimentos diferentes. En el primero (Figura 19), las células fueron
cultivadas con medio sintético de glucosa. Alicuotas de 1ml fueron tomadas a ODggonm=0.5, ODggonm=1.0 y
ODgsonm=3.0. En el segundo experimento (Figura 20), las células fueron cultivadas en el medio sintético de
rafinosa y las alicuotas de 1ml fueron tomadas a ODgggnm=0.5, ODggonm=1.0 Yy ODggonm=2.5. Después de recoger
las células se afadié el buffer Z y el sustrato de la B-galactosidasa (ONPG) a la mezcla de reaccidn. Los
resultados se muestran en los siguientes graficos.
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Figura 19: Ensayo B-galactosidasa realizado con glucosa como fuente de carbono. Las células fueron recogidas a diferentes ODggonm
(0.5, 1.0, 3.0) a partir de una inoculacion inicial de células en fase exponencial. Ensayo realizado con la cepa silvestre (fondo
BY4741) transformado con YEp366-HXT6 (Azul), art4[YEp366-HXT6](Rojo) y art7[YEp366-HXT6](Verde).

En el experimento en el que se cultivaron células en glucosa, no se observan diferencias significativas en la
expresion de Hxt6 entre la cepa de tipo salvaje y las cepas mutantes a densidades dpticas iniciales (ODggonm =
0.5 y ODggonm = 1.0). En contraste, a una ODggonm = 3.0, pudo observarse que el nivel de expresién Hxt6 es
ligeramente menor en los mutantes que en el tipo salvaje. Por otra parte, a mayor densidad éptica se puede
ver un aumento en la expresidon Hxt6. Este incremento se debe a la disminucion de glucosa en el medio.
Como se sabe, Hxt6 es un transportador de glucosa alta afinidad y cuando la concentracion de glucosa es
baja, la expresién de este promotor es muy activa (Ozcan and Johnston, 1999).
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Figura 20: Ensayo B-galactosidasa realizado con rafinosa como fuente de carbono. Las células fueron recogidas a diferentes
0D660nm (0.5, 1.0, 2.5) a partir de una inoculacidn inicial de células en fase exponencial. Ensayo realizado con la cepa silvestre
(fondo BY4741) transformado con YEp366-HXT6 (Azul), art4[YEp366-HXT6] (Rojo) y art7[YEp366-HXT6](Verde).
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En el experimento en el que se cultivaron las células en rafinosa, se observé una actividad mucho mayor
(maximo de 40 unidades Miller en glucosa vs. 500 unidades en rafinosa). Lo que apoya los resultados
previamente obtenidos (Figura 13). Ademas, no hay diferencias en la expresidon de Hxt6 entre cepa silvestre
y cepas mutantes.

En el estudio anterior, se determind la acumulacién de Hxt6 a nivel de proteina (Figura 12) en las mismas
condiciones. En este caso, el nivel de proteina en las cepas mutantes es mucho mayor que en el tipo
silvestre, y mas destacada en las células que se cultivaron en medio rafinosa. En nuestro experimento no se
observa que el nivel de expresidn del promotor HXT6 es mayor en las cepas mutantes que en la cepa de tipo
salvaje. Estos resultados de muestran que el aumento de expresidon en el nivel de proteina no es debido a un
aumento de la expresidon génica de HXT6. Por tanto, sugiere que estas diferencias tan grandes en la
acumulacién de Hxt6 se deben a modificaciones post-traduccionales en la proteina, como un retraso en la
endocitosis. Este experimento se incorporard en un manuscrito del grupo del trabajo que se mandara a
publicar en breve.

4.5 ANALISIS FENOTIPICO DE CEPAS MUTANTES ART4 Y ART7

Al observar un incremento en la expresidn del transportador de glucosa de alta afinidad Hxt6, con los
mutantes art4 y art7, se realizd un analisis fenotipico de cepas que contienen esta mutacidén y se compard
con una cepa salvaje. Al mismo tiempo se estudio el posible efecto fenotipico causado por la introduccién de
la proteina de fusién GFP en las proteinas Art4 y Art7. Esta fusidén se ha hecho a nivel gendmico, tal y como
se explica para el caso de Art7 en el apartado 3.2.3. Al introducir una modificacién en la secuencia
codificante, siempre existe un riesgo de alterar la actividad de la proteina codificada. Por tanto, es
importante realizar un analisis fenotipico de las cepas modificadas. Para ello, se realizaron goteos en placa
como se explica en el apartado de materiales y métodos, de cepas indicadas, en medios de cultivo con
diferente fuente de carbono. Se sembraron diferentes diluciones (1/10, 1/100 y 1/ 1000) y se analizaron dos
clones. Los resultados de los goteos en los que se compara la cepa silvestre con las cepas mutantes se
muestran a continuacién. Solamente se muestra uno de los clones analizados.

SD HG LG

1/10 1/100 1/1000 1/10 1/100 1/1000 1/10 1/100 1/1000

artd

ART4-GFP::HIS3

art7

ART7-GFP::HIS3

Figura 21: Analisis fenotipico de las cepas mutantes para art4, art7 y cepas a las que se les introdujo la proteina de fusién GFP. Se
muestran los goteos en tres medios de cultivo diferente SD (SyntheticDropout), HG (High Glucose, 4% Glucosa) y LG (LowGlucose,
1% Glucosa). Estan representadas tres diluciones diferentes.
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Figura 22: Andlisis fenotipico de las cepas mutantes para art4, art7 y cepas a las que se les introdujo la proteina de fusion GFP. Se
muestran los goteos en tres medios de cultivo diferente SRaf (SyntheticDropout raffinose), SGal (SyntheticDropout galactose) y
SMal (Synthetic Dropout maltose). Estan representadas tres diluciones diferentes.

No se observé ningun efecto fenotipico y no se observan diferencias en el crecimiento entre las cepas
mutantes y salvajes. Es posible que la célula pueda tener un crecimiento normal aunque falten estos
reguladores del trafico de proteinas. Pueden existir otras vias de sefalizacién que substituyan esta falta y por
tanto no observarse ningin cambio fenotipico. Un posible andlisis para un experimento futuro seria
comprobar si una cepa que carga ambas mutaciones tiene un cambio fenotipico en el crecimiento en
diferentes fuentes de carbono. Con estos resultados, no podemos concluir si la fusién de GFP al final de las
secuencias codificantes para Art4 y Art7 altera la actividad de las mismas, ya que no se ha encontrado
ningunas condiciones donde el comportamiento del crecimiento de los mutantes se ve cambio.

Por otra parte se realizaron goteos con las proteinas sobre expresadas en dos vectores diferentes (pNTrp y
pACT Il). Del mismo modo que en el experimento anterior, no se observa ningiin cambio fenotipico. Estos
resultados no se muestran en este trabajo.

4.6 CARACTERIZACION DE LA EXPRESION PROTEICA DE Art4 Y Art7
4.6.1 Regulacion post-traduccional

Con el fin de estudiar el perfil de acumulacién de las proteinas Art4 y Art7, se introdujo la proteina de fusion
GFP en el genoma justo después de ART?7. La cepa que contiene una modificacidon andloga de ART4 ya estaba
disponible en el laboratorio.

4.6.1.1 Diserio de los oligos

Para el marcaje de ART7 con GFP en la parte COOH-terminal, se tuvieron que disefiar unos oligonucleétidos
un mas largos de lo habitual. Estos oligonucledtidos poseen una secuencia de recombinacién en el genoma
de levadura y una secuencia que hibrida con GFP. Para que la insercidon sea mas efectiva se dejan 20 pb entre
las secuencias de recombinacion (Esquema 1).
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ART? Cromosoma Vi

ART? GFP HIS Cromosoma Vi

Esquema 1: Modelo de integracion de GFP fusionada con ART7.

El cebador directo se disefié de forma que, la primera parte fuera complementaria a la parte final de ART7,
eliminando el coddn de stop. Y una segunda parte que fuera complementaria a la primera parte de GFP. Esta
segunda parte, es necesaria si se quiere obtener el fragmento de deseado para la recombinacién cuando se
produce la amplificacién por PCR. El cebador reverso se disefié de forma que la secuencia de recombinacion
estuviera unas 20 pb aguas abajo de la secuencia de recombinacién anterior y que el oligonucleétido
hibridara también con la parte final de HIS3 que en el caso utilizado era un casete de histidina que usamos
como marcador de seleccion.

Una vez obtenido el producto de PCR se realizé la integracién en el genoma tal y como se describe en el
apartado de materiales y métodos. Una vez integrado en el genoma se realizé otra PCR para comprobar que
se habia integrado correctamente (Figura 23) y el producto de PCR se purificé y se secuencio en el servicio
de secuenciacion del IBMCP. Se comprobé que la proteina GFP estaba en pauta de lectura con Art7 y que no
se habia producido ninguna mutacién debido a la amplificacion.

M Art7-GFP

2500-
2000-
1500- &%
1031- §

Figura 23: Amplificacion por PCR del fragmento final de ART7 que incorpora GFP en su parte terminal sin codén de stop. Se
analizaron 5 clones y en todos se obtuvo amplificacién.

4.6.1.2 Andlisis de proteinas
Se estudid la expresidn de las proteinas Art4 y Art7 fusionados al GFP a nivel gendmico al cambiar la fuente
de carbono. Primero se estudid la expresidon de Art4 y Art7. Se crecieron las células en medio de cultivo
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glucosa porque es cuando se postula que estas proteinas estaran expresadas. Recordemos que Hxt6 es un
transportador de glucosa de alta afinidad y que solamente se expresa cuando los niveles de glucosa son
bajos. Al haber niveles altos de glucosa se espera que tanto Art4 como Art7deben de estar expresadas, ya
gue son los encargados de promover la ubiquitinacidén y posterior degradacién de Hxt6 en la vacuola. Los
resultados lo confirman, sin embargo el nivel de proteina es bajo ya que el nimero de células necesario para
detectar estas proteinas fue muy alto. Incluso asi, no se pudo detectar Art7 (Figura 24).

Art4-GFP Art7-GFP

kDa M BY

u‘?ﬂ-
~130-

Clonl Clon2 Cloni Clon2

Loading
: control

Figura 24: Analisis cualitativo de proteinas mediante western blot. En la figura se muestra la cepa salvaje y dos clones de Art4-GFP
y Art7-GFP. Las células se cultivaron en glucosa hasta fase exponencial y se realizo el experimento.

Como un abordaje alternativa para intentar detectar Art7-GFP, se realiz6 un experimento para comprobar si
este se acumula al cambiar la fuente de carbono a tiempos cortos. Este experimento se disefid asi
basandonos en resultados del laboratorio empleando ART4 y ART7 expresados en plasmidos usando este
mismo protocolo (A. Ferriy L. Yenush, datos no publicados). Primero se crecieron las células en medio de
cultivo rafinosa hasta fase exponencial y posteriormente se afiadiéd un 2% de glucosa tomando alicuotas a
diferentes tiempos como se ha explicado anteriormente. En la figura 25 se muestra el anadlisis por western
blot.

BY Artd-GFP Art7-GFP

Glucose
we M t=0h t=1h t=2h t=0h t=1h t=2h t=0h t=1h t=2h Treatment (h)

M-

h — . GFP
Loading
control

Figura 25: Analisis cualitativo de proteinas mediante western blot. En la figura se muestra la cepa salvaje, la cepa Art4-GFP y Art7-
GFP. Las células se cultivaron en rafinosa hasta fase exponencial y aitadié un 2% de glucosa.

Se puede observar un incremento en la expresion de Art4. Sin embargo, incluso con este protocolo de
crecimiento, no ha sido posible detectar Art7-GFP. Como se sabe, Hxt6 disminuye su expresién en presencia
de glucosa (Figura 12). Para que el transportador pueda ser degradado de la membrana es necesario el
adaptador del trafico de proteinas Art4. Con la proteina Art4 sucede lo contrario que con la proteina Hxt6, se
acumula al cambiar a glucosa como fuente de carbono. Por tanto, los resultados obtenidos son coherentes.
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Es posible que suceda lo mismo con la proteina Art7. Sin embargo, sus niveles de expresion son todavia mas
bajos que Art4 y no es posible detectar mediante western blot.

Una vez la proteina Art4 se detecté mediante western blot, se analizé por microscopia de fluorescencia para
estudiar una posible acumulacién en los organulos como puede ser vesiculas endociticas o el reticulo
endoplasmatico o TGN, donde es posible que pueda ser degradado Hxt6 o una acumulacién en la membrana
donde tenemos la presencia de este transportador. Sin embargo, no se pudo observar ningun tipo de sefial
de fluorescencia con lo que no se pudo proseguir por esta via. La falta de sefial en este caso se debe a la baja
expresidén proteica que no genera suficiente sefial en el microscopio confocal como para diferenciarla del
ruido de fondo.

4.6.2 Generacion de herramientas para estudiar interacciones proteina-proteina de
Art7 con la proteina kinasa Snf1

Se planted generar herramientas para estudiar otros aspectos de la regulacion de la proteina Art7, como sus
interacciones proteina-proteina. Para ello, se construyd pldsmidos para ampliar los estudios de interaccidn
entre Art7 y la proteina kinasa Snfl. Estudios previos del laboratorio han revelado que tanto Art4 como Art7
forma un complejo fisico con la kinasa Snfl en el sistema del doble hibrido de levadura (E. Deffontaines y L.
Yenush datos no publicados). Ademas, se ha visto que es la region N-terminal de Art4, que contiene el
dominio arrestina, que media la interaccidn con Snfl. Quisimos generar herramientas para extender este
estudio para incluir a Art7. Para ello se clono por separado el extremo N-terminal y el C-terminal de Art7 en
el vector pACTIl como se explica en materiales y métodos. Una vez que estaban los fragmentos clonados en
el vector pACTIl se realizd una digestién con Hindlll para comprobar que se habian introducido
correctamente. En la tabla 6 se muestran los fragmentos generados y en la figura 26 la separacién por
electroforesis en gel de agarosa.

Tabla 6: Tamafio esperado después de la digestion con Hindlll.

Constructo Tamaiio molecular (pb) Fragmentos de restriccidn con Hindlll (pb)
pACTII 8100 7352 + 748

pPACTII-ART7 10298 7352 + 2946

PACTII-ART7-CT 9119 7352 + 1767

PACTII-ART7-NT 9279 7352 + 1927
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pACTII

M ® Art7 Art7-CT Art7-NT

700-

Figura 26: Electroforesis en gel de agarosa resultado de la digestion con Hindlll. La figura muestra un clon positivo de cada
fragmento insertado y un control negativo con el plasmido vacio pACTII ®@. Notar que la banda pequeiia del vector vacio no se
aprecia muy bien pero esta presente en las 700 pb.

Con estas construcciones, y con las que se habian realizado en trabajos anteriores, se realizard ensayos de
doble hibrido de levadura en los que se mapeara los fragmentos de Art7 que interaccionan con la proteina
guinasa Snfl, ya que por falta de tiempo no se pudo realizar en el contexto de este trabajo.
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5 CONCLUSIONES

5.1 ESTUDIO DEL PROMOTOR HXTé6

El promotor se comporta de la forma esperada. A tiempos mayores, la expresidon de HXT6 es también mayor.

No hay una regulacién diferente entre los mutantes art4, art7 y la cepa salvaje. Tanto en fuente de glucosa
como en rafinosa las unidades de actividad son similares. Ademas en fuente de rafinosa la expresién es
mucho mayor que en fuente de glucosa.

5.2 ESTUDIO FENOTIPICO

No existe ningun efecto fenotipico entre los mutantes art4 y art7 y la cepa salvaje al crecerlas en medios de
cultivo con diferentes fuentes de carbono. Del mismo modo, tampoco se ha detectado condiciones de
crecimiento donde se aprecia diferencias en las cepas controles y las que sobreexpresan ART4 o ART7.

5.3 REGULACION POST TRADUCCIONAL

Tanto Art4 como Art7 se expresan muy poco y son muy dificiles de detectar mediante western blot y
mediante microscopia de fluorescencia, sugiriendo que se expresan a niveles bajos. Esta hipdtesis sera
confirmada por analisis de B-galactosidasa empleando las construcciones de ART4-YEp366 y ART7-YEp366
generado en este trabajo.

Los analisis de proteinas indican que hay un incremento en la expresidn de Art4 al afiadir un 2% de glucosa al
medio. Estos resultados son coherentes con la cantidad de transportador Hxt6 que se degrada al afadir un
2% de glucosa al medio. Por tanto sugiere que Art 4 sufre una regulacién a nivel transcripcional o post-
traduccional (o ambos) en funcién de la fuente de carbono. Este tipo de regulacién no se ha observado en
los casos de las proteinas de la familia ART y por tanto representa una linea de investigacién muy interesante
para el futuro.
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(8367) BspQI - SaplI / BamHI (22)
/' _Xbal (28)
d _Sall (34)
Y - PstI - SbfI (44)
__—SphI (50)

 —— HindIII (52)
Bsu36I (280)
—— Bpul0I (561}

(7362) AhdI
(7296) Bsal_ .

_Dralll (1246)

_BsaBI* (1387)
- BclI* (1402)

(6881) Scal .

YEp366
8427 bp

(5847) BsaAl - SnaBI

T BstZ17I (2821)
BsiWI (2827)

(5495) NsiI . Ndel (3013)

BlpI (3069)

- BseRI (3456)
(4906) PpuMI

(4761) BStELI
(4546) Agel AfIII (4481)

BsrGI (3676)

Figura 28: Vector YEp 366.

BssHII - MauBI {1554)
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Anexos

fmpR_promater Bcll 198

BsaHI 7737 Spel 213

Scal 7680 FLP_recombdnase(884-1272)
fmplcillin FRT

ZmicronZ_origin

pERIZ2_origin

PEEX_3_primer

SVA0_MLS

Gald_R

Gald_RAD

Mlul 5173

Gald_RD_primer
HA
HA
Neal 5017
Smal 5009
Emal 5007
BamHI 5002
EcaRI 4336
Sacl 4994
¥hal 4387
pJGA_S_rev_primér
yADHZ_terminatar EcofY 3223
pHybLéx_rev primer Bsral 35%d4
yADH1_termipatar
LasP
La=P
LaxP

Figura 29: Vector pACT Il.

ADH1-prom.

2 micron ori N LexA-BD

Hoal 1580
Neul 1986

Clal 2825
fgel 2723

pBTM116 sense primer

EeoRI (1041)

Amd (1046)
UHET (1047)
Smd (1048)

pBTM116

BanHI (1051)

G86 by
’ . Sal (1057)
Pstl (1067)
ADH1-term.
ampR TRP1
colE1 ori

Figura 30: Vector pBTM 116.
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