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Resumen

RESUMEN.

En Saccharomyces cerevisiae, la represion por glucosa afecta a genes que codifican
enzimas relacionados con la respiracion o con el uso de fuentes de carbono alternativas,
mientras que la induccion por glucosa estimula la transcripcion de enzimas glicoliticos
y genes que codifican para sus transportadores, posibilitando su utilizacion.

La proteina Migl es un factor transcripcional fundamental en la represion de
aquellos genes implicados en la utilizacion de fuentes de carbono alternativas, que
codifican para enzimas gluconeogénicos e implicados en la respiracion. El gen SUC2 se
ha utilizado de forma tradicional como modelo en la represion por glucosa, ya que se
regula de forma exclusiva a través de esta via. Migl reprime la expresion de SUC2 en
alta glucosa, condicion en la que el microorganismo no precisa el enzima invertasa.
Cuando la concentracion del monosacéarido disminuye, SUC2 se desreprime y los
niveles de invertasa se elevan.

Aunque Migl es un represor crucial para la regulacion de SUC2, no realiza su papel
en solitario, sino formando parte de un complejo represor integrado por varias proteinas.
En concreto, se ha demostrado la participacion del enzima Hxk?2, el complejo Snfl y el
represor Mig2, entre otros factores.

La proteina Mig2 en S. cerevisiae ha sido descrita como un factor transcripcional
implicado en la regulacion por glucosa de genes relacionados con la utilizacion de
fuentes de carbono alternativas. Entre los promotores a los cuales se une esta proteina se
encuentran los de GAL1 y SUC2. En el caso de SUC2, se ha descrito que tanto Migl
como Mig2 son necesarios para llevar a cabo la represion de su expresion en
condiciones de alta glucosa. El papel de la proteina Mig2 en el complejo represor del
gen SUC2, por el momento, es poco conocido, barajandose la posibilidad de que actie
como un elemento redundante de Migl o complementando su funcion.

En la presente tesis hemos analizado el papel de Mig2 en la represion por glucosa
del gen SUC2, demostrando su participacion tanto en alta como en baja glucosa, asi
como los factores que regulan la misma. Asi mismo, hemos observado que la expresion
de MIG2 se encuentra regulada, en presencia de glucosa, por un complejo represor
formado por Migl, el complejo Snfl y el enzima Hxk2.

Ademads, en este trabajo demostramos que Mig2 presenta una doble localizacion
nucleo-citosdlica dependiente de glucosa de tal manera que, en presencia de dicho
monosacarido, Mig2 se acumula de forma mayoritaria en el ntcleo, donde lleva a cabo
su funcién como represor. En ausencia de glucosa, esta localizacion cambia de forma
muy rapida, pasando a asociarse a la red mitocondrial.

Asi mismo, hemos analizado los mecanismos de importacion y exportacion de la
proteina Mig2, demostrando que la ruta principal de importacion estd mediada por el
dimero Kap60/Kap95. Ademas, hemos identificado dos secuencias NLSs implicadas en
dicho transporte, siendo la NLS1 de Mig2 indispensable para su interaccion con la
importina Kap95. En cuanto al sistema de exportacion, se han identificado tres posibles
NESs pero la mutacion individual de estas secuencias no impide la salida de Mig2 del
nucleo. Aunque se ha demostrado la interacciéon de esta proteina con Xpol, ésta no
parece ser la ruta principal de exportacion de Mig2 al citoplasma.
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Resumen

La asociacion de Mig2 a la red mitocondrial es dependiente de Upsl, proteina
mitocondrial con la que interacciona de manera preferente en ausencia de glucosa. En
cuanto a su papel mitocondrial, Mig2 parece estar implicado en el mantenimiento de la
morfologia mitocondrial, posiblemente, a través de la ruta de fusion. La ausencia de esta
proteina no conlleva problemas en la segregacion del mtDNA.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS.

aco: Aminoacidos.

A: Adenina.

A Armstrong.

ADOA: (Autosomal Dominant Optic Atrophy) Atrofia optica autosomica dominante.
ADP: Adenosina difosfato.

AIF: (Apoptosis-inducing factor) Factor inductor de la apoptosis.
AMPc: Adenosina monofosfato ciclico.

Amp': Resistencia a ampicilina.

Arm: Repeticiones Armadillo.

ATP: Adenosina trifosfato.

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool.

C: Citosina.

°C: Grado centigrado.

ChIP: Inmunoprecipitacion de Cromatina.

CMT2A: Charcot-Marie-Tooth Neuropatia de Tipo 2A.

cNLS: (classical Nuclear Localization Sequence) Secuencia de localizacion nuclear
clasica.

C-terminal: Carboxilo terminal.
Cr: Ciclo umbral.

d: Directo.

Da: Dalton.

DAPI: 4,6-diamidino-2-fenilindol.
dCTP: Desoxicitidina trifosfato.

dHSP: (Drosophila heat-shock factor) Elemento de respuesta a estrés térmico de
Drosophila.



Abreviaturas

DNA: Acido desoxirribonucleico.
dNTP: Desoxinucleétidos trifosfato.
D.O.: Densidad optica.

DTT: Ditiotreitol.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.
EIM: Espacio intermembrana.

EMSA: (Electrophoresis Mobility Shift Assay) Ensayo de retardo de la movilidad
electroforética.

GFP: (Green Fluorescent Protein) Proteina verde fluorescente.
GST: Glutation S-Transferasa.

G: Guanina.

Glucosa-6P: Glucosa 6 fosfato.

GDP: Guanosin difosfato.

GTP: Guanosin trifosfato.

HA: Hemaglutinina.

HEAT: (Huntingtin, elongation factor 3 (EF3), protein phosphatase 2A (PP2A), and
the yeast P13-kinase TOR1) Huntingtina, factor de Elongacion 3, subunidad PR65/A
de la proteina fosfatasa 2A y PI3-quinasa TOR.

HEPES: Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperacina etanesulfonico.
IPTG: Isopropil B-D-tiogalactopirandsido.

Kap: Carioferinas.

LB: Medio de cultivo Lysogeny broth.

M: Molar.

ME: Membrana externa.

MI: Membrana interna.

MOPS: Acido 3-(N-Formilo)-propanosulfénico.

mRNA: RNA mensajero.

mtDNA: DNA mitocondrial.


http://en.wikipedia.org/wiki/Huntingtin
http://en.wikipedia.org/wiki/Protein_phosphatase_2A
http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphoinositide_3-kinase

Abreviaturas

N: Normal.

NADP": Dinucleétido fosfato de nicotinamida y adenina.

NADPH: Dinucleétido fosfato de nicotinamida y adenina reducido.

NBD: (Nucleotide-Binding Domain) Dominio de unién a nucleétidos.
MDM: Mantenimiento de la distribucion y morfologia mitocondrial.

MCP: (Mitochondrial Carrier Protein) Proteina transportadora mitocondrial.
MPP: (Mitochondrial Processing Peptidase) Peptidasa procesadora mitocondrial.
NES: (Nuclear Export Signal) Sefial de exportacion nuclear.

NLS: (Nuclear Localization Sequence) Secuencia de localizacion nuclear.
NPC: (Nuclear Pore Complex) Complejo del poro nuclear.

N-terminal: Amino terminal.

NTE: Extension N-Terminal.

Nups: Nucleoporinas.

OL: Oligodesoxinucleotido.

ONPG: Orto-nitrofenilgalactopirandsido.

ORF: (Open Reading Frame) Pauta abierta de lectura.

Ori: Origen.

P: Fosfato.

pb: Pares de bases.

PBS: Tampoén fosfato salino.

PCD: (Putative Carrier Domain) Dominio transportador putativo.

PCR: (Polymerase chain reaction) Reaccion en cadena de la polimerasa.
PKA: Protein-quinasa A.

PKI: (Protein kinase inhibitor peptide) Péptido inhibidor de la protein-quinasa.
PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo.

Poli dI-dC: Poly(deoxyinosinic-deoxycytidylic) acid sodium salt.

PVDF: Fluoruro de polivinilideno.



Abreviaturas

r: Reverso.
Ran: (RAs-related Nuclear protein) Proteina nuclear relacionada con Ras.

RanGEF: (Ran Guanine-nucleotide-Exchange Factor) Elemento intercambiador del
nucleodtido guanina de la proteina Ran.

RanGAP: (Ran GTPase Activating Protein) Proteina GTPasa activadora de Ran.
RFP: (Red Fluorescent Protein) Proteina roja fluorescente.

RNA: Acido ribonucleico.

RNAi: RNA de interferencia.

RT-PCR: (Real-time PCR) Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.
rpm: Revoluciones por minuto.

S: Serina.

SC: (Sintetic Culture) Medio sintético.

SCD: (Sintetic Culture Dextrose) Medio sintético con glucosa.

SCE: (Sintetic Culture Ethanol) Medio sintético con etanol.

SCF: Skp1-Cdc53-F-box.

SCY: (Sintetic Culture Glycerol) Medio sintético con glicerol.

SDS: Dodecilsulfato sodico.

SDS-PAGE: (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide gel electrophoresis)
Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS.

siRNA: (small interfering RNA) RNA pequeiio de interferencia.

snRNP: (small nuclear RiboNucleoProteins) Ribonucleoproteinas nucleares
pequenas.

STRE: (Stress Response Elements) Elementos de respuesta a estrés.
T: Timina.

TBE: Tampo6n Tris Borato EDTA.

t-BOOH: (Tertiary-butyl hydroperoxide) Tert-butilo.

TBS : Tampon Tris salino.

TE: Tampo6n Tris EDTA.


http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
http://en.wikipedia.org/wiki/Polyacrylamide_gel
http://en.wikipedia.org/wiki/Electrophoresis

Abreviaturas

TPR: TetratricoPeptide Repeat.

TRIS: Tris(hidroximetil)aminometano.

tRNA: RNA de transferencia.

TW: Tumor de Wilms.

U: Unidades enzimaticas.

UAS: (Upstream Activating Sequences) Secuencias activadoras aguas arriba.
YEP: (Yeast Extract Peptone) Medio complejo con extracto de levadura y peptona.
YEPD: (Yeast Extract Peptone Dextrose) Extracto de levadura, peptona y glucosa.
YEPE: (Yeast Extract Peptone Ethanol) Extracto de levadura, peptona y etanol.
YEPY: (Yeast Extract Peptone Glycerol) Extracto de levadura, peptona y glicerol.
YNB: (Yeast Nitrogen Base) Medio minimo para levaduras.

X-gal: 5-Bromo-4-cloro-3-indolil B-galactopiranodsido.
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INTRODUCCION.

En la levadura S. cerevisiae la proteina Mig2 ha sido descrita como un represor
transcripcional implicado, junto con Migl, en la regulacion por glucosa de ciertos genes
como GAL1l, HXK1l o SUC2. Si bien Mig2 estd relacionado con la represion por
glucosa, s6lo se le ha asignado un papel redundante al ejercido por Migl. Por el
momento, no se han identificado genes regulados exclusivamente por Mig2 ni se han
llevado a cabo estudios detallados acerca de su participacion en la represion por
glucosa. Dada la importancia de estos mecanismos en la adaptacion al entorno y
superviviencia del microorganismo, decidimos profundizar en el estudio de la funcion
de esta proteina.

El papel de Mig2, al igual que el de muchos otros factores transcripcionales, se
encuentra regulado a través de la doble localizacion nucleo-citosolica de la proteina. La
entrada y salida al nucleo tiene lugar a través de unas estructuras denominadas
complejos del poro nuclear y se lleva a cabo mediante un complicado sistema de
importacion y exportacion mediado por Carioferinas. Puesto que la funcion de Mig2
depende de su localizacion, también nos propusimos abordar el estudio de los
mecanismos de entrada y salida al nticleo de la misma.

Finalmente, estudios de localizacion realizados en nuestro laboratorio plantearon la
posibilidad de que, en determinadas condiciones, Mig2 se encontrara asociada a la red
mitocondrial. Esta inesperada localizacién nos llevé a plantear la realizacion de una
serie de experimentos encaminados a intentar conocer su papel en estos organulos asi
como el mecanismo de asociacion a los mismos.

1. Sefalizacion por glucosa en Saccharomyces cerevisiae.

La regulacion génica es una adaptacion critica de los seres vivos que permite su
supervivencia en ambientes fluctuantes. Este proceso adaptativo es comun a todas las
especies, desde las bacterias hasta los vertebrados mas complejos. Con respecto a la
intermitencia en la presencia de alimento, la mayoria de los organismos han
desarrollado un sistema jerarquico en el uso de diferentes fuentes de carbono. Esta
jerarquia parece estar relacionada con el coste energético que supone la sintesis de la
maquinaria metabdlica implicada en el uso de cada fuente de carbono.

La efectividad de la levadura para crecer en diferentes medios se debe a su
capacidad para percibir y responder a los cambios en la disponibilidad de nutrientes en
el entorno. Muchas de estas respuestas implican una modificacion en el patrén de
expresion génica. El monosacarido mas abundante en la naturaleza, la glucosa, resulta
ser un nutriente de uso preferente para la mayoria de los organismos, entre ellos
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S. cerevisiae, y, por ello, existen complejos mecanismos de regulacion génica para
adaptarse a las fluctuaciones en la presencia de esta hexosa.

En los primeros veinte minutos tras la adicion de glucosa, un 20% de los 6200 genes
de Saccharomyces muestran una variacion en su expresion aumentando o disminuyendo
la misma unas tres veces. Otro 40% de los genes la modifica alrededor de dos veces (V).
Esta modificacion en la expresion se realiza a dos niveles, bien a nivel enzimatico,
aumentando la degradacion proteica o disminuyendo la tasa de transcripcion, bien a
nivel del mRNA, modificando la tasa de transcripcion o la estabilidad del mismo (**).

En la levadura Saccharomyces cerevisiae, la represion por glucosa afecta a genes
que codifican enzimas relacionados con la respiracion o con el uso de fuentes de
carbono alternativas, mientras que la induccion por glucosa estimula la transcripcion de
enzimas glicoliticos y genes que codifican para transportadores, posibilitando de este
modo, su propia utilizacion.

1.1. Deteccidn de glucosa por S. cerevisiae.

Para que esta respuesta inductora o represora tenga lugar la levadura debe detectar la
presencia o ausencia de glucosa en el medio externo. Para ello, cuenta con proteinas de
membrana que actuan como receptores de glucosa. La glucosa se une a estos receptores
generando una cascada de sefializacion intracelular.

En S. cerevisiae, la sefial glucosa se genera gracias a las proteinas Snf3 y Rgt2.
Ambas pertenecen a la familia de transportadores de hexosas Hxt, aunque ellas mismas
son incapaces de llevar a cabo la funcion de transporte. Esta familia estd formada por
mas de 20 miembros que difieren en su afinidad por las hexosas a transportar, por
ejemplo, Hxtl es un transportador de baja afinidad, mientras que Hxt2 y Hxt4 son de
alta afinidad. La mayor parte de las proteinas Hxt son muy similares entre si y presentan
una identidad de secuencia aminoacidica comprendida entre el 50% y préacticamente el
100%. Snf3 y Rgt2 son los miembros de la familia més divergentes, mostrando s6lo un
25% de identidad con los 18 miembros restantes (°).

Ambas proteinas presentan largas colas citoplasmaticas requeridas para la
transduccion de sefiales. La region comun del extremo C-terminal de estos sensores esta
formada por un motivo de 26 aminoacidos que parece ser realmente importante para
desempeniar esta funcién. En el caso de Snf3 este motivo esta presente dos veces,
mientras que en Rgt2 sélo una (°). El sensor de glucosa Snf3 es de alta afinidad y se
expresa cuando la glucosa presente en el medio es escasa, siendo necesario para la
induccién de la expresion del gen HXT2 en estas condiciones. Por el contrario, Rgt2 es
un sensor de baja afinidad necesario para la completa induccién por glucosa de la
expresion de HXT1 (°). La union de la glucosa a estas proteinas transmembrana inicia
una sefal que activa la via y permite la expresion de los genes HXT por represion de la
funcién de la proteina reguladora Rgtl. De este modo la glucosa actia como una
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hormona de crecimiento ("*). Rgtl tiene un peso molecular de 128 kDa y pertenece al
grupo de proteinas con dedos de zinc CysgHis;.

En ausencia de glucosa, Rgtl se une a los promotores de los genes HXT y reprime
su expresion; la glucosa, sin embargo, inactiva la funcion de Rgtl, permitiendo la
desrepresion de los genes HXT. La inhibicion de Rgtl por glucosa requiere de la
proteina Grrl, que a su vez forma parte de un complejo mayor (*°).

Ademas de la sefial procedente de la cascada de senalizacion, la actividad represora
de Rgtl se encuentra también modulada por fosforilacion. Se ha observado que la
expresion del gen HXT1 estd modulada a través de los niveles de fosforilacion de la
proteina Rgtl. Cuando Rgtl se encuentra hiperfosforilado pasa a actuar como activador

).

Rgtl esta implicado en la regulacion de otros genes, ademas de aquellos que
codifican para transportadores de hexosas. Por ejemplo, se ha demostrado que el
promotor del gen HXK2 presenta un dominio de union para Rgtl (*°). Asi mismo, se ha
visto que la actividad represora de Rgtl sobre HXK2 se encuentra modulada por
fosforilacion mediante las quinasas Tpk3 y Snfl. Snfl actuaria, directa o
indirectamente, sobre Rgtl, activando su funcién como represor en niveles bajos de
glucosa. Tpk3, por su parte, en condiciones de alta glucosa, hiperfosforila a Rgtl de tal
manera que provoca su liberacion del DNA y, por tanto, permite la expresion de HXK2

(11).
1.2. Transduccion de la sefial glucosa a traves de la via Gprl/AMPc.

En S. cerevisiae, la sefializacion por cAMP tiene un papel clave en el control del
metabolismo, de los mecanismos de resistencia a estrés y en el control de la
proliferacion celular. Se trata de una via que permite una respuesta rapida, aunque
transitoria, en la que los niveles de cAMP se ven incrementados entre 5 y 50 veces al
minuto tras la adicion de glucosa al medio, volviendo a sus niveles basales 20 minutos
después (*9).

En respuesta a la presencia de glucosa, se produce una activacion de la adenilato
ciclasa provocando un aumento en la cantidad de cAMP intracelular. En este caso, el
receptor de glucosa es la proteina Gprl que se encuentra acoplada a proteinas G. La
interaccion entre Grrl y Gpa2 (la subunidad a de una proteina G) es necesaria para el
aumento de cAMP dependiente de glucosa (*°). El cAMP produce la activacién de la
protein-quinasa dependiente de cAMP (PKA) al bloquear el efecto inhibitorio de Beyl.
Con la activacion de la PKA aumenta la actividad del factor transcripcional Rapl,
induciendo la expresion de genes que codifican para proteinas ribosomales y para
proteinas necesarias para la glicolisis, como Msn2 y Msn4, que regulan a la baja la
expresion de genes controlados por STRE (').

10
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1.3. Represion por glucosa mediada por Hxk2/Snfl/Mig1l.

Una vez en el interior celular, la glucosa activa la via implicada en la represion por
glucosa que tiene como efector al complejo represor Hxk2/Snfl/Migl.

El primer componente de esta via es la proteina Hxk2. En S. cerevisiae existen tres
enzimas capaces de fosforilar la glucosa en el Cq: Hxk1, Hxk2 y Glk1, si bien tan s6lo
el gen HXK2 estd altamente expresado cuando la glucosa es la fuente predominante en
el medio, mientras que la expresion de HXK1 y GLK1 es importante cuando el medio de
cultivo contiene fuentes de carbono no fermentables o galactosa *).

La particularidad de la proteina Hxk2 reside en que su funcion va mas alla del mero
papel catalitico. Diferentes mutaciones nulas en el gen HXK2 muestran defectos en la
represion por glucosa de ciertos genes como HXT1, cuya inducciéon se encuentra
afectada en mutantes Ahxk2 ('®). Mientras, genes normalmente reprimidos en presencia
del monosacarido, como SUC2, se expresan de forma practicamente constitutiva en
dicho mutante (*).

Son varias las caracteristicas de Hxk2 que pueden estar implicadas en la represion
por glucosa. En primer lugar, se sugirié su actividad fosforiladora como cualidad
indispensable ('7) pero, posteriormente, se propuso que su doble localizacion niicleo-
citosolica ('*), asi como la diferente afinidad que sus dos isoformas (monomérica y
dimérica) presentan por la glucosa (**), también eran fundamentales para el proceso.

Existe una gran controversia en cuanto a la independencia entre la funcion catalitica
y reguladora de Hxk2. Mientras unos autores creen que ambas funciones son
dependientes (*°), estudios recientes sugieren que las funciones reguladora y enzimatica
de esta proteina podrian ser independientes (*').

Como ya se menciond, la proteina Hxk2 presenta dos isoformas, monomérica y
dimérica (*). El residuo Ser;s parece ser clave en el papel regulador de Hxk2. En
ausencia de glucosa, Hxk2 es fosforilada en este residuo desplazando el equilibrio entre
sus dos isoformas hacia la monomérica () mientras que en presencia del
monosacarido, Regl dirige a la protein-fosfatasa Glc7 para desfosforilar la Ser;4 de la
Hxk2 (*Y), 1o que desplaza el equilibrio hacia la forma homo-dimérica (185,

Trabajos recientes muestran que la fosforilacion de este residuo por Snfl o una
quinasa dependiente de la misma, es indispensable para la interaccion de Hxk2 con
Xpol. Por tanto, el estado de fosforilacion de la Ser4 seria responsable de controlar el
transporte de Hxk2 y, por consiguiente, su funcién reguladora (*°). Asi mismo, dado que
la Ser;s4 se encuentra localizada dentro de una posible secuencia NLS, se plante6 la
posibilidad de que este residuo fuera indispensable para su reconocimiento por parte del
sistema de importacion. Sin embargo, la expresion de una version mutante del enzima
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con la mutacion S14A no impide su localizacion nuclear ni altera la represion por
glucosa del gen SUC2 (*2%).

En cuanto a la funcién llevada a cabo por otros dominios de la proteina, se ha
demostrado que la secuencia localizada entre los residuos Lysg-Met;s esta directamente
implicada en la interaccién de Hxk2 con la proteina Migl (**) y que su eliminacion
suprime tanto la localizacion nuclear de Hxk2 como la represion por glucosa del gen
SUC2 (*"). Ademas, se ha visto que la localizacion de Migl es dependiente de Hxk2, ya
que la ausencia de represion por glucosa en mutantes Ahxk2 se debe a la localizacion

citoplasmatica de Migl (*°").

El segundo componente del complejo represor es la proteina Snfl. Snfl es una
serin-treonin-quinasa que permite la activacion de la transcripcion mediante la
inhibicion de represores transcripcionales como Migl o por estimulacion de activadores
como Cat8 y Sip4.

Se ha observado que existe una interaccion directa entre Snfl y Hxk2, tanto en alta
como en baja glucosa (%), posiblemente a través de su subunidad catalitica o, ya que la
interaccion de Hxk2 con ella es mucho mas intensa que con las subunidades By v (Tesis
doctoral de A. Riera. Oviedo, 2007).

El complejo Snfl estd compuesto por tres subunidades una subunidad a catalitica
(Snf1); una subunidad y reguladora (Snf4) y una subunidad P localizadora dependiente
del compartimento celular (Gal83, Sipl o Sip2). Este complejo presenta diferentes
papeles dentro de la célula, como son la regulacion de la transcripcion de un gran
numero de genes actuando sobre sus activadores o represores (%) o el control de la
actividad de ciertos enzimas implicados en el metabolismo del glucdgeno y de los
acidos grasos (**°).

La subunidad reguladora Snf4, en condiciones de baja glucosa, se une a la zona
reguladora de la subunidad catalitica del complejo, estabilizdndola en una conformacion
abierta y activa, de forma que pueda llevar a cabo sus funciones fisiologicas (**). La
activacion de Snfl depende también de otras proteinas como Sakl, Tos3 y Elml,
capaces de asociarse al complejo Snfl y fosforilar la subunidad o (*®). Todos estos
mecanismos actian de forma simultanea en baja glucosa.

Las subunidades 3 pueden ser de tres tipos: Sipl, Sip2 y Gal83. Las tres son capaces
de interaccionar tanto con Snfl como con Snf4 para constituir el complejo funcional (*°)
siendo las encargadas de conducir al heterotrimero a un compartimento celular
determinado donde, posteriormente, realizard una serie de funciones fisiologicas
concretas. Por tanto, son las encargadas de conferir especificidad de sustrato al
complejo. En presencia de glucosa, las 3 subunidades se localizan en el citoplasma, sin
embargo, en presencia de fuentes de carbono no fermentables, Sipl se localiza
preferentemente en la vacuola, Sip2 en el citoplasma y Gal83 en el niicleo (°7).
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El dimero Regl/Glc7, mediante su actividad fosfatasa, es capaz de regular
negativamente la actividad de Snfl en presencia de glucosa. Regl es el elemento
regulador que conduce a la subunidad catalitica de la protein fosfatasa (Glc7) hasta sus
sustratos especificos que, en muchos casos, son parte de la via de represion por glucosa

(38).

Finalmente, el ultimo elemento del complejo represor es la proteina Migl, factor
fundamental en la represion por glucosa de numerosos genes. Migl fue identificada en
la busqueda de genes capaces de reprimir al promotor del gen GALL, de ahi su nombre,
Multicopy Inhibitor of GAL gene expression.

Migl es un factor transcripcional con dedos de zinc del tipo Cys;-His,. Es capaz de
unirse a secuencias consenso ricas en CG del tipo > (G/C)(C/T)GGGG", flanqueadas en
el extremo 5° por una region rica en AT (*°), que se localizan en muchos promotores de
genes reprimibles por glucosa (***'). Se ha demostrado el papel fisiologico de Migl
para los genes GAL1 y GAL4, del metabolismo de la galactosa (**); SUC2, que codifica
para la proteina invertasa (*); MAL, para la utilizacion de maltosa (*); genes
respiratorios (*) y genes que codifican para otros enzimas gluconeogénicos (*°).

La represion llevada a cabo por Migl se encuentra regulada a través de la
fosforilacion de la proteina, siendo Snfl la quinasa responsable de la misma (residuos
Seraz, Seryrs, Sersip y Sersp) (46). En presencia de glucosa Migl esta desfosforilada,
localizandose mayoritariamente en el nucleo celular, donde lleva a cabo su funcién
como represor transcripcional (*'**7). Sin embargo, en baja glucosa, la activacion del
complejo Snfl provoca la fosforilacion de Migl, lo que a su vez conlleva su salida del
del nucleo (*') y permite la expresion de aquellos genes que se encontraban reprimidos
en presencia de glucosa. Es posible que Snfl fosforile a Migl en algln residuo clave
localizado en su NES, lo que provocaria su reconocimiento por parte de la exportina
Msn5 y su salida al citosol (*%).

De todos los residuos de Migl fosforilados por Snfl, la Sers;; parece ser clave, ya
que su fosforilacion provoca la liberacion del complejo represor y la salida de Migl al
citoplasma. La mutacion de dicho residuo a Ala hace que la localizacion de Migl sea
nuclear, con la consiguiente represion de los genes que regula, independientemente de la
fuente de carbono presente en el medio (*°).

Como se ha sefialado anteriormente, el estado de fosforilacion de Migl es clave en
la regulacion génica por glucosa. Mientras que la fosforilacion es llevada a cabo por la
protein-quinasa Snfl, la desfosforilacion del represor esta regulada por la protein-
fosfatasa Regl/Glc7, bien directamente (**), bien de manera indirecta. En esta segunda
via, la presencia de glucosa activa al complejo Regl/Glc7 provocando la
desfosforilacion de Snfl y, como consecuencia de la misma, su inactivacion; en estas
condiciones, Snfl no es capaz de fosforilar a Migl (**).
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Migl requiere al complejo correpresor Cyc8/Tupl para poder llevar a cabo su
funcidon como represor transcripcional. Cyc8/Tupl presenta una gran versatilidad
respecto a la naturaleza y nimero de sus activadores, ademas de una elevada eficiencia
represora, controlando la expresion de aproximadamente un 3% de los genes de S.
cerevisiae. Tanto Cyc8 como Tupl pertenecen a una familia de proteinas muy
conservadas evolutivamente, no solo en secuencia sino también en funcion (**). Si bien
la delecion de uno o ambos genes no es letal, ésta implica un enlentecimiento del
crecimiento ademas de otros fenotipos como floculacion, pobre esporulacion, capacidad
de asimilar timidina del medio y pérdida parcial de la represién por glucosa. Todos
estos efectos estan provocados por la expresion inapropiada de los genes regulados por
el complejo Cyc8-Tupl (*°).

1.4. La represion por glucosa del gen SUC2.

Como hemos visto, un gran nimero de genes de diferentes vias son reprimidos por
glucosa a nivel transcripcional. En concreto, el gen SUC2 se regula, casi
exclusivamente, por un proceso de represion en presencia de glucosa y ha servido, de
forma tradicional, como modelo de estudio de los mecanismos de represion por esta
hexosa.

SUC2 codifica, a través de dos mRNAs, para las dos formas del enzima invertasa, la
exocelular y la intracelular. El enzima exocelular es la forma fisioldgicamente
importante, tiene una localizacion periplasmica e hidroliza la sacarosa presente en el
medio para generar fructosa y glucosa.

Se han descrito varias secuencias reguladoras (UASs) necesarias para la correcta
expresion de SUC2 en la region comprendida entre -418 y -650 pb de su promotor. En
ellas se localiza un elemento repetido cinco veces que responde a la secuencia
(AAGAAAT). Un fragmento de 32 pb conteniendo multiples copias en tindem de este
motivo es suficiente para conferir a un promotor heterélogo la capacidad de ser
regulado por glucosa. Posteriormente, se identificd esta secuencia como un sitio de
unidn para Migl (°"). Dentro de esta region se hallaron dos cajas GC necesarias para la
represion de SUC2, denominadas SUC2A de -500 a -485 y SUC2B de -448 a -443 ().
Ambos sitios contienen motivos ricos en GC similares que estdn invertidos uno con
respecto al otro, ademds de presentar una base hipersensible individual en la hebra rica
en G y varias regiones hipersensibles flanqueando los motivos. Esto sugiere que el
DNA cambia de conformacion cuando se une a Migl, posiblemente por formacion de
un lazo debido a la unién cooperativa DNA-proteina en los dos sitios (*°). Estudios
realizados sobre los sitios SUC2A y SUC2B mediante mutagénesis indican que ambos
elementos son parcialmente redundantes respecto a la represion de SUC2 (°%).
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La realizacién de varios andlisis genéticos ha permitido identificar numerosas
mutaciones reguladoras en esta via de represion. Por ejemplo, ciertas alteraciones en los
genes CYC8 (SSN6) y TUP1, al igual que ocurre en el caso de la delecion de MIG1,
eliminan parcialmente la represién por glucosa (). Ademas, existen mecanismos
independientes de Migl para la represion de SUC2 (*"**°%). En ellos est4 directamente
implicada la proteina Mig2 () y se observa que, aunque su delecién no afecta de
forma significativa a la represion de SUC2, la expresion del gen en el doble mutante
Amigl/Amig2 esta mucho mas desreprimida que el mutante simple Amigl. La supresion
de los dos sitios de union para Migl en el promotor del gen SUC2 también reduce su
transcripcion, lo que sugiere que los elementos necesarios para la represion se
encuentran localizados muy cerca de aquellos requeridos para unos niveles de expresion
normales, posiblemente superpuestos ().

1.5. Papel del complejo Hxk2/Snfl/Migl en la represion por glucosa
del gen SUC2.

Como se indicod anteriormente, cuando la glucosa estd presente en el medio es
detectada a través de las proteinas de membrana Snf3 y Rgt2, cuya funcién es generar
una sefial intracelular que se transmite a través de Grr1°“F al factor transcripcional Rgtl.
En estas condiciones Rgtl se hiperfosforila a causa de Tpk3 ('') disociandose del
complejo represor de ciertos genes, como el que codifica para el transportador de
glucosa Hxtl, permitiendo su expresion.

En alta glucosa la mayor parte del complejo Snfl permanece desensamblado y se
localiza en el citoplasma, aunque todavia existe una pequefia fraccion activa en el
nucleo. En el compartimento nuclear también se puede encontrar una reducida cantidad
de Hxk2 capaz de interaccionar tanto con Migl como con Snfl, formando parte del
complejo represor y, por tanto, manteniendo la represion sobre el gen SUC2. La
interaccion de Hxk2 con Migl es a través de la region Lysg-Met s de Hxk2 y para que
pueda llevarse a cabo resulta imprescindible el residuo Sers;; de Migl. Si dicho residuo
se muta a alanina, Migl es incapaz de interaccionar con Hxk2 (*’) ademas de no ser
posible su fosforilacion por Snfl. En el mutante S311A, Migl presenta una localizacion
permanentemente nuclear y la regulacion de SUC2 se ve alterada, ya que el gen pierde
la capacidad de desreprimirse ain en ausencia de glucosa.

Cuando las condiciones del medio cambian y disminuye la cantidad de glucosa,
practicamente todo el heterotrimero Snfl del citosol es activado por Sakl y una fraccion
muy importante del mismo pasa a localizarse en el nucleo gracias a Gal83. Una vez en
el nucleo, debido a que Hxk2 deja de interaccionar con Migl, Snfl fosforila a Migl y
provoca su salida mayoritaria hacia el citosol, permitiendo que Hxk2 también abandone
el niicleo a través de la exportina Xpol (*°). En estas condiciones el gen SUC2 se
desreprime, aunque la pequena fraccion de Migl desfosforilada presente en la célula
puede mantener cierto grado de represion (°).
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Aunque Migl es el principal represor implicado en la regulacion del gen SUC2, la
ausencia de la proteina Migl no produce una desrepresion total, sino que ésta sdlo se
alcanza en el doble mutante Amigl/Amig2. Dado que Mig2 presenta dos motivos de
dedos de zinc similares a Migl se ha planteado la posibilidad de que esta proteina tenga
un papel secundario en la regulacién del gen SUC2 (*°) aunque su delecion no afecte de
forma significativa a la represion del mismo.

Si bien se demostré que Mig2 es capaz de unirse a promotores con motivos
similares a los sitios de unién de Migl (*°) y parece un elemento clave en la regulacion
de la utilizacion de glucosa por S. cerevisiae, no se tienen muchos datos acerca de su
participacion en el complejo represor del gen SUC2, ni de otras posibles funciones que
pueda llevar a cabo en la célula.

Agrupando lo expuesto hasta el momento, el comportamiento general simplificado

de una célula de S. cerevisiae en cuanto a la deteccion y utilizacion de glucosa podria
ser tal y como se representa en las figuras [-1.5A (pagina 16) e I-1.5B (pagina 17).
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Figura 1-1.5A: Represion por glucosa. En presencia de glucosa, Migl en su estado desfosforilado
forma parte del complejo represor del gen SUC2 impidiendo su transcripcion. La sefial glucosa es
transmitida a través de la via Mthl, Stdl y Grrl provocando la disociacion del DNA de Rgtl,
posibilitando la transcripcion de genes como HXT y HXK2. El complejo quinasa Snfl se encuentra en el
citosol en forma inactiva. Hxk2 se localiza parcialemente en el nucleo, participando en la represion.
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Figura 1-1.5B: Desrepresion en ausencia de glucosa. El complejo Snfl en su conformacion activa
puede translocarse al niicleo gracias a Gal83. En este compartimento fosforila (entre otras proteinas) a
Migl, provocando la disociacion de los elementos del complejo represor del gen SUC2 y el comienzo de
la transcripcion. Rgtl se hiperfosforila y asocia al DNA, determinando el fin de la transcripcion de los
transportadores de glucosa y del gen HXK2. El complejo Regl/Glc7 inactivara de nuevo a Snfl cuando la
hexosa vuelva a estar presente en el medio.
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2. Transporte nucleo-citoplasmatico:

El nacleo es una de las estructuras celulares mas caracteristicas de los organismos
eucariotas. Es un organulo delimitado por una doble membrana y en su interior se halla
la mayor parte del material genético celular. Esta doble membrana es conocida como
envoltura nuclear. Cada una de las membranas que componen la envoltura nuclear tiene
una composicion tipica de bicapa lipidica, dejando entre si un espacio aproximado de
20-40 nm llamado espacio perinuclear. La membrana externa mantiene una continuidad
con el reticulo endoplasmico rugoso, mientras que la membrana interna estd
interconectada con la lamina nuclear. La ldmina nuclear es una red de filamentos
proteicos compuestos por varias proteinas conocidas como laminas (A, B1, B2 y C) que
actua como punto de anclaje para los cromosomas y proporciona estabilidad mecanica
al nucleo.

La funcion del nacleo es permitir la separacion del material genético y la maquinaria
transcripcional de los componentes propios del citoplasma, como los implicados en el
metabolismo y en la traduccion de proteinas. Esta segregacion facilita la organizacion
de diversos procesos celulares como la expresion génica, la transduccion de sefiales y la
progresion del ciclo celular. Uno de los puntos clave para poder llevar a cabo esta
regulacion es la existencia de un transporte selectivo y bidireccional, tanto de RNA
como de proteinas, entre el citoplasma y el nucleo. Este transporte ocurre a través de
grandes estructuras localizadas en la membrana nuclear conocidas como poros nucleares
(NPC, Nuclear Pore Complex).

2.1. Estructuray funcién del poro nuclear.

El poro nuclear es una gran estructura macromolecular con un tamafo aproximado
de 125 MDa (°") que se encuentra anclada en la doble membrana de la envoltura
nuclear, permitiendo la conexion entre el citoplasma y el interior del ntcleo. Estudios
recientes han mostrado que la estructura del NPC se encuentra muy conservada
evolutivamente, comprendiendo un nimero relativamente pequefio de proteinas (~30)
conocidas como nucleoporinas o Nups (*>7).

Cada poro contiene de 8 a 48 copias de cada Nup, presentando, por tanto, una
simetria octogonal. En el centro del NPC, perpendicular a la membrana, se encuentra el
canal central, con un didmetro de 30nm, a través del cual tienen lugar la entrada. La
mayor parte de las nucleoporinas se disponen de forma simétrica, estando presentes a
ambos lados del NPC, cerca del canal central (Nups simétricas). También se ha
observado que, tanto en levadura como en metazoos, algunas Nups tienden a asociarse
de manera preferente con el lado nuclear o con el lado citoplasmico del NPC (Nups
asimétricas) (°°).

Aunque la mayoria de las Nups presentan una baja similitud en cuanto a su
secuencia, muchas mantienen algun grado de conservacion en cuanto a su estructura y/o

., " "y - 60
funcion, permitiendo que la composicion del NPC se conserve en varios aspectos (7).
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Las nucleoporinas se pueden dividir en tres grupos teniendo en cuenta su papel. En
primer lugar se encuentran aquellas con un dominio transmembrana cuya funcion es el
anclaje del NPC a la membrana; en segundo lugar estan las Nups estructurales, que se
encargan de mantener la estructura del canal central que hace posible el transporte;
finalmente, se encuentran aquellas que contienen repeticiones de los aminoacidos
fenilalanina y glicina (FG-Nups). En mamiferos podemos encontrar un cuarto grupo
compuesto por Nups ricas en motivos triptéfano-arginina (WD) ().

Las FG-Nups comprenden, aproximadamente, la mitad de la masa total del NPC y,
como se comentd anteriormente, en su mayoria estan distribuidas de manera simétrica
aunque algunas se localicen exclusivamente sélo en la cara nuclear o en la citosolica.
Son muy importantes puesto que las repeticiones FG resultan las encargadas de
interaccionar con las proteinas implicadas en el transporte nicleo-citoplasmatico. Se
estipula que existen unas 200 repeticiones de FG-Nups por cada NPC, lo que representa
un gran nimero de sitios de unién para estos transportadores (°'). Esta caracteristica,
hace de las FG-Nups un elemento esencial para el transporte especifico a través del poro
nuclear.

El mecanismo de trasporte a través del poro se encuentra mediado por un conjunto
de proteinas denominadas Carioferinas (Kaps). Muchos de estos factores son miembros
de una superfamilia de proteinas que contienen repeticiones HEAT y a las que se
conoce colectivamente como B-Carioferinas. El numero de las mismas, asi como su
funcion y el mecanismo de reconocimiento de las proteinas a transportar, varia segun las
especies. Hay unas 20 B-Kaps en células humanas, mientras que el nimero se reduce a
14 en S. cerevisiae (“>%).

Mientras que los iones, moléculas pequefias y macromoléculas con un tamafio
inferior a 40 kDa pueden difundir de forma pasiva a través del poro nuclear, aquellas
moléculas con un tamafio superior, asi como la mayoria de proteinas nucleares, usan un
mecanismo de trasporte activo, pudiendo alcanzarse del orden de 1.000 transportes por
complejo en un segundo (**).

Se han propuesto varios modelos para explicar el mecanismo de entrada y
translocacion del conjunto Kap-cargo a través del poro (°°). En el primer modelo se
propone que las repeticiones FG de las Nups son capaces de interaccionar entre si de
manera débil para formar una especie de “entramado selectivo”. Este tamiz
imposibilitaria el paso a aquellas proteinas incapaces de “disolverse” en el mismo. Las
Kaps, gracias a su naturaleza hidrofobica, son capaces de integrarse en el tamiz y
atravesar el poro (*°).

Una segunda teoria sugiere que, aunque la estructura interna del NPC esta formada
por un canal acuoso, el pequeno tamafio de este canal (30 nm) junto con los filamentos
de las FG-Nups funcionaria como una barrera entropica a la difusion. La unién de las
Kaps a las repeticiones FG permitiria superar esta barrera y acceder al interior del canal
para, finalmente, atravesar el poro en un proceso denominado “entrada virtual” (**°").
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El ultimo modelo plantea la formacion de un gradiente de afinidad por parte de las
FG-Nups. Las Kaps serian capaces de viajar a través del mismo gracias al
establecimiento de interacciones con sitios especificos de las FG-Nups, aumentando la
afinidad por las mismas a medida que avanza la translocacioén. En apoyo a esta teoria, se
ha demostrado que una Kap implicada en la importacion presenta una afinidad
significativamente mayor por una Nup presente en el lado nuclear del NPC, mientras
que una Kap relacionada con la exportacion tiene una afinidad superior por aquellos
sitios de unién localizados en el lado citoplasmatico (*"®). La presencia de
nucleoporinas con sitios de union de alta afinidad en los compartimentos de destino
permite mantener una direccionalidad en el trasporte h.

2.2. Superfamilia de las Carioferinas.

Aquellas moléculas incapaces de atravesar la envoltura nuclear por difusion pasiva
requieren de un mecanismo de transporte activo mediado por proteinas. Estos
trasportadores son conocidos por el nombre de carioferinas (Kaps) y juegan un papel
muy importante en diversos procesos celulares como son la expresion génica, la
transduccion de sefiales, la respuesta inmune y la propagacioén viral (7°).

En S. cerevisiae esta superfamilia estd compuesta por 17 proteinas que podemos
dividir en cuatro grupos: un primer grupo al que pertenece la importina a (a-Kap), una
segunda familia a la que pertenecen las B-Kaps, en tercer lugar estaria el heterodimero
Mex6-Mtr2 y, por ultimo, la carioferina Ntf2.

Se conocen 14 B-Kaps en S. cerevisiae, cada una de ellas operando en distintas vias
del transporte nuclear: importacion, exportacién o transporte bidireccional ("'). Las
proteinas pertenecientes a esta superfamilia presentan unos pesos moleculares
comprendidos entre 90 y 150 kDa, un punto isoeléctrico de 4-5, una baja homologia de
secuencia (entre un 10 y un 20%) y todas contienen repeticiones helicoidales HEAT
(**). Analisis evolutivos dividen la superfamilia de las Kaps en 12 subfamilias (™). De
las 14 B-Kaps presentes en S. cerevisiae, 10 median la importacion de proteinas al
interior del nucleo, tres la exportacion y una de ellas participa en ambos procesos,
siendo la unica capaz de realizar ambas actividades (™).

En cuanto a la estructura de los diferentes miembros de esta familia, se ha podido
determinar que todas ellas contienen dominios HEAT. Este dominio proteico esta
presente en varias proteinas entre las que se encuentran aquellas que le dan nombre:
Huntingtina, factor de Elongacion 3, subunidad PR65/A de la proteina fosfatasa 2A y
PI3-quinasa TOR. El dominio HEAT consiste en la repeticion de aproximadamente 40
residuos, dispuestos en dos a-hélices (A y B) antiparalelas unidas por un giro. Una
caracteristica propia de estos dominios es la presencia de dos residuos muy
conservados, el Aspyo y la Argys ("479).

En el caso de la familia de las B-carioferinas, el nimero de repeticiones HEAT
presentes varia entre 18 y 20 ("’). Estas repeticiones se unen entre si de tal manera que
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forman dos arcos, los cuales se fusionan para dar lugar a una molécula helicoidal. La
orientacion relativa de los arcos varia entre los miembros de esta familia y se ve influida
por la unién de las mismas a diferentes proteinas (’*). De esta manera, pese a presentar
una arquitectura similar, las a-hélices de las B-Kaps muestran una considerable
variabilidad en aquellas zonas implicadas en la union. Esta flexibilidad estructural
confiere a las PB-carioferinas la capacidad de unir diferentes sustratos, asi como que
varias Kaps puedan mediar el transporte de una misma proteina. Por ejemplo, las
histonas son capaces de usar al menos cuatro vias de importacion (™).

Cada B-Kap reconoce un grupo especifico de proteinas o RNA, creando multiples
vias de transporte a través del poro nuclear. El reconocimiento de las proteinas a
transportar tiene lugar a través del extremo C-terminal de la Kap, mientras que en el
extremo N-terminal se encuentra localizado el dominio de unién para la proteina Ran.
Ademas de interaccionar con las proteinas/RNA a transportar y con RanGTP, las
carioferinas establecen interacciones débiles con las repeticiones FG presentes en las
nucleoporinas del NPC a través de un dominio localizado en el centro de la proteina,
permitiendo la translocacion del complejo Kap-cargo (***).

El factor determinante en la localizacién nuclear es la presencia de sefiales diana
para las Carioferinas. Estas secuencias se conocen con el nombre de NLS (Nuclear
Localization Sequence) en el caso de sefales que median la importacion y NES
(Nuclear Export Signal) en aquellas implicadas en la exportacion. La mayoria de las -
Kap se unen directamente a la NLS de su cargo. La importina  es la unica que puede
reconocer la secuencia de localizacion nuclear directamente o a través de un adaptador,
la importina o (’®). La importina B puede usar también como adaptador a la proteina
Esnurportinal para mediar la importacion de las snRNPs (*%).

Mientras que la localizacion de una proteina nuclear viene marcada por la presencia
de una secuencia NLS o NES, la direccionalidad del transporte a través del NPC esta
determinada por un gradiente de RanGTP, esencial en la regulacion de la interaccion de
la p-Kap con su cargo (***’). La concentracion de RanGTP en el interior del niicleo es
unas 100 veces superior al presente en el citoplasma celular, estando regulada esta
distribucion por varias proteinas, siendo las mas importantes RanGEF y RanGAP (**).

2.3. Regulacion del transporte nucleo-citoplasmatico por RanGTP.

Como se ha indicado previamente, la direccionalidad del transporte a través del poro
nuclear viene determinada por un gradiente en la concentracion de RanGTP. Ran (RAs-
related Nuclear protein) (Gspl en levadura) es una pequefia proteina de 25 kDa
perteneciente a la familia de las proteinas G, que se caracterizan por ser capaces de unir
e hidrolizar GTP. Esta union e hidrolisis tiene lugar a través de un dominio G altamente
conservado. El dominio G en los miembros de la superfamilia RasGTPasa est4 formado
por 6 laminas B rodeadas por 5 a-hélices, siendo indispensable para la union de la
proteina a GTP (85).
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En el apartado anterior se hacia mencion a la existencia de un gradiente de RanGTP
entre el nucleo y el citoplasma regulado principalmente por dos proteinas: RanGEF
(Prp20) y RanGAP (Rnal). La distribucion de ambos moduladores es diferente.
RanGEF (Ran Guanine-nucleotide-Exchange Factor) se encuentra en el nucleo y
asociado con las histonas H2A y H2B, mientras que RanGAP (Ran GTPase Activating
Protein) presenta una localizacion citoplasmatica. Este fenomeno crea y estabiliza el
gradiente de tal manera que RanGTP esta presente de forma mayoritaria en el nucleo,
mientras que RanGDP es esencialmente citoplasmatica (*°).

La capacidad de la proteina Ran para regular la direccionalidad del transporte a
través del poro se debe a la diferente afinidad que presentan las carioferinas por la
misma. Las proteinas B-Kaps se unen preferentemente a RanGTP a través de su extremo
N-terminal, con una afinidad en el rango nM mientras que la afinidad por RanGDP
es 10 uM 9.

La diferente afinidad que muestran las carioferinas por Ran, unida a la distribucion
diferencial de la misma en el interior celular, dan lugar al ciclo representado en la Fig. I-
2.3. En la parte izquierda de la figura podemos observar como tiene lugar la
importaciéon. En ella, las proteinas a transportar se unen a las importinas en el
citoplasma, donde RanGTP esta casi ausente, produciéndose su translocacion al interior
del nucleo. Una vez en el nicleo se produce la unidon entre la importina y RanGTP
provocando la liberacion del cargo.

Nuclear import receptor Nuclear export receptor

Cargo delivered

Protein with to Cytosol

nuclear localization
signal

CYTOSOL

Nuclear
Membrane

NUCLEU

Cargo delivered Protein with nuclear
to the Nucleus export signal.

Figura 1-2.3: Regulacién del transporte nucleo-citoplasmatico por RanGTP (Shao; Creative
Commons). Durante la importacion, las Kaps se unen a sus cargos pasando al interior del niicleo donde la
unién de la importina con RanGTP y su hidrélisis a RanGDP produce la liberacion del cargo. El
complejo Kap-RanGTP se recicla al citoplasma. En el caso de la exportacion, la exportina se une a su
cargo y a RanGTP en el nucleo, tras atravesar el mismo, la hidrolisis de RanGTP provoca la separacion
del complejo.
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En el caso de la exportacion (parte derecha de la figura), se forma un complejo
ternario entre la exportina, el cargo y RanGTP en el interior del ntcleo. Una vez
producida la translocacion al citoplasma, la hidrélisis de RanGTP provoca un cambio
conformacional con la consiguiente disociacion del complejo y la liberacioén del cargo
(*”). RanGDP es entonces importada al nucleo a través de la importina Ntf2 (Nuclear
Transport Factor 2) y posteriormente convertida a RanGTP por RanGEF (**). RanGTP
no es totalmente accesible a RanGAP mientras esta formando parte del complejo, por
ello, debe constituirse una estructura intermediaria RanBP1-RanGTP-Kap donde
RanGAP si puede acceder a RanGTP, llevandose a cabo la hidrolisis a RanGDP (*).

2.4. Ruta de importacion nuclear.

La ruta de importacion mediada por carioferinas mas caracterizada tiene como
efector a la importina B (Kap95). La mayoria de las Kaps interaccionan de manera
directa con sus cargos pero Kap95 es capaz de llevar a cabo su funcion tanto de forma
directa, como a través de una proteina adaptadora, la importina o (Kap60). Como se
comento anteriormente, el reconocimiento de los cargos por parte de las Kaps tiene
lugar a través de secuencias especificas conocidas como NLSs, en el caso de la
importacion.

La primera NLS caracterizada recibe el nombre de NLS-clasica (cNLS). Fue
descubierta a principios de los 80 (*) y se caracteriza por ser una secuencia corta, rica
en lisinas, reconocida por el heterodimero importina a-p. Posteriormente, se identifico
un grupo significativamente amplio y diverso de secuencias que recibe el nombre de
PY-NLS, reconocidas por Kapp2 ().

Otro tipo de NLS son las presentadas por algunas proteinas con dedos de Zn del tipo
C,H,. Estas proteinas se caracterizan por tener unas secuencias entre los dominios C,H;
2 y 3, cuya mutacion causa la pérdida de localizacion nuclear. Este tipo de NLS se
conoce como NLS de tipo intercalado (°"). Recientemente, se ha descubierto que otras
B-Kaps implicadas en la importacion reconocen segmentos con secuencias muy
diversas, haciendo extremadamente dificil la identificacion de caracteristicas comunes
que definan las NLSs.

Aunque la cNLS es la mas frecuente, el uso de una proteina adaptadora como sefial
indirecta de reconocimiento por parte de la importina B es poco comun. Estudios
recientes indican que, pese a lo esperado, el transporte del dimero imporina -cargo es
mas rapido que el transporte mediado por la importina a. Modificaciones en la
concentracion de la importina o mediante siRNA o microinyeccion han provocado
cambios equivalentes en la concentracion de cargo dentro del nucleo. Por el contrario,
aumentos en la cantidad de importina 3 pueden llegar a inhibir el transporte al interior
nuclear. Por tanto, aunque el uso de una proteina adaptadora conlleve un gasto de
energia superior (la célula necesita exportar la importina a, con el consiguiente gasto de
GTP), parece que esta via presenta una ventaja evolutiva y mejora la respuesta a
cambios ambientales (°).
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Dentro de la ¢ctNLS podemos encontrar dos tipos de secuencias: monopartitas y
bipartitas. La NLS-clasica monopartita se caracteriza por ser corta, presentando de 5 a7
residuos, y tener caracter basico. En la mayoria de los casos, se corresponde con la
secuencia consenso K(K/R)x(K/R). Su pequefio tamafio y su naturaleza polar podrian
favorecer su localizacion en la superficie de giros donde seria accesible a la importina a.
La cNLS bipartita presenta dos zonas ricas en aminoacidos basicos separadas por una
secuencia de 10-12 aminoacidos y responde, en general, a la siguiente secuencia
consenso: (K/R)(K/R)x10.12(K/R)3s (). Los residuos criticos se han denominado P1°-
P2’ (regién amino de la secuencia) y P2-P5 (region carboxilo). El mas importante
parece ser el residuo P2, predominantemente definido por los aminoacidos Thries y
Aspaos en las repeticiones Arm 2 y 3 de la importina a. Las dimensiones del bolsillo
parecer ser Optimas para albergar un residuo de Lys (°%).

La importina a estd compuesta por dos dominios diferentes tanto desde el punto de
vista estructural como desde el funcional. En el extremo N-terminal se encuentra
localizado el dominio de unién a la importina B (aIBB) mientras que el extremo C-
terminal estd implicado en el reconocimiento del cargo. El extremo C-terminal esta
formado por una repeticion en tindem de 10 dominios armadillo (Arm) (**°°). El
dominio Arm consiste en 3 a-hélices (H1, H2 y H3) codificadas por un motivo de ~40
aminoacidos que se disponen de forma antiparalela generando una superestructura
helicoidal con forma fusiforme, ligeramente curvada y con caracter hidrofobico. La
hélice H3 define la superficie interna de la region concava de la proteina.

Estudios estructurales revelan que el sitio de unién para la ¢cNLS esta localizado a
lo largo de un surco, muy conservado evolutivamente, sobre la superficie de la
importina a. La zona cdncava del surco contiene una secuencia muy conservada de
residuos triptéfano y asparragina, localizados en los giros 3 y 4 de la hélice H3. Esta
secuencia se encuentra interrumpida entre las repeticiones Arm 5 y 6, dividiendo el
surco de unién en dos partes: el surco mayor que comprende los dominios Arm 2-4 y el
surco menor formado por los dominios Arm 6-8. La interrupcion de la secuencia
triptéfano-asparragina se encuentra conservada desde las levaduras hasta los humanos

(95).

En resumen, la ruta de importaciéon mediada por el dimero importina a-f comienza
en el citoplasma con la interaccion entre la importina o y la NLS de la proteina a
transportar. A continuacion, la importina B se une al dominio aIBB de la importina o a
través de la regién comprendida entre los dominios HEAT 7-19 (°7). Mediante la
interaccion de la importina  con las FG-Nups, el trimero importina o-f-cargo se
transloca al interior del nucleo. Una vez en el nacleo, debido a la alta concentracion de
RanGTP, se produce la interaccion entre la importina B y RanGTP lo que provoca un
cambio conformacional con la consiguiente liberacién del dimero importina a-cargo
(*®). Posteriormente, se produce la union de la importina a-cargo a Nup50 (Nup2) y al
dimero formado por la exportina Csel-RanGTP, provocando la liberacion del cargo en
el nacleo. En ultimo lugar, la importina a se recicla al citoplasma mediante el complejo
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Csel-RanGTP, quedando lista para un nuevo ciclo (*°). El reciclaje de la importina
parece que ocurre unida a RanGTP, mediante su interacciéon con las FG-Nups ('°°).

2.5. Exportacion nuclear mediada por NES.

Las B-Kaps tienen la capacidad de reconocer sefiales tanto de localizacidon nuclear
como de exportacion. Aun cuando estan descritas varias clases de NLSs, hasta el
momento s6lo se conoce un tipo de NES, la LR-NES. La LR-NES es una secuencia
compuesta por unos 10-15 residuos, identificada por primera vez en la proteina VIH-1
Rev y en el inhibidor de la protein-quinasa dependiente de cAMP. Es reconocida por la
exportina Crm1 (Xpol) (‘™).

A través de varios experimentos de mutagénesis y diversos estudios de simulacion
por ordenador, se ha establecido que la secuencia NES, en muchos casos, se
corresponde con la secuencia consenso ®@-x; 3-®-x, 3-O-x-®, donde ® representa a los
aminoacidos Lys, Val, Ile, Phe o Met. Estos aminoacidos son clave para el
reconocimiento y union por parte de la exportina Crml aunque se ha visto que las
secuencias anexas, muchas de caricter acido, son también importantes en esta union
(). Muchas de las LR-NES se corresponden con esta secuencia, pero esta secuencia
también se localiza en muchas proteinas que contienen en su estructura secundaria o-
hélices ("**'%%). Al igual que ocurre con las NLSs, la LR-NES podria ser tan compleja y
diversa que seria necesario describirla no como una secuencia lineal, sino dentro de un
contexto fisico y estructural que permitiera su interaccion con la Crml.

Algunos estudios han demostrado la existencia de NESs reconocidas también por
otras proteinas, tal es el caso de la calreticulina, una proteina capaz de unirse a calcio e
implicada en el plegamiento de proteinas en el lumen del reticulo endoplasmico. S.
cerevisiae no presenta esta proteina aunque Cnel tiene cierta homologia con ella. La
calreticulina es capaz de unirse a la NES presente en la proteina PKI ('**). Se ha
comprobado la existencia de otras secuencias de exportacion independientes de Crml,
ya que el trasporte de las proteinas que llevan esta secuencia es independiente de
leptomicina B. Tal es el caso del ejemplo antes mencionado de la secuencia reconocida
por calreticulina, asi como de las secuencias M9 y KNS localizadas en hnRNPA1 y
hnRNP K ('%%). El transporte de estas dos wltimas proteinas si es sensible a actinomicina
D.

Se han identificado cuatro exportinas en S. cerevisiae: Losl, Msn5, Crm1/Xpol y
Csel. Losl estd implicada en el transporte de tRNA (). Msn5 es la Gnica proteina
conocida en levadura capaz de llevar a cabo procesos de importacion y de exportacion,
siendo la encargada del trasporte de varios factores de transcripcion como Pho4 y Migl
('%). Csel es la exportina encargada del reciclaje de la importina o, mediante su
interacciéon con Nupl153 (‘7). Crm1 es la encargada del trasporte de aquellas proteinas
que presentan LR-NES cualidad que, en estos momentos, hace que sea la exportina mas
estudiada. Dada la importancia de Csel en el reciclaje de la importina o y que la ruta de
exportacion por Crml es la mejor caracterizada, nos centraremos en estas dos proteinas.
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Crml contiene 20 repeticiones HEAT (H1-H20). La estructura de muchas de las
repeticiones H1 junto con varios de los giros dentro de H1-H3, H8-H9 y los ultimos 10
residuos de Crml no ha sido modelada debido a la débil densidad electronica y
movilidad de estas zonas. Las repeticiones H1-H20 se disponen en forma de anillo con
H2-H5 a s6lo 10A de H20. Los didmetros externo e interno de la circunferencia que
forman son 90 y 45A, respectivamente. Las repeticiones H1-H19 presentan la estructura
tipica con dos hélices antiparalelas, mientras que la H20 tiene 3 hélices: H20’, H20A y
H20B. La hélice H20B esta seguida por una hélice compuesta por 27 residuos
denominada hélice C implicada en el contacto con las hélices H8-H12. Al igual que en
el caso de Kap-B2, Crml contiene un giro flexible en el centro de su estructura y, por
tanto, se propone un modelo en el cual el giro enmascararia el sitio de unién del cargo,
dificultando la asociacion estable entre Ran y Crm1. Cuando se produce la uniéon con
Ran o con el cargo, el giro sufriria un cambio conformacional y se produciria la
formacién de un complejo ternario estable (‘). Este mecanismo podria no ser universal
dado que la exportina Csel carece de un giro en esta posicion aunque si contiene una
extension dentro de la hélice H19 que interacciona con RanGTP y con la proteina a
transportar (7).

El antifingico leptomicina B es capaz de inhibir la exportacion nuclear mediante
transferencia de un grupo alquil a la Cyssyg de las Crml, aunque no estd claro si esta
inhibicién se debe a un bloqueo del sitio de unidén al sustrato o a un cambio
conformacional. Aun asi, en ambos casos se impediria la uniéon del cargo a Crml1 (').

Por su parte, Csel forma una super hélice con sus extremos amino y carboxilo
terminales proximos, generando una proteina con forma arqueada que se dispone
abrazando a la proteina RanGTP. Simultdneamente, Csel puede establecer contacto con
la importina a, disponiéndose ésta en una conformacién donde no seria posible su union
con el cargo, en esta conformacion, la importina o también se encuentra en contacto con
RanGTP.

La interaccion entre Csel y RanGTP es diferente de la presentada por las importinas
Bl y B2, y podria explicar por qué las exportinas presentan una alta afinidad por
RanGTP solo en presencia de sus cargos. Csel tiene dos sitios de union para RanGTP,
la union débil entre ambas proteinas tiene lugar a través del sitio localizado en el
extremo N-terminal. Por el contrario, en presencia de su cargo, Csel se dispone
alrededor de RanGTP de manera que ésta ocupa ambos sitios (*').

Recientemente, se ha conseguido cristalizar la proteina Crm1 humana (residuos 1-
1071) unida a uno de sus sustratos: la Esnurportina 1 (Spnl) (residuos 1-342). En esta
estructura se puede observar que los tltimos 30 residuos de Spnl son prescindibles para
su unién con Crml. En la regién que comprende los residuos 1-66 podemos encontrar el
dominio sIBB mientras que en la region 94-293 se localiza el dominio NBD
(Nucleotide-Binding Domain). La union de Crm1 a la region NBD es idéntica a la union
al dominio m3G-cap. Por el contrario, la unién a la region sIBB difiere bastante de la
union Kap-B1-sIBB (''°). Los residuos 1-10 de la sIBB forman una hélice que conecta a
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través de un gran bucle con las hélices a2 y a3™". Los residuos 1-17 sobresalen de la
proteina para unirse a Crm1, mientras que el resto de la region sIBB cubre una cara del
NBD.

Spnl se une de manera bipartita sobre la superficie de Crm1, abarcando las hélices
H11-H14. Los residuos 1-16, que forman la LR-NES, interaccionan con un surco
hidrofébico formado por las hélices HI1-HI12 de Crml mientras que el segundo
elemento de union o epitopo II de la NES, interacciona con la regién comprendida entre
las hélices H12 y 14. No hay contacto entre ambas regiones NES ().

El mecanismo bésico de exportacion mediado por Crml podria resumirse de la
siguiente manera: en el nicleo se produce el reconocimiento por parte de Crml de la
NES presente en la proteina a transportar. Una vez llevado a cabo el reconocimiento, se
forma un complejo ternario entre Crml, RanGTP y el cargo. Posteriormente, el
complejo es reconocido por los residuos FG de las nucleoporinas del NPC, quienes
permiten su translocacion al citoplasma. Una vez en el citoplasma tiene lugar la
hidrélisis de RanGTP a RanGDP por parte de la proteina citoplasmatica RanGAP,
provocando la liberacion del cargo fuera del nicleo. En tltimo lugar Crm1 es reciclada
al nucleo a través de su interaccion con la Nup214 ('7).

2.6. Regulacion del transporte nucleo-citoplasmatico.

En respuesta a una gran variedad de sefiales como hormonas, citoquinas, factores de
crecimiento, sefiales del ciclo celular, sefiales del desarrollo y sefiales de estrés, se
pueden modificar las tasas de transporte de una gran cantidad de proteinas.
Recientemente, se ha observado que muchas proteinas contienen ambas sefiales NLS y
NES, de tal manera que su concentracion en el interior del nticleo puede ser regulada de
manera muy precisa en respuesta a diferentes tipos de sefiales a través de la modulacion
de sus tasas de importacion y exportacion.

Uno de los mecanismos para modular la tasa de transporte es a través del
enmascaramiento de su NLS o NES, de manera intra o intermolecular. Un ejemplo del
primer caso lo tenemos en el factor de transcripcion NF-AT4, donde una alta
concentracion de calcio provoca la union de la calcineurina impidiendo el
reconocimiento de su NES por parte de Crm1 (''?). El enmascaramiento intramolecular
es uno de los mecanismos de regulacion mas comunes, ocurre cuando la accesibilidad a
las NLS/NES se impide a través de un cambio conformacional, tal es el caso del factor
transcripcional nuclear kappa (NF-kB) ('"%).

Ademas del enmascaramiento de las NLS/NES que previenen Ia
importacion/exportacion, la afinidad de las importinas/exportinas por sus cargos puede
ser regulada a través de diferentes modificaciones post-traduccionales como
fosforilaciones, ubiquitinaciones y metilaciones. El caso més frecuente es la regulacion
por fosforilacion de un sitio cercano a la secuencia NLS/NES. Tal es el caso del
morfogen Dorsal de Drosophila. La fosforilacion de la Sers;; por la PKA, aminoacido
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localizado 22 residuos hacia el extremo N-terminal de su NLS, incrementa su afinidad y
reconocimiento por parte del dimero importina a-p (*'*). Otro ejemplo de regulacion por
fosforilacion lo encontramos en el enzima Hxk2, en este caso, la fosforilacion de la
Ser 4 provoca la dimerizacion de la proteina e impide su reconocimiento por parte de
Xpol (*%).

Otro mecanismo de regulacion es a través de la modulacion de la unién del cargo a
factores especificos del citoplasma o del nucleo. Por ejemplo, el receptor de
glucocorticoides (GR) se retiene en el citoplasma a través de la formacion de un
complejo con la proteina Hsp90 en ausencia de ligando ('").

En tultimo lugar, se encuentra la regulacion por modulacion de la expresion de los
componentes de la maquinaria de transporte. La presencia o ausencia de una
determinada importina o Nup podria determinar si un cargo especifico puede entrar o
salir del nticleo de manera eficiente, haciendo de la expresion dependiente de tejido o
tipo celular de los diferentes componentes del transporte, un factor critico (''°). Como
ejemplo tenemos a dHSF (Drosophila Heat-Shock Factor), que es transportado al
nucleo por IMPa3. IMPa3 estd ausente durante el desarrollo embrionario evitando la
entrada al nucleo de dHSF hasta que comienza su expresion en el estadio 13 (*).

Como se ha sefialado, el transporte nucleo-citoplasmatico puede estar regulado a
través de una gran variedad de mecanismos. De esta manera, a través de diferentes
efectores capaces de modular la localizacion subcelular, tenemos una relacion directa
entre las sefales intra/extracelulares y la respuesta en términos de importacion y
exportacion de moléculas clave en la sefializacion, como son reguladores del ciclo
celular, quinasas y factores transcripcionales.
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3. Morfologia y funcion mitocondrial.

Las mitocondrias son organulos esenciales presentes en las células eucariotas. Su
diametro varia entre 0,5-10 nm y su numero depende del organismo y tejido en el cual
estén presentes. Muchas células poseen una tnica mitocondria, mientras otras pueden
contener varios miles. Este orgdnulo contiene, a su vez, material genético propio asi
como sistemas particulares de trascripcion y traduccion, siendo capaz de llevar a cabo
una gran variedad de procesos metabolicos. Entre ellos se incluyen las reacciones del
ciclo de Krebs, el ensamblaje de los complejos hierro/azufre, la B-oxidacién de los
acidos grasos, procesos de degradacion y biosintesis de muchos metabolitos (*'*), asi

como la produccién de energia esencial para diversos procesos celulares ('*).

El papel de la mitocondria en la célula se ve reflejado en su estructura. Es un
organulo delimitado por una doble membrana con unas caracteristicas morfologicas y
una distribucion intracelular muy especiales. Un corte transversal de un tabulo
mitocondrial revela 4 partes diferentes: una membrana externa (ME) y una membrana
interna (MI) separadas por un espacio intermembrana (EIM) y un compartimento
delimitado por la membrana interna llamado matriz. Dentro de la matriz mitocondrial de
encuentra el DNA mitocondrial (mtDNA) anclado a la membrana interna.

La herencia y morfogénesis mitocondrial dependen de un transporte activo a lo largo
del citoesqueleto y de sofisticados mecanismos que regulan la diferente morfologia y
distribucion, ayudando a optimizar la funciéon mitocondrial en respuesta a constantes

. . . . 12
cambios tanto en el interior como en el exterior celular ('*°).

3.1. Bases geneticas de la morfologia y funcion mitocondrial.

El hecho de que S.cerevisiae sea una levadura anaerobia facultativa, capaz de
satisfacer sus requerimientos energéticos gracias a la energia producida a través de la
fermentacion, implica que so6lo un pequefio niimero de proteinas mitocondriales son
esenciales para la viabilidad celular. Este pequefio grupo se encuentra restringido a un
conjunto de factores esenciales para la importacion, procesamiento y plegamiento de
proteinas precursoras; ensamblaje de los complejos hierro/azufre y la sintesis del
nucleotido flavina.

El genoma de S.cerevisiae codifica ocho proteinas esenciales para la fosforilacion
oxidativa. A pesar de la capacidad de la mitocondria para codificar y sintetizar sus
propias proteinas, hay un amplio nimero de genes localizados en el genoma nuclear
necesarios para la respiracion. Mutantes en estos genes son comUnmente conocidos

como mutantes petite o pet ('*).

Las mitocondrias son orgéanulos increiblemente dindmicos. Su morfologia y
distribucion reflejan los requerimientos energéticos propios de la célula. En S.
cerevisiae, las mitocondrias forman un entramado tubular bajo el cortex celular. La
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continuidad del mismo se mantiene por un trasporte activo dependiente de actina y un
e e - Lo 120,122
equilibrio dindmico entre procesos de fusion y fision ("7 7).

Silvestre Mutante de fusion Mutante de fision Mutante de tubulacion

Figura 1-3.1: Morfologia mitocondrial en S.cervisiae (Okamoto, K. et al., 2005). Células mostrando un fenotipo
silvestre, mutante para la fusion (4fz01), mutante de fision (Adnml) y mutante en la ruta de la tubulacion (Ammml).
Bar, Spm.

3.1.1. Genes necesarios para la respiracion.

Se han identificado un total de 341 ORFs necesarias para el crecimiento en fuentes
de carbono no fermentables. Mas de la mitad de los genes identificados como pet
codifican para proteinas mitocondriales, la mayoria implicadas en replicacion,
transcripcion y traduccion del genoma mitocondrial o en el ensamblaje de la cadena
respiratoria.

Una gran parte de los genes pet codifica para proteinas no mitocondriales asociadas
con funciones vacuolares o para factores transcripcionales nucleares. Los restantes estan
asociados con diferentes funciones celulares y los defectos que muestran en el
crecimiento en medios con glicerol, podrian deberse a una acumulacion de efectos que
comprometieran la fisiologia general de la célula.

38 ORFs codifican para proteinas desconocidas que, presumiblemente, juegan un
importante papel en el mantenimiento de la capacidad respiratoria de la célula ('*).

3.1.2. Genes implicados en la distribucion y morfologia
mitocondrial.

Aquellos genes implicados en el mantenimiento de la distribucion y morfologia
mitocondrial reciben el nombre de genes MDM (***). Los mutantes Amdm se han
clasificado en tres clases teniendo en cuenta la morfologia mitocondrial que presentan.
Mientras que los mutantes de la clase I se consideran esenciales en el establecimiento de
una morfologia mitocondrial tipo silvestre, los componentes de las clases II y III
presentan una pequefa proporcion de células con morfologia normal y, por tanto, no son
esenciales para el establecimiento de una estructura mitocondrial normal.
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Los mutantes de la clase II son capaces de crecer en fuentes de carbono no
fermentables. Este grupo incluye cepas que exhiben defectos en la morfologia
mitocondrial sélo bajo determinadas condiciones. Las mitocondrias que presentan los
componentes de esta clase estan, normalmente, fragmentadas o agregadas ('**). En este
grupo podemos encontrar a los mutantes Apctl, Amdm20 o para tres genes implicados
en la biosintesis del ergosterol: ERG6, ERG24 y ERG28. El hecho de que estos
mutantes Aerg estén dentro de este grupo es consistente con el papel que el ergosterol
juega en la fusion de membranas ('%°).

En la clase III encontramos el mismo tipo de morfologia aberrante que en la clase II,
es decir, mitocondrias agregadas y fragmentadas pero que, ademas, presentan un
fenotipo pet. Dado que la pérdida de funcion respiratoria estd asociada a una pérdida en
la estructura de las crestas mitocondriales y que los procesos de morfogénesis
mitocondrial estan intimamente ligados con las conexiones entre la membrana externa e
interna ('*%), es concebible que estos mutantes presenten defectos en la estructura de su
membrana interna.

Entre los mutantes de la clase I hay, por el momento, 18 genes identificados que
codifican para componentes esenciales de la maquinaria implicada en la morfologia
mitocondrial. En este grupo podemos encontrar a los mutantes Atom7, Amdm30,
Amdm33 y Amdm36 entre otros. Todos muestran una morfologia mitocondrial aberrante
aunque difieren en la misma. Mientras que unos presentan agregados y/o fragmentos
cortos, otros se caracterizan por presentar mitocondrias alargadas con muchas ramas o
anillos gigantes ('**). Muchos de los componentes de este grupo carecen de una
presecuencia que determine su localizacién mitocondrial. Tal es el caso de Mdm33,
Mdm39, Mdm30, Mdm34, Mdm35 y Mdm36. Incluso algunos carecen de un dominio

transmembrana que facilite su importacion a dicho organulo.

Ademas de los genes mdm nombrados, existe una serie de levaduras mutantes para
ciertos genes nucleares que muestran fenotipos aberrantes en sus mitocondrias. Se han
definido, al menos, tres rutas implicadas en la morfologia que se basan en los defectos
mostrados en la forma de las mitocondrias. La primera de las rutas es la que media la
fusion mitocondrial. Cuando la fusion se encuentra bloqueada, las mitocondrias se
fragmentan debido a que los procesos de fision no estan contrarrestados por los de
fusion. La segunda via implica a la fision mitocondrial: en el caso de que ésta esté
bloqueada, las mitocondrias siempre se encuentran interconectadas y agregadas. Las
levaduras atn utilizan una tercera via necesaria para la formacion de mitocondrias
tubulares, la disrupcion de esta ruta provoca la aparicion de grandes esferas.
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3.2. Fusion mitocondrial.

3.2.1. Componentes de la ruta de fusion mitocondrial.

En levaduras, el nlcleo de la maquinaria implicada en fusion mitocondrial esta
compuesto por tres proteinas: Fzol y Ugo 1 en la membrana externa y Mgml, una
proteina del espacio intermembrana anclada a las membranas interna y externa.
Mutantes que carezcan de cualquiera de estos tres componentes presentan mitocondrias
fragmentadas y defectos en la herencia del mtDNA.

Aunque la proteina Fzol (fuzzy onions) se localiza mayoritariamente en la
membrana externa, también se ha visto asociada a la membrana interna ('*°). Fzol es
una GTPasa muy conservada evolutivamente, presente en Drosophila y en mamiferos
(Mfn, mitofusina) (‘*"'*). Contiene 4 repeticiones de siete aminoacidos que responden
a la secuencia aminoacidica HPPHCPC, donde la H representa residuos hidrofobicos; la
C residuos con carga; y la P residuos polares y, por tanto, hidrofilicos. Este tipo de
repeticiones son la base para muchos motivos estructurales de hélice superenrollada
(coiled coils), normalmente implicados en la interaccion entre proteinas. Un ejemplo de
hélice superenrollada es el motivo de cremallera de leucina, el cual suele presentar una
leucina en la cuarta posicion del motivo.

Ademas de las repeticiones de siete aminoacidos, Fzol presenta un dominio GTPasa
y dos segmentos transmembrana. Aunque estudios genéticos indican que el dominio
GTPasa de Fzol es esencial para su funcion in vivo ('*’), la actividad bioquimica de esta
region atn no ha sido determinada in vitro. Fzol se encuentra integrada en la membrana
mitocondrial externa con su dominio GTPasa y su dominio de hélice superenrollada
expuestos hacia el citoplasma. Ademds presenta una pequeila zona de union entre sus

dos regiones transmembrana expuesta hacia el espacio intermembrana ('*°).

En segundo lugar se encuentra la proteina Ugol, por el momento identificada so6lo
en levaduras ('*%). Ugol es una proteina de 58 kDa que contiene, al menos, cinco
dominios transmembrana (*°). En su estructura presenta dos posibles dominios
transportadores (PCD, Putative Carrier Domain) con la secuencia consenso
Px(D,E)xx(K,R), siendo x cualquier residuo (*"). La presencia de estos dominios la
convierte en miembro de la familia de proteinas transportadoras mitocondriales (MCP,
Mitochondrial Carrier Protein). Todos los miembros de esta familia contienen
multiples dominios transportadores, participando en el transporte de metabolitos y otras
biomoléculas a través de la MI mitocondrial (**%).

Ugol es el miembro menos conservado de esta familia difiriendo en varios aspectos:
por ejemplo, su peso molecular es aproximadamente el doble que el del resto del grupo.
En segundo lugar, aunque otros componentes de esta familia se localizan en la
impermeable MI, Ugol lo hace en la semipermeable ME, donde el transporte de
pequenas moléculas (hasta 5 kDa) a través de la bicapa lipidica no requiere,
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necesariamente, un trasporte activo. Estudios bioquimicos sugieren que Ugol presenta
una topologia con el extremo N-terminal hacia el citoplasma y el C-terminal en el EIM
('*?), mientras que los componentes de la familia MCP caracterizados muestran-ambos
extremos orientados hacia el EIM. Finalmente, mientras que el resto de miembros tiene
tres dominios transportadores, Ugo1 tiene dos posibles dominios transportadores, de los
cuales, solo uno (PCD2) provoca alteraciones en el fenotipo cuando se mutan los

residuos con carga conservados.

Estudios recientes han planteado que, si bien no se excluye la posibilidad de que
Ugol sea una proteina con actividad transportadora, si se favorece la idea de que Ugol
haya evolucionado desde un transportador ancestral adquiriendo una nueva funcién en
la fusién mitocondrial (**°)

Finalmente, como ultimo componente imprescindible en la maquinaria de fusion,
tenemos a la proteina Mgm! (Mitochondrial genome maintenance) ('**), una segunda
GTPasa relacionada con las dinaminas, las cuales median la escision de la membrana
durante la endocitosis ('**). Mgm1 es necesaria en los procesos de fusion, morfologia,
mantenimiento del genoma y mantenimiento de la estructura de las crestas

mitocondriales (**7).

La proteina Mgm1 contiene una presecuencia en su extremo N-terminal, adyacente a
la misma, una secuencia de corte, dos segmentos hidrofobicos (transmembrana), un
dominio GTPasa, un dominio intermedio y un dominio efector de la GTPasa ("**). El
dominio GTPasa, al igual que sucede con Fzol, es esencial para poder llevar a cabo su
funcién in vivo, pero no se ha demostrado su actividad bioquimica in vitro ('*?). Su
ortologo en mamiferos es la proteina Opal (optic atrophy) ('*°) que, al igual que Mgml1,
se encuentra localizada en el espacio intermembrana .

Mgml, tal como se puede observar en la figura 1-3.2.1A, presenta dos formas
moleculares generadas mediante un proceso de topogénesis ('*%), una isoforma de 97
kDa (1-Mgml) y una segunda (s-Mgm1) carente de la region de anclaje a membrana, de
84 kDa. Mgml se sintetiza en el citosol y posteriormente se dirige hacia la mitocondria
gracias a la presecuencia que presenta en su extremo N-terminal. Una vez dirigida a la
mitocondria, es importada a través de la translocasa de la membrana externa, donde su
primer dominio transmembrana se inserta en la proteina de membrana interna Tim23.
Tras el corte de la presecuencia por la peptidasa de la matriz MPP (Mitochondrial
Processing Peptidase) se pueden seguir dos vias: por un lado, Mgml difundiria fuera
del canal Tim23 y se insertaria en la membrana interna, dando lugar a la forma 1-Mgm1.
Otra posible via seria la translocacion de Mgml fuera de Tim23 por parte del motor
mtHsp70 y el complejo PAM de la matriz mitocondrial, quedando el segundo segmento
142) ‘Mgm] seria entonces cortada por la proteasa de
B%14h " Opal presenta una

transmembrana inmerso en la MI (
membrana Pcpl, dando lugar a la forma s-Mgml (
variabilidad mayor con 8 isoformas fruto del procesamiento alternativo dependiente de
tejido.
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Si bien el modelo de topogénesis presentado por Herlan et al. (2004) afirma que la
forma 1-Mgm1 se encuentra en la membrana interna, hay ciertas discrepancias respecto
a esta localizacion. Mientras que Fekkes et al. (1999) localizan Mgm1 en la membrana
externa, expuesta al citosol, Sesaki et al. (2003) aseguran que la proteina Mgml se

localiza en el espacio intermembrana, siendo capaz de asociarse tanto a la membrana
135,130,142,

externa como a la membrana interna (

s-Mgm1
IMS
161
Pep1 < IM
4b
w0 Matrix

111

81

Figura 1-3.2.1A: Representacién esquematica del procesamiento alternativo de Mgm1 (Herlan et
al., 2004). Mgml es importada a la matriz mitocondrial a través de TIM23 (1). A continuacion, la
proteasa MPP elimina la presecuencia del extremo N-terminal, dando lugar a la forma I-Mgm1 (2a). Una
via alternativa es la translocacion del dominio RCR (Rhomboid Cleavage Region) a la membrana interna
(2b). Este proceso depende de la hidrofobicidad del segmento TM (transmembrana), de los niveles de
ATP de la matriz y de la presencia de un motor de importacion funcional. El procesamiento a través de
Pcpl lleva a la formacion de s-Mgml (4b). IMS, espacio intermembrana; p-Mgml, proteina precursora
de Mgml.

El hecho de que Fzol y Mgml puedan estar localizadas tanto en la membrana
externa como en la membrana interna, hace pensar que ambas proteinas podrian estar
asociadas a sitios de contacto, donde las membranas externa e interna se encontrarian
muy proximas.

A continuacion, se muestra un esquema con los componentes mas relevantes, hasta
el momento, de la ruta de fusion de S. cerevisiae.
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Figura 1-3.2.1B: Componentes esenciales de la maquinaria molecular implicada en fusién
mitocondrial en levaduras. La proteina Ugol se encuentra localizada en la membrana externa
mitocondrial interaccionando con Fzol a través de su dominio N-terminal y con Mgml a través de sus
dominios expuestos hacia el espacio intermembrana. CC, coiled coil; GED, dominio efector GTPasa; MD,
dominio intermedio, ME, membrana externa; MI, membrana interna.

3.2.2. Formacion del complejo de fusion en levaduras.

Fzol, Mgml y Ugol forman un complejo implicado en la fusién mitocondrial que
conecta las membranas externa e interna. El hecho de que Ugol presente un dominio
citoplasmatico y un dominio expuesto al EIM, hace plantear la posibilidad de que Ugol
actiie como puente entre las proteinas Mgm1 y Fzol ('*). Otros estudios sugieren que la
interaccion entre Fzol y Ugol es esencial para que la fusion pueda llevarse a cabo y que
la interaccion entre Mgm1 y Ugol no es dependiente de Fzol (*'*),

Segtin diversas observaciones, la actividad GTPasa de las proteinas Fzol y Mgml
no es necesaria para la formaciéon del complejo de fusion ya que la proteina Fzol,
carente de su dominio GTPasa, es capaz de interaccionar con el dominio citoplasmatico
de Ugol in vitro. Del mismo modo, un mutante Mgmlgsysn (sin actividad GTPasa),
defectuoso en la ruta de fusion mitocondrial, contintia siendo capaz de interaccionar con
Ugol. Fzol y Ugol son capaces de interaccionar en presencia del mutante Mgm1s2o4n,
por tanto, esta interaccion es independiente de la actividad GTPasa de Mgm1 ().
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3.2.3. Modelo del mecanismo de fusién mitocondrial.

Como orgénulo delimitado por una doble membrana, la mitocondria debe
enfrentarse al problema de fusionar cuatro membranas de manera coordinada. Este
proceso puede dividirse en tres fases: acoplamiento, fusion de las membranas externas y
fusion de las membranas internas.

El acoplamiento ocurre mediante la formacion de complejos trans que implica a
proteinas de la superficie de ambas membranas. Este paso asegura la especificidad de la
fusion y media la oposicion de membranas adyacentes. La proteina Fzol, asi como las
mitofusinas de mamifero, juegan un papel principal en la formacion de estos complejos.
La ausencia de cualquiera de ellas imposibilita los procesos de fusion ('**). Ademas, el
extremo C-terminal de la Mfnl (contiene las repeticiones héptada) forma un dimero
antiparalelo mediante homodimerizacién en trans ('*).

El segundo paso es la fusion de las membranas externas. La capacidad de
homodimerizacion mediante apareamiento de los extremos C-terminales de Fzol/Mfnl
es un sello indiscutible de la fusion de membranas, presente también en otras proteinas
de fusion como la familia de proteinas SNARE o las proteinas virales de fusion. La
formacion de estos homodimeros aproxima las membranas de tal manera que puede
producirse la fusion entre ambas ('*°). Fzol1/Mfn1 poseen todos los dominios necesarios
para poder llevar a cabo esta fusion: varias regiones con dominios de hélice
superenrollada, dos dominios transmembrana y un dominio GTPasa capaz de
proporcionar la energia necesaria para superar la barrera energética que implica la
fusion de las bicapas lipidicas. Aunque no se ha demostrado si la actividad de estas
proteinas es suficiente para actuar como fusodgenos, si estd claro que Fzol y las
mitofusinas juegan un papel muy importante en este proceso (°'*").

Tras finalizar la fusion de las MEs, debe llevarse a cabo el mismo proceso con las
MlIs. La fusion de las membranas internas es un proceso muy sensible a la disipacion
del potencial de membrana y, desde el punto de vista funcional, independiente de la
fusiéon de las membranas externas. Estas diferencias indican la existencia de una
maquinaria de fusion para la membrana interna diferente a la existente en el caso de la
ME (**%). Un analisis mecénico de este proceso, mediante el uso de mutantes
condicionales, asigna a Mgml un papel principal en la fusion de la MI similar al
mostrado por Fzol en el caso de la ME. Mgml tiene la capacidad de formar complejos
en trans anclando MIs adyacentes (**").

La actividad coordinada de las maquinarias de fusién de las membranas externa e
interna deberia asegurar la fidelidad durante los procesos de fusion de la doble
membrana. El contacto fisico de la maquinaria implicada en la fusion de la ME con la
MI es necesaria para coordinar la fusion de la doble membrana. Dado que Ugol es
capaz de interaccionar con Mgml y con Fzol, se cree que es uno de los factores
indispensables en la coordinacion de los procesos de fusion de ambas membranas.
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Complejo de Fusion (Fzol*Mgm1 *Ugol)

Espacio Intermembrana

Membrana Externa

\

Membrana Interna

Homodimerizacién de Fzol 1
®

l I[GTP]
ApH <
GDP + Pi

Fusion de las membranas externas

1[GTP]
AY <
GDP + Pi

Fusion de las membranas internas

Figura 1-3.2.3: Modelo de fusién mitocondrial en levaduras. El primer paso en el proceso de fusion es
la formacion, entre mitocondrias adyacentes, de homodimeros de Fzol en trans. A continuacion tiene
lugar el acoplamiento de ambos organulos a través del complejo FzoleMgmleUgol, aunque el
mecanismo molecular del mismo no esta claro. Posteriormente, las membranas externas se fusionan en
presencia de un gradiente de protones (ApH) y GTP para, finalmente, producirse la fusion de las
membranas internas. Para poder llevar a cabo este tltimo paso, es necesaria la existencia de un potencial
eléctrio (AY) y altos niveles de GTP.
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3.2.4. Regulacion de los procesos de fusion.

Mdm30 es una proteina con un peso molecular de 70 kDa que contiene un motivo
F-box en su extremo N-terminal. Muchas proteinas que presentan este motivo son
componentes del complejo SCF (Skpl1-Cdc53-F-box), el cual media el marcaje de
proteinas para su degradacion por el proteasoma. Este motivo también ha sido asociado
con funciones celulares como la transduccion de senales y la regulacion del ciclo celular

(149).

El mutante Amdm30 muestra un fenotipo mitocondrial fragmentado, similar al
presentado por mutantes de fusion, aunque este fenotipo se revierte cuando se bloquea
la fision mitocondrial. Estos resultados sugieren que, si bien Mdm30 es una proteina
importante en el mantenimiento de la capacidad de fusion mitocondrial, su funcién no
es esencial.

Mdm30 es capaz de regular los niveles de Fzol, aumentando estos en mutantes
Amdm30 y disminuyendo en el caso de sobreexpresion de este gen (). Se cree, por
tanto, que el papel de Mdm30 en la fusion mitocondrial-se ejerce a través de la
regulacion de los niveles de Fzol, mediante su marcaje para degradacion por el

proteasoma 26S.

En cuanto a Mgml, se ha observado que su ruta de topogénesis se encuentra
alterada en los mutantes Apcpl y Aupsl, presentando ambos niveles casi nulos de la
forma s-Mgml. Pcpl es una serin-proteasa, integrada en la membrana interna y
necesaria en levadura para el procesamiento de la Citocromo ¢ peroxidasa. La pérdida
de la misma causa fragmentacion mitocondrial y agregacion, que se revierte cuando se
bloquea la fisién (‘*). Las mitocondrias de cigotos carentes de Pcpl son capaces de
fusionarse, indicando que so6lo 1-Mgm1 es indispensable para la fusion ('*7). Es posible
que la forma s-Mgm1 aumente la eficiencia de la fusidon o bien esté implicada en otros
procesos no relacionados con la fusidon, como el mantenimiento de los tibulos
mitocondriales.

El mutante Aupsl presenta una disminucion en los niveles de cardiolipina, un
fenotipo mitocondrial aberrante caracterizado por fragmentos mitocondriales y una
alteraciéon en el procesado de la proteina Mgml. Se ha observado que Upsl es
indispensable para el mantenimiento de la composicion lipidica de la membrana interna
y, por tanto, para la biogénesis de algunas proteinas mitocondriales localizadas en la
misma, asi como para la morfogénesis mitocondrial. Aunque por el momento no se
conoce su papel concreto, entre las funciones postuladas para Upsl se encuentran las
siguientes: Upsl podria estar implicada en la sintesis y/o degradacion lipidica, en el
transporte de lipidos a la membrana interna o bien en el transporte mitocondrial (*").

En cuanto a su papel en la morfologia mitocondrial, se cree que podria actuar a
través de la regulacion en la topogénesis de la proteina Mgm1. En ausencia de Upsl y
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presencia de glucosa Mgm1 no es capaz de procesarse, encontrandose sélo en forma de
1-Mgml. Por el momento, no esté claro el papel que juega Ups1 en el procesamiento de
Mgml, se plantea la posibilidad de que actiie como chaperona de Mgm1 permitiendo su
procesamiento, aunque también podria actuar controlando los niveles de cardiolipina,
influir sobre el sistema de importacion Tim o sobre el balance energético de la
mitocondria ().

Upsl es una proteina del espacio intermembrana asociada en un 50% al lado externo
de la membrana mitocondrial interna. Poco se sabe de la estructura de Upsl, salvo que
los primeros 80 residuos de esta proteina son imprescindibles para su localizacion
mitocondrial. Debido a su ubicacién en el espacio intermembrana, seria de esperar que
contuviera una secuencia bipartita (presencuencia + sorting signal) o motivos de
cisteina que posibilitaran dicha localizacion ("°"'**) pero, por el momento, no se ha
identificado ninguna secuencia responsable de la misma.

Recientemente, se ha publicado que Upsl es importada a la mitocondria a través de

un novedoso mecanismo que implica a la proteina Mdm35 (***'*

). En primer lugar,
Upsl se sintetiza en el citoplasma donde puede interaccionar con los receptores del
complejo Tom, Tom20 y Tom?22; una vez producida esta interaccion, Upsl seria
translocada al espacio intermembrana formando, durante o tras este proceso, un
complejo con Mdm35. Aunque Mdm35 podria participar mejorando esta translocacion,
no es un factor limitante ni esencial para la misma. La importancia del papel de Mdm35
no esta clara, mientras Potting et al. (2010) mantienen que en ausencia de Mdm35,
Ups| seria rapidamente degradada por las proteasa Ymel y Atp23, Tamura et al (2010)
no observan esta degradacion y afirman que Upsl se acumularia en el espacio

intermembrana de forma estable, si bien es cierto que en niveles reducidos ("7 7).

3.3. Fisidon mitocondrial.

3.3.1. Componentes de la ruta de fision mitocondrial.

En levaduras, el nucleo de la maquinaria implicada en fision mitocondrial esta
formado por cuatro proteinas: Fisl en la membrana externa y tres proteinas citosolicas:
Dnml, Mdvl y Caf4 que se acumulan en aquellos puntos de la superficie mitocondrial
donde tiene lugar la fision. Las células con defectos en componentes de esta ruta son
incapaces de llevar a cabo la fision de la membrana externa y, por tanto, presentan una
red mitocondrial interconectada y compleja, debido a que los procesos de fusion no se
encuentran contrarrestados por los de fision (>*'%).

Dnml es una proteina relacionada con las dinaminas que contiene un dominio
GTPasa en su extremo N-terminal, un dominio intermedio, una region hidrofilica
llamada inserto B, de funcion desconocida, y un dominio efector de la GTPasa (GED)
en su extremo C-terminal. Aunque Dnml se comporta como una proteina soluble en
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estudios bioquimicos de fraccionamiento, puede acumularse en estructuras puntuales en
. . . 156 - q- Y

la superficie de las mitocondrias ("), indicando que la asociaciéon de Dnml con las

mitocondrias es labil y/o dinamica.

Experimentos in vitro han demostrado que Dnml es capaz de hidrolizar GTP y
ensayos con mutantes indican que su actividad GTPasa es esencial para la fision de
mitocondrias in vivo (**"'*®). Dnm1 es capaz de interaccionar consigo misma, mediante
homo-oligomerizacion, gracias, en parte, a su dominio GED ().

La proteina integral de membrana Fisl (muy conservada evolutivamente) juega un
papel muy importante en la fision mitocondrial. Fisl es una proteina anclada a la
membrana externa a través de su extremo C-terminal y con su extremo N-terminal
expuesto hacia el citoplasma ('*°). Su dominio citosélico N-terminal estd formado por
un brazo N-terminal y un array de 6 a-hélices antiparalelas. Las 6 a-hélices forman un
motivo estructural TPR (tetratricopeptide repeat), el cual contiene una superficie
céncava con cardcter hidrofobico que podria actuar como bolsillo de unién (*°1).

Al contrario que Dnml, Fis se encuentra distribuido de manera uniforme sobre la
superficie mitocondrial. Un mutante Afisl carente de su segmento transmembrana se

. . . . ., 160
encuentra localizado en el citoplasma y es incapaz de mediar en la fision ('%).

El tercer componente de la maquinaria de fision es Mdvl. Mdvl contiene una
extension N-terminal (NTE), uno o dos dominios de hélice superenrollada en la mitad
N-terminal y siete repeticiones WD40, con una posible estructura de hélice  en su
extremo C-terminal. Tanto los dominios de hélice superenrollada como las repeticiones
WDA40 podrian estar implicados en la interaccion proteina-proteina. Diversos
experimentos han demostrado que Mdvl es capaz de oligomerizar interaccionando
consigo misma a través de los dominios de hélice superenrollada. El dominio NTE
contiene dos a-hélices y estd implicado en la interaccion con Fisl, mientras que el
dominio WD40 seria el responsable de la interaccién con Dnm1 ('%%).

La mayor parte de la proteina Mdvl presente en la célula se encuentra
estrechamente asociada con la cara citoplasmatica de la membrana externa y, al igual
que hace Dnml, se localiza en estructuras puntuales uniformemente distribuidas por la

célula ('%).

El ultimo componente de esta ruta es la proteina Caf4. Al igual que hace Mdvl,
Caf4 es capaz de interaccionar con Fisl y presenta una estructura muy similar con un
dominio NTE, un dominio de hélice superenrollada y siete repeticiones WD en el
extremo C-terminal. Pese a que un mutante Acaf4 no tiene un fenotipo obvio en cuanto
a la morfologia mitocondrial, un doble mutante Amdvl/Acaf4 presenta un fenotipo
aberrante indistinguible del fenotipo propio de un mutante Adnmlo Afisl. Esto sugiere
que en el mutante Amdvl aun queda cierta capacidad residual de fusion, llevada a cabo
por Caf4.
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Al igual que Mdv1, Caf4 se localiza en la membrana externa de forma dependiente
de Fisl. La formacion de las estructuras puntuales por parte de la proteina Dnml se
pierde completamente en los mutantes Acaf4/Amdvl, por tanto, estas proteinas podrian
colaborar en el reclutamiento de Dnm1 en estructuras puntuales sobre la mitocondria

(164).

Dnml
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Figura 1-3.3.1: Representacion de los componentes de la maquinaria molecular implicada en fision
mitocondrial en S.cerevisiae. Mdvl y Caf4 presentan la misma organizacion estructural y ejercen
funciones redundantes como adaptadores de las proteinas Dnml y Fisl. Sus dominios CC son los
encargados de su homo-oligomerizacion. Dnm1 forma oligdmeros que se ensamblan en forma de espiral
alrededor de la mitocondria, permitiendo la fision de las membranas mitocondriales. aA y aB, a-hélices
del extremo N-terminal de Mdv1/Caf4; B, inserto B; CC, coiled coil; GED, Dominio efector GTPasa;
MD, dominio intermedio; ME, membrana externa; MI, membrana interna; TPR, tetratricopeptide tandem
repeats.

3.3.2. Modelos para el mecanismo de fision mitocondrial.

Se han propuesto dos modelos para el mecanismo de fision mitocondrial en
levaduras. En el primer modelo, Dnml se une y separa en puntos concretos sobre la
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superficie mitocondrial gracias a su capacidad de homo-oligomerizacioén, formando
anillos alrededor del tubulo mitocondrial de manera dependiente de Mdv/Caf41 (165:166)
En este modelo, la localizacion mitocondrial de Dnml seria dependiente de su
interaccion directa con Fisl. Del mismo modo, Mdv1/Caf4 estarian asociadas a las
mitocondrias gracias a su interaccion con Fisl a través de su dominio NTE. Tras la
homo-oligomerizacion de Dnm1 en la proximidad de la mitocondria, el dominio WD40
de Mdv1/Caf4 mediaria la incorporacion del complejo multimérico Dnm1 al complejo
Fis1-Mdv1/Caf4 ya anclado a la membrana. Tras su incorporacion, Mdv1/Caf4 activaria
de alguna manera al complejo, provocando la constriccion de la membrana o procesos

de remodelacion de los lipidos, mediante algiin mecanismo atn desconocido.

El segundo modelo es muy similar al primero, salvo que propone que la unién de
Dnm1 en puntos concretos sobre la superficie de la mitocondria no dependeria de Fisl y
Mdv1/Caf4, sino que el complejo multimérico Dnm1 seria el que reclutaria a Mdvl y a
Fisl en una estructura anular que, posteriormente, catalizaria la reaccién (*°%).

En ambos modelos Dnm1 seria el elemento clave en la escision de la membrana. La
homo-oligomerizacion de Dnml tendria lugar formando filamentos o espirales
extendidas, rodeando completamente los tibulos mitocondriales. Dado que la curvatura
de los filamentos dependeria de la union de los mismos a GTP, la hidrolisis de éste
podria, en ultimo lugar, provocar la constriccion y escision de las membranas

. . 147,1
mitocondriales (**"'%").

Se sabe mucho menos sobre la fision de la membrana interna. Es concebible que la
actividad de Dnml sea suficiente para provocar la escision de ambas membranas
simultdneamente, aunque hay determinadas evidencias que sugieren mecanismos
diferentes para ambas membranas. En primer lugar el didmetro de un tabulo
mitocondrial es de 300-400 nm, mientras que los diametros de las espirales de Dnm1
son s6lo de unos 100 nm ('®"), aunque el didmetro del tibulo en los puntos de fision
podria estar significativamente disminuido para permitir la formacién de las espirales de
Dnml. Ademas, se ha observado que el ensamblaje de Dnml sobre la superficie
mitocondrial conlleva una division exitosa solo cuando coincide con un lugar donde ya
ha tenido lugar una constriccion. Es posible que estas constricciones sean el resultado

e, . . 168
de una division previa de la membrana interna en ese punto ().

43



Introduccion
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Figura 1-3.3.2: Modelo de fision mitocondrial mediada por Dnml en S. cerevisiae. La homo-
oligomerizacion y ensamblaje de Dnm1 permiten la formacién de un anillo de fision alrededor del tibulo
mitocondrial. A continuacién, Dnml posiblemente sufre un cambio conformacional que lleva a la
constriccion de la membrana. Finalmente, tiene lugar el desensamblaje de Dnm1.

3.4. Tubulacion mitocondrial en levaduras.

3.4.1. El complejo MMM.

Las proteinas que componen esta ruta han sido identificadas en hongos pero no en
eucariotas superiores. En S. cerevisiae, la formacion de los tGbulos mitocondriales
requiere de la presencia de las proteinas Mmm1, Mdm10 y Mdm12 (complejo MMM).

Mmm1 (Maintenance of Mitochondrial Morphology) es una proteina integral de
membrana con un tamafio de 49 kDa con un tinico dominio transmembrana. Mmm1
abarca ambas membranas, con su extremo N-terminal expuesto al citoplasma y el
extremo C-terminal hacia la matriz mitocondrial ('®°).

Mutaciones en el gen MMM1 alteran la morfologia mitocondrial y la estructura de
las crestas mitocondriales de tal manera que, en lugar de redes, las mitocondrias se
organizan en grandes esferas. Concomitante con este cambio, los nucleoides de mtDNA
se desorganizan, provocando una inestabilidad en el mtDNA severa ('’°). Estudios
adicionales sugieren que la proteina Mmm1l media la herencia del mtDNA a través de
una interaccion directa o indirecta con el citoesqueleto de actina (''").

Un segundo componente de esta ruta es Mdm10, una proteina de 56 kDa conservada
en hongos pero que no estd presente en eucariotas superiores. Mdmd10 se encuentra
insertada en la membrana externa y presenta una estructura de barril-B. Al igual que
sucede con los mutantes Ammm1, la pérdida de la funcién llevada a cabo por Mdm10
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causa defectos en la forma, herencia, movilidad, interacciones con el citoesqueleto de
actina, estabilidad del mtDNA y un incremento en la pérdida de mtDNA hacia el ntcleo

(172)'

El ultimo componente de esta ruta es Mdm12, proteina integrada en la membrana
externa con un tamano de 31 kDa. La pérdida del gen MDM12 provoca un fenotipo muy
similar a aquel visto en los mutantes Ammml y Amdm10. Mdml2 presenta en su
extremo N-terminal un segmento transmembrana y una region C-terminal similar a la de
Mmml. Mdm12, al igual que Mdm10 y Mmml1, se localiza en zonas de la mitocondria

adyacentes a los nucleoides de mtDNA ('").

La localizacion de Mmm1 en las mitocondrias depende de la presencia de Mdm12 y
Mdm10, asi mismo, Mdm12 no puede asociarse a la mitocondria en ausencia de Mmm1
y Mdml10. Por el contrario, Mdm10 no necesita la presencia del resto de componentes
de la ruta de tubulacion para poder localizarse en la mitocondria.

3.4.2. Modelos para la funcion del complejo MMM (Mmm1,
Mdm10, Mdm12).

Existe una gran controversia respecto al modo por el cual el complejo MMM es
capaz de llevar a cabo la tubulacion de las mitocondrias. Se ha planteado la posibilidad
de que el complejo MMM medie la interaccion de las mitocondrias con el citoesqueleto
en S. cerevisiae o con los microtibulos en N. crassa. En respuesta a esta hipotesis,
estudios en N. crassa han demostrado que las mitocondrias son capaces de seguir
interaccionando con los microtibulos en ausencia del complejo MMM. Por tanto, si la
interaccion de las mitocondrias con los microtibulos/citoesqueleto fuera a través del
complejo MMM, ésta no seria esencial para el transporte de las mitocondrias (‘7).

(Es la unién de la actina a las mitocondrias indispensable para que el complejo
MMM pueda mediar la tubulacion? La disrupcion de los filamentos de actina no
provoca el mismo fenotipo mitocondrial que un mutante Ammm, es decir, la formacion

1. Por tanto, parece poco probable que la formacion de

de mitocondrias esféricas (
tubulos se deba solo a la interaccion con la actina. No se excluye la posibilidad de que el
complejo MMM pueda interaccionar con otras estructuras celulares para generar los
tubulos mitocondriales. También es posible que el complejo MMM organice una
especie de andamio sobre la superficie de las mitocondrias capaz de estabilizar y/o

mantener la morfologia mitocondrial.

Estudios recientes sugieren que Mmml1 es capaz de abarcar ambas membranas, con
su extremo N-terminal expuesto hacia la matriz. Esta capacidad seria imprescindible
para que Mmm1 pudiera acumularse en zonas concretas (' ). Curiosamente, estas zonas
son adyacentes a estructuras puntuales que contienen Mgm10, una proteina soluble que

se une a DNA e indispensable en el mantenimiento del mtDNA ('’). Tras estas
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observaciones, se plantea la posibilidad de que el complejo MMM abarque la membrana
externa e interna en los sitios de contacto entre ambas membranas y ancle a estos sitios
el mtDNA que se esta replicando activamente.

3.5. Enfermedades, apoptosis y mitocondrias.

La mayor parte de los estudios llevados a cabo sobre la dindmica mitocondrial y las
proteinas implicadas en la misma han tenido lugar en S. cerevisiae, aunque el nimero de
publicaciones sobre estudios realizados en mamiferos se estd incrementando
notablemente. Estos trabajos han permitido poner de manifiesto la relacion entre los
defectos en la dinamica mitocondrial, los desordenes neuroldgicos y los procesos de
apoptosis.

3.5.1. Desordenes neurologicos: Neuropatia de tipo 2A (Charcot-
Marie-Tooth, CMT2A).

En humanos existen dos homologos de la proteina Fzol de levaduras, Mfnl y Mfn2.
Varias mutaciones en el gen MFN2 han sido identificadas en pacientes afectados por la
CMT2A (''"). La neuropatia de tipo 2A es la mas comun de las neuropatias periféricas
heredadas, con una prevalencia 1:2500. Clinicamente se caracteriza por debilidad y
atrofia de la musculatura distal, ausencia o reduccion de los reflejos, pérdida de
sensibilidad y deformacion de los pies.

La mayor parte de las mutaciones encontradas en estos pacientes se encuentra en los
dominios GTPasa y de hélice superenrollada ('’*). Ya que la mutacion en estos residuos
impide que Mfn2 pueda llevar a cabo su funcidn, se ha establecido una relacion entre la
ausencia de funcion de la proteina Mfn2 (defectos en la fusion mitocondrial) y la
CMT2A. Aunque no esta clara la patofisiologia de la CMT2A ligada al mutante Amfn2,
se ha planteado la posibilidad de que defectos en la funcion de Mfn2 pudieran estar
relacionados con una menor produccion de ATP mitocondrial, lo que produciria un
impacto en procesos con altos requerimientos energéticos como es el caso del transporte
de vesiculas. Un dato curioso es la reduccion de movilidad mitocondrial en fibroblastos
de raton mutantes para esta proteina, planteando la posibilidad de que cambios en la
morfologia mitocondrial provocados por mutaciones en el gen MFN2 afecten al
transporte de dichos organulos.

3.5.2. Disfuncion mitocondrial y enfermedades neurodegenera-
tivas: Atrofia optica (ADOA, Autosomal Dominant Optic
Atrophy).

La ADOA es la mas comun de las neuropatias Opticas hereditarias, con una
frecuencia comprendida entre 1:12.000 y 1:50.000. Esta enfermedad afecta a las células
ganglionales de la retina provocando, en ultima instancia, la atrofia del nervio oOptico.
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Los pacientes, nifios o adolescentes, se caracterizan por presentar una reduccion en la

agudeza visual, palidez en el disco Optico temporal y una visiéon en color alterada
(017150,

Se han descrito cuatro loci asociados a esta enfermedad: OPA1, OPA2, OPA3 y
OPA4, siendo el mas comin OPAIl. El gen OPAL esta formado por 28 exones que
codifican para 8 mRNAs diferentes mediante procesamiento alternativo. Hasta el
momento se han identificado 96 mutaciones diferentes en el gen OPAL,
correspondiendo el 66%, 29% y 5% a sustituciones, deleciones e inserciones,
respectivamente. La mayoria de estas mutaciones se encuentran en el dominio GTPasa y
en la regiéon 3°, describiéndose muy pocas en la region 5° de la proteina ('*'), y se
caracterizan por una reduccioén o desaparicion de los procesos de fusion mitocondrial.
La pérdida de funcionalidad de Opal se muestra a nivel fenotipico por un incremento en
la fragmentacion mitocondrial asi como por un aumento de los episodios espontaneos
de apoptosis.

No existe una correlacion obvia entre el genotipo y el fenotipo de esta enfermedad,
lo que sugiere que otros factores ambientales y genéticos sean también importantes en el
desarrollo de la misma. Asi mismo, el analisis del rango de mutaciones parece indicar la
existencia de mas de un mecanismo patogético en la ADOA ('**'%),

Tanto el mRNA como la proteina Opal se encuentran distribuidos de forma ubicua,
por lo que, por el momento, se desconoce la razén por la cual estas mutaciones afectan
especificamente a las células ganglionales de la retina. Si bien recientemente se ha
descrito que éstas no son las Unicas células afectadas, ya que la mutacion R445H en
Opal (dominio GTPasa) est4 también relacionada con la pérdida de audicion debido a la
degradacion del nervio auditivo, presentando las mitocondrias de estas células un
fenotipo anémalo caracterizado por una alta fragmentacion ('**).

3.5.3. Dinamica mitocondrial y muerte celular programada.

Durante los estadios tempranos de la via intrinseca de apoptosis, la activacion de
proteinas proapoptdticas produce poros en la membrana externa de las mitocondrias,
permitiendo la liberacion de numerosas proteinas del espacio intermembrana. Entre
estas proteinas se encuentran el citocromo ¢, Smac/DIABLO vy el factor inductor de la
apoptosis AIF (Apoptosis-Inducing Factor). Una vez liberadas al citoplasma, activan el
apoptosoma, desencadenando las ultimas fases de la apoptosis ('*).

Ademas de los cambios en la permeabilidad de la membrana externa, se han descrito
modificaciones en la morfologia mitocondrial durante la apoptosis. Por ejemplo, se ha
observado una fragmentacion mitocondrial en células HeLa y COS-7 al sobreexpresar
el factor pro-apoptotico Bax o al tratar las células con estaurosporina ('*%).

Estos cambios en la morfologia ocurren antes de la liberacion del citocromo ¢, son
caspasa independientes y no pueden ser bloqueados mediante la sobreexpresion del
factor antiapoptotico Bcel-2. Por tanto, las mitocondrias se fragmentarian durante los
estadios tempranos de la apoptosis (**9).
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Drpl (Dnml en levaduras) puede actuar como factor tanto proapoptdtico como
antiapoptotico, dependiendo de la naturaleza de la via de muerte celular ("*”'*). La
sobreexpresion de la proteina hFisl induce fragmentacion mitocondrial, liberacion del
citocromo ¢ y activacion de muerte celular en ausencia de estimulos apoptoticos (**),
aunque no esta claro el mecanismo por el que hFisl ejerce este efecto.
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OBJETIVOS.

La sefializacion por glucosa en la levadura S. cerevisiae es un mecanismo muy
complejo estudiado a lo largo de muchos afios con gran profundidad, pero en el que atn
existen ciertas lagunas. Si bien el papel de proteinas indispensables en la regulacion por
glucosa, como Migl, Hxk2 y Snfl, ha sido ampliamente estudiado, la funcién de otros
componentes como el represor transcripcional Mig2 continua siendo poco conocida.

Por ello, a lo largo de este trabajo nos propusimos ahondar en el papel que Mig2
juega en los mecanismos de represion por glucosa de S. cerevisiae. Para conseguir dicho
objetivo, utilizaremos como modelo el sistema de represion del gen SUC2.

La funcion de multitud de represores transcripcionales se encuentra regulada a
través de una doble localizacion nucleo-citosolica. Dicha distribucion esta controlada y
modulada mediante un complejo sistema de transporte a través de estructuras conocidas
como complejos del poro nuclear, y es llevada a cabo por la familia de las Carioferinas.
Dada la importancia de una correcta distribucion de Mig2 para poder realizar su funcion
de forma Optima, nos planteamos el estudio de los mecanismos que regulan dicha
distribucion.

Finalmente, intentaremos determinar si la proteina Mig2 realiza otras funciones en
la célula, a parte de su papel como modulador de Migl en la represion por glucosa.

Para llevar a cabo este trabajo, nos proponemos los objetivos enumerados a
continuacion:

1. Caracterizar tanto la expresion y distribucion de la proteina Mig2 como los
factores implicados en la regulacion de la misma.

2. Analizar el papel concreto de la fraccion nuclear de Mig2 en la represion por
glucosa del gen SUC2, asi como los elementos necesarios para que ésta pueda
llevarse a cabo.

3. Identificar las vias de importacion y exportacion de Mig2 implicadas en la
correcta distribucion de la proteina y determinar, si es posible, los dominios de

la proteina implicados en el transporte.

4. Analizar si Mig2 lleva a cabo otras funciones en la célula, ajenas a su papel
como modulador de la funcion del represor Migl.

5. Si se confirmara el punto 4, identificar y estudiar los mecanismos reguladores de
dicha funcion.
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Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS.

1. Microorganismos utilizados.

1.1. Bacterias.

O pDIe enotipo
BL21 F , ompT, hsdSg (rs , mg ), dcm, gal, A(DE3), pLysS, Cm'".
F ©80dlacZ AM15 recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 (r-
rx-) SUPE44 relA1 deoRA (lacZ Y A-argF)U169.
recAl, endAl, gyrA9e6, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac,
F’, proAB, lacl%ZAM15, Tn10 tet".

DH50.

XL1-Blue

1.2. Levaduras.

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas durante el desarrollo de esta
investigacion fueron:

Nombre \ Genotipo Origen
W303.1A MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1. [
BY4742 MATa; his3A 1, leu2A 0; met15A4 0; ura3A 0. [
DBY2052 MATo,; hxkl::LEU2; hxk2-202; ura3-52; leu2-3,2-112; (6]

lys2-801; gal2.
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; 10
FMY303 SNF1::6HA. ]
FMY303R- MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-1; ura3-1; 267
01 XPO1::3HA.

MATa; ade2-1; his3-11,15; leu?-3,112; trpl-1; ura3-1; | _ oo

FMY403 ! ! s e P * | Doctoral

SNF4::6HA. .

A. Riera
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trpl1-1; ura3-1; Este

FMYS01 MIG2::GFP. trabajo
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-1; ura3-1; Este

FMY>02 UPS1::GFP. trabajo
MATa; his3; leu2; lys2; trpl; ura3; UPS1-myc-TRP; Este

FMYS03 MIG2::GFP. trabajo
MATa; his3; leu2; lys2; trpl; ura3; UPS1-myc-TRP; Este

FMYS04 mig2::kanMX4. trabajo
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MATa; his34 1; leu24 0; met154 0; ura34 0 Este
FMYS05 dnm1l::kanMX4; mig2::HIS3. trabajo
MATo, his3A 1; leu2A 0; met154 0, ura3A 0 Este
FMY>06 fzol::kanMX4; mig2::HIS3. trabajo
EMY507 MATa, ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; Este
ura3-1; migl-6J::LEU2; MIG2::GFP. trabajo
FMY508 MATa; his3A1; leu2A0; lys240; ura340; snfl::kanMX4 Este.
MIG2::GFP. trabajo
MATa; his3A1; leu2A0; met15SA0; ura340; Este
FMY509 hxk2::kanMX4; MIG2::GFP. trabajo
MATa; his3; leu2; lys2; trpl; ura3; upsl::kanMX4; Este
FMY510 MIG2::GFP. trabajo
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-1; ura3-1; Este
FMYS1l mig2::kanMX4. trabajo
EMY512 MATa; ade2-1;_h|53-1l,15; leu2-3,112; trpl-1; ura3-1; Est;
mig2::kanMX4; upsl1::HIS3. trabajo
EMY513 MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; Este
mig2::kanMX4; promMIG2::URA3. trabajo
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; Este
FMY514 prom1MIG2::URAS. trabajo
EMY515 MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; Este'
prom2MIG2::URAS. trabajo
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-1; ura3-1; Este
FMY516 prom3MIG2::URAS. trabajo
EMY517 MATa; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; Este
ura3-1; migl-6J::LEU2; prom1MIG2:: URA3. trabajo
EMY518 MATa; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; Este
ura3-1; migl-6J::LEUZ2; prom2MIG2::URA3. trabajo
EMY519 MATa; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; Este
ura3-1; migl-6J::LEU2; prom3MIG2:: URA3. trabajo
MATa; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; Este
FMY520 ura3-1; migl-6J::LEU2; mig2::kanMX4; trabaio
prom1MIG2::URA3. ]
MATa; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; Este
FMY521.A ura3-1; migl-6J::LEU2; mig2::kanMX4; trabai
prom2MIG2::URA3. e
MATo,; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; Est
FMY522.A ura3-1; migl-6J::LEU2; mig2::kanMX4; traz;fo
prom3MIG2::URA3. ]
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trpl1-1; ura3-1; Este
TS MIG2yis1::GFP. trabajo
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trpl1-1; ura3-1; Este
FMY524 MIG2nLs2::GFP. trabajo
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EMY525 MATo,; ade?-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; Este
ura3-1; migl-6J::LEU2; MIG2y.s1::GFP. trabajo
EMY526 MATo,; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; Este
ura3-1; migl-6J::LEU2; MIG2y.s,::GFP. trabajo
MATa; ade2-1; ura3-1; his3-11,15;trp1-1; leu2-3,112; Este
FMY527 canl-100; kap95::HIS3; pSW509/pkap95-L63A; trabai
MIG2::GFP. R
FMY528 MATa; ade2-1; ura3-1; his3-11,15; trp"63; leu2-3,112; Este
canl-100; srpl-31; MIG2::GFP. trabajo
EMY529 MATa; trpl-1; his3-1;, ura3-1; ade2-1; leu2-3; cansl- Este
100; xpol4::LEU2; MIG2::GFP [pKWA457-HIS3,xpol-1]. | trabajo
FMY530 MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-1; ura3-1; Est§
XPO1::3HA; MIG2::GFP. trabajo
FMY534 MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-1; ura3-1; Este
tetOx200::URAS; tetR-GFP::LEU2; UPS1-myc-TRP. trabajo
MATa;his341; leu240; met1540; ura340; Este
FMY535 msn5::kanMX4; MIG2::GFP trabajo
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-1; ura3-1; Este
RS MIG2ngs:::GFP. trabajo
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-1; ura3-1; Este
FMY537 MIG2ngs2: :GFP. trabajo
MATa: ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-1; ura3-1; | __ coi8
FMY833 ' ' o ke ' Doctoral
GALS83::6HA. .
A. Riera
H174 MATo,; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; ]
ura3-1; migl-6J::LEU2.
JCY1407 MATa; ade2-1; ura3-1; his3-11,15;trp1-1; leu2-3,112; 1]
canl-100; kap95::HIS3; pSW509/pkap95-L63A.
MATa; ade2-1; ura3-1; his3-11,15; trp™63; leu2-3,112; 193
JCY1410 canl-100; srp1-31. ]
KW121 MATa; trpl-1; his3-1; ura3-1; ade2-1; leu2-3; cans1-100 (19
XpolA::LEU2 [pKW457-HIS3,xpol-1].
MATa; migl::loxp mig2::loxp-KAN-lox; can1-100; his3- 195
MAP24 11,15; leu2-3,112; trpl-1; ura 3-1. ]
MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trpl1-1; ura3-1; 196
TetR-GFP etOX200:: URA3; tetR-GFP::LEU2. ]
YRJ2012 MATa; his3; leu2; lys2; trpl; ura3; UPS1-myc-TRP. 1
YRJ2011 MATa; his3; leu2; lys2; trpl; ura3; upsl::kanMX4. ™1
MATa;his341; leu2A0; met1540; ura340;
Y01489 dnmi:-kanMXa4. Euroscarf
Y03319 MATa; his341; leu2A0; met1540; ura3A0; fzol::kanMX4. | Euroscarf
03694 MATa;his3A1; leu2A0; met1SA0; ura340; Euroscarf

msn5::kanMX4.
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MATa; his341; leu240,; met15A0; ura340;
Y04620 hxk2:-kanMX4. Euroscarf

Y14311 MATa; his341; leu2A0; lys2A40; ura3A0; snfl::kanMX4. | Euroscarf

Y 14575 MATa; his3A1; leu2A0; lys2A40; ura3A0; mig2::kanMX4. | Euroscarf

MATa,; ura3-52; his3-200; ade2-101; trp1-901; leu2-
Y187 3,112, gal44; gal804; URA3::GALIUAS-GALLTATA- Clontech
lacZ.

2. Medios y condiciones de cultivo.

2.1. Bacterias.

Para el crecimiento de las bacterias se empled medio LB, que consta de triptona al
1%, extracto de levadura al 0,5% y NaCl al 0,5%. Los medios so6lidos se prepararon
adicionando agar al 2%. En los casos en que fue necesario un crecimiento selectivo, se
adicion¢ el correspondiente antibidtico, ampicilina (100 mg/l) o kanamicina (50 mg/l).
La esterilizacion se realizo en autoclave durante 20 minutos.

El crecimiento de las células en medio solido se llevo a cabo en placas Petri en una
estufa de incubacion a 37°C. Las incubaciones en medio liquido se realizaron en un
agitador circular a 200 rpm y 37°C en matraces Erlenmeyer de tal manera que el
volumen no fuera superior al 20% del recipiente, con el fin de permitir una buena
aireacion. El crecimiento celular se determind midiendo la turbidez del cultivo a una
D.O. de 600 nm.

2.2. Levaduras.

Los medios utilizados para su cultivo fueron los siguientes:

- YEP: medio complejo cuya composicion incluye extracto de levadura al 1% y
peptona al 2%, suplementado con glucosa al 4% (YEPD), etanol al 3% y glucosa 0,05%
(YEPE) o glicerol al 3% (YEPG) como fuentes de carbono. A lo largo de todo este
trabajo nos referiremos a la glucosa 4% como alta glucosa y al YEPE o YEPG como
baja glucosa.

- SC: medio sintético mineral con base de nitrégeno con sulfato amonico sin
aminoacidos (YNB w/o aminoacids) al 0,69% y glucosa al 4% (SCD), etanol al 3% y
glucosa 0,05% (SCE) o glicerol al 3% (SCG). Durante el trabajo, también
mantendremos la nomenclatura de alta y baja glucosa para los medios SC. Estos medios
se suplementaron con los aminoacidos necesarios para el crecimiento de las levaduras,
excepto aquellos utilizados como marcadores.

53




Materiales y Métodos

En todos los casos, se prepararon los medios s6lidos adicionando agar al 2% y se
esterilizaron en autoclave durante 15 minutos. El crecimiento de las células en medio
so6lido se llevo a cabo en placas Petri incubadas en una estufa a 28°C o 22°C en el caso
de mutantes termosensibles. En medio liquido, las células se crecieron en matraces
Erlenmeyer conteniendo el medio correspondiente en un volumen no superior al 20%
del recipiente, con el fin de conseguir una buena aireacion. Las incubaciones se llevaron
a cabo en un agitador circular a 22°C, 28°C o 37°C y 200 rpm. El crecimiento celular se
determind midiendo la turbidez del cultivo a una D.O. de 600 nm.

En los casos en que fue necesario un crecimiento selectivo, diferente a las
auxotrofias clasicas, se utilizo el antibidtico geneticina en una concentracion 200 mg/1.

3. Vectores de clonacion, construcciones de DNA vy oligodesoxinu-
cledtidos.

3.1. Vectores de clonacion.
Los vectores de clonacion utilizados en este trabajo fueron los siguientes:

- PA179-6HA-TRP1. Plasmido empleado para generar mediante PCR un casete para
etiquetar el extremo C-terminal de un gen con seis epitopos HA. Lleva el gen TRPI
como marcador de seleccion. Cedido por Paula Alepuz.

- pFaba-GFP(S65T)-KanMX6. Plasmido empleado para generar por PCR un casete
para etiquetar el extremo C-terminal de un gen con GFP. Este vector porta un origen de
replicacion para E.coli junto con el marcador de resistencia a ampicilina. Presenta un
sitio de clonacion multiple en el que se introdujo el gen de resistencia a geneticina bajo
el control de un promotor fingico ().

- pFa6a-GFP(S65T)-HIS3MX6. Plasmido empleado para generar por PCR un casete
para etiquetar el extremo C-terminal de un gen con GFP. Este vector porta la
maquinaria de replicacion en bacterias junto con el marcador de resistencia a
ampicilina. Presenta un sitio de clonacion multiple y el gen HIS5" como marcador de
seleccion (7).

- pFa6a-HIS3Mx6. Plasmido empleado para generar por PCR un casete para sustituir
un gen por el gen HIS5" de S. pombe *.

- pGADT7. Vector para el ensayo de doble hibrido que lleva incorporado un
fragmento de DNA que codifica el dominio de activacion del gen GAL4. LEU2, GAL 4
DNA-AD, P ADH1, T ADH1, HA, NLS SV40 T-antigen, Col E1 oriy 2 p ori. (Clontech).
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- pGBKT7. Vector para el ensayo de doble hibrido que lleva incorporado un
fragmento de DNA que codifica los aminoacidos 1-147 del dominio de union al DNA
del gen GAL4. Kanr, TRP1, GAL4 DNA-BD, P ADH1, T T7 & ADH1, P T7, c-Myc
pUC oriy 2 p ori. (Clontech).

- pPGEMP®-T. Vector disefiado para la subclonacion de fragmentos de PCR o cualquier
fragmento de DNA. Contiene los promotores SP6/T7 flanqueando la region codificante
del péptido o de la B-Galactosidasa. Contiene un gen marcador de resistencia a
ampicilina y el origen de replicacion del fago T1 (Promega).

- pGEX-4T-1. Vector de expresion en E. coli que contiene el promotor tac
quimicamente por IPTG (isopropil-B-D-tio-galactopiranosido), el gen represor lacl?, un
gen de resistencia a ampicilina (Amp'), un origen de replicacion pBR322 ori vy,
finalmente, el gen codificante de la proteina GST. También posee un sitio de
reconocimiento digerible con trombina (Amersham Biosciences™™), permitiendo asi
obtener la proteina de interés sin fusion.

- pSP73. Vector que contiene los promotores Sp6 y T7 de la RNA polimerasa
flanqueando un sitio de clonacion multiple. Presenta un gen marcador de resistencia a
ampicilina (*%).

- pPWS93. Vector episomal que contiene el gen URA3 como marcador para levaduras y
porta la maquinaria necesaria para su replicacion en bacterias, asi como el marcador de
resistencia a ampicilina. Permite la produccion de proteinas de fusion con tres epitopos
HA con una masa molecular de 3,74 kDa, bajo el control del promotor ADH1 (**%).

- YEp351. Vector episomal que puede replicarse autonomamente en S. Cerevisiae,
pues contiene un fragmento del circulo de 2 p, lo que permite su aparicion en un alto
namero de copias por célula. Contiene el gen LEU2 como marcador (**°).

- YEp351-GFP. Se trata de un vector YEp351 que lleva subclonado un fragmento
BamHI-Bglll de 969 pares de bases conteniendo el gen que codifica la proteina verde
fluorescente (GFP) en la diana BamHI de su sitio multiple de clonacion. Generada en
este trabajo.

- YEp352. Vector episomal que puede replicarse autobnomamente en S. cerevisiae.
Contiene el gen URA3 como marcador (200).

- YEp352-GFP6. Se trata de un vector YEp352 que lleva subclonado un fragmento

BamHI-Bglll de 969 pares de bases conteniendo el gen que codifica la proteina verde
fluorescente en la diana BamHI de su sitio multiple de clonacion.
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- Y1Ip356 e YIP358R. Pertenecen a la serie de vectores integrativos Yip356-7-8,
contienen un origen de replicacion para bacterias y el gen de resistencia a ampicilina.
Carecen de origen de replicacion en levaduras y como marcador cuentan con el gen
URA3. Cuentan con un derivado del gen lacZ de E. coli que carece de promotor y
presenta una region con multiples sitios de clonacion Unicos introducida a nivel del
octavo codon de dicho gen. Para que tenga lugar la expresion del gen lacZ es necesario
fusionar una region de DNA con las caracteristicas de un promotor que debe aportar
ademas un ATG iniciador y los nucleotidos necesarios para que quede en pauta de
lectura con el gen lacZ (*°").

3.2. Construcciones de DNA.

Las construcciones usadas durante este trabajo fueron las siguientes:

Nombre | Descripcion . Origen
Expresa la proteina Migl fusionada al dominio ]

PGBKT7/MIG1 de union al DNA del gen GAL4.

Expresa la secuencia codificante del gen MIG2
pPGADT7/MIG2 fusionada al dominio de activacion del gen Este trabajo
GALA4. Integrada en el sitio Sall.

Expresa la secuencia codificante del gen MIG2,
excepto los 203a0 C-terminales, fusionada al
dominio de activacion del gen GAL4. Integrada
en el sitio Sall.

PGADT7/MIG2gs Este trabajo

Expresa la secuencia codificante del gen MIG2,
excepto los 4laa C-terminales, fusionada al

ADT7/MIG2,.
PG IMIG2a dominio de activacion del gen GAL4. Integrada

Este trabajo

en el sitio Sall.

Expresa la secuencia codificante del gen MIG2,
excepto los 183aa C-terminales, fusionada al

ADT7/MIG2. Este trabaj
PG IMIG2159 dominio de activacion del gen GAL4. Integrada ste trabajo
en el sitio Sall.
Expresa el gen MIG2, bajo su propio promotor,
PGEMT/pMIG2 fusionado a GFP. Contiene HIS3 como Este trabajo

GFP-HIS3
marcador.

Expresa el gen MIG2, con la secuencia NLS1
mutada, bajo su propio promotor, fusionadaa | Este trabajo
GFP. Contiene HIS3 como marcador.

pGEMT/pM 1G2nLs1
-GFP-HIS3

Expresa el gen MIG2, con la secuencia NLS2
mutada, bajo su propio promotor, fusionadaa | Este trabajo
GFP. Contiene HIS3 como marcador.

pGEMT/pM |G2NL82
-GFP-HIS3

PGEMT/pMIG2\es: | Expresa el gen MIG2, con la secuencia NES1

. . . Este trabaj
-GFP-HIS3 mutada, bajo su propio promotor, fusionada a Stetrabao
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GFP. Contiene HIS3 como marcador.

pGEMT/pM 1G2NEs?
-GFP-HIS3

Expresa el gen MIG2, con la secuencia NES2
mutada, bajo su propio promotor, fusionada a
GFP. Contiene HIS3 como marcador.

Este trabajo

Expresa la secuencia codificante de HXK2

PGEX-4T-1/HXK2 fusionada a GST. ™
DGEX/KAPG0 Expresa la sefcuusiliz; :Oadic?s(:?lte de KAPG60 D; (l:l/llt.P.
DGEX/KAP95 Expresa la se;:uuscz(r)l;;a; :(;dgsciajlte de KAP95 D; (l)\l/llt.P.

DGEX-4T-1/MIG1 Expresa la s;slslieor;c:(ejlac;)cgf;c;nte de MIG1 207

PGEX-4T-1/MIG2 Expresa la S?E:;‘:;Z:Z‘gf;?me deMIGZ | p e trabajo

PGEX-4T-
1/MIG2xs1

Expresa la secuencia codificante de MIG2, con
la secuencia NLS1 mutada, fusionada a GST.

Este trabajo

Expresa la secuencia codificante de XPO1

203
PGEX-3X/XPO1 fusionada a GST. ]
Expresa la secuencia codificante de MIG1
pWS93/MIG1 fusionada a 3 epitopos HA en el extremo N- ]
term.
Expresa la secuencia codificante de SNF1 Nuestro
pWS93/SNF1 fusionada a 3 epitopos HA en el extremo N- .
torm. laboratorio
pMM186/GRX5- Expresa el gen GRX5fusionado a la proteina Dr. Enrique
GFP verde fluorescente GFP en S. cerevisiae. Herrero
Expresa la proteina roja fluorescente (RFP)
fusionada a la presecuencia de la subunidad 9 Nuestro
pRS315/Su9::RFP | de la Fo-F; ATP Sintasa de Neurospora crassa laboratorio
bajo el control del promotor de la ADH1.
Contiene el gen LEU2como marcador.
Expresa la proteina roja fluorescente (RFP)
fusionada a la presecuencia de la subunidad 9
] Dr. Pascual
pRS316/Su9::RFP | de la Fo-F; ATP Sintasa de Neurospora crassa Sanz
bajo el control del promotor de la ADH1.
Contiene el gen URA3 como marcador.
pSP73/MIG2(Xhol/ | Expresa un fragmento de MIG2 comprendido | Este trabajo

EcoRl) entre las dianas Xhol y EcoRl.
PSP73/MIG2(Xhol/ Expresa un fragmento delecionado de MIG2 Este trabaio
EcoRl) (-42) comprendido entre las dianas Xhol y EcoRI. J
pSP73/MIG2(Xhol/ Expresa un fragmento delecionado de MIG2 Este trabai
EcoRl) (-83) comprendido entre las dianas Xhol y EcoRlI. > Jo
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YEp352/pMIG1

Expresa el gen MIG1 bajo su propio promotor.

(]

YEp352/pMIG2

Expresa el gen MIG2 bajo su propio promotor,
subclonado en el sitio BamH]I.

Nuestro
laboratorio

YEp352/pMIG2-
GFP

Expresa el gen MIG2 bajo su propio promotor,
fusionado a GFP y subclonado en el sitio
BamHl.

Este trabajo

YEp352/pM 1G2nEss-

Expresa el gen MIG2 sin los 41aa C-

GEP terminales fusionado a GFP y subclonado en el | Este trabajo
sitio BamHI del vector YEp352.
Expresa el gen MIG2, subclonado en el sitio Nuestro
YEp3SLUpMIG2 BamHI del vector YEp351. laboratorio
Expresa el gen MIG2, fusionado a GFP y
YEp351/pMIG2 subclonado en el sitio BamHI del vector Este trabajo

GFP

YEP351.

Yip356/prom-MI1G2-
lacZ

Expresa un fragmento de la ORF de MIG2
fusionado al gen LACZ.

Este trabajo

Yip358R/prom1-
MIG2-lacZ

Expresa un fragmento de la ORF de MIG2
incluyendo parte de su gen estructural,
fusionado al gen LACZ.

Este trabajo

Yip358R/promz2-
MIG2-lacZz

Expresa un fragmento de la ORF de MIG2
incluyendo parte de su gen estructural con una
delecion de 42aa de su extremo N-terminal
fusionado al gen LACZ.

Este trabajo

Yip358R/prom3-
MIG2-lacZ

Expresa un fragmento de la ORF de MIG2
incluyendo parte de su gen estructural con una

delecion de 8300 de su extremo N-terminal
fusionado al gen LACZ.

Este trabajo

A continuacion se describe como se generaron las construcciones propias de esta

tesis:

- pPGADT7/MIG2: Permite expresar Mig2 fusionada al dominio de activacion del gen
GAL4. Se obtuvo cortando la construccion pGEX-4T-1/MIG2 con Sacl/Xhol vy
subclonando la secuencia completa de MIG2 en el vector pGADT7 digerido con

Sacl/Xhol.

- pPGADT7/MIG2gs: Permite expresar Mig2 fusionada al dominio de activacion del
gen GAL4. Se obtuvo cortando la construccion pGBKT7/MIG2 con BamHI/Sacl y
subclonando la secuencia de MIG2 comprendida entre las bases 1 y 539 en el vector
pPGADT?7 digerido con BamHI/Sacl.
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- pPGADT7/MIG2(.41): Permite expresar Mig2 sin los tltimos 4laa del extremo C-
terminal fusionada al dominio de activacion del gen GAL4. Se obtuvo amplificando por
PCR parte de la secuencia codificante de MIG2 con los oligos MIG2-AD-d y MIG2(-
41)-AD-r. El DNA amplificado se cort6 con BamHI y se subclondé en el vector
PGADTY7 cortado de igual modo.

- pPGADT7/MIG2.1g3): Permite expresar Mig2 sin los tltimos 183 aa del extremo C-
terminal fusionada al dominio de activacion del gen GAL4. Se obtuvo amplificando por
PCR parte de la secuencia codificante de MIG2 con los oligos MIG2-AD-d y MIG2(-
183)-AD-r. El DNA amplificado se cortd con BamHI y se subcloné en el vector
PGADTY7 cortado de igual modo.

- pPGEMT/pMIG2-GFP-HIS3: Contiene la secuencia codificante de MIG2 bajo su
propio promotor fusionada a GFP. Se obtuvo amplificando un genomico de la cepa
FMY501 con los oligos MIG2-d y MIG2-r y subclonandolo en el vector pPGEMT.

- PGEMT/pMIG2yLs1: Contiene la secuencia codificante de MIG2 bajo su propio
promotor con su secuencia NLS1 mutada obtenida mediante mutagénesis dirigida segiin
se indica en el punto 4.12.

- pPGEMT/MIG2ys1-GFP-HIS3: Permite expresar Mig2 con su secuencia NLS1
mutada fusionada a la proteina GFP. Se obtuvo subclonando el fragmento Xhol/EcoRI
extraido de la construccion pGEMT/MIG2y.s: en el vector pPGEMT/pMIG2-GFP-
HIS3.

- pPGEMT/pMIG2y.s2: Contiene la secuencia codificante de MIG2 bajo su propio
promotor con su secuencia NLS2 mutada obtenida mediante mutagénesis dirigida segin
se indica en el punto 4.12.

- PGEMT/MIG2ys2-GFP-HIS3: Permite expresar Mig2 con su secuencia NLS2
mutada fusionada a la proteina GFP. Se obtuvo subclonando el fragmento Xhol/EcoRI
extraido de la construccion pPGEMT/MIG2y. s, en el vector pGEMT/pMIG2-GFP-
HIS3.

- pPGEMT/pMIG2pgsi: Contiene la secuencia codificante de MIG2 bajo su propio
promotor con su secuencia NES1 mutada obtenida mediante mutagénesis dirigida segiin
se indica en el punto 4.12.

- PGEMT/MIG2Ngs1-GFP-HIS3: Permite expresar Mig2 con su secuencia NES1
mutada fusionada a la proteina GFP. Se obtuvo subclonando el fragmento Xhol/EcoRI
extraido de la construccion pGEMT/MIG2ygs: en el vector pPGEMT/pMIG2-GFP-
HIS3.
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- PGEMT/pMIG2\gs,: Contiene la secuencia codificante de MIG2 bajo su propio
promotor con su secuencia NES2 mutada obtenida mediante mutagénesis dirigida segin
se indica en el punto 4.12.

- PGEMT/MIG2Ngs,-GFP-HIS3: Permite expresar Mig2 con su secuencia NES2
mutada fusionada a la proteina GFP. Se obtuvo subclonando el fragmento Xhol/EcoRI
extraido de la construccion pGEMT/MIG2\es, en el vector pPGEMT/pMIG2-GFP-
HIS3.

- pGEX-4T-1/MIG2: Contiene la secuencia codificante de MIG2 fusionada a GST. Se
obtuvo subclonando en el sitio Sall del pPGEX-4T-1 el producto obtenido con los oligos
MIG2-BD/AD-d y MIG2-BD/AD-r previamente cortado con Sall.

- pPGEX-4T-1/MIG2y.s1: Contiene la secuencia codificante de MIG2, con la NLS1
mutada, fusionada a GST. Se obtuvo subclonando en el sitio Sall del pGEX-4T-1 el
producto obtenido con los oligos MIG2-BD/AD-d y MIG2-BD/AD-r previamente
cortado con Sall.

- YEp352/pMIG2-GFP: Expresa la proteina Mig2, bajo su propio promotor,
fusionada a GFP. Se obtuvo subclonando en el sitio BamHI del vector YEp352/GFP6
el producto de PCR obtenido con los oligos MIG2GFP-d y MIG2GFP-r previamente
cortado con BamH|.

- YEp352/pMIG2ness-GFP: Expresa el gen MIG2 carente de los 41 aa C-terminales,
fusionado a GFP. Se obtuvo subclonando en el sitio BamHI del vector YEp352/GFP6
el producto de PCR obtenido con los oligos MIG2GFP-d y MIG2-GFP(-41)-r
previamente cortado con BamHI.

- YEp351/GFP: Se obtuvo subclonando un fragmento BamHI/Bglll de 969pb
conteniendo el gen que codifica la proteina verde fluorescente (GFP) en la diana BamHI
del sitio multiple de clonacion del vector YEp351.

- YEp351/pMIG2-GFP: Vector episomal que expresa la proteina Mig2 fusionada a
GFP. Se obtuvo extrayendo el fragmento de 1450 pb del YEp352pMIG2 cortando con
BamHI y subclonandolo en el YEp351/GFP digerido previamente con el mismo
enzima.

- YIp356/prom-MIG2-lacZ: Se obtuvo amplificando por PCR un fragmento del
promotor de MIG2 comprendido entre las bases -950 y 50, usando como molde un
gendémico de una cepa W303.1A de S. cerevisiae con los oligos MIG2pro-d y MIG2-
pro-r y subclonando en el sitio BamHI del vector integrativo YIp356.
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- YIp358R/prom1-MIG2-lacZ: Contiene un fragmento de la ORF de MIG2
comprendido entre las bases -550 y 267. Se obtuvo subclonando el fragmento
BamHI/EcoRI extraido de la construccion YEp352/pMIG2 en el vector YIP358R
digerido previamente con BamHI/EcoRI.

- pSP73/MIG2(Xhol/EcoRI): Se obtuvo subclonando el fragmento de 310 pb
Xhol/EcoRI de MIG2 en el vector pSP73 cortado con los mismos enzimas.

- pSP73/MIG2(Xhol/EcoRl) (-42): Se obtuvo por PCR reversa con los oligos MIG2-
SLM-42-d y MIG-2SLM-r y posterior religacion, segun se indica en el punto 4.13.

- pPGEMT/pMIG2(-42): Se obtuvo subclonando el fragmento de 180 pb comprendido
entre las dianas Xhol y EcoRlI en el vector pPGEMT/pMIG2.

- YIp358R/prom2-MIG2-lacZ: Contiene un fragmento de la ORF de MIG2
comprendido entre las bases -550 y 267 y carente del fragmento comprendido entre las
bases 16 y 131. Se obtuvo subclonando el fragmento BamHI/EcoRI extraido de la
construccion pPGEMT/pMIG2(-42) en el vector YIP358R digerido previamente con
BamHI/EcoRl.

- pSP73/MIG2(Xhol/EcoRl) (-83):se obtuvo por PCR reversa con los oligos MIG2-
SLM-83-d y MIG-2SLM-r y posterior religacion, segtn se indica en el punto 4.13.

- pPGEMT/pMIG2(-83): Se obtuvo subclonando el fragmento de 80 pb comprendido
entre las dianas Xhol y ECORI en el vector pPGEMT/pMIG2.

- YIp358R/prom3-MIG2-lacZ: Contiene un fragmento de la ORF de MIG2
comprendido entre las bases -550 y 267 y carente del fragmento comprendido entre las
bases 16 y 253. Se obtuvo subclonando el fragmento BamHI/EcoRI extraido de la
construccion pPGEMT/pMIG2(-42) en el vector YIP358R digerido previamente con
BamHI/EcoRl.

3.3. Oligodesoxinucleotidos.

Los oligodesoxinucledtidos empleados durante la realizacion de esta tesis fueron los
siguientes:

Nombre Secuencia Descripcion
Sustitucion del gen
Mig2-d *TAAGCTGTGGCGATGTGCTG® MIG2 por el gen
KANMX4.
Mig2-r > CCACCTTATCTCCACGGGAA’ Sustitucién del gen
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MIG2 por el gen
KANMX4.

> ATTCCCGGGTCGACTCATGCCTA

Subclonacion de la

MIG2-BD/AD-d | AAAAGCAAACGAATTTCCCAGTA® | secuencia codificante
' de MIG2 en Sall.
5 Subclonacion de la
MIG2-BD/AD-r TTCCCGGGTCGACTCAACT%TTT secuencia codificante
TGGGACCGTTCAAAACAT
de MIG2 en Sall.
>CGCCTGTACGTAACCTACTGAA | Casete de etiquetado
OLAMIG? ACAAATTGATGTTTTCAACGGTCC | en el genoma usando
CAAAAGAGTTTCCGGTTCTGCTGC | como molde el vector
TAGT® PA179-6HA-TRPI.
> GACCATGCCGGCCGCAATTCGT | Casete de etiquetado
OLBMIG2 ATAGGTAAACGTGCTATTCATGA | en el genoma usando
CGACGATGCCTCGAGGCCAGAAG | como molde el vector
ACY PA179-6HA-TRPI.
Test-Mig2 S CTTGAGTCCGTCTATTTAGA® Chequeos y
secuenciacion.
Subclonacion de
MIG2GEP-d > 'GTTGGAACCGGATCCTA;AGCTG MIG2 con 550pb de
TGGCGATGTGCTG su promotor en
BamHI.
Subclonacion de
T 5'GTTGGAACCGGATCCAACTETTT MIG2 con 550pb de
TGGGACCGTTGAAAACAT su promotor en
BamHl.
Test-TRP1 > ACCAAATGCGATCGGTGTCG’ Chequeos.
Subclonacion de
> ACTGATCTAGACCTCATCATTGC | MIG2 sin 4200 del
MIG2-SLM-42-d GCATTTCCTG® extremo N-term. En
Xbal.
Subclonacion de
S ACTAGATCTAGACAGGAGTTTT MIG2 sin 83aa del
MIG2-SLM-83-d TGACAGTAAG® extremo N-term. En
Xbal.
5 Subclonacion de
ACTGATCTAGACATTCTCTTTTT MIG2 sin 42/83aq del
MIG2-SLM-r TTATTTTTATTTTGTTTGTTCTCGA

extremo N-term. En

v
G Xbal.
MIG2-pro-201-d > CTCGCTCGATACAGTAATT® Chequeos.
5 o0 7
. TCGACATTATTCCCCGCATTTTT | EMSA del sitio Migl
SUC2(MiglA-n)-d ATTACTCTGAACAGGAA® en el promotor SUC2.

SUC2(MiglA-n)-r

STCGATTCCTGTTCAGAGTAATAA

EMSA del sitio Migl
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AAATGCGGGGAATAATG’ en el promotor SUC2.
5 . :
. TCGAAGTTTAGGAAATTATCCG | EMSA del sitio Migl
SUC2(Mig1B-n)-d GGGGCGAAGAAATACG® en el promotor SUC2.
. ortt
. TCGACGTATTTCTTCGCCCCCGG | EMSA del sitio Migl
SUC2(Mig1B-n)-r ATAATTTCCTAAACT® en el promotor SUC2.

STTCCCGGGGATCCTCATGCCTAA

Subclonacidn de la

MIG2-AD-d AAAGCAAACGAATTTCCCAGTAY region codificante de
MIG2 en BamHI.
5 .
AGCTCGAGTTATTACTCTGAAC Experimentos de
SUC2-d-FMH AGGA® ChIP.
5 .
TAGTCGACAAGTCGTCAAATCT Experimentos de
SRICA A A TTCTY ChIP.
HXK2-RGT1-d | SACTACGAGTTTTCTGAACCTCC? EXpergEIe;tOS de
HXK2-RGT1-d STAATTTCGTGGATCTCGAATCY EXpergEIeEtOS L

MIG2-GFP(-41)-r

SGTTGGAACCGGATCCGCTGCTG
TTATTGGTATCTTCTTCTTG®

Subclonacion de
MIG2 sin los 41oa
C-terminales.

MIG2(-183)-AD-r

SGTTGGAACCGGATCCGCGAACA
TTCATGTTCGA®

Subclonacion de
MIG2 sin los 183aa
C-terminales.

OL-Kan-MX5’-out | > GGAATTTAATCGCGGCCTCG’ Chequeos.
5
TAAATTATAT TGAGAAA
OL-MIG2-p-d AAT Ci(é((:}(ig GAG Secuenciacion.
Casete de etiquetado
“AACCTACTGAAACAAATTGATG | en el genoma usando
MIG2-pFA6a-d | TTTTCAACGGTCCCAAAAGAGTTC como molde los
GGATCCCCGGGTTAATTAA® vectores pFA6a.
, t ti 1.
S GACCATGCCGGCCGCAATTCGT ;a: eeif);;qﬁfaijz
MIG2-pFA6a-r | ATAGGTAAACGTGCTATTCATGA o Ii o molde los
CGATGAATTCGAGCTCGTTAAACY
vectores pFA6a.
MIG2-1.d *CTGTGGTAGTTTGTTTGAATATG |  Experimentos de
TAATAT? ChIP.
, , Experimentos d
MIG2-1-r S ATTTTCGGATGAGCCAAAAAS Xpergﬁf; 08 €e
, , Experimentos d
MIG2-3-d S AGCAAACGAATTTCCCAGTAS Xpergﬁﬁlj 08 d¢
MIG2-3-r ¥ CGGTATTGGTTGGTGTATCAT® TIPEIEos E8

ChIP.
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UPS1-del(HIS)-d

S’ATGGTCCTTTTACACAAAAGCA
CACATATATTTCCTACCGA3’

Sustitucién del gen
UPS1 por HIS3.

UPS1-del(HIS)-d

SAAACTGAGGATTTCTCGCCTCTT

CGAGTTTTTGGATAACAAATGCC

ATCGGAATTCGAGCTCGTTTAAA
c*

Sustitucion del gen
UPS1 por HIS3.

MIG2-NES-L44-
L2s:-d

> GCAGAAAACTTTTGCACATTCT
GCTGCATCTGCAGCATCTACCGC

ACAAAAAAGAACGCCTGTAAGTG
»

Mutagénesis dirigida.

MIG2-NES-L44-
Losi-r

SCACTTACAGGCGTTCTTTTTTGT
GCGGTAGATGCTGCAGATGCAGC
AGAATGTGCAAAAGTTTTCTGCY

Mutagénesis dirigida.

MIG2-NES-Vg9-
L 305-d

*TGCTCCTTCTCAGCTCGCCGCGG
CCAAAGAAGCTGAGTCCGTCTAT
GCAGATTCCAATAGATACACCA®

Mutagénesis dirigida.

MIG2-NES Vogg-
L3os-r

S'TGGTGTATCTATTGGAATCTGC
ATAGACGGACTCAGCTTCTTTGGC
CGCGGCGAGCTGAGAAGGAGCA3

Mutagénesis dirigida.

SGTGGTTTCCATCGGTTAGAACAT

M |c52|;|:|6|__ dS'K31' GCAGCGAGAACACTTGGCAA?AC Mutagénesis dirigida.
ACACTGGGGAAAAACCTC
>GAGGTTTTTCCCCAGTGTGTTGC
MIG2-NLS-Ka;- o
Ras.r CAAGTGTCTCGCTGCATGT}CTAA Mutagénesis dirigida.
CCGATGGAAACCAC
> AACGCATACAGGGCAATCTCAA
MIG2-NLS-R7;- L.
Kos-d GCGGCATTGAAGGCAGCTA;}CGT Mutagénesis dirigida.
ACAGAAACAGGAGTT
*AACTCCTGTTTCTGTACGCTAGC
MIG2-NLS-R7s- e
Koot TGCCTTCAATGCCGCTTG?GATTG Mutagénesis dirigida.
CCCTGTATGCGTT
OL57-GFP-r > ATTGGGACAACTCGAGTG” Chequeos.
H1S-S1-d >CGTACGCTGCAGGTCGAC’ Chequeos.
HIS-S1-r > ATCGATGAATTCGAGCTCG” Chequeos.
> CGCTAAGACTATTGACCTCGAG
MIG2-pFA6a- AACAAACAAAATAAAAATAAAA | Sustitucion del gen
del(HIS)-d AAAGAGACGGATCCCCGGGTTAA | MIG2 por HIS3.
TTAA®
MIG2pro-d 5'TCGAACGGATCCGAAGGA3AGGC Subclonacion del
TGTTTACGTACGCAAG promotor de MIG2.
MIG2pro-r > TCGAGAGGATCCCAGGTC3TGTT Subclonacion del
TTCGTTATCTACTGGG promotor de MIG2.
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RTPCR-RGT1-d | S ATCATCTTTTGGCCAGTTCG® | R C“F';‘g?fﬁva de
RTPCR-RGTL-r | SGTTACTGATACGGGGGCTGAY | TR C“Fj‘gt;tfﬁva de
RTPCR-MIG2-2R | ¥ AGGACTTGCGGTATTGGTTGY | T oR C“I\;Tgt;tiva de
RTPCR-MIG22F | *TTTCCTGGTTGTGGGAAAAGS | 11 cottiative de

4. Técnicas de manipulacién de acidos nucleicos.

4.1. Manipulacion de DNA plasmidico de bacterias.

Se empleo6 el método de Miniprep. En este método, las células se tratan con tampon
STET (Sacarosa 8%, Triton X-100 al 5%, EDTA 50mM y Tris-HC1 50 mM a pH 8,0) y
lisozima, para posteriormente purificar el DNA plasmidico.

4.2. Aislamiento de DNA gendémico de levaduras.

Para la obtencion del DNA gendmico de S. cerevisiae se emple6 el método descrito
por Ciriacy and Williamson (1981) (***), que se basa en la produccion de protoplastos
utilizando zimoliasa y su posterior lisis en presencia de dodecil sulfato sédico (SDS). El
DNA cromosémico se obtuvo mediante precipitaciones con etanol en presencia de

acetato amonico SM.
4.3. Analisis de restriccion del DNA.
Se utilizaron endonucleasas de restriccion suministradas por Roche Diagnostics, por

General Electric Healthcare o por Fermentas, siguiendo las condiciones indicadas por la
casa comercial.

4.4. Electroforesis en geles de agarosa.
Se utilizaron geles horizontales de agarosa al 1% o 2% fundida en tampon TBE

(Tris base 89 mM; EDTA 2 mM; acido borico 89 mM a pH 8,3). Las bandas se
visualizaron por tincidon de los geles con bromuro de etidio.

4.5. Construcciones de plasmidos.

La construccion de los distintos plasmidos recombinantes se realizd6 mediante la
subclonacion de fragmentos de DNA en los vectores descritos anteriormente. En los
casos en que el vector se digiridé con un solo enzima o con dos que generaran sitios de
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corte compatibles, se tratd a continuacion con fosfatasa alcalina para evitar asi su
religacion. Las ligaciones con el fragmento deseado se realizaron utilizando ligasa del
fago T4.

La purificacion de los fragmentos de DNA se llevo a cabo utilizando los kits
comerciales Matrix Gel Extraction System de Marling Biosciencie Inc. y ATP™
Gel/PCR Fragment DNA Extraction Kit de ATP Biotech Inc.

4.6. Transformacion de bacterias.

Se prepararon células competentes de la cepa de E. coli pertinente siguiendo el
método descrito en (**°). Las células se trataron con dos soluciones: RF1 (RbC1100 mM;
MnCl, 50 nM; KAc 30 nM; glicerol 10 mM a pH 5,8) y RF2 (MOPS 10 nM; RbClI 10
nM; CaCl, 75 mM; glicerol 15% a pH 6,8), manteniéndose luego congeladas hasta su
uso a -70°C. Se anadio DNA plasmidico en una proporcion de 50 ng de DNA por cada
2x10® células, sembrandose a continuacién en medio de cultivo selectivo.

4.7. Transformacion de levaduras.

Se utilizé el método descrito en (**°). Las células se hicieron competentes a partir de
un cultivo en fase exponencial tratindolas con una disolucion de sorbitol 1M, bicina 10
mM vy etilenglicol 3% a pH 8,35. A continuacidn se almacenaron rapidamente a -70°C.
La cantidad de DNA plasmidico a la hora de transformar fue de 5-10 pg DNA/10°
células. La seleccion de levaduras transformadas se llevo a cabo mediante crecimiento
en medio selectivo.

4.8. Preparacion de sondas radioactivas.

Las sondas se marcaron con (a32-P) dCTP utilizando el kit comercial Ready to go
de la casa General Electric Healthcare, basado en el método indicado en (*°7).

4.9. Analisis Southern Blot: hibridacion DNA-DNA.

Esta técnica se empled para detectar secuencias de DNA en el genoma de la
levadura. El DNA genémico se obtuvo segun el método descrito en el apartado 4.2. A
continuacion, se digirio con la endonucleasa Bglll, separandose luego los fragmentos
obtenidos mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. Seguidamente, el DNA de
doble hebra se desnaturalizd sometiéndolo a una hidrdlisis acida (HCI 0,25 N) en
condiciones suaves, seguida de un tratamiento con una base (NaOH 0,5 N), segun el
protocolo contemplado en (°**). Posteriormente, se transfirié a un filtro Immobilon-P
(Millipore).

La hibridacion del filtro con la sonda se realizdo a 42°C en presencia de 3xSSC
(NaCl 150mM; citrato sédico 15 mM a pH 7,0) y 4x Denhart’s (suministrado por Sigma
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Aldrich Co.). El lavado de la membrana se realizé seglin (%

expuso a autorradiografia.

). Finalmente el filtro de

4.10. Fosforilacion e hibridacién de oligodesoxinucleétidos.

Se realizd empleando T4 polinucledtido quinasa y después un tampén de
hibridacién (Tris-HC1 200 mM pH 7.5; MgCl, 100 mM; NaCl 250 mM) incubandose a
70°C y dejando enfriar lentamente hasta 30°C.

4.11. Amplificacion de fragmentos de DNA utilizando la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR).

El protocolo a seguir fue disefiado tal y como se describe en (*'°) y modificado

como se indica en (*'). Se emple6 1 pg de DNA molde, 0,2 pg de los oligonucledtidos
necesarios, 2,5 Ul de High Fidelity Tag DNA polimerasa (5 Prime) y 0,2 mM de dNTPs
(General Electric Healthcare) en un volumen de 50 pl sometidos a un proceso de 35
ciclos (1" a 94°C, 1" a 55°C y 2" a 72°C). El termociclador fue un Perkin Elmer
GeneAmpPCR System 2.400.

4.12. Mutagénesis dirigida por PCR.

Para la obtencion de mutaciones puntuales se sigui6 la siguiente metodologia de
mutagénesis: utilizando como molde un pldsmido que contenia el gen completo, se
prepararon dos mezclas de reaccion; la primera incluia un oligo mutante antisense (M2)
y un oligo externo 5’ sense, la segunda contenia un oligo mutante sense (M1) y un oligo
externo 3’ antisense. Seguidamente se realizo la primera PCR con el programa 95°C
(57) - [94°C (17), 58°C (17), 72°C (1,5°)] - 72°C (5’) y 35ciclos.

Posteriormente, se purificaron los fragmentos 5’ y 3’ obtenidos mediante
electroforesis y se extrajeron mediante el kit comercial Matrix Gel Extraction System de
Marling Biosciencie Inc.

A continuacion se realizé una segunda PCR usando 5 pl de la primera PCR como
molde y los oligos externo 5 sense y 3’ antisense, usando el programa: 98°C (5°) -

[98°C (17), 58°C (1,5), 72°C (17)] - 72°C (5°) y 35 ciclos.

El producto obtenido se purifico, se digirié con los enzimas correspondientes a los
sitios de restriccion S1y S2 y se subclon6 en el plasmido adecuado.

4.13. Delecion de secuencias mediante PCR reversa.

Para la obtencion de las diferentes deleciones del gen MIG2, se utilizé como molde
el plasmido pSP73/MIG2(Xhol/EcoRl) con los oligonucledtidos especificos para cada
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delecion, asi como una Taq polimerasa de alta procesividad y fidelidad, la
TripleMaster® PCR System.

Los productos de PCR se observaron en una agarosa al 2% y se purificaron con el
Kit High pure PCR Product Purification Kit suministrado por la casa Roche
Diagnostics. Una vez purificado el producto de PCR, se digiri6 con los enzimas
pertinentes y se purific6 de nuevo mediante el mismo kit siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante. Posteriormente, se religaron los productos cortados con
T4 DNA ligasa de la casa comercial Roche Diagnostics.

4.14. PCR en tiempo real (RT-PCR).

La PCR en Tiempo Real es, basicamente, una PCR convencional en la que los
equipos de amplificacion (termocicladores) llevan incorporado un sistema de deteccion
de fluorescencia (fluorimetro), basdndose la tecnologia en la utilizacion de una serie de
fluoroforos especificos. Ambos factores permiten monitorizar, en tiempo real, lo que
esta ocurriendo dentro de cada tubo en cada ciclo de amplificacion, lo que sustituye a
los tradicionales pasos de amplificacion, electroforesis y analisis de imagen de una PCR
convencional. El pardmetro fundamental en una PCR en Tiempo Real, en funcion del
cual se van a realizar todos los calculos analiticos, es el denominado Ciclo Umbral (o
Ct), que se define como el ciclo a partir del cual la fluorescencia es estadisticamente
significativa respecto al ruido de fondo.

Una de la principales ventajas de la PCR en Tiempo Real frente a la PCR
convencional radica en que la cuantificacion del DNA amplificado no se realiza en
funcién del producto final de la reaccion, sino en funcion del valor de Ct, lo que
permite, entre otras cosas, valorar de forma muy precisa la concentracion inicial de
DNA molde utilizado en la reaccion.

En nuestros ensayos, el RNA celular que se utiliz6 como base para la RT-PCR se
extrajo con el kit comercial FastRNA® Pro Red Kit, de Bio 101® Systems, siguiendo las
indicaciones de uso del propio producto. A partir de ese RNA, la reaccion de
amplificacion se llevo a cabo utilizando el kit SuperScript™ III Platinum® SYBR®
Green One-Step gRT-PCR Kit with ROX, de Invitrogen, ateniéndonos estrictamente al
protocolo del fabricante. El termociclador utilizado fue un Abi Prism 7300 de Applied
Biosystems y los resultados se analizaron segin el método ACt (2**) de Livak y
Schmitteng (*').

4.15. Secuenciacion.

Se utilizo6 el método de secuenciacion automatica capilar en un equipo Abi Prism
3100 de Applied Biosystems (Unidad de Secuenciacion de los Servicios Cientifico
Técnicos de la Universidad de Oviedo).
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5. Técnicas de Manipulacién de proteinas.

5.1. Obtencion de extractos proteicos libres de células.

Se inocularon células de levadura en los medios requeridos y se crecieron a una
temperatura de 28°C con una agitacion de 200 rpm hasta una DOggo de 1,0. Las células
se recolectaron y se lavaron con tampon PBS (NaCl 0,14 M; KCI 2,7 mM; KH,PO4 1,5
mM; Na,HPO, 8,1 mM a pH 7,5). Posteriormente, se rompieron dos veces en 200 pl de
tampon de lisis (PBS con inhibidor de proteasas (Complete Protease Inhibitor Tablets,
Roche), 0,1% TritonX-100 y ImM DTT) y 400 pl de bolas de vidrio ballotini (0,50
mm de diametro) durante 30 segundos en un agitador FastPrep™ a velocidad 6,5
utilizando tubos apropiados de 1,5 ml, tras lo cual se resuspendieron en 200 pl mas de
tampon de lisis y se pasaron a hielo. La suspension obtenida se recogio y centrifug6 a
cuatro grados durante 20 minutos a 13.000 rpm o bien se empled de forma directa,
segun el tipo de ensayo que se fuera a abordar con ella.

En el caso de extractos celulares que posteriormente se utilizarian para valorar la
actividad B-Galactosidasa o experimentos de doble hibrido, tanto el lavado como la
ruptura de células se realizo en Tampon Z (0,06 M Na,HPO4-7H,O; 0,04 M
NaH,PO4-H,0 0,01 M KCI; 0,001 M MgSOy; 0,05 M B-ME; pH 7.0).

5.2. Aislamiento de mitocondrias.

Se inocularon células de levadura en 200 ml de YEPD y se crecieron a una
temperatura de 28°C con una agitacion de 200 rpm hasta una DOggo de 0,8. Las células
se recolectaron y se lavaron con YEP para, a continuacion, dar un pase de lh a un
medio YEPG a la mitad del cultivo. Las mitocondrias se recolectaron siguiendo el

protocolo descrito en ().

5.3. Cuantificacion de proteinas.

La cuantificacion de proteinas se realizo empleando el Método de Lowry, utilizando
sero-albumina bovina para confeccionar la recta patrén y el kit Quant-it™ Protein
Assay de Invitrogen.

5.4. Determinacioén de la actividad invertasa.

Se estim6 siguiendo el método descrito en (*'*).

5.5. Determinacion de la actividad B-galactosidasa.

215

Se valor¢6 siguiendo el método descrito por Miller en (“°). La reaccion se realizd en

tampon Z (al que se adicionaron cantidades variables de la preparacion enzimaética,
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dependiendo del extracto) y se inici6 afiadiendo el sustrato ONPG
(ortonifrofenilgalactopirandsido) a una concentracion final de 0,8 mg/ml siendo el
volumen final 1 ml. Las muestras se incubaron a 30°C hasta la aparicién de color,
deteniéndose la reaccion con 500 pl de Na,CO3; IM. A continuacion, se centrifugod 10
minutos a 14.000 rpm con el objeto de eliminar los restos celulares. Posteriormente, se
midi6 la absorbancia a 420 nm. La unidad de actividad especifica se define como
aquella cantidad de enzima capaz de hidrolizar un mol de ONPG por minuto y por mg
de proteina en las condiciones de ensayo (A4 para el ONPG = 4,5x10° mol'em™).

5.6. Sistema del doble hibrido.

Para la deteccion de interacciones proteina-proteina se utilizd el sistema
Matchmaker Gal4 Two-Hybrid System 3, de la casa comercial Clontech, basado en el
sistema de doble-hibrido. La interaccion se valora determinando la actividad B-
galactosidasa de los extractos proteicos de las células cotransformadas y crecidas en las
condiciones de interés.

5.7. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE).

Las proteinas presentes en extractos libres de células se separaron en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS y B-mercaptoetanol siguiendo, fundamentalmente,
el método descrito en (*'°). El gel de empaquetamiento se prepard a partir de una
disolucion de acrilamida y N-N'-metilen-bisacrilamida al 3,5% y el gel de separacion a
partir de la misma disolucion al 12%.

El método se basa en que, en presencia del detergente anionico SDS, las cadenas
polipeptidicas se despliegan y unen cantidades de SDS proporcionales a su peso, de
manera que la densidad de carga negativa es idéntica para todas las moléculas. Bajo la
influencia de un campo eléctrico, éstas tenderan a migrar hacia el polo positivo, siendo
el desplazamiento de las mismas inversamente proporcional al logaritmo de su masa
molecular.

5.8. Transferencia de proteinas desde geles de poliacrilamida a
filtros de PVDF (Polyvinylidene Fluoride).

La transferencia de proteinas separadas en geles de poliacrilamida a filtros de PVDF
(Polyvinylidene Fluoride) se llevé a cabo segun el método descrito en (*'"), utilizando el
equipo comercializado por BIO-RAD. La transferencia se efectudé en un tampén que
contiene Tris-HCI 25 mM a pH 8,8; glicina 192 mM y metanol al 20% v/v, aplicandose
una diferencia de potencial constante de 100 V durante una hora.
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5.9. Ensayos de retardo en gel.

El ensayo de retardo en gel se basa en el hecho de que la movilidad electroforética
de un 4cido nucleico a través de un gel de poliacrilamida puede ser alterada cuando una
proteina se une a é€l.

Para llevarlo a cabo, se mezclaron 4 pug de proteina total (usualmente, 10 ul de
extracto celular) con 1ul de DNA marcado radioactivamente, 1 pl de poli dI-dC (4
mg/ml), 5 pl de un tampén con HEPES 50 mM pH 7,0 y DTT 5 mM en un volumen
final de 25 pl. La mezcla se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente, tras los
que se adicionaron 2,5 ul de tampdn de electroforesis (glicerol 50%; EDTA 1 mM; azul
de bromofenol 0,4%; xileno cianol 0,4%). Los complejos de DNA-proteina se separaron
del DNA libre por electroforesis nativa en gel de poliacrilamida del 4%. El gel se
precorrid durante 45 minutos en TBE x0,5 (TBE x10: Tris Base 108 g/1; acido borico 55
g/l; EDTA 9,3 g/l) y se corri6 en el mismo tampén a 110 V. Posteriormente, se seco
(con una maquina de vacio) y se expuso a autorradiografia a -70 °C.

5.10. Expresion y purificacion de proteinas unidas a GST en
columnas de glutation sepharosa.

La secuencia codificante de la proteina de interés se subclon6 en el vector de
expresion pPGEX-4T-1/3X en pauta de lectura con la proteina GST. Con la construccion
obtenida, se transformaron células de la cepa de E. coli BL21 y se indujo la expresion
de la proteina de fusion con GST adicionando al medio de cultivo IPTG (isopropil-B-D-
tio-galactopirandsido) a una concentracion final de 0,5 mM. Cuando las células
alcanzaron una DOggo de 0,45. La induccion se realizé durante 3 horas a 37 °C.

Posteriormente, las bacterias se recogieron, se lavaron y se resuspendieron enl ml
de PBS a pH 7,5. Luego se les adicion6 lisozima a una concentracion de 1 mg/ml y se
mantuvieron en hielo durante media hora para, posteriormente, llevar a cabo su rotura
por sonicacion mediante 5 pulsos de 10 segundos de duracion a 200-300 W. El extracto
resultante se centrifugd dos veces a 14.000 rpm durante 20 min. Una vez obtenido el
extracto libre de células, se puso en contacto con 100 ml de glutation sepharosa 4B
(equilibrada con 5 ml de PBS frio a pH 7,5), durante un minimo de una hora a 4°C en
una noria.

Tras este tiempo, se retird el extracto y se lavo la columna con 5 ml de PBS frio a

pH 7,5, antes de eluir la proteina fusionada a GST con 2 U de trombina, a fin de escindir
la proteina de interés de la GST.
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5.11. Coprecipitacion o pull-down como fusiones con GST.

Es una técnica apropiada para comprobar interacciones fisicas entre proteinas de
interés, sirviendo como apoyo a otro tipo de ensayos. Se basa en la precipitacion de una
proteina, previamente purificada o proveniente de un extracto proteico, mediante su
union a otra proteina fusionada a GST adherida a una matriz de glutation sepharosa.

Para su realizacion, una de las proteinas debe expresarse como se indica en 5.10 y
no ser cluida de la matriz de sepharosa 4B. Posteriormente, en el mismo tubo
Eppendorf se adiciona el extracto proteico celular conteniendo la otra proteina
etiquetada con el antigeno que deseemos (o bien directamente la proteina purificada) y
se deja incubar la mezcla toda la noche a 4°C en la noria.

Al dia siguiente, se lava la matriz 5 veces con 1 ml de PBS a pH 7,5 y
posteriormente, se le adicionan 20 ul de Laemmli buffer 4X (12,5 ml Tris-HCI 1M pH
6,8; 4 g SDS; 17,5 ml glicerol; 1,25 ml B-mercaptoetanol; 1,6 ml EDTA 250 mM; azul
de bromofenol; H,0 hasta 50 ml). Luego se afiaden otros 60 ul de PBS frio (NaCl 0,14
M; KCl, 7 mM; KH,PO4 1,5 mM; Na,HPO4 8,1 mM a pH 7,5) al tubo, se resuspende la
resina y se hierve 20 minutos. Finalmente, se centrifuga a 14.000 rpm diez minutos y se
realiza un Western Blot con la muestra, tal y como se indica en el siguiente apartado.

6. Tecnicas inmunologicas.

6.1. Inmunodeteccion de antigenos: Western Blot.

Las células con la proteina etiquetada con el antigeno de interés se centrifugaron en
un tubo Falcon, en un volumen de 15 ml. Se elimino el sobrenadante y se adicionaron
100 pl de Laemmli buffer 4X a las células. A continuacion, el contenido se transfirid a
un tubo de ruptura y se hirvioé durante 5 minutos. Posteriormente, se enfrio y se le dio un
pulso, tras el que se adicionaron 400 ul de ballotini y se rompid en un FastPrep™ a
maxima velocidad durante 30 segundos, dos veces. Finalmente, las muestras se
hirvieron otros 5 minutos.

Para la recogida de las mismas, se realizd una pequefia perforacion en la base del
tubo de ruptura y se coloco encajado en la tapa cortada de otro tubo mayor, de 10 ml.
Luego se centrifugan ambos de forma simultdnea durante 5 minutos a 4.500 rpm.
Después se agregaron 200 pl de tampén a pH 7,5 en el tubo de ruptura y se lavo el
ballotini. El sobrenadante se recogio (unos 500 pl) y se transfirié a un tubo Eppendorf,
que se centrifugd durante 10 minutos a 14.000 rpm. De nuevo se recogio el
sobrenadante y se transfirio a otro tubo Eppendorf totalmente limpio. Las muestras asi
obtenidas se cargaron en un gel de poliacrilamida y se transfirieron a una membrana de
PVDF. Una vez transferidas las proteinas al filtro, éste se incubd durante una hora a
temperatura ambiente con la solucion de bloqueo TBS-Tween (HC1 20 mM a pH 7.5;
NaCl 150mM; Tween 20 al 0,1%) mas un 5% de leche desnatada en polvo. A
continuacion se afiadié el anticuerpo primario (en la dilucion correspondiente) a una
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nueva solucion de bloqueo con leche recién preparada, se desechd la que banaba la
membrana de PVDF y se adiciond la nueva con el anticuerpo sobre la misma, con la que
permanecid en incubacion durante toda una noche a 4°C.

Al dia siguiente, se elimind la solucidon con el anticuerpo primario y se lavo la
membrana de PVDF durante media hora con TBS-Tween limpio sin leche (2 lavados de
15 ml y 15 minutos cada uno). Tras este tiempo, se adiciond el anticuerpo secundario
(1:10.000) a nueva soluciéon de bloqueo con leche y se incubd con ella la membrana de
PVDF durante una hora.

Posteriormente, la membrana se lavo de nuevo con TBS-Tween dos veces, se seco
levemente y se reveld segln las instrucciones de Pierce para el kit SupeI‘SignaI® West
Pico Chemiluminescent Substrate.

6.2. Co-Inmunoprecipitacion.

En este ensayo, un antigeno se aisla por unién a un anticuerpo especifico adherido a
una matriz con capacidad para sedimentar. Estos experimentos se llevaron a cabo
utilizando extractos proteicos que contenian las proteinas que interaccionaban segun el
método descrito en (*'*) con algunas modificaciones menores. Los extractos
permanecieron con 1,5 ul de anticuerpo durante dos horas a 4°C. Posteriormente, se
afiadieron 200 pl de proteina A-sepharosa (General Electric Healthcare) y se incubo6 la
mezcla otras dos horas a 4 °C. Transcurrido este tiempo se lavd la resina cinco veces
con 1 ml de tampo6n Stapha-A (NaCl 150 mM; Na,HPO, mM; NaH,PO4 18 mM a pH
7,3; Tritén X-100 al 20%; SDS 1% y deoxicolato 5%) y el inmunoprecipitado se hirvid
en 20 pul de Laemmli buffer 4X y 60 pl de PBS. Las muestras se analizaron, una vez

centrifugadas, realizando un Western Blot (apartado 6.1).

6.3. Inmunoprecipitacion de cromatina (ChlIP).

Se sigui6 la metodologia descrita en (*"

) con las siguientes modificaciones: las
células se crecieron en 25 ml de medio YEP o SC con los requerimientos nutricionales
adecuados en cada caso. Cuando el cultivo llegé a una DO de 1,0 a 600 nm se
adicionaron 200 pl de formaldehido y se incubd durante 30 minutos a temperatura
ambiente con agitacion. Pasado este tiempo, se detuvo la reaccion agregando glicina a
una concentracion final de 125 mM y se continud agitando a temperatura ambiente

durante 15 minutos mas.

Las células se centrifugaron a 4.000 rpm durante 5 minutos a 4°C y se lavaron 5
veces con 25 ml de TBS frio (Tris HCI 20 mM pH 7,5; NaCl 150 mM). El sedimento se
resuspendié en 600 pl de tampon de lisis (Hepes KOH 50 mM pH 7,5; NaCl 140 mM;
EDTA 1 mM; Triton X-100 1%; deoxicolato sddico 0,1%; PMSF 1 mM) y se rompid en
un FastPrep™ tras adicionarle 400 ul de ballotini. El lisado celular se transfiri6 a tubos
Eppendorf limpios y se sonico en un Bioruptor siguiendo las recomendaciones del
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fabricante. Después, el contenido del tubo se centrifugé6 a 10.000 rpm durante 15
minutos a 4°C, recogiéndose el sobrenadante (DNA-proteina solubilizado).

En este punto, se tomo una alicuota de 15 pl de cada muestra para utilizarla como
control. A 200 pl del sobrenadante se adicionaron 2 pl del anticuerpo especifico y se
dejo en la noria toda la noche a 4°C. Posteriormente se agregaron 200 pl de la resina
proteina A-sepharosa y se dejo la muestra en una noria durante 4 horas a 4°C.
Transcurrido este tiempo se lavo 4 veces con 1ml de PBS (NaCl 0,14 M; KCI 2,7 mM;
KH,PO4 1,5 mM; Na,HPO4 8,1 mM a pH7,5), se resuspendi6 la resina en 100 ul de
tampon de elucion (SDS 1%; NaH,CO; 100 mM) y se mantuvo en un bloque a 65°C
durante 10 minutos. Después, se centrifugd 3 minutos a 1.500 rpm, se recogid el eluido
y se incubd toda la noche a 65°C para revertir la unién de las proteinas al DNA (el
control también se resuspendié en 100 pl de tampdn de elucidon y siguid el mismo
tratamiento. A partir de este punto, se manejo al igual que la muestra). Se centrifug6 de
nuevo un minuto a 1.500 rpm y se incubd en hielo durante 5 minutos. Se adicionaron
100 pl de tampén TE (TrisHCI 10 mM a pH 8,0; EDTA 1 mM), 5 ul de proteinasa K
(10 mg/ml) y 6 ul de glicogeno (10 mg/ml), incubandose una hora a 37 °C.

Finalmente, se realizaron 2 extracciones con 300 pl de fenol/cloroformo y se
precipitdo el DNA con NaCl 5 M (4 ul por cada 100 pl de muestra) y un volumen de
isopropanol durante 15 minutos a -20°C. El precipitado se resuspendié en 30 ul de TE y
se realizd una PCR tomando 1pul de muestra y otro del control correspondiente (35
ciclosde 1"a94°C,1"a 55°Cy 30" a 72°C).

6.4. Inmunopurificacion.

Las células con la proteina etiquetada con el antigeno de interés se crecieron en 21
de SCD en un matraz Erlenmeyer, hasta una DOgg de 0,7. A continuacion, a la mitad
del cultivo se le dio un pase de 1 h a SCY. Posteriormente, se recolectaron las células
por centrifugacion a 4°C y 4.500 rpm durante 10 min., se lavaron dos veces con 50 ml
de PBS frio a pH 7,5, se resuspendieron en 10 ml de tampon de lisis (PBS, inhibidor de
proteasas (Complete, Roche), 0,1% TritonX-100 y 1,0 M DTT) y se congelaron en
nitrégeno liquido, almacenandose a -80°C hasta su uso.

Las células se rompieron con ballotini en un Pulverisette 6 (potencia 500, dos
repeticiones de 4 min.). Los extractos obtenidos se centrifugaron a 4.500 rpm durante
10 min. a 4°C para eliminar los restos celulares. A continuacion se realizd otra
centrifugacion de 1 h. a 14.000 rpm. Una vez obtenidos los extractos libres de células se
dejaron en contacto toda la noche a 4°C con 200 ul de proteina A-sepharosa a la que
previamente se le habia pegado el anticuerpo correspondiente.

Posteriormente, la resina se lavo de forma exhaustiva con 5ml de tampén de lisis.
Luego se resuspendio en 60 pl de PBS y 30 ul de Laemmli buffer 4X. Finalmente, el
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contenido se hirvio durante 20 minutos. Las muestras se analizaron, una vez
centrifugadas, mediante Western Blot (apartado 6.1).

7. Microscopia de fluorescencia.

7.1. Preparacion de muestras.

Las cepas de levadura expresando las proteinas fusionadas a GFP se crecieron en un
medio sintético conteniendo la fuente de carbono apropiada y sin el/los aminoécido/s
requerido/s para mantener la seleccion del pldsmido. Cuando las células alcanzaron una
DOgoo de 0,8 se realizaron las preparaciones en un portaobjetos tipo Afora K14.
Primeramente se adicionaron, sobre las dreas del portaobjetos a utilizar, 7 pl de una
solucion de Poly-L-Lisina (Sigma Aldrich Co.) diluida 1:5 en agua. Tras retirar la Poly-
L-Lisina por aspiracion, se adicionaron 25 pl del cultivo que contenia las células a
visualizar en las areas previamente tratadas, retirindose el remanente por aspiracion.
Posteriormente, se adicion6 Ipl de DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) a wuna
concentracion de 2,5 pg/ml disuelto en glicerol al 80% y se colocd un cubre objetos de
22 x 22 mm sobre la superficie con las células.

7.2. Observacion de las muestras y grabacion de imagenes.

Las imagenes se visualizaron en un microscopio de fluorescencia Leica DM5000B,
que contiene un bloque de filtros de fluorescencia con intercambio motorizado. En
concreto se utilizaron los siguientes filtros:

- DAPI BP 360/640 (filtro de excitacion), 400 (espejo dicromico) y 470/440
(filtro de restriccion), con el que se visualizaron los nucleos celulares tefiidos con DAPI.

- GFP BP 470/440 (FE), 500 (ED) y 525/550 (FR), con el que se visualizaron
las proteinas fusionadas a GFP.

- TX2 BP 560/540 (FE), 595(ED) y 645/675 (FR), con el que se visualizaron
proteinas fusionadas a RFP.

Las camaras utilizadas fueron una Leica DFC300 FX (gestionandose la méquina con
el software proporcionado por la casa comercial (LAS Software; Version 2.8.1)) y una
ORCA-R? de la casa comercial Hamamatsu (con HC Image 2.0.1 como software de
gestion). Las imagenes se procesaron usando Adobe Photoshop CS4.
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RESULTADOS.

Mig2 ha sido descrito como un factor transcripcional que colabora con la proteina
Migl en la represion por glucosa de varios genes, entre los que se encuentran HXK1,
HXT1, HXT13 y SUC2 (*%). El estudio de la expresion de aquellos genes que presentan
motivos de union para Migl, ha demostrado que esta proteina, por si misma, no es
capaz de llevar a cabo la represion total de los genes que regula sino que, en la mayoria
de los casos, actia en colaboracion con Mig2. Migl parece ser el represor principal, ya
que es responsable de llevar a cabo la mayor parte de la represion de estos genes,
mientras que la deleciéon de MIG2 o bien no tiene efecto, o s6lo provoca una ligera
modificacion de la expresion.

Analisis de las regiones del DNA a las cuales se asocian Migl y Mig2 han
demostrado que ambos represores se unen a motivos de DNA idénticos, siendo
imprescindible la presencia de una region rica en GC en el extremo 5’ (°°). Se han
barajado varias hipotesis con el fin de explicar el papel redundante de Mig2 en la
represion por glucosa: una primera teoria es que ambas proteinas muestren diferente
afinidad por los motivos de unién al DNA, siendo Mig2 responsable de la represion en
aquellas condiciones en que Migl no esta presente, no es totalmente funcional, o bien,
se encuentra en poca cantidad. En el caso del gen SUC2 se confirm6 que Migl presenta
mayor afinidad por el promotor de este gen (°°); la segunda hipdtesis implicaria una
regulacion post-transcripcional de Mig2, de tal manera que en presencia de bajos
niveles de Migl, sufriria algin tipo de modificacion que permitiria o propiciaria su
unién al DNA.

Debido a la importancia de los mecanismos de regulaciéon por glucosa para la
supervivencia celular y a la escasa informacion existente sobre el papel de Mig2 en los
mismos, en este trabajo nos hemos propuesto ampliar los conocimientos acerca de esta
proteina, centrandonos en su papel represor y en la busqueda de otras posibles funciones
que pueda llevar a cabo.

1. CARACTERIZACION DE LA PROTEINA Mig2 EN S. cerevisiae.

1.1. Analisis comparativo entre las proteinas Migl y Mig2 de S.
cerevisiae.

MIG2 codifica para una proteina de 382 aminoacidos con un peso molecular de 42
kDa, conteniendo en su secuencia dos motivos de dedos de zinc del tipo C;H,, el primer
motivo se encuentra localizado entre los aminodcidos 17 y 39 y el segundo entre los
residuos 45 y 69.
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Como se comento6 con anterioridad, Migl y Mig2 son dos proteinas homologas que
presentan ciertas similitudes en cuanto a su estructura, esta semejanza es la responsable
de que ambas proteina puedan unirse a motivos similares y, por tanto, regular
conjuntamente ciertos genes.

En primer lugar, se realizo un analisis comparativo entre las secuencias primarias de
Migl y Mig?2 para comprobar la existencia de semejanzas entre ambas proteinas a nivel
de la estructura primaria. Para ello, se llevo a cabo un alineamiento de sus secuencias
con la aplicacion ClustalW2. Como se puede observar en la figura R-1.1A, Migl y
Mig?2 presentan un 20% de identidad en su secuencia primaria, siendo el inico dominio
que comparten ambas proteinas el correspondiente a los motivos de dedos de zinc,
donde la identidad es del 71% (Fig. R-1.1B).
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Migl1504 62 0. Lcnrpecvl F-LT.FIIIlNSHPIGKI@lI—(I—(VVGSPIHI IESATSIPD 22
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440 470 480
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Figura R-1.1A: Alineamiento de secuencias entre Migl (YGLO035C) y Mig2 (YGL209W). Las
secuencias primarias de las proteinas Migl y Mig2 presentan un 20% de identidad concentrandose ésta
en el extremo N-terminal.

10 20 S:I:I 40 &0
YELOIEC-5E PlAEPIE AF L QT AR | & FHACDEFE PG CVIERF LT R |
YEL2ENA-RERIPERED TIC G F L KK LET ] F CAFPGCGRSF Lk Al T

Figura R-1.2B: Alineamiento entre las secuencias correspondientes a los dedos de zinc de Migl y
Mig2. Migl y Mig2 presentan un 71% de identidad a nivel de su estructura primaria en la zona
correspondiente a los motivos de dedos de zinc.

77



Resultados

Dentro de la secuencia correspondiente a los motivos de dedos de zinc, se observd
que ambas proteinas mantienen conservados los residuos de Cys e His, indispensables
para la formacion de la estructura de estos motivos. De igual manera, los residuos
implicados en la interaccion con el DNA: RHR y RER, se encuentran conservados en
ambas secuencias (Fig. R-1.1C).

5
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Figura R-1.1C: Alineamiento de los motivos de dedos de zinc de las proteinas Migl y Mig2. En azul
se representan aquellos residuos idénticos en las dos secuencias. Los residuos de Cys e His se encuentran
indicados con una flecha, mientras que los residuos implicados en la interaccion con el DNA estan
sefialados con triangulos.

1.2. Estudio de la estructura tridimensional de los motivos de dedos
de zinc de la proteina Mig2 de S. cerevisiae.

Una vez realizado el andlisis de la estructura primaria de Mig2 se procedio al
estudio de las estructuras superiores. Debido a la ausencia en las bases de datos de
informacion respecto a las estructuras tridimensionales de Migl o Mig2, la unica
manera de abordar este estudio fue a través de la bliisqueda de alguna proteina o
fragmento de la misma que presentara cierta homologia con Mig2 y cuya estructura
fuera conocida. A través de la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) se encontraron 201 proteinas con motivos similares a Mig2, todos ellos
correspondientes a los motivos de dedos de zinc. De los 201 resultados, se selecciono la
proteina supresora del tumor de Wilms con la que Mig2 presentaba un 66,2% de
identidad en esta region.

La proteina supresora del tumor de Wilms (TW) es un factor transcripcional que
presenta cuatro motivos de dedos de zinc en su estructura localizados en las posiciones
323-347, 353-377, 383-405 y 414-438. Para comprobar la similitud que estos motivos
presentaban con Mig2, se procedid a realizar un alineamiento de secuencia usando el
ClustalW2. Como podemos observar en la figura R-1.2A, estos motivos muestran una
identidad con Mig2 del 40%, 56%, 58,5% y 53% respectivamente.

® @ % 70
TW_Mot2/353-377 . .. .. vyoBor ko CER RspoLkrHoRRH-
TW_Mot3/383-405 . . . .. FQE- - KTCOR RSDHLKTHTRTH- - -
Mig2/1-382 TGEKPHHEAFPGEGK RSDELKRHMRTHTGQ
TW_Mot4/414-438 . . . .. FSCRwPSCQK RSDELVRHHNM
TW_Mot1/323-347 .. ... FMEAYPGENK LSHLOMHSRK

Figura R-1.2A: Alineamiento de las secuencias correspondientes a los motivos de dedos de zinc de
las proteinas Mig2 y del TW. En esta representacion se pueden observar aquellos residuos conservados,
siendo el motivo 1 de la proteina supresora del TW la que presenta una menor identidad con Mig2 (40%)
y el motivo 3 el que muestra mayor identidad (58,5%).
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Posteriormente, se descargd el modelo PDB correspondiente al motivo de dedos de
zinc localizado entre los residuos 383 y 405 de la proteina supresora del TW, motivo
con el que Mig2 presenta una mayor identidad (58,5%). A continuacién se modelo,
basandose en la informacion estructural del TW, un fragmento de Mig2 que incluyera
los residuos que codifican para los motivos de dedos de zinc unidos al DNA. El archivo
PDB generado se renderizo con la aplicacion Pymol. De esta manera, se obtuvo la
prediccion teorica de la estructura de Mig2 mas probable para la region correspondiente
a los motivos de dedos de zinc y por tanto, para la regiéon implicada en la unién de la
misma al DNA (Fig. R-1.2B).

Este modelo nos servird como aproximacion tedrica, proporciondndonos
informacion sobre la estructura de los motivos de Mig2 implicados en su interaccion
con el DNA. También permite estimar cudles son los residuos indispensables para la
misma, y el efecto tedrico que sobre la interaccion con el DNA tendria la mutacion de
estos.
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Figura R-1.2B: Modelo tedrico de la estructura tridimensional de Mig2 correspondiente a los
motivos de dedos de zinc unidos al DNA. En rojo se representa el primer motivo de dedos de zinc de
Mig2, siendo la zona implicada en la interaccion con el DNA rosa, mientras que al segundo motivo se le
asigno el color azul. El DNA se encuentra representado en naranja.

En la figura R-1.3C podemos observar una representacion mas detallada del primer
motivo de dedos de zinc de Mig2. En este modelo se especifican los aminoacidos de la
region implicada en la interaccion con el DNA (representado en rosa en la figura R-
1.2C), siendo los residuos indispensables para la misma la Arg y la His sefialados con
una estrella.

Figura R-1.2C: Modelo tedrico detallado de los aminoacidos implicados en la interaccién con el
DNA del primer motivo de dedos de zinc de Mig2. Los aminoacidos His y Arg sefialados con una
estrella son los residuos directamente implicados en la interaccion.
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1.3. Los niveles de expresion del gen MIG2 no muestran diferencias
significativas cuando la levadura crece en glucosa o en glicerol.

Dado que el papel represor de Mig2 esta regulado por la presencia de glucosa en el
medio (*°), se quiso comprobar si esta regulacion estaba causada por una expresion
diferencial del gen MIG2. Para llevar a cabo este estudio se decidi6 realizar un ensayo
de PCR cuantitativa en tiempo real utilizando oligonucleétidos especificos para el gen
MIG2 (RT-PCR/Mig2-2R y 2F) y como control un par de oligonucleotidos especificos
para el gen RGT1 (RT-PCR/RGT1d y r). La eleccion de RGT1 como referencia no fue
casual, por un lado es un gen totalmente especifico de S. cerevisiae y por otro, su
regulacion y producto fueron objeto de intensos anélisis en nuestro laboratorio (*'"). Se
ha observado que la expresion de RGT1 es constitutiva y no demasiado elevada, lo que
posibilita su empleo como control preciso en el andlisis de la expresion de proteinas no
estructurales, mucho mas cercanas a €l en cuanto a concentraciones intracelulares.

Como molde en los experimentos de RT-PCR se utilizo el RNA total de muestras de
células crecidas hasta una densidad optica a 600 nm de 1,0 en medios de cultivo YEP
con alta y baja glucosa. La extraccion del mismo se realizdo empleando el kit comercial
FastRNA" Pro Red Kit (Bio 101® Systems) siguiendo las instrucciones del fabricante
para, a continuacion, realizar un tratamiento con DNAsa y asi eliminar cualquier posible
contaminacion de DNA. Posteriormente, la transcripcion reversa y amplificacion del
cDNA generado se llevo a cabo en un solo paso empleando el kit SuperScript™ 111
Platinum® SYBR® Green One-Step pRT-PCR con ROX (Invitrogen), ateniéndonos
igualmente al protocolo del fabricante. Como control negativo de la RT-PCR se utilizd
la mezcla de reaccion sin molde, comprobandose que no habia amplificacion
inespecifica de ningun tipo. Los datos de la tabla R-1.3 muestran el andlisis de los

resultados siguiendo el método AC1(27**) de Livak y Schmitteng ".

Cepa Wt: BY4741

Condiciones ACt AAC+ MIG2 relat.
nutricionales | MIG2Cr | RGT1Cy (MIG2-RGT1) | (AC-AC; Glc) | aglucosa
Alta glucosa 16,51+0,05 | 16,44+0,05 0,07 0 1

Baja glucosa | 18,25+0,02 | 17,99+0,07 0,26 0,19 0,88

Tabla R-1.3: RT-PCR de la expresion del gen MIG2 en condiciones de alta y baja glucosa. El ciclo
umbral (Cr) del gen MIG2 se normaliz6 frente al Ct del gen RGT1 y se relaciond con el Cr del control
interno. La comparacion de los ACr, AACt se definidé como la diferencia entre los valores ACr, AACt =
(Ct mic2 = Cr normatizador)-(Ct reT1 = CT normatizador)- El valor de la expresion comparativo se transformo en un
valor absoluto usando la siguiente formula 24T,

Como podemos observar en la tabla, la expresion de MIG2 es constitutiva y no
depende de la fuente de carbono presente en el medio, ya que las diferencias observadas
entre ambas condiciones nutricionales no son significativas. Estos valores informan de
que las diferencias descritas en la capacidad represora de Mig2 en funcion de la
presencia o ausencia de glucosa no se deben a diferencias a nivel de la expresion génica
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sino a procesos posteriores como pueden ser modificaciones post-traduccionales o
diferencias en la tasa de degradacion, dependientes de glucosa.

1.4. Los componentes del complejo represor del gen SUC2: Migl,
Hxk2 y Snfl estdn implicados en la regulacion de la expresion
del gen MIG2 en presencia de glucosa.

Estudios previos llevados a cabo en el laboratorio de Mark Johnston (°°) muestran
claras diferencias en la regulacion a la que estan sometidos los genes MIG1 y MIG2.
Mediante fusiones del promotor del gen MIG1 a la secuencia codificante del gen LacZ
observaron que la expresion del mismo se encuentra reprimida en presencia de glucosa
a través de la proteina Mig2 y del propio represor Migl. En cuanto a la expresion del
gen MIG2, por el momento, sélo se sabe que aumenta en presencia de glucosa, respecto
a los valores mostrados en galactosa, mediante la via Mth1/Std1/Rgt1.

En vista de la falta de datos acerca de la regulacion del gen MIG2, decidimos
abordar el estudio de la expresion del mismo en diferentes cepas mutantes para
proteinas implicadas en la represion por glucosa. De este modo, comprobariamos si
alguna de estas proteinas ejerce un papel regulador sobre la expresion de dicho gen. La
realizacion de este estudio se llevo a cabo mediante un ensayo de PCR cuantitativa en
tiempo real, empleando los mismos oligos que en el apartado anterior.

Para llevar a cabo este experimento se utilizo como molde RNA total, extraido como
se indica en el apartado 1.3 de Resultados, de cepas mutantes para las proteinas Migl,
Hxk2 y Snfl. La eleccion de estas proteinas no fue al azar, sino que se debe al
importante papel que Migl, Hxk2 y Snfl desempefian en la regulacion de la represion
por glucosa (apartado 1.3 de la Introduccion).

En la tabla R-1.4 podemos observar el analisis de los resultados obtenidos. Estos
valores muestran que la expresion del gen MIG2 se ve incrementada en presencia de
glucosa y en ausencia de cualquiera de los tres componentes del complejo represor del
gen SUC2, siendo este aumento mayor en el caso del mutante Amigl, donde la
expresion de MIG2 se incrementa en un 103%. En el caso de células crecidas en
condiciones de baja glucosa, la expresion de MIG2 no se ve modificada de manera
significativa en ninguno de los mutantes sometidos a estudio.

. . AACq
Condiciones ACt MIG2 relat. a
nutricionales | M!G2Cr | RGT1Cr (MIG2-RGT1) (ACTéAIST WE S\t glucosa
Alta glucosa 14,99+0,10 | 15,95+0,06 -0,96 -1,02 2,03
Baja glucosa | 16,234£0,08 | 16,02+0,02 0,21 0,14 0,91
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Cepa Ahxk2 |

. . AAC+
Condiciones ACy MIG2 relat. a
nutricionales | MIG2Cr | RGT1Cy (MIG2-RGT1) (ACTagT L Wt glucosa
Alta glucosa | 18,14+0,07 | 18,74+0,06 -0,6 -0,67 1,59
Baja glucosa | 16,62+0,09 | 16,34+0,04 0,28 0,21 0,86

Cepa Asnfl |

. . AACt
Condiciones ACq MIG2 relat. a
nutricionales | M1G2Cr | RGT1Cy (MIG2-RGT1) (ACTagT . Wt glucosa
Alta glucosa | 14,93+0,02 | 15,50+0,04 -0,57 -0,64 1,56
Baja glucosa | 15,69+0,01 | 15,56+0,08 0,13 0,06 0,96

Tabla R-1.4: RT-PCR de la expresion del gen MIG2 en condiciones de alta y baja glucosa en los
mutantes Amigl, Ahxk2 y Asnfl. El ciclo umbral (Cr) del gen MIG2 se normalizo frente al Ct del gen
RGT1 y se relacioné con el Cr del control interno. La comparacion de los ACt, AACt se definid como la
diferencia entre los valores ACt, AACt = (Ct mic2 - Ct normatizador)-(Ct R6T1L = CT normalizador)- E1 Valor de la
expresion comparativo se transformo en un valor absoluto usando la siguiente formula 27T,

1.5. Estudio del promotor del gen MIG2 mediante su fusién a la
secuencia codificante del gen LacZ.

Para ahondar mas en los resultados obtenidos en el apartado anterior e intentar
determinar las diferentes regiones del promotor del gen MIG2 implicadas en la
regulacion de la expresion del mismo, se procedio a la fusion de diferentes fragmentos
del promotor de dicho gen a la secuencia codificante del gen LacZ.

En primer lugar, se amplificaron por PCR los distintos fragmentos sometidos a
estudio y se subclonaron en el vector integrativo correspondiente (YIp356 o YIp358R).
Las construcciones generadas se denominaron: prom., contiene el promotor completo
de MIG2; prom1., lleva un fragmento del promotor comprendido entre las bases -550 y
267; prom2., lleva el mismo fragmento que la construccion anterior pero se eliminé la
region comprendida entre las bases 16 y 131 y proma3., idéntica a la construccion
proml. pero sin la region que va desde la base 16 a la 253 (Fig. R-1.5B). La eliminacion
de las regiones correspondientes en las construcciones prom2 y prom3 se llevo a cabo
mediante PCR reversa segiin se indica en el apartado 4.13 de Materiales y Métodos.
Estas areas se corresponden con posibles sitios de union para la proteina Migl.
Recordemos que la secuencia consenso de unién para Migl es > (G/C)(C/T)GGGG® con
una region rica en ATs en 5°.
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451 GATTTACGAG CGACCATCAT CTCCACGGTG CGAATTAATA AGCTGTGGCG
501 ATGTGCTGTA GTTGCCCTAT CGCCCCTGCG GAGCTTGCGT CAACTAGCTC
551 TCCCCTTTCC CCATTGAAGT TAGCGTATTA CCATCAGTTA ATGATTGATA
601 GGCTCATACG AAGAAGAAAA AAAGCCGGGA TAAGAAACCC CGCCTCCACT
651 TTTTTGGCTC ATCCGAAAAT TTATCCGCGG AGACATCCAC GGAGCACCCG
701 CAAAACTGAA GTAATAACTC TAAATTATAT GCCGCTGAGA AAAATCTCGT
751 ACGAGGATAC GGTAAATAAT CCGTGCGAGA AAGTTTTTCC GAAAATCATT
801 CCCGGTCAAA AGCGTTTCTG GTATATAAGC GATTGGGAAA CCCGTCTATA
851 ATACGTAGTA ACTTACGATC TGCCTGTCAA ATTGTGTGCT TGTCCTTGTA
901 CTATTACCAT TGTGTAGCTT ATCTTAACTC TCAATTAAGT TTTAACTCAC
951 GCTAAGACTA TTGACCTCGA GAACAAACAA AATAAAAATA AAAAAAGAGA
1001 ATGCCTAAAA AGCAAACGAA TTTCCCAGTA GATAACGAAA ACAGACCTTT
1051 TAGATGTGAT ACCTGTCACC GTGGTTTCCA TCGGTTAGAA CATAAAAAGA
1101 GACACTTGAG AACACACACT GGGGAAAAAC CTCATCATTG CGCATTTCCT
1151 GGTTGTGGGA AAAGTTTCAG TAGAAGCGAT GAACTGAAAA GGCACATGAG
1201 AACGCATACA GGGCAATCTC AAAGGAGATT GAAGAAAGCT AGCGTACAGA

Figura R-1.5A: Fragmento de la secuencia de la ORF de Mig2. Los posibles sitios de unién para la
proteina Migl se encuentran indicados en rojo y subrayados. El ATG de inicio de la proteina Mig2 se
sefiala en verde.
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-950 ATG 50
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16 131
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Prom3. T == )

16 253

Figura R-1.5B: Representacién esquematica de las construcciones prom., proml., prom2. y prom3.
Estas construcciones se integraron mediante recombinacion homoéloga en el sitio URA3 de la cepa
W303.1A.

A continuacién, los DNAs se cortaron con Stul y se integraron en el sitio URA3 de
la cepa W303.1A. Las colonias positivas se seleccionaron en medio sélido SC sin
uracilo y se sometieron a analisis Southern Blot para confirmar que las células solo
hubieran incorporado una copia del vector. Las cepas obtenidas fueron:
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Nombre Genotipo

EMY513 MATa; ade2-1; his3-11,15; leu2-3,112; trp1-1; ura3-1; mig2::kanMX4;
promMIG2::URAS.

Tabla R-1.5A: Cepas obtenidas mediante la integracion de las construcciones prom., proml., prom2.
y prom3. en el sitio URA3 de la cepa W303.1A. Estas cepas contienen diferentes fragmentos del
promotor del gen MIG2 fusionado en pauta a la secuencia codificante del gen LacZ.

La actividad B-galactosidasa de cada cepa se analiz6 creciendo las células hasta una
DO 1,0 a 600 nm en medio rico YEP con alta y baja glucosa. Los resultados del analisis
se recogen en la Tabla R-1.5B. Se aprecia que el promotor completo no es capaz de
inducir la expresion de la secuencia codificante del gen LacZ en ninguno de los medios
utilizados. Por el contrario, el fragmento formado por 450 pares de bases del promotor y
267 pares de bases de la secuencia codificante de Mig2 si induce la expresion de la
proteina B-galactosidasa, indicando que la region localizada entre el ATG y las primeras
267 pares de bases de MIG2 es esencial para la expresion del gen. Asi mismo, podemos
observar que, al igual que indicaban los ensayos de RT-PCR, la expresion de MIG2 es
independiente de la fuente de carbono.

Ademéds, se puede observar que la region comprendida entre las bases 16 y 131
posee uno o varios motivos de union para elementos represores sensibles a la presencia
de glucosa. Si se elimina, la tasa de expresion en presencia del monosacarido se
incrementa 2.4 veces.

Finalmente, se aprecia que la region localizada entre las bases 16 y 253, también
estd implicada en la regulacion de la expresion aunque, en este caso, es independiente
de la fuente de carbono. Si se suprime, la tasa de expresion se incrementa unas 3 veces
tanto en alta como en baja glucosa con respecto a los valores mostrados por la cepa
FMY513.
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Cepa 1Gle 1Gle
FMYS513 0,05 +0,01 0,05+0,01
FMY514 29,75 +£2,14 34,44 + 1,46
FMYS515 70,53 + 0,89 44,65 + 3,27
FMY516 95,52 + 1,49 91,15+ 3,64

Tabla R-1.5B: Actividad p-galactosidasa de las cepas FMY513, FMY514, FMY515 y FMY516. El
promotor completo es incapaz de inducir la expresion de la proteina B-galactosidasa. Por el contrario, al
incluir 267 pb tras el ATG, la secuencia codificante del gen LacZ es capaz de transcribirse. Las regiones
comprendidas entre las bases 16 y 131 y 16 y 253 poseen uno o varios elementos reguladores.

Dado que las regiones eliminadas de la ORF de Mig2 en las cepas FMYS515 y
FMY516 contienen posibles zonas de union para Migl/Mig2, decidimos integrar las
diferentes construcciones utilizadas en el punto anterior en una cepa mutante Amigl y
en una cepa doble mutante Amigl/Amig2. Para ello, se transformaron las cepas
indicadas con las construcciones que contienen cada una de los fragmentos del promotor
del gen MIG2 que presentaban actividad reguladora. Las colonias positivas se
seleccionaron en medio sélido sin uracilo y se realiz6 un Southern Blot para confirmar
que s6lo hubieran incorporado una copia del plasmido. Las cepas obtenidas fueron:

Nombre | Genotipo
FMY517 | MATa; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; ura3-1; migl-
6J::LEUZ; prom1MIG2::URAS.

FMY518 | MATa; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; ura3-1; migl-
6J::LEUZ2; prom2MIG2::URA3.

FMY519 MATa; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; ura3-1; migl-
6J::LEU2; prom3MIG2::URAS.

FMY520 MATa; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; ura3-1; migl-
6J::LEU2; mig2::kanMX4; prom1MIG2::URAS.

FMY521.A | MATa; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; ura3-1; migl-
6J::LEUZ2; mig2::kanMX4; prom2MIG2::URAS.

FMY522.A | MATo,; ade2-1; canJ-100; his3-11,15; leu2-3,112; trpl-J; ura3-1; migl-
6J::LEU2; mig2::kanMX4; prom3MIG2::URA3.

Tabla R-1.5C: Cepas obtenidas mediante la integracion de las construcciones prom, prom1, prom?2
y prom3 en el sitio URA3 de las cepas Amigl y Amigl/Amig2. Estas cepas expresan diferentes
fragmentos del promotor del gen MIG2 fusionado en pauta a la secuencia codificante del gen LacZ.

Los resultados obtenidos para el mutante Amigl se muestran en la tabla R-1.5D. De
nuevo, estos resultados concuerdan con los obtenidos mediante RT-PCR. Los datos
indican que el promotor del gen MIG2 se encuentra regulado por la proteina Migl,
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aumentando su tasa de expresion en ausencia de la misma 2,6 veces en alta glucosa. Sin
embargo, su expresion no se ve modificada cuando la fuente de carbono presente en el
medio es glicerol. En ausencia de Migl, la regulacion ejercida por las regiones situadas
entre las bases 16 y 131 y 16 y 253 es independiente de la fuente de carbono. Dado que
existen variaciones en los niveles de B-galactosidasa dentro de las cepas Amigl, la
regulacion que esta proteina ejerce sobre la expresion de MIG2 no parece implicar
directamente a estas regiones.

A dad B-galactosidasa g proteina) e ante Amig
Cepa 1Gle 1Gle
FMY 517 76,80 £ 3,21 20,64 + 1,38
FMY 518 105,08 £ 5,95 103 + 3,24
FMY 519 183,7+ 3,16 200,74 £ 4,76

Tabla R-1.5D: Actividad p-galactosidasa de las cepas FMY517, FMY518 y FMY519. La expresion
del gen MIG2 se encuentra regulada por la proteina Migl pero esta regulacion no tiene lugar a través de
las regiones comprendidas entre las bases 16 y 131 0 16 y 253.

No existen diferencias significativas en la expresion de [B-galactosidasa entre el
mutante Amigl (Tabla R-1.5D) y el doble mutante Amigl/Amig2 (Tabla R-1.5E), por
tanto, Migl parece ser el principal regulador de la expresion del gen.

A dad B-galactosidasa g proteina) e ante Amigl/Amig
1Gle 1Glc
FMY 520 71,03 £0,41 20,71 £2,48
FMY 521.A 91,44 +£2,74 140,16 £ 5,37
FMY 522.A 1749 £5,24 133,5+4,53

Tabla R-1.5E: Actividad B-galactosidasa de las cepas FMY520, FMY521.A y FMY522.A. La
expresion de la secuencia codificante del gen LacZ muestra el mismo patron en un doble mutante
Amigl/Amig2 y en un mutante simple Amigl. El regulador principal de la transcripcion del gen MIG2
parece se la proteina Migl.

1.6. Migl reprime la expresion del gen MIG2 a través de su union a
dos sitios de la ORF de Mig2.

Con el fin de determinar aquellas regiones del gen MIG2 implicadas directamente en
la regulacion por parte de Migl, se realizd un experimento de inmunoprecipitacion de
cromatina (ChIP). Para su realizacion se utiliz6 la cepa W303.1A transformada con el
vector episomal pWS93/Migl que permite la expresion de dicha proteina fusionada a 3
epitopos HA en el extremo N-terminal bajo el promotor del gen ADH1 (Alcohol
DesHidrogenasa 1). Las colonias positivas se seleccionaron en medio solido SC sin
uracilo y con glucosa al 4%. Posteriormente, las células crecieron en 50 ml de medio de
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cultivo YEP con alta glucosa hasta una densidad optica a 600 nm de 1,0, momento en el
cual se dio un pase de una hora a YEP con baja glucosa a la mitad del cultivo.

Las levaduras se procesaron segun se indica en el apartado 6.3 de Materiales y
M¢étodos, obteniéndose al final del ensayo la cromatina inmunoprecipitada con los
anticuerpos anti HA en ambas condiciones de crecimiento, esta cromatina se utilizo
como DNA molde del experimento. Para realizar el andlisis de PCR se utilizaron dos
parejas de oligos flanqueantes de dos posibles sitios de union a Migl en la ORF de
Mig?2 (el sitio 1 comprende las bases desde -387 a -671 y el sitio 2 desde las bases 11 a
380) asi como dos oligos flanqueantes del elemento RGT1 del gen HXK2 a modo de
control negativo. También se empled, como control del procedimiento, la cromatina
purificada sin inmunoprecipitar (Input). En la figura R-1.6 se observa como se produce
amplificacion utilizando los oligos de los sitios 1 y 2 del gen MIG2 en ambas
condiciones metabdlicas. Al utilizar los oligos del sitio RGT1 en el promotor de HXK2,
tan s6lo hay amplificacion en el Input del ensayo.

Este experimento demuestra que la proteina Migl se une al promotor del gen MIG2,
lo cual sugiere que Migl ejerce su papel regulador a través de su union directa a los
sitios comprendidos entre las bases -387 y -671 y las bases 11 y 380.

Molde: Migl-HA  Input Migl-HA  Input Migl-HA  Input
Oligos: Sitiol de MIG2 Sitio2 de MIG2 Sitio RGT1 de HXK?2
Fte. de Carbono: 1Gle |Gle 1Gle [Gle 1Glc |Gle 1Gle |Gle 1Glc |Gle 1Glc |Gle
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Figura R-1.6: Ensayo de ChlP entre la proteina Migl y dos motivos de unién a Migl del gen MIG2.
La imagen muestra una electroforesis en gel de agarosa (2%) de las amplificaciones de una PCR
utilizando los oligonucleodtidos que flanquean dos sitios de union para Migl en MIG2 y RGT1 de HXK2
(control negativo). El experimento indica que Migl se una a la ORF de Mig2 a través de estos dos sitios
de manera independiente a la fuente de carbono.

1.7. Las proteinas del heterotrimero Snfl y Hxk2 forman parte del
complejo represor de MIG2.

Una vez confirmado el papel que la proteina Migl ejerce sobre el gen MIG2,
quisimos comprobar si esta regulacion tenia lugar a través del mismo complejo represor
descrito para el gen SUC2 o si, por el contrario, Migl llevaba a cabo su papel a través
de una via diferente. Para ello, realizamos una serie de experimentos de ChIP entre las
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proteinas Hxk2, los componentes del complejo Snfl y los motivos de uniéon a Migl del
gen MIG2 descritos en el apartado anterior utilizando las cepas W303.1A, FMY303
(Snfl-HA), FMY403 (Snf4-HA) y FMYS803 (Gal83-HA). Las células crecieron
siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 1.6 de Resultados y se procesaron
del mismo modo.

Estos experimentos, realizados tanto con Hxk2 como con cada uno de los
componentes del complejo Snfl, muestran que las cuatro proteinas forman parte del
complejo represor del gen MIG2 en las condiciones metabolicas estudiadas.

Molde: Hxk2 Input Hxk2 Input Hxk2 Input
Oligos: Sitiol de MIG2 Sitio2 de MIG?2 Sitio RGT1 de HXK?2
Fte. de Carbono: 1Glc |Gle 1Glc |Glc 1Gle |Gle 1Glc |Gle 1Glc |Gle 1Gle [Gle
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Figura R-1.7A: Ensayo de ChlP entre la proteina Hxk2 y dos motivos de union para Migl del gen
MIG2. La imagen muestra una electroforesis en gel de agarosa (2%) de las amplificaciones de una PCR
utilizando los oligonucleodtidos que flanquean dos sitios de union para Migl en MIG2 y RGT1 de HXK2
(control negativo). El experimento indica que Hxk2 forma parte del complejo represor del gen MIG2
tanto en alta como en baja glucosa.

Molde: Snfl-HA  Input Snfl-HA  Input Snfl-HA Input
Oligos: Sitiol de MIG2 Sitio2 de MIG2 Sitio RGT1 de HXK?2
Fte. de Carbono: 1Glc |Glc 1Glc |Glc 1Gle |Gle 1Glc |Gle 1Gle |Gle 1Gle [Gle

Figura R-1.7B: Ensayo de ChIP entre la proteina Snfl y dos motivos de unién para Migl del gen
MIG2. La imagen muestra una electroforesis en gel de agarosa (2%) de las amplificaciones de una PCR
utilizando los oligonucleodtidos que flanquean dos sitios de union para Migl en MIG2 y RGT1 de HXK2
(control negativo). El experimento indica que Snfl forma parte del complejo represor del gen MIG2 tanto
en alta como en baja glucosa.
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Molde: Snf4-HA  Input Snf4-HA  Input Snf4-HA  Input
Oligos: Sitiol de MIG?2 Sitio2 de MIG2 Sitio RGT1 de HXK2
Fte. de Carbono: 1Glc |Glc 1Gle |Glc 1Glc |Gle 1Glc |Glc 1Glc |Gle  1Glc [Gle
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Figura R-1.7C: Ensayo de ChlP entre la proteina Snf4 y dos motivos de union para Migl del gen
MIG2. La imagen muestra una electroforesis en gel de agarosa (2%) de las amplificaciones de una PCR
utilizando los oligonucledtidos que flanquean dos sitios de union para Migl en MIG2 y RGT1 de HXK2
(control negativo). El experimento indica que Snf4 forma parte del complejo represor del gen MIG2 tanto
en alta como en baja glucosa.

Molde: Gal83-HA Input Gal83-HA Input Gal83-HA  Input
Oligos: Sitiol de MIG2 Sitio2 de MIG2 Sitio RGT1 de HXK?2
Fte. de Carbono: 1Glc |Gle 1Gle |Gle 1Glc |Gle 1Gle |Gl 1Glc |Gle 1Glc |Gle
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Figura R-1.7D: Ensayo de ChIP entre la proteina Gal83 y dos motivos de union para Migl del gen
MIG2. La imagen muestra una electroforesis en gel de agarosa (2%) de las amplificaciones de una PCR
utilizando los oligonucledtidos que flanquean dos sitios de union para Migl en MIG2 y RGT1 de HXK2
(control negativo). El experimento indica que Gal83 forma parte del complejo represor del gen MIG2
tanto en alta como en baja glucosa.

1.8. La localizacién subcelular de Mig2 estd regulada por estrés
nutricional.

Estudios previos llevados a cabo por Lutfiyya y colaboradores muestran una
localizacion constante e independiente de la fuente de carbono presente en el medio
para Mig2 (°°). Estos estudios fueron llevados a cabo mediante la expresion de una
proteina quimérica que contenia la region comprendida entre los aminoacidos 81 y 381
de Mig?2, fusionada a la proteina verde fluorescente (GFP) y a la secuencia codificante
del gen LacZ, dicha proteina se subclon6 en un vector episomal.

La expresion mediante vectores episomales provoca una sobreexpresion desregulada
del DNA que podria afectar a los resultados obtenidos. El etiquetado gendmico, sin
embargo, permite el estudio preciso de los niveles, asi como de las modificaciones
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sufridas por la proteina de interés, algo fundamental cuando se analiza la funcién de un
elemento regulador como es Mig?2.

Con el fin de confirmar los resultados mostrados en la bibliografia y comprobar la
existencia de factores reguladores de la localizacion de Mig2, se decidid etiquetar en el
genoma con GFP la proteina Mig2 en una cepa silvestre W303-1A y en una cepa
mutante Amigl. El proceso de etiquetado se llevo a cabo segin el método descrito por
Mark S. Longtine y colaboradores en 1998 (*7). La técnica consiste en amplificar por
PCR un casete que contiene los 45 pares de bases finales de la secuencia codificante del
gen MIG2 en pauta con la proteina GFP (que se incorporara en el extremo carboxilo
terminal), un terminador Tapy;, €l marcador de seleccion que precisemos (en nuestro
caso el gen His5"de S. pombe) y 45 pares de bases del genoma de la levadura distantes
240 pares de bases del fin de la secuencia codificante de Mig2.

ATG STOP

ﬁl MIG2 Iﬂﬁnﬁ
f/—‘J L_’ﬁ

5 3 5 3
Lo

oL1 OL2

r [ [ GFP [ Tapm | HISS* | N

PFAGa-GFP(S65T)-HIS3MX6

lPCR

oL 1 OoL2
(o M GFP JE | HISS" [

——

Casete de etiquetado

j Recombinacion

OL 1 OL2

| MIG2 Lo I GFP | W | HISS5" [ =

"

Mig2 etiquetada en el genoma con GFP

Figura R-1.8A: Esquema del proceso de etiquetado en el genoma de la proteina Mig2 con GFP. Con
los oligos OL1 y OL2 se amplifica el casete de etiquetado a partir del vector pFA6a-GFP(S65T)-
HIS3MX6. Con el DNA obtenido se transforma la cepa a etiquetar y, tras un proceso de recombinacion,
algunos de los transformantes presentaran la insercion del casete en el lugar correcto y, por tanto, la
proteina de interés etiquetada.
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El casete de etiquetado de MIG2 se obtuvo amplificando el vector pFa6a-
GFP(S65T)-HIS3MX6 (cedido amablemente por el Dr. Jiirgen Heinisch) con los oligos
MIG2-pFA6a-d y MIG2-pFA6a-r, indicados como OL1 y OL2 en el esquema que se
muestra a continuacion.

Las levaduras transformadas se seleccionaron en placas con medio SC soélido sin
histidina y con glucosa al 4%. Posteriormente, la presencia de la insercion en el lugar
adecuado se comprob6 por PCR utilizando como molde DNA gendmico de las células
transformadas y oligonucledtidos homodlogos al gen de interés (Test-MIG2) y a una
region del gen HIS5" incorporado en el genoma (His-S1-r) o a una region del gen que
codifica para la GFP (OL57) (Fig. R-1.8B). Como se puede ver en la figura R-1.8C,
solo se produce amplificacion si se ha etiquetado correctamente la proteina deseada,
generandose un DNA de unas 2.100 pb en el caso de los oligos Test-Mig2/His-S1-r y
250 pb en el de Test-Mig2/OL57.

Test-MIG2 OL57 His-S1-r
A6 -_ oLl h— A— oL2
= MIG2 jCo JI GFP | Sove| HIS5 =
PCR
Test-MIG2/His-S1-r [_MIG2_ IR | GFP Il Hisss )

Test-MIG2/OL57 [ MIG2 [_Gcrp_)

Figura R-1.8B: Esquema del sistema de control del proceso de etiquetado en el genoma de la
proteina Mig2 con GFP. Para la comprobacion se utiliza un oligo especifico de la proteina a
etiquetar (Test-MIG2) y otro oligonucledtido bien del gen HIS5™ (His-S1-r), bien del gen que codifica
para la GFP (OL57). Solo se produce amplificacion si la insercion del casete se realiza en el lugar
correcto.

Las amplificaciones se comprobaron analizando los productos de PCR de la cepa
con el gen MIG2 etiquetado mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8 y 2% tefiido
con bromuro de etidio. En aquellas cepas donde la recombinacion se efectud en un lugar
inadecuado, asi como en las cepas de origen sin transformar (W303.1A y Amigl) no se
produjo ningun tipo de amplificacion (datos no mostrados). Las cepas generadas se
denominaron FMY501 y FMY507.
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TestMig2/His-S1-r TestMig2/OL57

3530pb __
2027 pb —

Figura R-1.8C: Comprobacidn del etiquetado del gen MIG2 con GFP. La insercion de la etiqueta fue
correcta amplificandose tan so6lo una banda especifica del tamafio predicho en cada ocasion.

Para comprobar que la etiqueta no interfiriera en la capacidad de Mig2 como
represor transcripcional, realizamos una serie de ensayos de actividad invertasa tanto en
la cepa silvestre W303.1A como en la cepa mutante Amigl. En ambos casos, las células
crecieron en medio YEP con glucosa hasta una DO a 600 nm de 1,0 y a continuacion se
realizé un pase a baja glucosa de 1 hora. Tras analizar la actividad invertasa de las dos
cepas en ambas condiciones metabolicas, se comprobd que la proteina etiquetada era
perfectamente funcional, no presentando las levaduras alteraciones en el patron de
expresion del gen SUC2 respecto a las cepas origen (W303.1A y Amigl).

Una vez obtenida la cepa con la proteina Mig2 etiquetada en el genoma, procedimos
a realizar los ensayos de localizacion subcelular. Para ello, las células se crecieron a
28°C en 15 ml de YEPD durante 16 horas en agitacion, hasta una densidad optica a 600
nm de 1,0. Una vez alcanzada la densidad Optica deseada se obtuvieron las muestras
celulares de glucosa y se dio un pase a YEP con baja glucosa al resto del cultivo durante
5 minutos. Posteriormente, se prepararon las muestras y se observaron al microscopio
junto con las de glucosa.

Se observo que la proteina Mig2, como estaba descrito, tiene una localizacion
mayoritariamente nuclear cuando crece en presencia de glucosa, aunque también se
detecta en el citoplasma celular (Fig. R-1.8D). Contrariamente a lo descrito, cuando el
monosacarido no estd presente en el medio, Mig2 se encuentra localizada en el
citoplasma asociada a estructuras membranosas y, al menos, parcialmente excluida del
nucleo.
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Cepa: FMY501 MIG2-GFP

Fuente de Carbono:

Contraste de Fases:

GFP:

DAPI:

Figura R-1.8D: Localizacién de la proteina Mig2 etiquetada en el genoma con GFP en una cepa
silvestre W303.1A. En alta glucosa la proteina Mig2 presenta localizacion nuclear, mientras que en
baja glucosa se encuentra asociada a estructuras tubulares y, al menos, parcialmente excluida del
nucleo.

1.9. Mig2 se encuentra asociada a la red mitocondrial en
condiciones de baja glucosa.

A fin de identificar las estructuras a las cuales Mig2 se encuentra asociada, se
procedi6 a transformar la cepa FMY501 con el plasmido pRS316/Su9-FRP. Dicho
plasmido centromérico expresa la proteina roja fluorescente (RFP) fusionada a la
presecuencia de la subunidad 9 de la Fyp-F; ATP Sintasa de Neurospora crassa bajo el
control del promotor de la ADH1 sirviendo, por tanto, como marcador mitocondrial.

Las colonias positivas se seleccionaron en placa con medio SC soélido sin uracilo y
con glucosa al 4%. Las células transformadas crecieron a 28°C en 15 ml de SC sin
uracilo, siguiendo la misma metodologia indicada con anterioridad. En el apartado
anterior observamos que la localizacion de Mig2 esta regulada por estrés nutricional,
por tanto, para evitar que las caracteristicas del medio minimo pudieran alterar la
localizacion de Mig2, tras alcanzar la densidad optica deseada, se dio un pase al
correspondiente medio complejo YEPD/Y durante 30 minutos. A continuacion, se
prepararon las muestras y se observaron al microscopio.

Gracias al plasmido pRS316/Su9-FRP, pudimos identificar las estructuras a las
cuales se asocia Mig2 como pertenecientes a la red mitocondrial (R-1.9A).
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Cepa: FMY501 (Mig2-GFP)
GFP RFP

Cte. de Fases

DAPI Merge

Localizacion Mig2 (%)

0 T T == T 1
1Glc-Nucleo 1Gle-Mitoc. |Gle-Nucleo |Gle-Mitoc.

Figura R-1.9A: Localizacién de la proteina Mig2 etiquetada en el genoma con GFP en células
gue expresan el marcador mitocondrial pRS316/Su9-RFP. En alta glucosa la proteina Mig2
presenta localizacion nuclear, mientras que tras un pase de 5 minutos a baja glucosa se encuentra
asociada a la red mitocondrial y, al menos, parcialmente excluida del nucleo.

Con el fin de confirmar la asociacion de Mig2 a la red mitocondrial procedimos a
realizar una purificacion de diferentes compartimentos celulares y asi determinar la
presencia o ausencia de Mig2 en los mismos. Para llevar a cabo este experimento las
levaduras crecieron en 400 ml de YEP con alta glucosa hasta alcanzar una DOgg de 1,0,
momento en el que se dio un pase a YEP con baja glucosa a la mitad del cultivo. Una
vez obtenidas ambas muestras, éstas se procesaron de acuerdo a la metodologia descrita
en Materiales y M¢étodos, obteniendose finalmente extractos enriquecidos en
mitocondrias, nucleos o citoplasma celular.

Como se aprecia en la figura R-1.9B, en presencia de glucosa, la mayor parte de
Mig2 se encuentra en el nicleo, donde lleva a cabo su papel represor de genes como
SUC2, mientras que s6lo una pequena parte de la misma se encuentra asociada a las
mitocondrias. Una vez que los niveles de glucosa disminuyen en el medio, la cantidad
de Mig2 presente en el nucleo desciende drasticamente, resultado acorde con el hecho
de que no seamos capaces de detectar su presencia en el nicleo mediante microscopia
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de fluorescencia. La cantidad de Mig2 asociada a la red mitocondrial en ausencia de
glucosa se incrementa de modo muy acusado.

Para comprobar que el enriquecimiento en las diferentes fracciones celulares es
correcto y que no hay contaminacién entre las mismas, se utilizaron marcadores
especificos de cada compartimento celular. Como marcador mitocondrial se usé Upsl1-
myc y en el caso del nlicleo se escogio la proteina nucleolar Nopl.

FMY503 (Ups1-myc/Mig2-GFP)

Glucosa Glicerol

Exto. total Citoplasma Mitocon- Nucleos Exto. total Citoplasma Mitocon- Nucleos
drias drias

‘. | !
- - P a - 4= Mig2-GFP

m— R - s €= Upsl-myc

| — i —— s & Nopl

Figura R-1.9B: Localizacion de la proteina Mig2 etiquetada en el genoma con GFP en distintas
fracciones subcelulares. En presencia de glucosa, Mig2 se encuentra en el niicleo mientras que, tras
un pase de una hora a baja glucosa, pasa a asociarse a la red mitocondrial y queda parcialmente
excluida del nicleo.

1.10. La ausencia de las proteinas Migl y Hxk2 dificulta la
acumulacion de Mig2 en el nucleo en alta glucosa. Por el
contrario, la ausencia de Snfl parece no tener efecto sobre la
localizacion de Mig2.

Con el objeto de averiguar si proteinas indispensables en la sefalizacion por glucosa
como Migl, Hxk2 y Snfl estdn implicadas en la localizacion nuclear de la proteina
Mig2, se procedio al etiquetado en el genoma con GFP de las cepas Ahxk2 y Asnfl
siguiendo el mismo procedimiento indicado en el apartado 1.6 de Resultados.

Las cepas Amigl, Ahxk2 y Asnfl con la proteina Mig2 etiquetada en el genoma con
GFP se transformaron con el pladsmido pRS316/Su9-RFP a modo de marcador
mitocondrial. Los transformantes positivos se seleccionaron en placas de medio SC
selectivo con alta glucosa, posteriormente, las colonias elegidas se crecieron en 15 ml
de medio SC sin uracilo y con alta glucosa. Cuando las células alcanzaron una densidad
optica a 600 nm de 1,0, sufrieron un pase de 5 minutos a baja glucosa para, a
continuacion, ser transferidas al medio complejo correspondiente donde permanecieron
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durante 30 minutos mas. Posteriormente se prepararon las muestras provenientes de los
diferentes medios y se observaron al microscopio.

Como podemos observar en la figura R-1.10A, la proteina Mig2 es incapaz de
localizarse en el nlcleo en una cantidad perceptible mediante microscopia de
fluorescencia, incluso en alta glucosa, en las cepas mutantes Amigl o Ahxk2. Por el
contrario, la ausencia de la subunidad catalitica del complejo Snfl, no parece afectar a
la localizacion nuclear de Mig2.

1 Glucosa

-~
FMY507 ’
(Amigl Mig2-GFP)

Cte. de Fases GFP DAPI Merge

FMY501
(Mig2-GFP)

FMYS508
(AsnfI Mig2-GFP)

FMY509
(Ahxk2 Mig2-GFP)

Figura R-1.10A: Localizacién de la proteina Mig2 etiquetada con GFP en alta glucosa en las
cepas mutantes Amigl, Ahxk2 y Asnfl. La ausencia de las proteinas Migl y Hxk2 dificulta la
acumulacion de Mig2 en el ntcleo, de tal manera que no podemos detectarla mediante microscopia
de fluorescencia. Por el contrario, la ausencia de Snfl parece no tener efecto sobre la localizacion
nuclear de Mig2.

Por el contrario, la asociacion de Mig2 con la red mitocondrial no se ve
comprometida en ausencia de las proteinas Hxk2, Migl o Snfl (Fig. R-1.10B).
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| Glucosa

FMY501

(Mig2-GFP)

FMY507
(Amig1/Mig2-GFP)
FMY509
(Ahxk2/Mig2-GFP)
‘ -

Cte. de Fases GFP DAPI Merge

FMY508
(Asnfl/Mig2-GFP)

Figura R-1.10B: Localizacién de la proteina Mig2 etiquetada con GFP en baja glucosa en las
cepas mutantes Amigl, Ahxk2 y Asnfl. En ausencia de glucosa, Mig2 se encuentra asociada a las
mitocondrias independientemente de la presencia o ausencia de las proteinas Hxk2, Migl y Snfl.

Localizacion Mig2 (%)
120
100 T I = z I, =
80 —I — —I— — 1 ,
1Gle-Nucleo
60 |— — — |— +—— —H  41Glc-Mitoc.
W |Gle-Nucleo
40 — — i — 1 — .
| | Gle-Mitoc.
20 — —— 1
I
Wt Amigl Asnfl Ahxk2

Figura R-1.10C: Estadistica de la localizacién de la proteina Mig2 etiquetada con GFP en altay
baja glucosa en las cepas mutantes Amigl, Ahxk2 y Asnfl. La ausencia de las proteinas Migl y
Hxk?2 provoca una disminucion en la localizacion nuclear de la proteina de fusion Mig2-GFP, de tal
manera que no es posible detectar la presencia de la misma en el niicleo mediante microscopia de
fluorescencia.
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1.11. La localizacion subcelular de Mig2 esta regulada por estrés
oxidativo pero no por estrés osmético.

Con objeto de comprobar si la localizacién subcelular de Mig2 estd regulada por
otros tipos de estrés, ademds del nutricional, las células se crecieron en YEPD sufriendo
un pase a YEPD 5mM H,0, o a YEPD 0,4M NaCl durante 5 minutos. La observacion
de estas células al microscopio de fluorescencia (Fig. R-1.11A) reveld que, en alta
glucosa, la proteina Mig2 modifica su localizacion en presencia de un inductor de estrés
oxidativo como el peroxido de hidroégeno, pasando a asociarse a la red mitocondrial. Por
el contrario, no se aprecian modificaciones en cuanto a la localizacion de esta proteina
st el estrés inducido es osmotico.

Cepa: FMY501 (Mig2-GFP)

&l [ | |
- DEENE
-

Cte. de Fases GFP RFP DAPI Merge

1Gle

1Gle,
0,4 M NaCl

Figura R-1.11A: Localizacién de la proteina Mig2 etiquetada en el genoma con GFP en alta
glucosa y presencia de estrés oxidativo y osmoético. En alta glucosa, Mig2 presenta localizacion
nuclear, que no se ve modificada en condiciones de estrés osmotico. Por el contrario, concentraciones
5mM de H,0, provocan su salida del ntcleo y su asociacion con la red mitocondrial.

En ausencia de glucosa (Fig. R-1.11B), Mig2 se encuentra siempre asociada a la red
mitocondrial. La induccion de estrés osmdtico u oxidativo no modifica la capacidad de
esta proteina para asociarse a las mitocondrias.
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Cepa: FMY501 (Mig2-GFP)
- ‘
| Gle,
5mM H,0,
| Glc, &
0.4 M NaCl ‘

Cte. de Fases GFP RFP DAPI Merge

Figura R-1.11B: Localizacion de la proteina Mig2 etiquetada en el genoma con GFP en baja
glucosa y presencia de estrés oxidativo y osmético. En ausencia de glucosa, la proteina Mig2 se
encuentra asociada a la red mitocondrial, no encontrdndose esta asociacion alterada por estrés
oxidativo u osmotico.

Localizacion Mig2 (%)
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Figura R-1.11C: Estadistica de la localizacion de la proteina Mig2 etiquetada en el genoma con
GFP en alta y baja glucosa en presencia de estrés oxidativo y osmético. En presencia de glucosa y
estrés oxidativo Mig2-GFP modifica su patrén de localizacion pasando a estar asociada a la red
mitocondrial, por el contrario, la induccion de estrés osmotico no parece tener efecto sobre la
localizacion de esta proteina. En ausencia de glucosa, la localizacion mitocondrial de Mig2 no se ve
alterada por estrés oxidativo u osmotico.
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2. Papel de Mig2 como represor transcripcional.

2.1. Andlisis global de la expresion de un mutante Amig2 en su
adaptacion a condiciones de estrés nutricional y oxidativo.

Hasta el momento, el papel de Mig2 como represor transcripcional s6lo se ha
estudiado desde el punto de vista de su relacion y colaboracion con la proteina Migl.
Estos estudios, llevados a cabo sobre promotores que presentan posibles sitios de unioén
tanto para Migl como para Mig2, han mostrado que Mig2 actlia como modulador de la
proteina Migl (°®), no encontrandose genes regulados exclusivamente por ella. Dado
que los estudios previos utilizan una muestra muy sesgada de promotores, en nuestro
laboratorio nos planteamos la realizacion de un analisis general del transcriptoma de S.
cerevisiae. A través de este analisis intentamos identificar aquellos genes que muestran
diferencias en su expresion debido a la delecion del gen MIG2 en diferentes
condiciones. Las condiciones estudiadas fueron aquellas en las que observamos una
modificacion en la localizacion de la proteina Mig2, es decir, estrés nutricional y estrés
oxidativo.

Para llevar a cabo estos estudios, se crecieron en 150 ml de YEP con alta glucosa las
cepas BY4741 (Wt) e Y14575 (Amig2) hasta una densidad optica a 600 nm de 0,8,
momento en el cual el cultivo inicial se dividio en tres cultivos de 50 ml. La primera
muestra continud creciendo en YEPD, a la segunda muestra se le dio un pase a YEP con
glicerol y a la tercera se le adicion¢ tertbutilo (t-BOOH) hasta una concentracion final
0,1 mM. Los tres cultivos permanecieron en las nuevas condiciones durante 30 minutos.
Una vez pasado este tiempo, las células se centrifugaron, se elimind el sobrenadante y
se congelaron en nitrégeno liquido.

Las diferentes muestras fueron enviadas al Laboratorio de Chips de DNA del
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad de Valencia,
donde se extrajo el mRNA total de las células y se analizo el patron de expresion de la
levadura. Los datos obtenidos se clasificaron en tablas y muestran aquellos genes,
agrupados segin GOs (Gene Ontology categories), que aumentan o disminuyen su
expresion respecto a la condicion control (cepa silvestre en alta glucosa) (p-valor < 0,05
de acuerdo a un Test-Z). Una vez obtenidos estos datos, se compararon para cada
condicion la cepa silvestre y la cepa mutante Amig2, generando una nueva tabla en la
que solo representamos aquellos genes que modifican su expresion significativamente
de manera dependiente de Mig2. (Ver anexos).

Entre los genes que incrementan su expresion en ausencia de Mig2 y condiciones de
estrés nutricional, se encuentran aquellos relacionados con el catabolismo de
compuestos nitrogenados (p-valor = 3,63 x 10°®). Genes implicados en el procesamiento
de ncRNA (p-valor = 2,25 x 10'28), en la regulacion de la fidelidad durante la traduccion
(p-valor = 1,29 x 10®) y en la biosintesis de macromoléculas (p-valor = 9,14 x 10™).
Todos ellos presentan una menor expresion en un mutante Amig2 en ausencia de
glucosa.
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En la figura R-2.1A podemos ver la representacion grafica que muestra la respuesta
en cuanto a modificacion en los niveles de expresion de las cepas Wt y Amig2 en su
adaptacion al estrés originado por el cambio de la fuente de carbono presente en el
medio.

10

y=0.7526x-0.296
R?=0.5183

-10

log2 (Gly/Glc) mig2

-10

log2 (Gly/Glc) Wt

Figura R-2.1A: Comparacion de los niveles de expresién entre una cepa silvestre y una cepa
mutante Amig2 en su adaptacién a condiciones de estrés nutricional. En el eje de ordenadas se
representan los valores de expresion génica (en forma de logaritmo en base 2) de la cepa mutante Amig2,
en su adaptacion a condiciones de estrés nutricional, mientras que en el eje de abscisas se representan los
valores de la cepa silvestre.

En condiciones de estrés oxidativo, encontramos una correlacion bastante buena
entre las tasas de expresion de la cepa silvestre y el mutante Amig2, existiendo solo
algunos puntos dispersos. Estos puntos corresponden a genes que presentan un patron
de expresion alterado debido a la delecion de MIG2. Entre los alelos que sufren un
aumento de expresion encontramos aquellos relacionados con el transporte de hierro (p-
valor = 6,63 x 10°) e implicados en la actividad oxidorreductasa a través del enzima
peroxidasa (p-valor = 1,26 x 107). Dentro del conjunto de alelos que disminuyen su
expresion hallamos varios relacionados con el ensamblaje ribosémico (p-valor = 7,82 x
10"°),—el procesamiento y maduracién del RNA (p-valor = 10, el ensamblaje de
organulos (p-valor = 1,59 x 107%), el transporte nucleo-citoplasmatico (p-valor = 7,9 x
10®) y el metabolismo de los acidos nucleicos (p-valor = 2,39 x 10°).

La figura R-2.1B muestra la variacion de los niveles de RNA de las cepas silvestre y
Amig2 en su adaptacion al estrés oxidativo inducido por tertbutilo.
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Figura R-2.1B: Comparacion de los niveles de expresion entre una cepa silvestre y una cepa
mutante mig2 en su adaptacion a condiciones de estrés oxidativo. En el eje de ordenadas se
representan los valores de expresion génica (en forma de logaritmo en base 2) de la cepa mutante Amig2,
en su adaptacion a condiciones de estrés oxidativo, mientras que en el eje de abscisas se representan los
valores de la cepa silvestre.

2.2. Papel de Mig2 en la represion por glucosa del gen SUC2.

Una vez llevado a cabo el anélisis global del efecto que sobre los niveles de RNA de
la célula tiene la delecion del gen MIG2, decidimos centrarnos en el estudio de la
funcién que Mig2 tiene como efector de la regulacion génica en respuesta a glucosa.

Como gen modelo de la via represora en S. cerevisiae utilizamos SUC2, que
codifica para la proteina invertasa en sus dos formas (la intracelular y la exocelular) y
que fue descrito ampliamente con anterioridad. La eleccion se debe a que SUC2 se
regula, practicamente de forma total, por el proceso de represion en presencia de
glucosa y, por tanto, ha servido de forma tradicional como modelo para el estudio de
dicho sistema.

Estudios previos indican que, si bien la regulacion de este gen es llevada a cabo
mayoritariamente por el represor transcripcional Migl, es necesaria la delecion
simultdnea de las proteinas Migl y Mig2 para alcanzar los niveles de desrepresion
maxima del gen SUC2. Dada la escasa informacion existente sobre el papel de la
proteina Mig2 en la represion del mismo, nos planteamos ampliar los conocimientos
sobre esta proteina y su implicacion en los procesos de represion por glucosa.
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2.2.1. La expresion del gen SUC2 esta regulada por Mig2 tanto
en alta como en baja glucosa.

Para analizar el papel que juega la proteina Mig2 en la represion por glucosa del gen
SUC2 cuantificamos los niveles de invertasa en alta y baja glucosa en los mutantes
Amigl, Amig2 y Amigl/Amig2, comparandolos con los presentados por una cepa
silvestre.

Para ello, la cepa silvestre W303.1A y las levaduras mutantes Amigl, Amig2 y
Amigl/Amig2 se crecieron en 15 ml de YEP con alta glucosa hasta una DO de 1,0 a 600
nm. A continuacion, se dio a la mitad del cultivo un pase a YEP con baja glucosa
durante una hora y se tomaron las muestras para realizar el ensayo de invertasa tal y
como se describe en el apartado 5.4 de Materiales y Métodos.

En la figura R-2.2.1A podemos apreciar que tanto en una cepa silvestre como en un
mutante Amig2 creciendo en condiciones de alta glucosa, el gen SUC2 se encuentra
reprimido casi en su totalidad (3 U / 100 mg de células). En el mutante Amigl los
valores obtenidos se ven incrementados (20 U / 100 mg), mientras que en el doble
mutante Amigl/Amig2 se alcanzan los valores maximos de expresion (72 U / 100 mg).
Estos datos indican que, en condiciones de alta glucosa, la expresion del gen SUC2 se
encuentra regulada de manera conjunta por las proteinas Migl y Mig2, si bien Migl
seria el represor principal y Mig2 actuaria como modulador.

Actividad Invertasa
(U/100 mg de células)

M 1Glc

Figura R-2.2.1A: Actividad invertasa en alta glucosa de la cepa silvestre W303.1A y las cepas
mutantes Amigl, Amig2 y Amigl/Amig2. El gen SUC2 se encuentra reprimido en alta glucosa tanto en
una cepa silvestre como en un mutante Amig2, esta represion se pierde parcialmente en un mutante
Amigl y totalmente en un doble mutante Amigl/Amig2.

En ausencia de glucosa, el gen SUC2 se encuentra desreprimido pasando a mostrar
unos niveles de expresion del orden de 32 U / 100 mg de células tanto en una cepa
silvestre como en un mutante Amig2. En el mutante Amigl estos valores alcanzan las 55
U. Finalmente, en el doble mutante Amigl/Amig2 la actividad invertasa de las células es
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mucho mayor (del orden de 80 U). Estos datos indican que, en una cepa silvestre, la
expresion del gen SUC2 se encuentra siempre regulada y que Migl continta ejerciendo
un papel represor aun en ausencia de glucosa. Por su parte, Mig2 es capaz de
complementar en cierta medida la delecion de MIG1 aunque actua mas bien como un
modulador de Migl ya que el mutante simple Amig2 presenta niveles de invertasa
idénticos a los mostrados por la cepa silvestre (Fig. R-2.2.1B).

Actividad Invertasa
(U/100 mg de células)
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Figura R-2.2.1B: Actividad invertasa en baja glucosa de la cepa silvestre W303.1A y las cepas
mutantes Amigl, Amig2 y Amigl/Amig2. El gen SUC2 mantiene cierta represion en baja glucosa tanto
en una cepa silvestre como en un mutante mig2, esta represion se pierde parcialmente en un mutante
Amigl y totalmente en un doble mutante Amig1l/Amig2.

Una situacion similar ocurre cuando se analiza la actividad invertasa de un mutante
Ahxk2 y un doble mutante Ahxk1/Ahxk2. Si se mantienen las mismas condiciones que en
el experimento anterior, cuando la glucosa no estd presente en el medio, la cepa
Ahxk1/Ahxk2 presenta una desrepresion notablemente mayor que una cepa silvestre,
manifestando el mutante Ahxk2 niveles intermedios debido a un fenomeno de
complementacion provocado por la proteina Hxk1 (Fig. R-2.2.1C). Al igual que sucedia
en el caso de la complementacion debida a Mig2, un mutante Ahxk1l presenta actividad
invertasa idéntica a la mostrada por una cepa silvestre.

Ademds de existir una equivalencia funcional Hxk2-Migl a nivel de
complementacion por otras proteinas e influencia sobre la expresion del gen SUC2,
existe una equivalencia a nivel molecular ya que, al igual que Migl influye sobre la
expresion de MIG2, se sabe que la expresion de HXK1 esta controlada por la proteina
Hxk2 (**%).
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Actividad Invertasa
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Figura R-2.2.1C: Actividad invertasa en baja glucosa de la cepa silvestre W303.1A y las cepas
mutantes Ahxkl, Ahxk2 y AhxkI/Ahxk2. El gen SUC2, en una cepa silvestre, mantiene cierto grado de
represion aun en baja glucosa, represion que disminuye en un mutante Ahxk2 y, en mayor medida, en un
doble mutante Ahxk1/Ahxk2.

Los resultados obtenidos indican que en una levadura silvestre, el gen SUC2 se
encuentra siempre reprimido, aunque esta represion se pierde parcialmente cuando la
célula crece en un medio con muy baja concentracion de glucosa. Estos datos indicarian
que en aquellas condiciones en las que no somos capaces de apreciar una acumulacion
de Mig2 en el nicleo mediante microscopia de fluorescencia, como durante el
crecimiento en ausencia de glucosa o en el mutante Amigl, siempre habria una pequeiia
cantidad de Mig2 en el nucleo y, al menos una parte, estaria unida al DNA.

2.2.2. La proteina Mig2 es capaz de unirse in vitro al promotor
del gen SUC2 a través de los sitios SUC2A y SUC2B de
Mig1l.

Para confirmar que el efecto de Mig2 sobre la expresion del gen SUC2 observado en
el apartado anterior se debe a la union directa de Mig2 al promotor del gen SUC2, se
llevo a cabo un ensayo de retardo de la movilidad electroforética. Para realizar dicho
experimento se utilizd6 Mig2 fusionada a GST producida en E. coli (tal y como se indica
en el apartado 5.11 de Materiales y Métodos) y oligonucledtidos sintéticos de doble
cadena, de 37 y 40 pares de bases, etiquetados con fosforo 32 y conteniendo los sitios
SUC2A (-499, -484) y SUC2B (-449, -431). Ambos sitios corresponden a motivos de
union para Migl. Como competidor frio se utilizaron ambos oligos sin marcar.
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Como podemos observar en la figura R-2.2.2, Mig2 es capaz de unirse in vitro a
ambos motivos de DNA formando complejos especificos como demuestran los ensayos
de competencia con oligo frio.

Oligo: SUC2A SuC2B
Proteina Mig2 purificada:
Competidor: - - - + + + - = - + + +
Calle: 1 2 3 4 5 6 ¥/ 8 9 10 11 12
Complejo SUC2A-

Complejo SUC2B-

DNA libre-

Figura R-2.2.2: Ensayo de retardo de la movilidad electroforética entre la proteina Mig2 y los sitios
SUC2A y SUC2B. Mig?2 es capaz de unirse in vitro de manera directa a los sitios SUC2A y SUC2B.

2.2.3. Mig2 se une al promotor del gen SUC2 in vivo
independientemente de la fuente de carbono presente en el
medio.

Una vez observada la capacidad de union por parte de la proteina Mig2 al promotor
del gen SUC2, quisimos comprobar si esta union tenia lugar in vivo. Para ello se llevo a
cabo un ensayo de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) utilizando la cepa
FMY501 (MIG2-GFP).

Las células crecieron en 50 ml de medio de cultivo YEP con alta glucosa hasta una
densidad 6ptica a 600 nm de 1,0, momento en el cual se dio un pase de una hora a YEP
con baja glucosa a la mitad del cultivo. Las células se procesaron siguiendo el mismo
procedimiento indicado en el apartado 6.3 de Materiales y Métodos, obteniéndose al
final del ensayo la cromatina inmunoprecipitada con los anticuerpos anti GFP que sirvid
como DNA molde del experimento.

Para realizar el andlisis de PCR se utilizé una pareja de oligos que comprendia los
sitios SUC2A y SUC2B, asi como dos oligos flanqueantes del elemento RGT1 del gen
HXK2 a modo de control negativo. Como control del procedimiento, se empled la
cromatina purificada sin inmunoprecipitar (Input). En la figura R-2.2.3 se observa como
se produce amplificacion utilizando los oligos que incluyen los sitios SUC2A y SUC2B,
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en ambas condiciones metabdlicas. Si se utilizan los oligos del sitio RGT1 en el
promotor del gen HXK2, tan sélo hay amplificacion en el Input del ensayo.

Este experimento demuestra que la proteina Mig2 regula la expresion del gen SUC2
tanto en alta como en baja glucosa, a través de su union a los sitios comprendidos entre
las bases -503 y -445. Estos resultados concuerdan con nuestras observaciones en los
ensayos de actividad invertasa, donde se detecta siempre una represion del gen SUC2
por parte de la proteina Mig2 con independencia de las condiciones de crecimiento.

Cepa: FMY501 (Mig2-GFP)

Oligos: SuUC2 Sitio RGT1 de HXK2
Molde: Mig2-GFP Input Mig2-GFP Input
Fte. De Carbono: 1Glec |Glc 1Glc [Glc 1Gle |Gle 1Glc |Gl

- =
-

Figura R-2.2.3: Ensayo de ChIP entre la proteina Mig2 y el motivo de unién a Migl del promotor
SUC2. La imagen muestra una electroforesis en gel de agarosa (2%) de las amplificaciones de una PCR

utilizando los oligonucledtidos que flanquean el elemento Migl de SUC2 (a la izquierda de la imagen) y
RGT1 de HXK2 (a la derecha).

2.2.4. La ausencia de Migl, Hxk2 o Snfl no condiciona la
capacidad de union por parte de la proteina Mig2 al
promotor del gen SUC2.

Cepas mutantes para los componentes del complejo represor Migl, Hxk2 y Snfl
muestran patrones de expresion del gen SUC2 alterados. Con el fin de comprobar si la
ausencia de alguna de estas proteinas modificaba la capacidad de union al promotor del
gen SUC2 por parte de Mig2, realizamos ensayos de ChIP entre Mig2 y el motivo de
union a Migl del promotor del gen SUC2 utilizando las cepas mutantes FMY507
(Amigl/Mig2-GFP), FMY508 (Asnfl/Mig2-GFP) y FMY509 (Ahxk2/Mig2-GFP). El
ensayo revelo que, en ausencia de Migl, Snfl o Hxk2, Mig2 continua asociandose al
promotor de SUC2 siendo, por tanto, responsable de que la célula siempre mantenga
cierto estado de represion sobre el gen.
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Cepa: FMY507 (Amig/ Mig2-GFP)
Oligos: suc2 Sitio RGT1 de HXK2
Molde: Mig2-GFP Input Mig2-GFP Input
Fte. De Carbono: 1Glc |[Glc 1Gle |Gle 1Gle  |Gle 1Gle |Gle
L -

Figura R-2.2.4A: Ensayo de ChlIP entre la proteina Mig2 y el motivo de union a Migl del promotor
SUC2 en un mutante Amigl. La imagen muestra una electroforesis en gel de agarosa (2%) de las

amplificaciones de una PCR utilizando los oligonucleotidos que flanquean el elemento Migl de SUC2 (a
la izquierda de la imagen) y RGT1 de HXK2 (a la derecha).

Cepa: FMYS508 (Asnfl Mig2-GFP)
Oligos: suc2 Sitio RGT1 de HXK?2
Molde: Mig2-GFP  Input Mig2-GFP Input
Fte. De Carbono: 1Gle |Gle 1Gle |Glc 1Gle  |Gle 1Gle |Gle
- =

Figura R-2.2.4B: Ensayo de ChIP entre la proteina Mig2 y el motivo de unién a Migl del promotor
SUC2 en un mutante Asnfl. La imagen muestra una electroforesis en gel de agarosa (2%) de las

amplificaciones de una PCR utilizando los oligonucleotidos que flanquean el elemento Migl de SUC2 (a
la izquierda de la imagen) y RGT1 de HXK2 (a la derecha).

Cepa: FMY509 (Ahxk2 Mig2-GFP)

Oligos: SUC2 Sitio RGT1 de HXK2
Molde: Mig2-GFP Input Mig2-GFP Input
Fte. De Carbono: 1Glc |Glc 1Glec |[Gle 1Gle |Gle 1Gle |Gle
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Figura R-2.2.4C: Ensayo de ChIP entre la proteina Mig2 y el motivo de unién a Migl del promotor

SUC2 en un mutante Ahxk2. La imagen muestra una electroforesis en gel de agarosa (2%) de las

amplificaciones de una PCR utilizando los oligonucleétidos que flanquean el elemento Migl de SUC2 (a la
izquierda de la imagen) y RGT1 de HXK2 (a la derecha).
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Estos resultados estdn en concordancia con los obtenidos mediante ensayos EMSA
(Electrophoresis Mobility Shift Assay; apartado 2.2.2 de Resultados), en los cuales
observabamos una unidn directa a los sitios SUC2A y SUC2B del promotor del gen
SUC2 por parte de la proteina Mig2 producida en E. coli. Por tanto, parece que el
complejo represor se une directamente al promotor de este gen a través de Migl y de
Mig2, no siendo necesarios para esta union el resto de componentes.

2.2.5. El represor transcripcional Migl interacciona con Mig2
en alta y baja glucosa.

Dado el papel cooperativo que Migl y Mig2 juegan en la represion del gen SUC2,
quisimos ahondar mas en la relacion existente entre estas dos proteinas. Para ello, nos
planteamos comprobar si existia una interaccion fisica entre ellas, y de ser asi, si el
estado de fosforilacion de Migl regulaba de algiin modo esta interaccion.

En primer lugar decidimos abordar el estudio de esta interaccion mediante un
ensayo de coinmunoprecipitacion. Para la realizacion del mismo, se transformo la cepa
FMY507 (Amigl/Mig2-GFP) con el plasmido pWS93/Migl (permite la expresion de
dicha proteina fusionada a 3 epitopos HA en el extremo N-terminal). Las colonias
positivas se seleccionaron en medio minimo sin uracilo y con alta glucosa. A
continuacion, las levaduras crecieron en 40 ml de SC sin uracilo y con alta glucosa hasta
una DOggp de 1,0, momento en el que se obtuvieron los extractos celulares de la mitad
del cultivo. A los 20 ml restantes se les dio un pase a SC sin uracilo con baja glucosa
durante una hora. Finalmente, se obtuvieron los extractos libres de células de la muestra
crecida en baja glucosa.

Tras cuantificar la cantidad de proteina en cada extracto, se inmunoprecipitaron con
un anticuerpo policlonal anti-Pho4, a modo de control negativo, y con un anticuerpo
monoclonal anti-HA durante tres horas a 4°C. A continuacion, los extractos se
incubaron con la resina proteina A-Sepharosa durante la noche. Tras lavar
exhaustivamente las muestras con tampon Staph-A mas deoxicolato sodico, las muestras
se prepararon para su analisis Western Blot y se revelaron utilizando un anticuerpo
policlonal anti-GFP.

Como se puede observar en la figura R-2.2.5A-B, Migl y Mig?2 interaccionan tanto
en alta como en baja glucosa (calles 1 y 2), no apareciendo banda alguna en las calles
inmunoprecipitadas con anticuerpos anti-Pho4 (calles 3 y 4).
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Figura R-2.2.5A: Inmunoprecipitacion entre Migl-HA y Mig2-GFP. La interaccién entre ambas
proteinas es constitutiva, no apreciandose diferencias en la misma al modificar la fuente de carbono
presente en el medio.

Con el fin de confirmar si esta interaccion tiene lugar de forma directa o a través de
alguno de los factores del complejo represor del gen SUC2, se llevaron a cabo una serie
de experimentos de doble hibrido. También quisimos averiguar si el estado de
fosforilacion de Migl era critico para el establecimiento de la interaccion entre ambos
factores transcripcionales.

Para poder llevar a cabo estos experimentos, se subclond la secuencia codificante
de la proteina Mig2 en el sitio BamHI del vector pGADT7, de la casa comercial
Clontech. Esta construccion se utilizd junto con una bateria de plasmidos, construidos
previamente en nuestro laboratorio, que contenian diferentes fragmentos de la secuencia
codificante de la proteina Migl subclonados en el vector pGBKT7 (Clontech). Las
construcciones mostradas en la figura R-2.2.5B se utilizaron junto con pGADT7/Mig2
para transformar la cepa Y187, efectudndose luego la seleccion de los transformantes
positivos. También se realizaron los consiguientes controles cotransformando dicha
cepa con el vector pGADT?7 vacio y las cinco construcciones de Migl en el vector
pGBKT7.

Finalmente, se analiz6 la posible interaccion de las proteinas en un medio SC
carente de leucina y triptéfano en alta y baja glucosa.

ZN B sreres’ oe  RD
504 RN (T
LA .
AT EEe
A0 I T
=y 1

—_

[ L N ]

Figura R-2.2.5B: Representacién esquematica de las construcciones de la proteina Migl utilizadas.
En la imagen se muestran las diferentes construcciones de Migl indicando las serinas susceptibles de ser
fosforiladas por Snfl, asi como el dominio de dedos de zinc de Migl (ZN), el motivo de union al DNA
(B) y el dominio represor (RD).
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Como podemos apreciar en la figura R-2.2.5C, Migl y Mig2 son capaces de
interaccionar in Vivo tanto en alta como en baja glucosa, aunque esta interaccion es
ligeramente mas intensa en presencia de glucosa. También podemos observar que la
ausencia de la region de Miglcomprendida entre los residuos 240 y 352, si bien no
impide la interaccion entre ambas proteinas, si provoca un descenso significativo de la
misma. Teniendo en cuenta que en esta region se encuentran localizadas las serinas 278,
310 y 311 de Migl, es posible que el estado de fosforilacion de esta proteina pudiera
determinar la intensidad de la interaccioén entre ambas proteinas.
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Figura R-2.2.5C: Doble hibrido entre Mig2 y las distintas construcciones de pGBKT7/Migl. Las
barras oscuras muestran los resultados en alta glucosa, las mas claras en baja glucosa y las grises la
actividad mostrada en el control obtenido al cotransformar las células con el vector pGADT7 vacio y las
diferentes construcciones de Migl.

Teniendo presentes estos resultados, decidimos confirmar si el estado de
fosforilacion del represor transcripcional Migl es determinante en la interaccion del
mismo con Mig2. Para ello, llevamos a cabo un ensayo de coinmunoprecipitacion entre
ambas proteinas en los mutantes Ahxk2 y Asnfl. Recordemos que en ausencia de la
proteina Hxk2, Migl se encuentra fosforilado de forma constitutiva, mientras que sufre
una constante desfosforilacion en ausencia de la quinasa Snfl (Tesis doctoral de A.
Riera. Oviedo, 2007).

Para la realizacion de este ensayo, se transformaron las cepas FMY508
(Asnfl/Mig2-GFP) y FMY509 (Ahxk2/Mig2-GFP) con el plasmido pWS93/Migl. A
continuacion se obtuvieron los extractos libres de células en alta y baja glucosa,
procediendo del mismo modo que en la cepa silvestre. Cantidades equivalentes de estos
extractos se inmunoprecipitaron con 1,5 ul de un anticuerpo monoclonal anti-HA
durante 3 horas. Tras este tiempo, se anadieron 100 pl de la resina proteina A-
Sepharosa y se dejaron en contacto con ella durante toda la noche.
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Tras lavar exhaustivamente las muestras con tampon Staph-A mas deoxicolato
sodico, éstas se procesaron para su analisis Western Blot y se revelaron utilizando un
anticuerpo monoclonal anti-GFP.

Como podemos observar en la figura R-2.2.5D, el estado de fosforilacion de la
proteina Migl es importante, pero no determinante, para la interaccion de la misma con
Mig2. En un mutante Ahxk2, donde Migl se encuentra fosforilada de forma constitutiva,
se aprecia cierta interaccion entre ambas proteinas (calles 1 y 2) aunque la intensidad de
la misma disminuye de forma considerable respecto a la observada en el mutante Asnfl,
donde Migl esta siempre desfosforilada (calles 3 y 4). No se aprecia sefial alguna en las
calles correspondientes a los controles negativos (calles 5-8).
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Figura R-2.2.5D: Inmunoprecipitacion entre Migl-HA y Mig2-GFP en las cepas FMY509
(Ahxk2/Mig2-GFP) y FMY508 (Asnfl/Mig2-GFP). La proteina MIg2 es capaz de interaccionar con el
represor Migl tanto en su estado fosforilado (calles 1 y 2) como desfosforilado (calles 3 y 4), aunque en
este ultimo caso, la intensidad de la interaccion es mayor.

Por tanto, parece que ambos represores interaccionan de forma mayoritaria cuando
Migl se encuentra desfosforilado, condicion en la que el represor se localiza en el
nucleo. Estos resultados parecen indicar que la interaccion entre Migl y Mig2 tiene
lugar, de forma mayoritaria, a nivel del complejo represor de aquellos genes regulados
por ambas proteinas (como es el caso del gen SUC2).

2.2.6. Mig2 interacciona con las proteinas Hxk2 y Snfl, tanto en
alta como en baja glucosa.

Una vez confirmada la interaccion entre las proteinas Migl y Mig2, nos propusimos
profundizar mas en la relacion de Mig2 con los componentes del complejo represor del
gen SUC2. Para ello, nos planteamos estudiar las posibles interacciones entre Mig2 y las
proteinas Hxk2 y Snfl y, de existir éstas, determinar si se encuentran reguladas por
glucosa.

En primer lugar, para determinar si existe interaccion con la proteina Hxk2,
realizamos un ensayo de coinmunoprecipitacion. Para ello, se prepararon extractos de la
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cepa W303.1A del mismo modo que en el apartado anterior, inmunoprecipitindose a
continuacion con un anticuerpo policlonal anti-Hxk2 por un lado y anti-Pho4 por otro
durante tres horas. Pasado este tiempo, se afiadio la resina con proteina A-Sepharosa
permaneciendo en contacto con el extracto durante toda la noche. Al dia siguiente, los
extractos se lavaron de manera exhaustiva y se prepararon las muestras para su analisis
Western Blot. Las peliculas se revelaron usando un anticuerpo policlonal anti-GFP.

Como podemos observar en la figura R-2.2.6A-B, Mig2-GFP y Hxk?2 interaccionan,
tanto en alta como en baja glucosa (calles 1 y 2), aunque parece que en ausencia de
glucosa esta interaccion es ligeramente menor. Mientras que en las calles
correspondientes a los controles negativos no se aprecia banda alguna (calles 3 y 4).

S D O
A B X'\G\ SRS
) RUMINUBEASINNS
ORI ST Y g
N X &
o x{b“\ x'g'\ x® x >
SR\ RGN
O S o ST S N
L7 K F S
Calle: b2 Call: 1 2 3 4
72kDa — . -
i, - - <= Hxk2 T = e — = Mig2-GFP
Rt 52kDa —

Figura R-2.2.6A: Inmunoprecipitacion entre Mig2-GFP y Hxk2. Ambas proteinas interaccionan de
manera constitutiva, aunque esta interaccion parece algo menor en baja glucosa.

Ademads de con Migl y Hxk2, se estudio la posible interaccion de Mig2 con la
subunidad catalitica del complejo Snfl. Las condiciones experimentales fueron
idénticas a los casos descritos, pero en este caso se utilizé la cepa FMY508 (snfl/Mig2-
GFP) transformada con el plasmido episomal pWS93/Snfl. Una vez obtenidos los
extractos proteicos, se inmunoprecipitaron con un anticuerpo monoclonal anti-HA y
como control se utilizo el anticuerpo policlonal anti Pho4.

Como se aprecia en la figura R-2.2.6B-B, Mig2 interacciona con Snfl de manera
independiente a la fuente de carbono presente en el medio (calles 1 y 2). Igual que
ocurre con Migl y Hxk2, esta interaccion parece algo menor en ausencia de glucosa
(calle 2). De nuevo, no se aprecia sefial alguna en los controles negativos (calles 3 y 4).
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Figura R-2.2.6B: Inmunoprecipitacion entre las proteinas Mig2-GFP y Snfl-HA. Se detecta
interaccion entre ambas proteinas de manera constitutiva.

115



Resultados

3. Estudio de los mecanismos de importacion y exportacion
nuclear de la proteina Mig2.

Como ya se coment6 a lo largo de la introduccion, determinadas moléculas como
iones y macromoléculas con un tamano inferior a los 40 kDa son capaces de difundir de
forma pasiva a través del poro nuclear. Por el contrario, moléculas con un tamafio
superior o, proteinas con funcion nuclear, precisan de un transporte activo para traspasar
la envoltura nuclear. Este transporte activo es llevado a cabo por proteinas de la familia
de las Carioferinas, recibiendo el nombre de importinas o exportinas dependiendo de la
direccion del transporte. Mientras que la localizacion de una proteina nuclear viene
determinada por la presencia de sefiales dianas para estas Carioferinas (NLSs o NESs),
la direccionalidad de este transporte es dependiente de un gradiente de RanGTP.

La mayor parte de los factores transcripcionales presentan una regulacion
dependiente de su localizacion. Tal es el caso de la proteina Migl, cuya funciéon como
regulador transcripcional esta asociada a su localizacion nuclear o citoplasmatica. Los
primeros estudios que relacionan la sefializacion por glucosa con el trafico nuclear datan
del afio 1997 (*"). En este trabajo se muestra como Migl en su estado fosforilado y, por
tanto, no unido al DNA, es capaz de unirse a la Carioferina Msn5 que permite su salida
hacia el citoplasma. Por el momento, no se conoce la importina implicada en la
localizacion nuclear de Migl. Otros estudios llevados a cabo con Gal83 muestran que
esta proteina presenta una NES en la region N-terminal, independiente de Snfl y cuya
mutacion tiene por efecto su acumulacién en el interior nuclear (**'). La salida de Gal83
del nucleo tiene lugar a través de la exportina Xpol.

Teniendo en cuenta estos datos, asi como las diferentes localizaciones presentadas
por la proteina Mig2, nos parecio interesante abordar el estudio de los mecanismos de
importacion y exportacion nuclear implicados en la localizacion de Mig2 y, por tanto,
en la regulacion de su funcion.

3.1. Estudio de los mecanismos de importacion nuclear de la
proteina Mig2.

3.1.1. La Carioferina Msn5 no esta implicada en el transporte
nucleo-citoplasmatico de Mig2.

En apartados previos se mostro que Mig2 presenta dos nichos celulares. Por un lado
tiene localizacion nuclear en presencia de alta glucosa, pasando a estar asociada a la red
mitocondrial en ausencia de dicho monosacarido o en situaciones de estrés oxidativo.
Debido a su funcién nuclear como represor transcripcional, y al hecho de tener un
tamafio superior a 40 kDa, es probable que esta proteina no sea capaz de difundir de
forma pasiva a través de la envoltura nuclear y precise de un transporte activo.
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Dada la homologia que Mig2 presenta con Migl y teniendo en cuenta que Msn5 es
la tnica Carioferina capaz de actuar tanto de importina como de exportina, nos
planteamos la posibilidad de que Msn5 pudiera estar implicada en la localizacion
nuclear de Mig2, bien a través de su exportacion, bien de su importacion. Para
comprobar esta hipotesis, etiquetamos en el genoma el locus de Mig2 con la secuencia
codificante de la proteina GFP en una cepa mutante Amsn5 (siguiendo el mismo
esquema mostrado en el apartado 1.8 de Resultados). Esta cepa recibio el nombre de
FMY535.

A continuacion, las levaduras se crecieron en 15 ml de medio YEP con alta glucosa
a 28°C hasta una DOggo de 1,0, momento en que se obtuvieron las muestras de glucosa y
se dio un pase a YEP con baja glucosa al resto del cultivo, permaneciendo las células en
estas condiciones durante una hora. Finalmente, se prepararon las muestras de baja
glucosa y se observaron al microscopio junto con las de alta glucosa.

Como se aprecia en la figura R-3.1.1, en una cepa mutante para la Carioferina Msn5
Mig2 mantiene el mismo patron de localizacidn que en una cepa silvestre. En alta
glucosa Mig2 se localiza en el nucleo, por tanto, Msn5 no parece estar implicada en la
importaciéon nuclear de Mig2. Cuando la glucosa en el medio disminuye, Mig2 es capaz
de salir del nticleo y asociarse a la red mitocondrial, indicando que Msn5 no participa en
la exportacion de la misma.
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Cepa: FMY501 (Mig2-GFP) FMY531 (Amsn5/Mig2-GFP)

Fuente de carbono: 1Gle 1Gle

Contraste de Fases:

GFP:

DAPI:
Localizacion Mig2 (%)
120
100 T E
80 1 I -
4 1Gle-Nucleo
60 ——  41Gle-Mitoc.
M | Glc-Nucleo
40 — .
| |Gle-Mitoc.
20 I T —
0 s . —— .
Wt Amsn5

Figura R-3.1.1: Localizacion de la proteina Mig2-GFP en las cepas FMY501 (WT) y FMY535
(Amsn5). La proteina Mig2 mantiene su patron de localizacion, tanto en alta como en baja glucosa, en
ausencia de la Carioferina Msn5.

3.1.2. La importacion nuclear de Mig2 en S. cerevisiae esta
mediada por Kap95.

Dado que la distribucion subcelular de la proteina Mig2 no se encuentra alterada en
un mutante Amsn5 y que, por tanto, ésta no es la Carioferina responsable de su
localizacion nuclear, nos propusimos identificar la importina implicada en la entrada de
Mig2 al interior del nucleo celular. En primer lugar, llevamos a cabo un andlisis
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bioinformatico de la secuencia aminoacidica de Mig2 con el fin de encontrar posibles
secuencias de localizacion nuclear (NLSs) que pudieran informarnos acerca del sistema
de importacion utilizado por esta proteina. Este analisis permitid la identificacion de dos
posibles motivos de localizacion nuclear que se ajustan a la secuencia consenso
K(K/R)x(K/R) (NLS-clasica). Debido a que este tipo de secuencias son caracteristicas
del sistema de importacion Kap60-Kap95 (apartado 2.4 de la Introduccion), decidimos
comprobar si Kap95 estaba, de alguna manera, implicada en la importacion de Mig2.

Kap95 es una proteina indispensable para la supervivencia celular, por tanto, para
abordar estos estudios nos servimos de una cepa mutante termosensible para Kap95. En
primer lugar, etiquetamos en dicha cepa el gen MIG2 con GFP (usando como marcador
el gen KANMX6). La cepa obtenida recibio el nombre FMY527. A continuacion, se
transformo esta cepa con el vector pPRS316/Su9-RFP a modo de marcador mitocondrial.
Los transformantes positivos se seleccionaron en placas de medio SC selectivo con alta
glucosa, posteriormente, las colonias seleccionadas se crecieron en 20 ml de medio SC
sin uracilo ni histidina y con alta glucosa a temperatura permisiva (22°C). Cuando las
células alcanzaron una densidad optica a 600 nm de 0,8, sufrieron un pase de 5 minutos
a baja glucosa. Ambos cultivos se dividieron, obteniéndose 4 muestras de 5 ml y se les
dio un pase al medio complejo correspondiente donde permanecieron 15 minutos, dos
de las muestras a 22°C y las otras dos muestras, correspondientes a la temperatura
restrictiva, a 37°C. Finalmente, se prepararon las muestras provenientes de las diferentes
condiciones y se observaron al microscopio.

Los estudios de fluorescencia muestran que, como se esperaba, a temperatura
permisiva Mig?2 presenta localizacion nuclear en alta glucosa y mitocondrial en ausencia
de la misma (figura R-3.1.2A). Por el contrario, Mig2 pierde la localizacion nuclear a
temperatura restrictiva, lo que sugiere que Kap95 es la importina responsable de la
entrada de Mig2 al interior del ntcleo celular.
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Cepa: FMY527 (kap9575/Mig2-GFP)

1Gle, 22°C ‘.

1Gle, 22°C

1Gle, 37°C
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Figura R-3.1.2A: Localizacion de la proteina Mig2-GFP en la cepa FMY527 (kap95"™ Mig2-GFP):
A temperatura restrictiva (37°C), Mig2 modifica su lozalicacion en presencia de glucosa, no siendo capaz
de acumularse en el interior del ntcleo.

Puesto que el papel de Kap95 como importina puede ser mediante reconocimiento
directo de la proteina a transportar o bien indirecto, a través de la proteina adaptadora
Kap60, nos propusimos determinar si la ausencia de esta tltima tenia el mismo efecto
que Kap95 sobre la distribucion subcelular de Mig2. Para ello, nos servimos de la cepa
JCY 1410, mutante para Kap60 (SRP1). En primer lugar, procedimos a etiquetar en el
genoma el gen MIG2 con GFP en dicha cepa, obteniéndose la cepa FMY528. A
continuacion, ésta se transformo con el plasmido pRS316/Su9-RFP a modo de marcador
mitocondrial y los transformantes se seleccionaron en placas con medio SCD sin
uracilo. Las células se procesaron del mismo modo que en la cepa silvestre FMY501.
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Finalmente, las muestras correspondientes al crecimiento en alta y baja glucosa se
observaron al microscopio de fluorescencia.

Como podemos apreciar en la figura R-3.1.2B, Mig2 presenta el mismo patron de
localizacidon en una cepa silvestre y en una cepa mutante para Kap60, lo que indicaria
que Kap95 seria la proteina clave implicada en la entrada de Mig2 al interior del nucleo
celular. Si bien no podemos excluir que Kap60 participe en la misma, si podemos
afirmar que su ausencia no impide la translocacion de Mig2 al nucleo.

WT, 1Gle.

WT, |Glc.
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Figura R-3.1.2B: Localizacién de la proteina Mig2-GFP en la cepa FMY528 (kap60/Mig2-GFP): En
ausencia de la importina Kap60, Mig2 no ve alterada su distribucion intracelular siendo capaz de
acumularse en el nucleo en presencia de glucosa.
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3.1.3. Las proteinas Kap60 y Kap95 interaccionan con Mig2
tanto in vivo como in vitro.

Una vez confirmado el papel esencial que la Importina-a (Kap95) juega en la
entrada al nucleo de Mig2 quisimos comprobar si Kap95 era capaz de llevar a cabo su
funcidon mediante union directa a la proteina Mig?2 o si, por el contrario, esta union tenia
lugar a través del adaptador Kap60. Para abordar este estudio decidimos realizar
experimentos de coinmunoprecipitacion y GST pull-down.

Para la realizacion del ensayo de coinmunoprecipitacion se crecid, en 40 ml de
medio YEP con alta glucosa, la cepa FMYS501 hasta una DOgg de 1,0. En este momento
en el que se obtuvo el extracto celular de 20 ml del cultivo y se dio un pase de 1 hora a
YEP con baja glucosa al resto. Finalmente, se obtuvo el extracto libre de células del
cultivo en baja glucosa.

Tras cuantificar la concentracion de proteina en cada extracto, se incubaron
cantidades equivalentes de ambos con un anticuerpo policlonal anti-Kap95 por un lado,
un anticuerpo policlonal anti-Kap60 por otro y un anticuerpo policlonal anti-Pho4 por
otro. Las incubaciones duraron 3 horas y se realizaron a 4°C, permaneciendo luego los
extractos en contacto con la resina proteina A-Sepharosa durante toda la noche. Tras
lavar exhaustivamente las muestras con tampéon Staph-A mas deoxicolato sodico, se
prepararon para su analisis Western Blot y se revelaron utilizando anticuerpos
monoclonales anti-GFP.

Como podemos apreciar, existe interaccion entre Mig2-GFP y Kap95 y entre Mig2-
GFP y Kap60 tanto en alta como en baja glucosa, aunque en estas condiciones la
intensidad de la interaccion parece algo menor (Fig. R-3.1.3A).
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Figura R-3.1.3A: Inmunoprecipitacion entre Kap60 y Mig2-GFP y Kap95 y Mig2-GFP. Mig2-GFP
interacciona in vivo con Kap60 y con Kap95, tanto en alta como en baja glucosa.
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Una vez halladas evidencias de la interaccion entre Mig2 y el dimero Kap60/Kap95
nos propusimos confirmar dicha interaccion mediante GST pull-down, asi como
comprobar si existe interaccion directa entre ambas proteinas y Mig2. Para llevar a cabo
este estudio, en primer lugar se expresaron las proteinas Mig2-GST, Kap60-GST y
Kap95-GST en E. coli mediante el uso de vectores pGEX. A continuacion, los extractos
con las proteinas fusionadas a GST se pusieron en contacto con una resina Glutathione
Sepharose 4B durante 2 horas. Tras este tiempo, las proteinas Kap60 y Kap95 se
eluyeron de la resina mediante corte con trombina durante dos horas. Una vez liberadas
las proteinas, la trombina se inhibi6 mediante la adicion a los extractos de PMSF a una
concentracion final 2mM. La produccion de ambas proteinas se confirmé mediante gel
de poliacrilamida y su posterior tincion con azul Coomassie. Como se observa en la
figura R-3.1.3B, ambas proteinas se producen perfectamente y muestran el tamafio
esperado: 60 kDa en el caso de Kap60 y unos 95 kDa en el de Kap95.

Eluido con trombina Resina hervida  Primer lavado

Kap60 Kap95 Kap60  Kap95  Kap60 Kap95

260 KDa
135 KDa
95 KDa

72 KDa p P

52 KDa

i
i

42 KDa
34 KDa

P
26 Kda

17KDa __

Figura R-3.1.3B: Produccion y purificacion de las proteinas Kap60 y Kap95 en E. coli. Gel de
poliacrilamida al 12% tefiido con azul Comassie. En las calles 1 y 2 se observan las proteinas purificadas
tras su elucion mediante corte con trombina. A continuacidn, se muestran las proteinas liberadas tras
hervir la resina con Laemmli Buffer. En ultimo lugar se encuentran las calles correspondientes al primer
lavado de la resina tras estar en contacto con el extracto libre de células.

Para llevar a cabo la GST pull-down se prepararon cultivos idénticos a los usados en
la inmunoprecipitacién pero, en este caso, la cepa utilizada fue una cepa silvestre
W303.1A. Tras cuantificar la concentraciéon de proteina, se incubaron cantidades
equivalentes de ambos extractos con una resina conteniendo GST-Mig2 (expresada en
E. coli utilizando el vector pGEX/Mig2) por un lado, asi como con una resina con solo
GST a modo de control, durante toda la noche. Para comprobar la interaccion directa
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entre Kap60 y Kap95 con Mig2 se puso en contacto la misma cantidad de ambas
proteinas purificadas con una resina GST-Mig2 o GST durante la noche. A
continuacion, las muestras se lavaron de manera exhaustiva con PBS frio y se
procesaron para su analisis mediante Western Blot. Las proteinas retenidas en la resina
por su interaccion con Mig2 se revelaron utilizando anticuerpos policlonales anti-Kap60
y anti-Kap95.

En la parte A de la figura R-3.1.3C podemos apreciar una clara interaccion de la
proteina Mig2 con Kap60, tanto en alta como en baja glucosa (calles 3 y 4), mientras
que no observamos interaccion inespecifica con la proteina GST (calles 1 y 2). También
se aprecia que Mig2-GST y Kap60 son capaces de interacciona de manera directa in
vitro (calle 6).

En el caso de Kap95 (Fig. R-3.1.3C, B) Mig2-GST interacciona con la Importina-a
independientemente de la fuente de carbono presente en el medio (calles 1 y 2). Al
contrario que en el caso de Kap60, no se aprecia interaccion directa entre las proteinas
Mig2-GST y Kap95 (calle 3). Por tanto, parece que Kap60 actuaria de adaptador en la
interaccion entre las proteinas Kap95 y Mig2.
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Figura R-3.1.3C: GST pull-down entre Mig2-GST y las importinas a y p de S. cerevisiae. Las
proteinas Kap60 y Kap95 son capaces de interaccionar in vitro con la proteina de fusion Mig2-GST de
manera independiente de la fuente de carbono. Kap 60 es capaz de interaccionar de manera directa in
vitro con Mig2-GST, mientras que Kap95 no.
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Gracias a los experimentos anteriores demostramos que la proteina Mig2-GST es
capaz de interaccionar directamente con la importina Kap60 y, de manera indirecta,
seguramente a través de Kap60, con la Carioferina Kap95. Del mismo modo,
comprobamos que en un mutante Akap60 Mig2 es capaz de acumularse en el nucleo, lo
que nos hizo pensar que, si bien Kap60 participaria en la interaccion entre Mig2 y
Kap95, podria no ser indispensable para la misma.

A fin de confirmar esta hipotesis, decidimos entudiar si en ausencia de Kap60 existe
interaccion entre Kap95 y Mig2. Para llevar a cabo dicho experimento, realizamos un
ensayo de GST pull-down entre Mig2-GST y Kap95 en una cepa mutante para Kap60
(JCY1410).

Los resultados obtenidos muestran que Mig2-GST interacciona con Kap95 en
ausencia de Kap60, aunque de forma muy débil (Fig. R-3.1.3D, calles 3 y 4). Por tanto,
parece que si bien la interaccion entre Mig2 y Kap95 tiene lugar mayoritariamente a
través de Kap60, también existe una pequena fraccion de Mig2 capaz de interaccionar
con Kap95 en ausencia de la Importina-a independientemente de la fuente de carbono
presente en el medio.
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Figura R-3.1.3D: GST pull-down ente Mig2-GST y Kap95 en un mutante Akap60. En ausencia de la
importina Kap60, Mig2-GST interacciona in vitro con Kap95, siendo esta sefial mucho mas débil que en
una cepa silvestre.

3.1.4. Caracterizacion de las secuencias de localizacion nuclear
(NLSs) de Mig2.

En el apartado 2.4 de la Introduccion haciamos referencia al reconocimiento de las
proteinas a transportar (cargos) por parte de las Carioferinas. Este reconocimiento se
lleva a cabo a través de secuencias denominadas NLSs, NLSs clasicas en el caso del
sistema de importacion Importina-o-f. La NLS-clasica se caracteriza por ser una
secuencia corta, muy rica en residuos basicos y que, frecuentemente, responde a la
secuencia consenso K(K/R)x(K/R).

125



Resultados

Como indicamos anteriormente (apartado 3.1.2 de Resultados), el andlisis
bioinformatico de la secuencia aminoacidica de Mig2 permiti6 identificar dos posibles
motivos implicados en la localizacion nuclear de esta proteina, ambas secuencias del
tipo NLS clasica. La primera de ellas, a la que denominamos NLSI1, se encuentra
localizada entre los aminoacidos 32 y 37, siendo su secuencia KKRHLR. La segunda
(NLS2) corresponde a la secuencia "RRLKK".

Para comprobar si estas secuencias son funcionales en el reconocimiento de Mig2
por parte de las Kaps, nos propusimos realizar mutagénesis dirigida de los residuos
basicos clave en este tipo de sefiales de importacion.

Tras identificar las posibles secuencias de reconocimiento implicadas en la
importacion, observamos que la NLSI se encuentra localizada dentro de la regién
correspondiente al primer motivo dedos de zinc de Mig2. Para comprobar que, desde el
punto de vista teorico, la mutacion de los residuos seleccionados no afecta a los
aminoacidos basicos indispensables en la interaccion de los motivos de dedos de zinc
con el DNA, utilizamos los modelos estructurales tedricos obtenidos en el apartado 1.2
de Resultados. En las representaciones generadas con el programa PyMol (figura R-
3.1.4A, pag. 126) podemos observar la mutacion de dos residuos lisina (azul) y un
residuo arginina (rosa) de la NLS1 a alanina (gris) y como, en principio, ésta no afecta a
la interaccion de Mig2 con el DNA (residuos sefialados con una estrella).

En vista de que la mutacion de los residuos basicos presumiblemente indispensables
en las NLSs no afecta a los aminoacidos claves en la interaccion con el DNA,
procedimos a realizar la mutacion de los mismos por alaninas. Para llevar a cabo estas
mutaciones seguimos el mecanismo descrito en el apartado 4.12 de Materiales y
Métodos

Tras obtener los fragmentos con las mutaciones por PCR, estos se subclonaron en un
vector pPGEMT® y se comprobaron por secuenciacion. Las secuencias resultantes fueron
AARHLA para la NLSI1 y AALKA en el caso de la NLS2. Una vez obtenidas y
comprobadas las mutaciones se integraron en el genoma de una cepa W303.1A por
recombinacion homologa, sustituyendo la secuencia nativa del gen MIG2 por la
mutacion correspondiente seguida de la secuencia de la GFP en pauta y la ORF del gen
HIS5" como marcador. A continuacion, los productos de PCR obtenidos al amplificar el
DNA genomico de dichas cepas con los oligos Mig2-d y Mig2-r se secuenciaron para
confirmar que la secuencia mutada estaba integrada en el lugar correcto. Las cepas con
las mutaciones en las NLSs 1 y 2 recibieron el nombre FMY523.A y FMY524,
respectivamente.

Las cepas FMY523.A y FMY 524 crecieron en medio YEPD durante 16 horas hasta
una densidad 6ptica de 1,0 a 600 nm, momento en el que se dio un pase de 15 minutos a
baja glucosa a la mitad del cultivo. Tras este tiempo, se prepararon las muestras y se
observaron, junto a las de glucosa, al microscopio.
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Figura R-3.1.4A: Representacion tedrica de los aminoacidos que componen la NLS1 de Mig2. En la
parte superior de la imagen se representa la estructura tridimensional de la NLS1 de Mig2, sefialandose
los aminoacidos esenciales en la interaccion con el DNA con una estrella. En la parte inferior, se
representa la estructura tridimensional de la NLS1 tras la mutacion de los residuos clave en la interaccion
con las Kaps, no alterandose los aminoacidos Lys e His implicados en la interaccion con el DNA. El
DNA se representa en naranja.

En la figura R-3.1.4B podemos observar que en el mutante NLS1 no se aprecia
acumulacion de Mig2 en el nucleo en presencia de glucosa. Por el contrario, el mutante
NLS2 es capaz de localizarse en el nucleo, si bien esta localizacion no es total,
encontrandose la proteina en parte asociada a la red mitocondrial. Por tanto, a la vista de
esos resultados, parece que la secuencia NLS1 es funcional y determina la capacidad de
entrada en el nucleo de la proteina Mig2 en alta glucosa, aunque su papel podria estar
complementado por la secuencia NLS2.
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Figura R-3.1.4B: Localizacion de la proteina Mig2-GFP en las cepas FMY523.A (Mig2y.s:-GFP) y
FMY524 (Mig2y,s,-GFP). La proteina de fusion Mig2y; s;-GFP muestra un patroén de localizaciéon muy
similar al presentado por el mutante Akap95™ a temperatura restrictiva, no apreciandose localizaciéon de
la misma en el nticleo en presencia de glucosa. Por el contrario, Mig2y;s,-GFP es capaz de localizarse en
el nucleo en presencia del monosacarido aunque en menor medida que la proteina silvestre.

A la vista de estos resultados se decidi6 estudiar el papel de Mig2 como represor del
gen SUC2 en los mutantes NLS1 y 2 para confirmar que Mig2 no puede llevar a cabo su
funcion represora al no localizarse en el nicleo. Dado que la actividad invertasa en una
cepa silvestre y en una cepa mutante Amig2 es idéntica, procedimos a integrar en el
genoma de una cepa Amigl las NLSs mutadas para comprobar si estas cepas, a nivel de
actividad invertasa, se comportaban como una mutante simple Amigl o como un doble
mutante Amigl/Amig2.
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Para llevar a cabo estos experimentos, las cepas FMY501 (Mig2-GFP), FMY523.A
(Mig2NL51—GFP), FMY524 (MigzNLsz—GFP), FMY525 (Am|g1/M1g2NL51—GFP) y
FMY526 (Amigl/Mig2xis2-GFP) se crecieron en 15 ml de medio YEP con alta glucosa
hasta una DOggp de 1,0. A continuacion, se dio a los cultivos un pase a YEP con baja
glucosa durante una hora y se tomaron las muestras para realizar el ensayo de invertasa
tal y como se describe en Materiales y Métodos.

Como podemos apreciar en la figura R-3.1.4C, las cepas que sélo presentan la
mutacion Mig2nis; 0 Mig2n1s; se comportan como una cepa silvestre, estando el gen
SUC2 casi totalmente reprimido. En en el caso de la cepa Amigl/Mig2nis, (FMY526)
observamos niveles de invertasa algo mayores a los presentes en una cepa Amigl, pero
sin llegar a los niveles de un doble mutante Amigl/Amig2, indicando que Mig2 esta
actuando como represor y, por tanto, se encuentra, al menos parcialmente, en el interior
del ntcleo. Por el contrario, en la cepa Amigl/Mig2nisi (FMY525) los niveles de
invertasa corresponden a los de una cepa doble mutante Amigl/Amig2, resultado
esperado si, como observamos por microscopia de fluorescencia, Mig2 no es capaz de
acumularse en el nucleo.
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Figura R-3.1.4C: Actividad invertasa de las cepas FMY501 (Mig2-GFP), FMY523.A (Mig2yys;:-
GFP) en alta glucosa. El gen SUC2 permanece reprimido en alta glucosa en las cepas silvestre,
Mig2y1s1 Y Mig2nisp, mantiene cierto grado de represion en el mutante Amigl/Mig2ys, y pierde la
represion en el mutante Amigl/Mig2ygs;.
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3.1.5. La NLS1 de Mig2 es importante para la interaccion in
vitro con Kap95, pero no con Kap60.

Una vez confirmada la interaccion entre Mig2 y el dimero Importina-o-f, tanto in
VIVO como in Vvitro, y la importancia de la region NLS1 en el transporte de la proteina
Mig2 al interior del niicleo, nos propusimos profundizar mas en el estudio de esta
region. Con este fin, nos planteamos una serie de experimentos encaminados a
determinar si las mutaciones introducidas en la NLS1 impedian de alguna manera la
interaccion de Mig2 con las importinas Kap60 y Kap95, imposibilitando su
translocacion al interior del nucleo.

Para llevar a cabo este estudio decidimos realizar una serie de ensayos GST pull-
down entre las proteinas Kap60 y Kap95 con Mig2nis1-GST, bien con extractos
completos obtenidos a partir de una cepa silvestre, bien con proteinas purificadas para
comprobar la existencia de interacciones directas.

En primer lugar, procedimos a subclonar la region codificante de la proteina
Mig2xnis1 en un vector pGEX-3X. Mediante la utilizacion de este vector es posible la
expresion y produccion de Mig2nis;, permitiendo la realizacion de experimentos de
GST pull-down idénticos a los llevados a cabo con la proteina nativa.

Una vez obtenida la construccion que nos permite expresar Mig2nis-GST
procedimos a la realizacion de los ensayos de GST pull-down. Para ello, la cepa
W303.1A se crecié en 40 ml de medio YEP con alta glucosa hasta una densidad optica
de 1,0 a 600 nm, momento en el cual se dio un pase de una hora a YEP con baja glucosa
a la mitad del cultivo. Posteriormente, se obtuvieron extractos libres de células de cada
una de las muestras y se pusieron en contacto con una resina conteniendo Mig2xysi-
GST, asi como con una resina con solo GST a modo de control, durante toda la noche a
4°C. En el caso del estudio de interacciones directas, la resina con Mig2n1s;-GST se
dejo interaccionar con cantidades equivalentes de proteina purificada: Kap60, Kap95 o
ambas al mismo tiempo. Tras la incubacion, la resina se lavo de manera exhaustiva con
PBS, las muestras se prepararon para su analisis Western Blot y se revelaron utilizando
anticuerpos anti-Kap60 y anti-Kap95.

En el caso de Kap60 (Fig. R-3.1.5A) la mutacion de la NLS1 parece no modificar la
capacidad de Mig2-GST de interaccionar con ella, aunque se aprecia un leve descenso
en la intensidad de esta interaccion en presencia de glucosa (calle 4). En cuanto a la
interaccion directa entre ambas proteinas, Mig2nrs; es capaz de interaccionar con la
proteina Kap60 purificada (calle 6), disminuyendo ésta en presencia de Kap95 (calle7).
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Figura R-3.1.5A: GST pull-down entre Kap60 y Mig2y.s-GST. La mutacion de la secuencia
correspondiente a la NLS1 de Mig2 no impide la interaccion de esta proteina con Kap60.

En cuanto a la interaccion de Mig2xis; con Kap95, en la figura R-3.1.5B podemos
apreciar como ¢ésta disminuye considerablemente, aunque no desaparece. En presencia
de glucosa, Mig2yys; interacciona con Kap95 aunque de forma débil, mientras que, en
ausencia de glucosa, esta interaccion es casi indetectable (calles 4 y 5).

Como ocurria con la proteina Mig2 nativa, no se aprecia interaccion directa entre
Mig2-GST y Kap95 (calle 6). Para comprobar si la ausencia de interaccion directa con
Kap95 es debida a la necesidad de Kap60, se adicionaron ambas proteinas y se dejaron
interaccionar con la resina conteniendo Mig2xis;-GST. Como se observa en la figura,
Mig2nis1 no es capaz de interaccionar de manera directa con Kap95, atin en presencia
de Kap60 (calle 7).
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Figura R-3.1.5B: GST pull-down entre Kap95 y Mig2y.s;-GST. En presencia de glucosa, la
interaccion in vitro entre Mig2 y Kap95 se debilita al mutar la secuencia correspondiente a la NLS1 de
Mig?2. En condiciones de baja glucosa, esta interaccion desaparece. Mig2y; s, al igual que ocurria con la
proteina nativa, no es capaz de interaccionar de forma directa con Kap95 atn en presencia de Kap60.
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3.1.6. La interaccion de Mig2 con Kap95 esta regulada por la
proteina Migl.

El hecho de que Mig2 sea capaz de mantener una leve interaccion con el dimero
Importina-a-f en el mutante NLS1, aliin cuando no somos capaces de apreciar su
acumulacion nuclear, nos llevé a plantear la posibilidad de que la entrada de Mig2 al
nucleo pudiera depender de otras proteinas.

Teniendo en cuenta los resultados presentados en el apartado 1.10 de Resultados, en
los cuales observabamos que en un mutante Amigl, Mig2 no es capaz de acumularse en
el nucleo en cantidad suficiente como para ser detectada mediante microscopia de
fluorescencia, nos planteamos la posibilidad de que Migl regulara, de alguna manera, la
entrada de Mig?2 al nucleo.

Para comprobar esta hipotesis procedimos a la realizacion de un ensayo de
coinmunoprecipitacion de las proteinas Mig2xnis; y las importinas Kap60 y Kap95 en
una cepa Amigl. En primer lugar se prepararon extractos libres de células de las cepas
FMY507 (Amigl/Mig2-GFP) y FMY525 (Amigl/Mig2n.s1-GFP) crecidas en glucosa y
tras un pase de una hora a glicerol, siguiendo el mismo procedimiento descrito en
apartados anteriores. Una vez cuantificada la cantidad de proteina presente en los
extractos, se pusieron a inmunoprecipitar cantidades equivalentes de proteina con
anticuerpos policlonales anti-Kap60 por un lado, anti-Kap95 por otro y anti-Pho4 a
modo de control negativo. La incubacién se realizd a 4°C durante 3 horas y, a
continuacion, se adiciono a los extractos la protenia A-Sepharosa, que permanecié con
ellos durante toda la noche. Tras lavar exhaustivamente con tampon Staph-A mas
deoxicolato soédico, las muestras se prepararon para su analisis Western Blot y se
revelaron utilizando anticuerpos monoclonales anti-GFP.

Nuevamente se aprecia interaccion entre Mig2nrs; y Kap60 (Fig. 3.1.6A), tanto en
alta como en baja glucosa (calles 7 y 8), lo que indica que la ausencia de la proteina
Migl no parece tener ningun efecto sobre la interaccion entre ambas.
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Figura R-3.1.6A: Inmunoprecipitacion entre Kap60 y Mig2y.si-GFP en una cepa Amigl. La
mutacion de las secuencia NLSs de Mig2 no impide la interaccion de ésta con Kap60 en ausencia de
Migl.
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En el caso de la interaccion entre Kap95 y Mig2nis; (Fig. R-3.1.6B), en una cepa
mutante para la proteina Migl la mutacion de la secuencia NLS1 de Mig?2 tiene como
efecto una importante disminucion de la interaccion entre ambas en ausencia de glucosa
y una desaparicion de la misma en presencia del monosacarido (calles 7 y 8). A la vista
de estos resultados, parece que Migl, de algin modo, regula la interaccion de Mig2 con
la Importina-a y, por tanto, la entrada de la misma al ntcleo celular.
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Figura R-3.1.6B: Inmunoprecipitacion entre Kap95 y Mig2y.s;-GFP en una cepa Amigl. La
mutacion de la NLS1 de Mig2 provoca una importante disminucion en la interaccion de esta proteina con
la importina Kap95 en ausencia de Migl.

3.1.7. El represor transcripcional Migl interacciona in vitro con
las importinas Kap60 y Kap95 de S. cerevisiae.

En el apartado anterior observabamos como el reconocimiento de Mig2 por parte de
Kap95, asi como su posterior transporte al interior del nucleo celular estaba regulado, de
algin modo, por la proteina Migl. Estos resultados nos llevaron a plantear la
posibilidad de que ambos represores transcripcionales compartieran el mismo sistema
de importacion.

Para comprobar esta teoria, realizamos un ensayo de GST pull-down entre la
proteina de fusion Migl-GST y las importinas Kap60 y Kap95 de S. cerevisiae. El
experimento se llevo a cabo siguiendo la misma metodologia mostrada en el apartado
3.1.3 de Resultados.

Como podemos observar en la Fig. R-3.1.7-A, Migl-GST interacciona con Kap60
in vitro, sinedo esta interaccion mucho mas intensa en presencia de glucosa (calle 1).
Ademads, al igual que ocurre en el caso de Mig2, la interaccion entre ambas proteinas es
directa (calle 3).
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Figura R-3.1.7: GST pull-down ente Migl-GST y el dimero importina-asf de S. cerevisiae. La
porteina de fusion Migl-GST interacciona in vitro de forma directa con Kap60 e indirecta con Kap95.

En el caso de Kap95 (Fig. R-3.1.7-B), Migl-GST es capaz de interaccionar con la
misma no apreciandose diferencias significativas entre las diferentes condiciones
metabolicas (calles 1 y 2). De nuevo, como sucede con Mig2, esta interaccion tiene
lugar de forma indirecta (calle 3). En ambos ensayos, no se observa interaccion
inespecifica alguna con la GST (calle 4).

3.2. Estudio de los mecanismos de exportacion nuclear de la
proteina Mig2.

3.2.1. El represor transcripcional Mig2 interacciona con la
exportina Xpol in vivo e in vitro.

En la introduccion haciamos mencion a la existencia de cuatro exportinas conocidas
en S. cerevisiae. En primer lugar se encuentra Losl, implicada en el transporte de
tRNAs. A continuacion esta la Carioferina MsnS que es la tunica capaz de actuar como
importina y exportina. Como pudimos apreciar en el apartado 3.1.1 de Resultados, en un
mutante AmsnS, Mig2 se localiza en las mitocondrias en ausencia de glucosa. El hecho
de que Mig2 pueda salir del nticleo y asociarse con la red mitocondrial indica que Msn5
no estd actuando como exportina de Mig2. En tercer lugar estd la exportina Crml
(Xpol), encargada de mediar el transporte de proteinas que presentan LR-NES.
Finalmente, Csel es la encargada del reciclaje de la Importina-a.

Una vez descartada la proteina Msn5 como exportina de Mig2, nos planteamos la
busqueda de la Carioferina implicada en la salida de Mig2 del ntcleo. En primer lugar,
al igual que hicimos en el andlisis del sistema de importacion, realizamos un analisis
bioinformatico de la estructura primaria de Mig2 con el fin de encontrar posibles
sefales de exportacion nuclear (NESs). La identificacion de tres posibles secuencias de
este tipo hizo que nos plantearamos la posibilidad de que Xpol actuara como exportina
de Mig2. Con el fin de confirmar esta hipotesis, se propuso la realizacion de una serie
de experimentos de GST pull-down y coinmunoprecipitacion para, de este modo,
determinar si existe interaccion entre las proteinas Xpol y Mig2. Para llevar a cabo el
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ensayo de coinmunoprecipitacion, partimos de una cepa que presenta Xpol etiquetada
en el genoma con tres epitopos HA (FMY303R-01, Tesis doctoral de R. Pelaez, 2009) y
procedimos a etiquetar el gen MIG2 con GFP en dicha cepa siguiendo el mismo
esquema que en cepas anteriores.

Una vez obtenida la cepa FMY530 (Xpol-HA, Mig2-GFP), ésta se crecid en 40 ml
de YEP con alta glucosa, sufriendo un pase de una hora a YEP con baja glucosa la
mitad del cultivo una vez alcanzada la DOgy de 1,0. A continuacion se obtuvieron
extractos libres de células, se cuantifico la cantidad de proteina presente en los mismos
y se procedié a inmunoprecipitar cantidades equivalentes de estos extractos con un
anticuerpo monoclonal anti-HA por un lado y un anticuerpo policlonal anti-Pho4 por
otro. La incubacion dur6 3 horas y se realizoé a 4°C. A continuacion, se afiadié la resina
proteina A-Sepharosa y se dejo en contacto con los extractos toda la noche a 4°C. Una
vez lavada la resina, se procesaron las muestras para su analisis Western Blot y se
revelaron utilizando anticuerpos monoclonales anti-GFP.

En la figura R-3.2.1A-A se observa como la proteina Mig2 interacciona con la
exportina Xpol tanto en alta como en baja glucosa, no apreciandose bandas en las calles
correspondientes a los controles negativos. Como se puede ver en la Fig. R-3.2.1A-B,
las cantidades de Xpol presentes en la célula son similares en ambas condiciones.
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Figura R-3.2.1A: Inmunoprecipitacion entre las proteinas Mig2-GFP y Xpol-HA. En la parte
izquierda de la figura podemos observar la interaccion entre Mig2 y Xpol en alta y baja glucosa. En la
figura de la derecha apreciamos que la cantidad de Xpol presente en la célula es constante y no depende
de la fuente de carbono presente en el medio.

Con el fin de confirmar la interaccion hallada, también realizamos un ensayo de
GST pull-down entre ambas proteinas. Para su realizacion, se crecieron idénticos
cultivos de una cepa FMY501 y se obtuvieron los correspondientes extractos en alta y
baja glucosa. A continuacién, se pusieron cantidades equivalentes de extracto en
contacto con una resina Xpol-GST durante toda la noche, asi como con la resina con
so6lo GST a modo de control. Posteriormente se lavaron las muestras minuciosamente y
se procesaron para la realizacion de un Western Blot. Las proteinas retenidas se
revelaron utilizando anticuerpos monoclonales anti-GFP.
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De nuevo, podemos observar interaccion entre Xpol y Mig2 (Fig. R-3.2.1B) no
aprecidndose banda alguna en los controles negativos (calles 3 y 4).
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Figura R-3.2.1B: GST pull-down entre Mig2-GFP y Xpol-GST. Ambas proteinas interaccionan de
manera constitutiva.

3.2.2. Caracterizacion de las secuencias NES de Mig2.

En el apartado anterior hicimos referencia al andlisis de la secuencia aminoacidica
de Mig2 y como éste permitio identificar tres posibles sefales de exportaciéon nuclear
(NESs). Estas sefiales se caracterizan por ser ricas en aminoacidos hidrofébicos vy,
normalmente, se ajustan a la secuencia consenso @-x,3-P-x3-O-x-O, donde @
representa a los aminoacidos Leu, Val, Ile, Phe o Met.Las tres NESs se corresponden
con las secuencias **LASALSTL*?, *’VAKELESVYL' y ***VRNLLKQIDV>",
todas ellas localizadas en el extremo carboxilo terminal de la proteina.

Con el fin de determinar si estas secuencias son funcionales y actian como NESs
procedimos a la mutacion, en el caso de las NES1 y 2, de los aminoacidos hidrofobicos,
residuos clave en este tipo de secuencia, por alaninas. Una vez obtenidos los fragmentos
con las mutaciones por PCR, se subclonaron en un vector pPGEMT® y se comprobaron
por secuenciacion. A continuacion, procedimos a la sustitucion de la secuencia nativa de
MIG2 por la secuencia mutada, mediante recombinacion homologa en una cepa silvestre
W303.1A seguida, en pauta, por la secuencia de la GFP y el gen HIS5" como marcador.
Finalmente, los productos de PCR generados al amplificar el DNA gendmico de las
cepas obtenidas con los oligos Mig2-d y Mig2-r se secuenciaron para confirmar que
portaban la secuencia mutada sin haber incorporado otras mutaciones. Las cepas
obtenidas se denominaron FMY536 (Mig2nesi-GFP) y FMY537 (Mig2nes2-GFP),
respectivamente.

En el caso de la NES3, dada su localizacién proxima al extremo carboxilo terminal
de la proteina, en lugar de realizar mutagénesis dirigida, decidimos delecionar desde el
aminoacido 342 al 383. Finalmente, la secuencia delecionada se subclond en un vector
YEp352/GFP para obtener el plasmido YEp352/pMig2ngs3-GFP.
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Una vez generados los mutantes para las tres posibles NESs de Mig2 y con el fin de
confirmar si alguna de estas secuencias estd implicada en la interaccion de Xpol con
Mig2, decidimos llevar a cabo un ensayo de GST pull-down entre los mutantes
Mig2nes-GFP y Xpol-GST. Para realizar dicho experimento, en primer lugar, se
transformé una cepa mutante Amig2 con la construccion YEp352/pMig2nes3-GFP,
realizdndose la seleccion de las colonias positivas en placas con medio SC sélido sin
uracilo y con glucosa al 4%. Posteriormente, las células transformadas se crecieron en
40 ml de medio SCD liquido sin uracilo durante 16 horas a 28°C hasta una densidad
optica a 600 nm de 1,0. Tras este tiempo, se dio un pase a SC ura” con baja glucosa a la
mitad del cultivo durante una hora. En el caso de las cepas Mig2ngsi-GFP y Mig2xngs»-
GFP las células crecieron en medio complejo YEP y se procesaron de igual modo.
Finalmente, se obtuvieron extractos libres de células de ambas condiciones para a
continuacién, poner en contacto cantidades equivalentes de extracto con una resina
GST-Xpol, asi como con s6lo GST a modo de control. Por ultimo, se lavaron las
muestras de manera exhaustiva y se procesaron para su visualizacion mediante Western
Blot. Las proteinas retenidas se revelaron utilizando anticuerpos monoclonales anti-
GFP.

Como podemos observar en la figura R-3.2.2A la mutacion de las posibles
secuencias NES no parece afectar a la capacidad de Mig2 para interaccionar con la
exportina Xpol. Estos resultados indican que, o bien estas secuencias no estan actuando
como NESs, o bien es necesaria la mutacion de varias NESs simultdneamente para
poder apreciar un efecto fisioldgico.
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Figura R-3.2.2A: GST pull-down entre Xpol-GST y las proteinas Mig2yes;-GFP, Mig2yes,-GFP y
Mig2yess-GFP en S. cerevisiae. La mutacion de las diferentes sefiales NESs no impide la interaccion de
Mig2 con la exportina Xpol.
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Para confirmar estos resultados decidimos comprobar mediante microscopia de
fluorescencia si la localizacion de Mig2 se veia alterada en alguno de los mutantes NES.
Como podemos observar en la figura R-3.2.2B, ninguno de los mutantes presenta
alteracion alguna en el patron de localizacion de esta proteina, siendo Mig2, en ausencia
de glucosa, capaz de salir del nacleo y asociarse a la red mitocondrial.

Fuente de carbono: 1 Glucosa
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Figura R-3.2.2B: Localizacion de las proteinas Mig2-GFP, Mig2yesi-GFP, Mig2yes,-GFP 'y
Mig2ness-GFP en S. cerevisiae. La mutacion de las diferentes sefiales NESs no impide la salida del
nucleo de la proteina de fusion Mig2-GFP en baja glucosa.

Los resultados obtenidos concuerdan con el hecho de que las diferentes proteinas
mutantes en las NES de Mig2 continien siendo capaces de interaccionar con Xpol e
indican que, por separado, la mutacion de las posibles NESs encontradas en Mig2 no
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afecta a su exportacion nuclear o bien, que realmente estas secuencias no estidn
implicadas en la salida de Mig2 del nucleo.

3.2.3. Xpol no parece ser la via principal de exportacion de
Mig2.

A la vista de estos resultados nos planteamos dos posibles hipdtesis para explicar la
falta de efecto que tiene la mutacion de las distintas NESs sobre la localizacion de Mig2
o su interaccidon con Xpol. Por un lado, podria deberse a que dichas secuencias actian
de modo cooperativo y, por tanto, seria necesaria la mutacidon simultanea de varias para
observar una retencion de Mig2 en el nucleo. Otra posibilidad es que, si bien se ha
demostrado que Mig2 y Xpol interaccionan tanto in vivo como in Vvitro, ésta no sea la
via de exportacion principal implicada en la salida de Mig2 del nucleo.

Para comprobar si Xpol es la via principal de exportacion de Mig2 decidimos
observar la localizacion de dicha proteina en un mutante Xpol. El mutante Xpol es
inviable y, como en el caso de kap95, es necesario el uso de una cepa termosensible.
Dicha cepa es capaz de crecer correctamente a 22°C, comportandose como una cepa
silvestre, pero a temperatura no permisiva (37°C) Xpol pierde su funcionalidad.

En primer lugar, procedimos a etiquetar en el genoma con GFP el gen MIG2 de la
cepa mutante termosensible para Xpol (KWI121). Como marcador de seleccion se
utilizé el gen de resistencia a la kanamicina. La cepa obtenida (FMY529) se crecio en
medio minimo sin histidina y con alta glucosa recibiendo el mismo tratamiento que en
el caso del mutante kap95®. Finalmente se obtuvieron cuatro muestras correspondientes
a las temperaturas restrictiva y permisiva, asi como a los medios con alta y baja glucosa.
Estas muestras se procesaron para su estudio mediante microscopia de fluorescencia
siguiendo el apartado 7.2 de Materiales y Métodos.

Los estudios de fluorescencia que se muestran en la Fig. R-3.2.3 sugieren que, en
alta glucosa, Mig2ngs se localiza en el ntcleo celular, mientras que esta localizacion
cambia al descender la glucosa del medio, saliendo Mig2 del ntcleo y asocidndose a la
red mitocondrial. A la vista de los resultados obtenidos, Xpol parece no ser el sistema
principal de exportacion de Mig2, aunque no podemos descartar que colabore en la
misma.
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Cepa: FMY529 (xpol*/Mig2-GFP)
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Figura R-3.2.3: Localizacion de la proteina de fusién Mig2-GFP en el mutante Axpol. La presencia
de una proteina Xpol no funcional no conlleva la modificacion del patron de localizacion de la proteina
de fusion Mig2-GFP.

El hecho de que la importacion de Mig2 pueda estar regulada de algin modo por
Migl (apartados 1.10 y 3.1.6 de Resultados), plantea la posibilidad de que esta proteina
también juegue un papel en la exportacion de Mig2. Si bien esta opcidon no parece muy
probable, ya que en un mutante Amigl no se aprecia una disminucion en la asociacion
de Mig2 a la red mitocondrial (apartado 1.10 de Resultados). Ademas, el principal
sistema de exportacion utilizado por Migl estd mediado por Msn5 y como pudimos
comprobar, no se aprecia acumulacion alguna de Mig2 en el nicleo en condiciones de
baja glucosa apartado 3.1.1 de Resultados).
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4. Estudio del papel de Mig2 en las mitocondrias.

4.1. Estudio del crecimiento de un mutante Amig2 en diferentes
condiciones metabodlicas.

En el primer apartado de resultados pudimos observar que determinadas condiciones
metabolicas como estrés nutricional u oxidativo provocan la salida de Mig2 del nucleo y
su asociacion a la red mitocondrial. Esta asociacion a las mitocondrias hizo que nos
plantearamos la posibilidad de que Mig2 estuviera implicada en la regulacion, por parte
de la levadura, del uso de fuentes de carbono no fermentables.

Para comprobar esta hipdtesis, era necesaria una cepa mutante incapaz de expresar
la proteina Mig2. Para obtener dicha cepa se amplifico por PCR el casete de disrupcion
de MIG2 a partir de una cepa Y14575 (Euroscarf) que posee el gen MIG2 interrumpido
con el gen kanMX4 (confiere resistencia a geneticina). Una vez obtenido, ese casete se
utilizd6 para transformar la cepa W303.1A y asi obtener la cepa FMYS5I1
(MIG2::KanMX4).

A continuacidn, se resembro una alicuota de la cepa control W303.1A y del mutante
Amig2 en agua estéril, ajustando la D.O. a 600 nm a 0,8. Posteriormente, se realizaron
diluciones seriadas 10", 10?2, 10~ y 10™ de ambas cepas, depositando una gota de 5 ul
de cada dilucién en medio completo sélido YEP con glucosa al 4%, con etanol al 3% o
con glicerol al 3% para asi comprobar la capacidad de crecimiento que presenta dicha
cepa en presencia de diferentes fuentes de carbono.

Dilucion
-1 -2 -3 -4

10 10 10 10

W303.1A

Glucosa,
24h.
W303.1A
MIG2::KanMX4

W303.1A

Etanol,

W303.1A 60h.

MIG2::KanMX4

W303.1A

Glicerol,
70h.
W303.1A
MIG2::KanMX4

Figura R-4.1: Crecimiento en presencia de diferentes fuentes de carbono de una cepa mutante
Amig2. La ausencia de la proteina Mig2 no parece implicar ninguna modificacion en la capacidad de
crecimiento de la levadura en presencia de glucosa, glicerol o etanol.
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Como podemos apreciar en la figura R-4.1, la ausencia de Mig2 no parece tener
efecto sobre la capacidad de crecimiento de la levadura, tanto en presencia de una
fuente de carbono fermentable (glucosa), como de una fuente no fermentable (etanol o
glicerol).

4.2. Mig2 interacciona con Upsl de manera dependiente de glucosa.

Una vez observado que, aparentemente, la ausencia de la proteina Mig2 no supone
una desventaja en la capacidad de la levadura para adaptarse a diferentes condiciones
metabolicas, decidimos realizar una busqueda, en las bases de datos existentes, de
posibles proteinas que interaccionasen con Mig2, tanto fisica como genéticamente.

A través de las bases BIOGRID (http://www.thebiogrig.org/) y DRYGIN
(http://www.drygin.ccbr.utoronto.ca/) encontramos diez proteinas que presentan una
interaccion genética con Mig2 (Fig. R-4.2A). Siete de ellas estan clasificadas dentro de

la categoria “metabolismo/mitocondria”. Dentro de este grupo se encuentra Upsl,
proteina mitocondrial localizada en el espacio intermembrana y a la que ya hicimos
referencia en la introduccion. Entre las funciones de Upsl se encuentra la regulacion de
los niveles de cardiolipina, el mantenimiento de la morfologia mitocondrial y el
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procesamiento de proteinas mitocondriales (*>"**%).
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Figura R-4.2A: Mapa de interacciones genéticas del factor transcripcional Mig2. La proteina Mig2
presenta una interaccion genética con diez proteinas, de las cuales, siete estan incluidas dentro del grupo
“metabolismo/mitocondrias”.

Una vez confirmada la existencia de una interaccion genética entre Mig2 y Upsl,
dada la localizacion mitocondrial de la misma, nos planteamos la posibilidad de que
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existiera una interaccion fisica entre ambas proteinas. De existir dicha interaccion
podria ser la responsable de la asociacion de Mig?2 a la red mitocondrial.

Para comprobar esta hipotesis partimos de una cepa que contiene el gen UPS1
etiquetado en el genoma con el epitopo myc (cedida amablemente por el Dr. Sesaki) y
procedimos a etiquetar Mig2 con GFP del mismo modo mostrado con anterioridad,
generando la cepa FMY503.

A continuacion, tanto la cepa sometida a estudio como el control que expresa tetR-
GFP crecieron en 200 ml de YEP con alta glucosa hasta una DOggy de 0,8. Una vez
alcanzada dicha densidad, se dio un pase de una hora a YEP glicerol a la mitad del
cultivo y ambas muestras se procesaron segun se indica en Materiales y Métodos.
Cantidades idénticas de extracto se pusieron en contacto con una resina de proteina A-
Sepharosa a la que previamente se habia dejado interaccionando con un anticuerpo anti-
GFP, y se mantuvieron a 4°C en una noria durante toda la noche. Tras lavar de manera
exhaustiva las muestras, éstas se procesaron para su analisis mediante Western Blot,
revelandose las proteinas retenidas con un anticuerpo monoclonal anti-myc.

Como podemos apreciar en la figura R-4.2B existe una minima interaccion entre
Upsl y Mig2 en presencia de glucosa, mientras que la intensidad de la misma se
incrementa considerablemente en ausencia de la hexosa. No se observa interaccion
alguna con el control tetR-GFP, mostrando que la interaccion entre Upsl y Mig2 es
especifica.

FMY534 FMY503 Glucosa FMY503 Glicerol

Exto. total Ultimo Eluido Exto. total Ultimo Eluido Exto. total Ultimo Eluido
lavado lavado lavado

—— Rl R it W @m Upsl-myc

Figura R-4.2B: Inmunoprecipitacion entre Mig2-GFP y Upsl-myc. En presencia de glucosa no se
aprecia interaccion entre ambas proteinas, mientras que es intensa en ausencia de la misma.

Para confirmar esta interaccion, asi como concretar las condiciones que regulan la
misma, realizamos un ensayo de coinmunoprecipitacion precipitando Upsl-myc y
detectando Mig2-GFP. Las condiciones ensayadas fueron las mismas que se usaron en
los estudios de localizacion de Mig2 mediante microscopia de fluorescencia: alta
glucosa (Glc 4%); baja glucosa (Glc < 0,05%); glicerol (3%); alta glucosa mas SmM de
H,0, (estrés oxidativo); alta glucosa mas 0,1 mM de t-BOOH (estrés oxidativo) y alta
glucosa mas 0,4 M de NaCl (estrés osmotico).
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Se observa (Fig. R-4.2C) una leve interaccion entre Upsl y Mig2 en aquellas
condiciones en las que el monosacarido glucosa estd presente (calles 1, 4, 5 y 6),
estimulandose esta interaccion en presencia de agentes inductores tanto de estrés
oxidativo como de estrés osmotico (calles 4, 5 y 6). Por el contrario, en condiciones de
estrés nutricional la interaccion entre ambas proteinas es fuerte. A la vista de estos
resultados, podemos concluir que la presencia de glucosa en el medio es uno de los
factores reguladores de la interaccion entre Ups1l-myc y Mig2-GFP.

Cepa: FMY503 (Ups1-myc/Mig2-GFP)

Fte. de Carbono: Glucosa Glucosa Glicerol Glucosa Glucosa Glucosa
4% 0,05% 3% H,0, t-BOOH NaCl

Calle: 1 2 3 4 5 6
—
72KDa =— - - . - * 4 Mig2-GFP
52KDa —
A KD e e e el 4 Upsl-myc
34KDa —

Figura R-4.2C: Inmunoprecipitacion entre Upsl-myc y Mig2-GFP. En presencia de glucosa se
observa una leve interaccion entre ambas proteinas, mientras que esta interaccion es fuerte en ausencia
del monosacarido.

4.3. La asociacion de Mig2 a la red mitocondrial, en condiciones de
estres nutricional, depende de Upsl.

Como hemos podido observar, en condiciones de estrés nutricional y estrés
oxidativo Mig2 sufre un transporte muy rapido desde el interior del ntcleo celular al
citoplasma, donde pasa a asociarse a la red mitocondrial. En ausencia de glucosa, pero
no en presencia de un agente oxidativo como perdxido de hidrogeno o tertbutilo, Mig2
interacciona de manera intensa con la proteina mitocondrial Upsl. Ambos resultados
sugieren que la localizacion mitocondrial de Mig2 en ausencia de glucosa se debe a la
interaccion de la misma con Upsl.

Para confirmar esta teoria, realizamos una purificaciéon de mitocondrias en presencia
y ausencia de Upsl segun estd descrito en el apartado 5.2 de Materiales y Métodos. Las
levaduras utilizadas fueron la cepa FMY501 (Mig2-GFP) y la cepa FMY510
(Aupsl/Mig2-GFP).

En la figura R-4.3A podemos observar que, cuando la fuente de carbono presente en
el medio es el glicerol, en ausencia de Upsl la cantidad de Mig2 detectada en las
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mitocondrias disminuye de manera muy acusada. Por tanto, parece que Upsl es
responsable de la asociacion de Mig2 a la red mitocondrial en ausencia de glucosa.

Glucosa Glicerol
Exto. total  Citoplasma Mitocon- Exto. total Citoplasma Mitocon-
drias drias
FMY501 -— —— a— —— <= Mig2-GFP
(Mig2-GFP)
FMY510 R -— <= Mig2-GFP

(Aups1/Mig2-GFP)

Figura R-4.3A: Localizacion de Mig2 en diferentes tracciones subcelulares en presencia y ausencia
de Upsl. En ausencia de Upsl, la cantidad de Mig2 presente en las mitocondrias desciende
drésticamente en condiciones de baja glucosa.

Para confirmar estos resultados, decidimos analizar mediante microscopia de
fluorescencia la localizacion subcelular de Mig2-GFP en una cepa mutante Aupsl. Para
ello, la cepa FMY510 se creci6 en las mismas condiciones utilizadas a lo largo del resto
del trabajo, sufriendo un pase de 5 minutos a baja glucosa. Tras este tiempo, las
muestras correspondientes al crecimiento en alta y baja glucosa se procesaron y
observaron al microscopio de fluorescencia.

En presencia de glucosa, tanto en la cepa silvestre como en la cepa mutante Aupsl,
Mig2 se acumula en el nucleo. Por el contrario, tras permanecer durante 5 minutos en
un medio con baja glucosa, la localizaciéon de Mig2 en ambas cepas es diferente.
Mientras que en una cepa silvestre la proteina Mig2 se encuentra asociada a la red
mitocondrial en el 98% de las células, en ausencia de Upsl, aproximadamente el 79%
de las células muestran una localizacion nuclear de Mig2.

1 Glucosa

FMY501
(Mig2-GFP)

(Aups1/Mig2-GFP) | 6 !

Cte. de Fases

FMYS510

FMY501

(Mig2-GFP) ‘

T

FMY510 ’ .
(Aups1/Mig2-GFP) ‘

Cte. de Fases GFP

Merge
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Figura R-4.3B: Localizacion subcelular de Mig2-GFP en las cepas FMY501 y FMY510. La ausencia
de la proteina Upsl provoca que, en baja glucosa, una gran parte de Mig2 quede retenida en el nicleo y
no se asocie a la red mitocondrial.

Estos resultados, unidos a los obtenidos mediante los ensayos de fraccionamiento
subcelular, muestran la importancia de la interaccion entre Upsl y Mig2 para la
asociacion de esta Ultima a la red mitocondrial en ausencia de glucosa.

4.4. El represor Mig2 no estd implicado en la regulacion de los
niveles intracelulares de UpsL.

El hecho de que la asociacion de Mig2 a la red mitocondrial sea dependiente de su
interaccion con Upsl, nos llevo a plantear la posibilidad de que la funciéon del represor
transcripcional en este organulo estuviera relacionada con la regulacion de los niveles
intracelulares de la proteina mitocondrial Upsl. Con el fin de confirmar esta hipdtesis,
realizamos un ensayo Western Blot en las cepas YRJ2012 (Upsl-myc) y FMY504
(Amig2/Upsl-myc). Para llevar a cabo dicho experimento, las cepas mencionadas
crecieron en 10 ml de YEP con alta glucosa hasta una DOgg de 0,8, momento en el cual
se dio un pase de una hora a YEP con baja glucosa a la mitad del cultivo. Ambas
muestras se procesaron segun se indica en Materiales y Métodos.

Los extractos obtenidos se analizaron por Western Blot utilizando anticuerpos

monoclonales anti-myc. Como se observa en la figura R-4.4, la ausencia de la proteina
Mig2 no parece tener gran repercusion sobre los niveles intracelulares de Upsl.
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Calle: 1 2 3 4

42 KDa == € Upsl-myc

34KDa =

Figura R-4.4: Niveles intracelulares de Upsl-myc en una cepa silvestre (YRJ2012) y en un mutante
Amig2 (FMY504). Los niveles de Upsl presentes en la célula son constantes en alta y baja glucosa
(calles 1 y 2) y no se ven alterados significativamente por la ausencia de Mig2 (calles 3 y 4).

4.5. Mig2 esta implicada en el mantenimiento de la morfologia
mitocondrial, posiblemente, mediante su participacion en la ruta
de fusion.

Tras observar que la ausencia de Mig2 no conlleva, a simple vista, defectos en la
capacidad de crecimiento de la levadura en presencia de fuentes de carbono no
fermentables, que Mig2 interacciona con Upsl y que Mig2 depende de Upsl para
asociarse a las mitocondrias, nos planteamos la posibilidad de que la funcion de Mig2
en estos organulos pudiera estar relacionada con alguno de los papeles que Ups] juega
en los mismos.

Una de las funciones de Upsl en las mitocondrias es la regulacion de su morfologia
posiblemente a través del papel que juega en la topogénesis de la proteina Mgml. En
ausencia de Ups] y presencia de glucosa Pcpl no es capaz de procesar a Mgml, de tal
manera que solo estd presente la forma I-Mgml. El mutante Aupsl se caracteriza por
presentar problemas de crecimiento en presencia de glucosa, asi como por una
morfologia mitocondrial anémala caracterizada por tibulos incompletos y fragmentos
mitocondriales, fenotipo propio de mutantes de fusion como Afzol.

Para comprobar si, al igual que Upsl, Mig2 estd implicada en el mantenimiento de
la morfologia mitocondrial nos propusimos analizar la morfologia de estos organulos en
una cepa mutante Amig2 y comprobar el fenotipo observado con diferentes mutantes
tanto de la ruta de fusion como de la ruta de fision mitocondrial.
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Las cepas utilizadas en estos experimentos se muestran a continuacion:

Nombre Genotipo

BY4742 MATae, his3A4 1; leu2A 0; metlSA 0; ura3A 0.
YRJ2011 MATa; his3; leu2; lys2; trpl; ura3; upsl::kanMXA4.
Y01489 MATa;his341,; leu2A0; met15A40; ura340; dnml::kanMX4.
Y03319 MATa; his341; leu2A0; met1540; ura3A0; fzol::kanMX4.
Y 14575 MATo,; his3A1; leu2A0; lys2A0; ura3A0; mig2.:kanMX4.

Tabla R-4.5: Cepas utilizadas en los estudios de morfologia mitocondrial.

Las levaduras indicadas se transformaron con el plasmido pRS316/Su9-RFP para
permitir la observacion de las mitocondrias. Los transformantes se seleccionaron en
medio minimo s6lido sin uracilo y con glucosa para, posteriormente, crecer durante 16
horas en medio liquido con agitacion a 28°C. Una vez alcanzada la densidad Optica
deseada (DOgpp = 1,0) los cultivos sufrieron un pase a medio con baja glucosa durante
una hora. A continuacion, las muestras se procesaron para su analisis mediante
microscopia de fluorescencia.

En presencia de glucosa, una cepa silvestre se caracteriza por presentar redes
mitocondriales simples con pocos tibulos y ramas. En condiciones de estrés nutricional,
esta morfologia se vuelve mas compleja y ramificada. Como podemos observar en la
figura R-4.5A, la cepa Amig2 presenta el mismo fenotipo que una cepa silvestre en
presencia de glucosa. Por el contrario, al descender la cantidad de glucosa en el medio,
un mutante para la proteina Mig2 presenta un fenotipo mitocondrial andomalo,
caracterizado por la presencia de fragmentos y acimulos mitocondriales.
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Figura R-4.5A: Morfologia mitocondrial en una cepa silvestre y un mutante Amig2 en alta y baja
glucosa. La ausencia de la proteina Mig2 origina un fenotipo anémalo en la morfologia mitocondrial
cuando la levadura crece en presencia de glicerol.

Con el fin de confirmar que el fenotipo observado se asemeja al presentado por otros
mutantes de fusion como Aupsl y Afzol analizamos la morfologia mitocondrial propia
de estas cepas. Asi mismo, también se estudid la morfologia presentada por mutantes en
la ruta de fision mitocondrial, como la proteina Dnml. Dado que s6lo observamos
modificaciones en la morfologia de estos organulos cuando la levadura crece en
glicerol, a partir de este punto, los estudios se realizaron siempre en estas condiciones
metabolicas.

Como podemos observar en la figura R-4.5B, mutantes en la ruta de fisién
mitocondrial, como es el caso del mutante Adnml, se caracterizan por presentar todas
sus mitocondrias acumuladas en un gran agregado. Las mitocondrias de estos mutantes
no son capaces de dividirse, originando redes complejas que contienen muchas
ramificaciones interconectadas entre si. En ¢l caso de mutantes de fusion como Afzol y
Aupsl, la incapacidad de las mitocondrias de unirse entre si, unida al exceso de
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episodios de division, originan fragmentos mitocondriales dispersos a lo largo de la
célula.

Glicerol

Y01489

(Adnml)
\_J
Y03319
(Afzol)
.

YRJ2011 '

(Aupsl) .

=

Su9-RFP DAPI  Cont. de Fases

Figura R-4.5B: Morfologia mitocondrial de las cepas mutantes Adnm1, Afzol y Aupsl. Mutantes en
componentes de la ruta de fision, como Dnml, muestran agregados mitocondriales, mientras que,
mutantes de fusion como Afzol o Aupsl se caracterizan por presentar fragmentos mitocondriales.

El fenotipo anomalo mostrado por el mutante Amig2 presenta una gran similitud al
fenotipo propio de los mutantes Afzol y Aupsl. Este hecho nos llevé a plantear la
posibilidad de que Mig2 estuviera implicada en el mantenimiento de la morfologia
mitocondrial, posiblemente, a través de su participacion en la ruta de fusion. Con el fin
de comprobar esta hipotesis, decidimos verificar si la ausencia del gen MIG2 era capaz
de revertir el fenotipo aberrante de alguno de los mutantes mostrados en la figura
anterior, ya que esta descrito que el exceso de fragmentacion propio de mutantes en
componentes de la ruta de fusion puede ser rescatado por la delecion de algunos genes
esenciales de la ruta de fision y viceversa ('°).

En primer lugar, procedimos a sustituir el gen MIG2 por HIS3 en las cepas Adnml y
Afzol y el gen UPS1 por HIS3 en la cepa Amig2. Para llevar a cabo dicha sustitucion,
amplificamos por PCR el gen HIS3 utilizando como molde el plasmido pFAo6a-
HIS3Mx6 y los oligos apropiados para cada uno de los genes. Una vez obtenidos los
casetes de, se transformaron las cepas correspondientes para, finalmente, generar los
dobles mutantes FMY505 (Adnm1/Amig2), FMY506 (Afzol/Amig2) y FMYS512
(Amig2/Aupsl).

Una vez obtenidos los dobles mutantes, se transformaron con el plasmido
pRS316/Su9-RFP a modo de marcador mitocondrial y se observaron al microscopio de
fluorescencia.

El analisis de estas c€lulas nos permitid observar que el fenotipo mitocondrial de los
dobles mutantes Afzol/Amig2 y Amig2/Aupsl no muestra diferencias respecto al
manifestado por los correspodientes mutantes simples. Por el contrario, el doble
mutante Adnm1/Amig2 no presenta las mitocondrias agregadas e interconectadas
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propias del mutante Adnm1, sino que estos organulos se organizan formando un tnico

anillo localizado en la periferia de la célula.

El hecho de que ¢l doble mutante Adnm1/Amig2 sea capaz, al menos parcialmente,
de recuperar la capacidad de formacion de tubulos mitocondriales, parece indicar que el
papel de Mig2 en la morfologia mitocondrial se ejerce a través de su participacion en la
ruta de fusion. Un efecto curioso de esta doble mutacion es el hecho de que se forme un
unico tibulo completo sin divisiones, aparentemente proximo a la membrana celular.
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Y01489 FMY505
(Adnml) (Adnm1/Amig2)
Y03319 FMY506
(AMfzol) (Mfzol/Amig2)
YRJ2011 FMY512
(Aupsl) (Amig2/Aupsl)
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Figura R-4.5C: Morfologia mitocondrial de las cepas mutantes Adnm1, Afzol, Aupsl, Adnm1/Amig2,
Afz01/Amig2 y Amig2/Aupsl. La ausencia de la proteina Mig2 parece ser capaz de revertir parcialmente
el fenotipo andémalo del mutante de fision mitocondrial Adnm1, por el contrario, no parece tener efecto
sobre el fenotipo de los mutantes de fusién Aupsl y Afzol.
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4.6. La ausencia de la proteina Mig2 no conlleva problemas de
segregacion del mtDNA.

Una vez confirmada la participacion de Mig2 en los procesos de morfologia
mitocondrial, nos propusimos profundizar mas en el estudio de la funcion que lleva a
cabo en estos organulos.

Los componentes de la ruta de fusiéon mitocondrial, al igual que sucede en todo
sistema bioldgico, no tienen la misma importancia o participan de la misma manera en
el proceso que regulan. Se ha descrito que la ausencia de proteinas fundamentales en la
fusion, como Fzol, provoca problemas en la segregacion mitocondrial entre células
hijas con la consiguiente pérdida de viabilidad por pérdida del mtDNA en presencia de
sustratos no fermentables. Con el fin de comprender un poco mas el papel de Mig2 en
las mitocondrias, decidimos llevar a cabo estudios de herencia del mtDNA en una cepa
Amig2, asi como en los dobles mutantes de esta proteina utilizados anteriormente.

Para abordar estos estudios, las cepas Wt, Amig2, Aupsl, Afzol, Amig2/Aupsl y
Afz01/Amig2 se crecieron en YEP con alta glucosa a 28°C y 37°C hasta una DOgg de
0,3. Una vez alcanzada dicha densidad optica se obtuvieron muestras a las 0 h, 2,5 h, 5
h, 7,5 h y 24 h. A continuacion, estas muestras se diluyeron de forma adecuada para
permitir el crecimiento de un numero cuantificable de colonias por placa. Las colonias
se dejaron crecer durante 24 horas en placas de YEP con glucosa a la temperatura
correspondiente y, posteriormente, se replicaron en placas de YEP con baja glucosa
donde crecieron durante 48 horas. El porcentaje de colonias supervivientes en baja
glucosa tras la réplica nos indica las colonias capaces de crecer en ausencia de fuentes
de carbono no fermentables y, por tanto, es un reflejo de estabilidad del mtDNA.

Los datos obtenidos indican que a 28°C so6lo hay dos cepas que muestran serios
problemas de crecimiento en presencia de fuentes de carbono no fermentables, el
mutante Afzol y la cepa derivada de ésta, la Afzol/Amig2 (Fig. R-4.6A). El resto de
cepas no presentan problemas lo que indica que son capaces de transmitir el mtDNA a
las células hijas.
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Figura R-4.6A: Estudio de la herencia del mtDNA en las cepas Wt, Amig2, Aupsl, Afzol,
Amig2/Aupsl y Afzol/Amig2 a 28°C. Aquellas levaduras con problemas en la segregacion del mtDNA
muestran defectos de crecimiento en ausencia de fuentes de carbono fermentables.

A 37°C cuando, las condiciones son mas restrictivas, hay una ligera modificacion de
la capacidad de crecimiento. Las cepas que ya presentaban dificultades de herencia del
mtDNA a 28°C, evidentemente, continian mostrando los mismos problemas. Por el
contrario, la cepa Aupsl que no mostraba dificultades de crecimiento a 28°C pierde de
forma muy acusada su capacidad para crecer en presencia de etanol. Inesperadamente,
Amig2 no s6lo no presenta ninglin problema de crecimiento a esta temperatura, sino que
es capaz de rescatar parcialmente el fenotipo mostrado por el mutante Aupsl.
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Figura R-4.6B: Estudio de la herencia del mtDNA en las cepas Wt, Amig2, Aupsl, Afzol,
Amig2/Aupsl y Afzol/Amig2 a 37°C. Aquellas levaduras con problemas en la segregacion del mtDNA
muestran defectos de crecimiento en ausencia de fuentes de carbono fermentables.
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Para confirmar estos datos, las muestras obtenidas de cada una de las cepas a las 24
horas, tanto a 28°C como a 37°C, se observaron al microscopio de fluorescencia tras su
tincion con DAPI, lo que permite la visualizacion del mtDNA. Los datos obtenidos (no
mostrados) coinciden con los mostrados en las graficas anteriores. Mientras que las
cepas Wt, Amig2, Aupsl y Amig2/Aupsl son capaces de conservar el mtDNA, no se
observa rastro alguno de éste en los mutantes Afzol y Afzo1/Amig2.

4.7. La ausencia de Mig2 es capaz de revertir parcialmente los
problemas de crecimiento en un mutante Aupsl.

Los datos obtenidos en el apartado anterior muestran que el doble mutante
Amig2/Aupsl presenta una mayor capacidad que el mutante simple Aupsl a la hora de
segregar su mtDNA. Por tanto, decidimos comprobar si la ausencia de la proteina Mig2
tiene alguna influencia sobre la capacidad de crecimiento del mutante Aupsl.

Como podemos apreciar en la figura R-4.7, la ausencia de Mig2 permite que el
mutante Aupsl pueda crecer en presencia de sustratos no fermentables como etanol o
glicerol, al mismo tiempo que mejora la capacidad de crecimiento de esta cepa en un
medio rico en glucosa.
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Figura R-4.7: Estudio del crecimiento de las cepas Wt, Amig2, Aupsl y Amig2/Aupsl. La falta del
gen MIG2 es capaz de revertir los problemas de crecimiento presentados por el mutante Aupsl en
presencia de etanol y glicerol, asi como mejorar la capacidad de crecimiento de esta cepa en presencia de

glucosa.
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DISCUSION.

En la introduccion haciamos referencia a la necesidad, por parte de todos los seres
vivos, de una adaptacion dindmica y constante a las fluctuaciones del medio. Los
microorganismos, generalmente, viven en ambientes muy variables, hecho que propici6
el desarrollo de un sofisticado programa genético capaz de responder a las variaciones
ambientales.

En cuanto a la disponibilidad de nutrientes, de entre los multiples aztcares presentes
en la naturaleza la levadura utiliza de forma preferente la glucosa. Cuando esta fuente
de carbono esta presente en el medio, se activa un complejo sistema de respuesta que
comprende la modificaciéon en el patrén de expresion de multitud de genes,
posibilitando la utilizacion del monosacarido y reprimiendo la expresion de aquellos
genes requeridos para la utilizacion de fuentes de carbono alternativas.

Las teorias actuales muestran la sefalizacion por glucosa como un mecanismo
dinamico generado en respuesta a estrés nutricional. Este modelo se basa en el
establecimiento de equilibrios dindmicos entre las fracciones proteicas responsables, en
ultima instancia, de la expresion génica, de tal manera que tanto la localizacion como
las interacciones entre componentes, son funcion de la concentracion de glucosa
presente en el medio, permitiendo que la célula alcance un estado metabolico 6ptimo,
resultado de la integracion de multitud de sefiales extracelulares (22%%).

El establecimiento de equilibrios dindmicos para la consecucion de una adecuada
regulacion génica resulta razonable teniendo en cuenta que los microorganismos, de
forma natural, crecen en ambientes sometidos a cambios constantes. De este modo, la
célula consigue una adaptacion rapida, precisa y flexible en cada situacion.

Estos mecanismos de adaptacion a fluctuaciones ambientales estan muy
conservados evolutivamente. De hecho, el sistema de sefializacion en respuesta a
glucosa de S. cerevisiae es, a nivel molecular, similar al presente en eucariotas
superiores. Cuando la glucosa presente en el medio se detecta, origina una sefial que se
transmite al interior de la célula y desencadena una respuesta que, en ultima instancia,
conlleva una modificacion en los patrones de expresion génica con la consiguiente
adaptacion del metabolismo celular.

La importancia del sistema de sefializacién por glucosa en levaduras puede verse
reflejada en la gran complejidad que presenta. En primer lugar, la existencia de
multiples vias de deteccion y sefalizacion de glucosa (Ras/cAMP, Gprl/Gpa2 y
Snf3/Rgt2) permite a la célula estimar con gran precision la concentracion este azucar
presente en el medio externo y generar la respuesta adecuada. Asi mismo, la presencia
simultdnea de distintos reguladores transcripcionales capaces de unirse a motivos de
DNA muy similares, pero con distinta afinidad, permite a la célula modular el grado de
esta respuesta. Tal es el caso de los represores transcripcionales Migl y Mig2. Ambas
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proteinas presentan en su estructura motivos de dedos de zinc y son capaces de unirse a
secuencias de DNA casi idénticas, ricas en GC. Varios trabajos demuestran que Migl y
Mig2 son capaces de llevar a cabo una regulacion combinada, si bien Migl seria el
represor principal y Mig2 actuaria como un modulador, permitiendo este sistema de dos
componentes una regulacion mas fina en respuesta a pequefias fluctuaciones de glucosa.
El hecho de que Migl sea el regulador principal puede deberse a la mayor afinidad que
presenta por los motivos presentes en los promotores de los genes que regula (°°) o bien
a la expresion diferencial de ambos factores en funcién de las condiciones. En este
sentido, se ha descrito que la expresion de MIG2 aumenta en presencia de glucosa,
respecto a los valores mostrados en galactosa, a través de la via Snf3/Rgt2, mientras que
la expresion de MIG1 se encuentra controlada de forma negativa en presencia del
monosacarido, tanto por Mig2 como por la propia proteina Migl (***).

Ademas de la compleja regulacion a la que estd sometida la expresion de ambas
proteinas y la diferente afinidad que muestran por el DNA, esta descrito que tanto Migl
como Mig2 se unen con diferente intensidad a los motivos de union presentes en el
promotor del gen SUC2 (*°). La existencia de dos sitios de union, uno de alta y otro de
baja afinidad, en un mismo promotor ha sido identificada como un mecanismo que
permite a la célula modular la intensidad de la respuesta (**).

Dentro del sistema de represion por glucosa del gen SUC2, componentes esenciales
como Migl (*'*7*), Hxk2 (*'**2%%2%) y Snfl (*****®) han sido ampliamente estudiados a
lo largo de los afios, mientras que las investigaciones relativas a la proteina Mig2 son
escasas y soOlo asignan a ésta un papel modulador de la funcion del represor
transcripcional Migl. Pese a la importancia del binomio Migl/Mig2 en la regulacién
por glucosa, resulta dificil creer que la tnica funcién de Mig2 sea actuar como represor
secundario de Migl. Por tanto, en este trabajo nos planteamos profundizar en el estudio
de esta proteina a fin de poder construir un modelo mas detallado de la regulaciéon por
glucosa del gen SUC2 y como descubrir si, efectivamente, la funcion de Mig2 no va
mas alla de modular el papel represor de Migl.

Los resultados obtenidos a lo largo de esta tesis nos permiten presentar el siguiente
modelo de regulacion de SUC2 basado en equilibrios dinamicos, de tal manera que
tanto los desplazamientos entre el nucleo y el citoplasma, como las interacciones entre
los componentes del complejo represor, vienen definidos por la cantidad de glucosa
presente (Fig. D-1, pag. 158).

Cuando la glucosa esta presente en el medio, se detecta por los receptores de
membrana Snf3 y Rgt2, lo que genera una sefial a través de Grr1°“F que, finalmente,
llega hasta Rgtl. En estas condiciones, Rgtl se encuentra hiperfosforilado debido a la
accion de Tpk3, disociandose del complejo represor de ciertos genes como HXK2 (') o
MIG2 (%% y permitiendo su expresion. El heterotrimero Snfl se encuentra,
mayoritariamente, en su forma inactiva en el citoplasma, aunque alin existe una pequena
fraccion del complejo en forma activa capaz de localizarse en el nucleo, fosforilar a

Migl e interaccionar con Mig2 (apartado 2.2.6 de Resultados). Asi mismo, la reducida
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cantidad de Hxk2 presente en el nicleo es capaz de evitar la fosforilacion de Migl
mediante su interaccion con Migl y Snfl. Tanto Migl como Hxk2 son capaces de
interaccionar con Mig2 en estas condiciones (apartados 2.2.5 y 2.2.6 de Resultados).
Esta red de interacciones es capaz de mantener a los represores transcripcionales Migl y
Mig2 en su conformacién activa y, por tanto, la represion de SUC2 se mantiene
(apartados 2.2.1 y 2.2.3 de Resultados). No se puede excluir la posibilidad de que la
pequefia cantidad de Mig2 presente en el citosol se una a la fraccion desensamblada de
Snfl y a las fracciones de Hxk2 y Migl presentes en este compartimento. También
existe una pequeiia fraccion de Mig2 que, en presencia de glucosa, es capaz de asociarse
a la red mitocondrial (apartado 1.9 de Resultados).

Al disminuir la glucosa intracelular se produce la activacion de ciertas quinasas
como Sakl, Tos3 y Elml (aunque Sakl es la quinasa fundamental en el sistema de
sefializacion por glucosa) que fosforilan a Snfl en su dominio de activacion (**)
provocando que una fraccion muy importante de la misma se localice en el nucleo
gracias a Gal83. Una vez en el ntcleo, debido a que Hxk2 deja de interaccionar con
Migl y ya no forma parte del complejo represor, Snfl fosforila a Migl en la Sers;
provocando que la mayor parte de esta proteina salga del nacleo (*°). Asi mismo, la
fraccion nuclear de Snfl es capaz de interaccionar con la pequefia cantidad de Mig2
presente en este compartimento (apartado 2.2.6 de Resultados), aunque no parece que
Snfl sea la quinasa responsable de la regulacién de esta proteina (°°). En estas
condiciones, Hxk2 se fosforila en la Ser14 estimulandose su interaccion con Xpol y su
exportacion nuclear (*%). Aun es capaz de mantener cierta interaccion con Mig2, aunque
desconocemos el compartimento subcelular en el que ésta tiene lugar (apartado 2.2.6 de
Resultados). En condiciones de baja glucosa, sélo una pequefia fraccion de Migl se
localiza en el nucleo (quizas debido a la traduccion de nueva proteina, a la accion de
Regl/Glc7 (u otra fosfatasa) o a que no toda la proteina es fosforilada por Snfl). Este
remanente nuclear de Migl mantiene, en colaboracion con Mig2, cierto grado de
represion del gen SUC2 (apartados 2.2.1, 2.2.3 y 2.2.5 de Resultados).

También cabe destacar la presencia de una pequena fraccion de Mig2 en el nucleo,
tanto en alta como en baja glucosa, capaz de llevar a cabo la represion del gen SUC2 en
ausencia del represor transcripcional Migl (apartados 2.2.1 y 2.2.4 de Resultados).

Con anterioridad haciamos alusion a la importancia de una regulacion precisa, fruto
de la integracion de multitud de seiales del medio externo, para el mantenimiento de un
sistema homeostatico. Como indicdbamos, para que la célula mantenga todos los
pardmetros dentro del rango deseado es necesario el establecimiento constante de
ajustes a nivel metabolico, obtenidos en parte, a través de variaciones a nivel
transcripcional, bien modificando la tasa de transcripcion, bien la estabilidad del
mRNA.

En cuanto a la regulacion por glucosa, Migl y, en menor medida, Mig2, juegan un
papel fundamental en la modulacion de la expresion génica. A su vez, ambas proteinas
estan sometidas a una compleja regulacion por parte del monosacarido. Se ha descrito
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que tanto Migl como Mig2 median la autorregulacion de la via de represion por
glucosa, ya que la expresion del gen MIG1 se encuentra reprimida, en presencia de
glucosa, tanto por Mig2 como por la propia Migl manteniendo, de este modo, unos
niveles adecuados del represor y evitando la sobreexpresiéon del mismo (***). Del mismo
modo, a lo largo de este trabajo, hemos visto como la expresion del gen MIG2 se
encuentra regulada por Migl a través del mismo complejo represor encargado de
adecuar la expresion de SUC2 a los niveles de glucosa presentes en el medio (apartados
1.4, 1.6 y 1.7 de Resultados).

Figura D-1: Regulacion del gen SUC2. En la figura se representa el sistema de regulacion tanto en alta
glucosa (parte superior de la imagen, fondo azul) como en baja glucosa (parte inferior de la imagen, fondo
rosa). El compartimento nuclear se encuentra a la izquierda de la membrana (representada mediante
esferas amarillas), mientras que el citoplasma se localiza en la parte derecha. En la parte inferior derecha
se representa la red mitocondrial. Los movimientos posibles para cada proteina en un momento
determinado se indican mediante flechas; dos flechas orientadas en sentidos opuestos representan un
equilibrio en su desplazamiento, en caso de que éste se encuentre desplazado, las flechas presentan
diferentes grosores; una flecha circular indica el nicho subcelular mayoritario en esa situacion metabolica.
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El desarrollo por parte de los eucariotas de una membrana nuclear capaz de contener
la mayor parte del material genético en su interior, da lugar a una separacion fisica entre
procesos tales como la replicacion o la transcripcion de procesos metabdlicos o la
sintesis de proteinas, entre otros. Esta separacion, ademas, contribuye a la generacion de
un gradiente de aquellos elementos implicados directamente en la regulacion de la
expresion génica. Para regular el paso de estas moléculas entre ambos compartimentos,
la célula desarrolld unas estructuras complejas, denominadas poros nucleares, que
permiten la comunicacion entre el ntcleo y el citosol.

Como ya se menciond, el paso a través del complejo del poro nuclear suele ser, para
moléculas mayores de 40 kDa, un transporte activo que requiere tanto la presencia de
transportadores pertenecientes a la familia de las Carioferinas como un gradiente de la
proteina Ran-GTP (Gspl en levaduras) entre el niicleo y el citosol (*>%%).

En este trabajo, se demuestra la presencia de una fraccion de Mig2 en el interior del
nucleo (apartado 1.9 de Resultados). Dada la importancia de esta proteina en la
regulacion de la represion por glucosa, nos planteamos el estudio de los mecanismos de
importacion y exportacion de la misma al nucleo celular.

En primer lugar, ya que el papel de esta proteina en el ntcleo esta ligado al represor
transcripcional Migl, no era ildgico pensar que ambas compartieran el mismo sistema
de exportacion (por el momento no se conoce el sistema de importacion de Migl); esta
hipotesis la tuvimos que descartar en vista de que el mutante Amsn5 no muestra una
acumulacién nuclear de Mig2, fenotipo esperado si Msn5 actuara como exportina de la
proteina. Debido a que Msn5 es la tnica Carioferina capaz de mediar tanto en la
importacion como en la exportacion, aprovechamos para comprobar si estaba
relacionada con la importacion de Mig2, teoria que rechazamos al no verificar ninguna
alteracion en la acumulacion nuclear de esta proteina en el mutante Amsn5 (apartado
3.1.1 de Resultados).

Tras descartar nuestra primera opcion, mediante el analisis bioinformatico de la
secuencia aminoacidica de Mig2 pudimos identificar la presencia de dos posibles NLSs
necesarias para el reconocimiento e importacion de la proteina a través del sistema
Kap60/Kap95 (*’). Los estudios de localizacién de Mig2 mediante microscopia de
fluorescencia, permitieron demostrar que Kap95 es imprescindible para la entrada de
Mig?2 al interior del ntcleo (apartado 3.1.2 de Resultados), mientras que la presencia del
adaptador Kap60 no parece indispensable. El hecho de no apreciar acumulacion nuclear
de Mig2 en el mutante kap95™ tras 15 minutos a temperatura restrictiva, es un
indicativo de que la importina-p es la encargada, en ultima instancia, del transporte
mayoritario de Mig2, aunque no podemos excluir la participacion minoritaria de otras
vias como moduladoras de la via principal de importacion.

Mediante ensayos tanto de coinmunoprecipitacion como de GST pull-down
confirmamos la interaccion de Mig2 con Kap60 y Kap95, en presencia y ausencia de
glucosa (apartado 3.1.3 de Resultados). Si bien esperabamos diferencias mas acusadas
en la intensidad de esta interaccidon en funcion de la fuente de carbono presente, no se

160



Discusion

puede descartar la existencia de una regulacion posterior que explique el gradiente
nucleo-citoplasmatico de Mig2 observado por microscopia. Esta podria llevarse a cabo
mediante regulacion de la entrada del trimero importina-aB*Mig2 (a través de la
interaccion del complejo con las Nups), o bien, mediante un aumento en la tasa de
exportacion de Mig2 en ausencia de glucosa. La interaccion de Mig2 con los
componentes de la ruta de importacion respalda los resultados obtenidos mediante los
ensayos de DNA ChIP, en los cuales observamos una fraccion de Mig2 unida siempre al
promotor del gen SUC2, atin en ausencia de glucosa (apartado 2.2.3 de Resultados), asi
como los datos de actividad invertasa que muestran cierta represion del gen SUC2 en
baja glucosa (apartado 2.2.1 de Resultados).

El estudio con proteinas purificadas nos permitié comprobar la existencia de una
interaccion directa entre Kap60 y Mig2, mientras que Kap95 parece unirse de forma
indirecta al represor transcripcional (apartado 3.1.3 de Resultados). Mediante el estudio
de estas interacciones en mutantes verificamos el mantenimiento de cierta interaccion
entre Kap95 y Mig2 en ausencia de Kap60. Estos resultados podrian explicarse a través
de una interaccion directa de Mig2 con Kap95, por la presencia de otra proteina
adaptadora capaz de mediar la interaccidén entre ambas proteinas cuando la importina-a
no estd presente, o bien porque Mig2 sea arrastrada, en su entrada al nucleo, por otra
proteina con la que interaccione.

Como indicamos con anterioridad, se identificaron dos regiones que podrian actuar
como NLSs. La primera esta localizada dentro de uno de los motivos de dedos de zinc
de Mig2 (NLS intercalada, 2KKRHLR?Y), encontrandose la segunda entre los residuos
75 y 79. Los estudios llevados a cabo para determinar la funcionalidad de estas
secuencias permitieron confirmar la importancia de las mismas, asignando el papel
principal a la NLS intercalada (NLS1), si bien no descartamos una participacion de la
NLS2. La importancia de la NLS1 qued6 patente al observar la falta de acumulacion de
Mig?2 en el ntcleo al mutar esta secuencia. Asi mismo, observamos una desrepresion del
gen SUC2, equivalente a la presentada por el doble mutante Amigl/Amig2, en la cepa
Amigl/Mig2xnis1-GFP, indicando que Mig2 no se localiza en el ntcleo y, por tanto, no
puede llevar a cabo su papel como represor (apartado 3.1.4 de Resultados). Sin
embargo, la mutacion de la secuencia correspondiente a la NLS2 de Mig2 no impide la
localizacion nuclear de la proteina, aunque disminuye la presencia de la misma en este
compartimento. Ademas, la cepa mutante Amigl/Mig2xnis-GFP muestra unos niveles
de actividad invertasa intermedios entre los presentados por la cepa Amigl y el doble
mutante Amigl/Amig2, indicando que Mig2 esta parcial, pero no totalmente, excluida
del nucleo (apartado 3.1.4 de Resultados). Pese a comprobar tedricamente que las
mutaciones introducidas en la NLS1 no afectan a aminoécidos clave en la interaccion
con el DNA, seria necesario confirmar que la proteina Mig2xis; conserva la capacidad
de unirse al promotor del gen SUC2.

El mecanismo general de importacion mediado por el dimero Kap60/Kap95
comienza con el reconocimiento por parte de Kap60 de la NLS presente en la proteina a
transportar. A continuacién, Kap95 interacciona con el dominio IBB de Kap60
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permitiendo el reconocimiento del trimero importina-aspecargo por las FG-Nups y su
posterior translocacion al interior del niicleo. A simple vista, parece que Mig2 se ajusta
a este modelo, ya que, como mencionamos, interacciona de manera directa con Kap60
pero no con Kap95. Basandonos en este modelo y en los resultados obtenidos mediante
la generacion de mutaciones puntuales de las NLSs, esperariamos que la proteina
Mig2ni s perdiera la capacidad de interaccionar con Kap60. Sorprendentemente,
observamos que esta proteina contintia siendo capaz de interaccionar de manera directa
con Kap60 (apartado 3.1.5 de Resultados). Por el contrario, la mutacion de la NLS1
provoca una caida bastante acusada de la interaccion entre Mig2 y Kap95 en glucosa, y
una desaparicion de la misma en ausencia del monosacarido (apartado 3.1.5 de
Resultados). Estas observaciones parecen indicar que el reconocimiento de la NLS1 se
realiza a través de la importina-3, siendo posible que Kap60 reconozca a Mig2 a través
de otro motivo diferente. Asi mismo, parece necesaria una interaccion previa entre Mig2
y Kap60 para que el regulador transcripcional pueda ser reconocido por Kap95.

El hecho de que se produzca una leve interaccion entre Kap95 y Mig2xis; (apartado
3.1.5 de Resultados), y que ésta desaparezca al eliminar Migl (apartado 3.1.6 de
Resultados), plantea la posibilidad de que Mig2 utilice, ademas de la via presentada,
una segunda ruta paralela dependiente de Migl. En esta segunda via, Migl mediante su
propia ruta de importacién, posiblemente mediada por Kap95 (apartado 3.1.7 de
Resultados), arrastraria una pequefia fraccion de Mig2 al interior del nucleo,
(recordemos que ambas proteinas interaccionan de manera constitutiva, apartado 2.2.5
de Resultados). Otra opcidn seria que Migl y Mig2 entraran al nicleo conjuntamente,
de tal manera que seria necesaria la interaccion de ambos represores con Kap60 para
hacer posible su reconocimiento por parte de Kap95. La existencia de esta segunda via
podria explicar por qué no se aprecia acumulacion nuclear de Mig2 en una cepa mutante
Amigl. La entrada de Mig2 a través de la primera via no seria suficiente para permitir su
deteccion en este compartimento mediante microscopia de flucorescencia (apartado 1.10
de Resultados).

En cuanto al mecanismo de exportacion de Mig2, la presencia de tres posibles
secuencias NESs planteo6 la posibilidad de que Xpol fuera la exportina responsable de
la salida de Mig2 del nutcleo. El hecho de que Xpol y Mig2 sean capaces de
interaccionar tanto in Vivo como in Vitro parecia apoyar esta teoria (apartado 3.2.1 de
Resultados). Lamentablemente, la mutacion de las posibles secuencias de exportacion
demostré que, por separado, ninguna de ellas era imprescindible para esta interaccion o
para la salida de la proteina al citosol (apartado 3.2.2 de Resultados). Estudios de
localizacion de la proteina Mig2 en un mutante termosensible para Xpol demostraron
que el represor transcripcional es capaz de salir del nucleo en ausencia de una proteina
Xpol funcional (apartado 3.2.3 de Resultados). Por tanto, aunque Mig2 y Xpol
interaccionan, esta via de exportacion no parece ser el mecanismo principal de salida de
Mig2.

Seglin lo expuesto, el mecanismo de importacion y exportacion de Mig2 podria
explicarse de la siguiente manera (Fig. D-2, Pag. 163).
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En alta glucosa la importina Kap60 seria capaz de reconocer a la proteina Mig2 e
interaccionar con ella, posiblemente a través de la NLS2, lo que provocaria un cambio
conformacional en el represor que permitiria el reconocimiento por parte de Kap95 de la
NLSI. El trimero Kap60+Mig2+Kap95 seria reconocido por las FG-Nups permitiendo su
translocacion al interior del ntcleo y, por tanto, la funcion represora de Mig2. Una vez
en el nicleo, debido a la alta concentracion de Gspl GTP, se produciria la interaccion
entre Kap95 y GsplGTP provocando la liberacion del dimero Kap60-Mig2. A
continuacion, este dimero se uniria a Nup2 y a Csel*Gspl GTP causando la liberacion
de Mig2 en el nucleo. Asi mismo, una pequefia parte de la proteina seria arrastrada al
interior de este compartimento gracias a su interaccion con Migl, aunque tampoco se
puede excluir que ambas proteinas entren al nicleo de forma conjunta. De esta manera,
gracias a las dos vias de importacion, Mig2 se encontraria localizada en el nucleo de
forma mayoritaria en presencia de glucosa. En estas condiciones, una pequefia fraccion
de Mig?2 saldria del nucleo mediante una ruta de exportacion no identificada, aunque no
podemos descartar una participacion de la via mediada por Xpol.

Tras el pase a baja glucosa, una fraccion de Mig2 continua entrando al nucleo a
través de las vias descritas, permitiendo que siempre exista una pequefia cantidad de
Mig2 en este organulo capaz de mantener cierta represion de los genes que regula, por
ejemplo SUC2. Sin embargo, la mayor parte de Mig2 estaria siendo expulsada del
nucleo a través de una via sin identificar, con cierta colaboracion de la exportina Xpol;
dicha via se estimularia fuertemente en condiciones de baja glucosa. En el caso de la
exportacion, en el interior del nlicleo, se formaria un complejo ternario entre Mig?2, la
exportina responsable y Gspl GTP que seria reconocido por las proteinas del complejo
del poro provocando su translocacion al citosol. Una vez en el citoplasma, la hidrolisis
de GsplGTP provocaria la disociacion del complejo y la liberacion de Mig2. En estas
condiciones, Mig2 se encontraria de forma mayoritaria en el citosol posibilitando su
interaccion con Upsl y, por tanto, su asociacion con la red mitocondrial.
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Gspl-GTP

Figura D-2: Sistema de importacion de Mig2. En la figura se representa el mecanismo de importacion
de Mig2, tanto en alta como en baja glucosa. El compartimento nuclear se encuentra en la parte izquierda
de la imagen (fondo azul), mientras que el citoplasma se localiza en la parte derecha (fondo rosa), ambos
compartimentos estan separados mediante la membrana nuclear (representada por esferas amarillas).
Atravesando dicha membrana se encuentran los complejos del poro nuclear (NPC). Los movimientos
posibles para cada proteina en un momento determinado se indican mediante flechas; dos flechas
orientadas en sentidos opuestos representan un equilibrio en su desplazamiento.

En condiciones de estrés nutricional, la fraccion citosolica de Mig2 interacciona con
la proteina mitocondrial Upsl (apartado 4.2 de Resultados), posibilitando que Mig2 se
encuentre asociada, de forma mayoritaria, a la red mitocondrial (apartado 1.9 de
Resultados). Esta fraccion mitocondrial de la proteina Mig2 podria participar, a través
de Upsl, en el intercambio de informacion entre el nucleo y la red mitocondrial para
adecuar el metabolismo de carbohidratos a los requerimientos energéticos de la célula
en cada momento. En este sentido, se ha descrito que proteinas de la ruta de fusion
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mitocondrial de eucariotas superiores, como Mitofusina 2 (Mfn2), son capaces de
desempenar tal papel. Ratones knockdown y knockout para esta proteina presentan una
reduccion de los niveles de actividad del ciclo de Krebs y de la cadena de trasporte de
electrones, provocando un incremento de la captacion del glucosa del medio y de la tasa
de glucolisis, asi como un descenso en la sintesis de glucdgeno, con el fin de mantener
el metabolismo energético de la célula (*****%). En nuestro caso, Mig2 podria sefializar a
la mitocondria para incrementar la respiracion celular en respuesta a unos bajos niveles
de glucosa en el medio extracelular, coordinando simultineamente la expresion de

genes implicados en el metabolismo de carbohidratos.

La mitocondria estd formada por dos compartimentos independientes: la matriz y el
espacio intermembrana (EIM). Tras su sintesis en los ribosomas, las proteinas son
dirigidas mediante diversas etiquetas a través de las translocasas de la membrana
externa (TOM) o interna (TIM) al interior del orgdnulo *"). Las proteinas del EIM
suelen presentar sefales ricas en cisteina o una presecuencia bipartita aunque, a
menudo, carecen de tales secuencias (o bien ain no han sido identificadas). Los
mecanismos que median la asociacion de estas proteinas a la mitocondria son complejos
y, por el momento, poco conocidos.

Las proteinas criticas para la homeostasis lipidica, Upsl y Ups2, se localizan en el
EIM aunque carecen de secuencias conocidas que posibiliten tal localizacion.
Recientemente, se ha descrito que ambas proteinas utilizan un novedoso sistema que
permite su asociacién con este organulo (**>**%). En esta via, Upsl y Ups2 interaccionan
con las subunidades Tom20 y Tom22 del sistema de importacion de la membrana
externa, siendo translocadas al EIM, una vez en este compartimento, Mdm35 actuaria

como un aceptor intramitocondrial que estabilizaria ambas proteinas.

En el caso de Mig2, al igual que ocurre con las proteinas Ups, el andlisis de la
estructura primaria no ha permitido identificar motivo alguno que explique su
localizacién mitocondrial. A pesar de haber demostrado que la interaccion entre Upsl y
Mig?2 es necesaria para la asociacion de esta ultima a la red mitocondrial en ausencia de
glucosa, no hemos identificado el compartimento mitocondrial en el cual Mig2 esta
presente. Si bien nuestros datos sugieren, dada la localizacion mitocondrial de Upsl,
que probablemente Mig2 se localiza en el espacio intermembrana. En este sentido, nos
proponemos llevar a cabo experimentos de subfraccionamento mitocondrial para
confirmar, de forma definitiva, la localizacion de Mig2 en este organulo.

En cuanto al papel desempenado por Mig2 en la red mitocondrial, el fenotipo
mostrado por el mutante Amig2 en ausencia de glucosa (apartado 4.4 de Resultados)
parece indicar su participacion en el mantenimiento de la morfologia de estos organulos.
El hecho de que el doble mutante Adnm1/Amig2 no presente una red mitocondrial
agregada y compleja con multiples conexiones (apartado 4.4 de Resultados) podria
indicarnos un posible papel para Mig2 en la regulacion, a través de Upsl, de la fusion
mitocondrial.
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Un efecto curioso de la disrupcion de MIG2 en el mutante Adnm1 es la formacion de
un unico tubulo mitocondrial, localizado en la periferia de la célula. El hecho de que
aparezca un unico tibulo parece indicar que, al menos, las membranas mitocondriales
externas son capaces de fusionarse, mostrando que la maquinaria de fusion (o parte de
la misma) estd operativa. La morfologia y disposicion de las mitocondrias en este
mutante hace pensar que los episodios de fusién so6lo son posibles en los polos de las
mitocondrias. Seria interesante comprobar si, en usencia de Mig2, existe una
modificacién en el patron de distribucion de los principales componentes de la via de
fusion como Fzol, Ugol y Mgm1, dentro de la mitocondria.

Dado que no hemos sido capaces de encontrar evidencias que muestren una
regulacion de los niveles intracelulares de Upsl por parte de Mig2 (apartado 4.4 de
Resultados), el efecto de esta proteina sobre la morfologia mitocondrial podria tener
lugar a través de su interaccion con Upsl, regulando su funcion.

Una de las funciones asignadas a Upsl es el mantenimiento de los niveles de
cardiolipina (*%). La cardiolipina es un lipido presente de manera exclusiva en la
membrana mitocondrial interna, llegando a constituir un 20% de su composicion
lipidica. Su funcidn es esencial para mantener la estabilidad de los complejos Il y IV de
la cadena de transporte de electrones (*), asi como la del complejo Tam41-Mmp37
(***) necesario para la asociacion TIM23-PAM vy, por tanto, indispensable para la
importacion de multitud de proteinas mitocondriales, asi como para el procesamiento de
Mgm]l. Modificaciones en el contenido o estructura de este lipido han sido descritas en
varias enfermedades como Parkinson () o el Sindrome de Barth (*°). Una posibilidad
seria que Mig2 colaborase, de alguna manera, con Upsl en el mantenimiento de los
niveles de cardiolipina de la célula. Seria interesante comprobar si la ausencia de Mig2
altera, en alguna medida, la composicion lipidica de la membrana mitocondrial.

Upsl también estd asociada al correcto procesamiento de la proteina de fusion
Mgml en glucosa, de tal manera que la ausencia de Ups1 provoca un desequilibrio en el
procesamiento de la misma, desplazando éste hacia la forma 1-Mgml (*°'). Ambas
formas, I-Mgm1 y s-Mgm1, son necesarias para la actividad GTPasa de la proteina (*").
Mgml parece ser clave en la fusidn entre membranas mitocondriales internas y en la
estabilidad de las crestas mitocondriales. Quizas la funcién de Mig2 podria estar
asociada a la regulacién del procesamiento de Mgml en ausencia de glucosa. Una
posibilidad a tener en cuenta es que el efecto de Ups1 sobre Mgm1 no sea mas que una
consecuencia indirecta del cambio en la composicion lipidica (a través de los niveles de
cardiolipina) de la membrana interna, provocando la inestabilidad de la proteasa Pcpl e
impidiendo el procesamiento de la misma.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

Los niveles de expresion del gen MIG2 no muestran diferencias significativas
cuando la levadura crece en glucosa o en glicerol.

Los 267 primeros nucledtidos de la secuencia codificante del gen MIG2 contienen
elementos reguladores en Cis indispensables para la transcripcion del gen. Dentro de
esta region, el fragmento comprendido entre las bases 16 y 131 contiene uno o
varios elementos represores sensibles a glucosa.

Migl regula la expresion de MIG2, tanto en alta como en baja glucosa, a través de
su union a dos sitios de la ORF de Mig?2.

Ademas de Migl, las proteinas del heterotrimero Snfl y Hxk2 forman parte del
complejo represor de MIG2.

La localizacion subcelular de la proteina Mig2 estd regulada por estrés nutricional y
oxidativo. Mig2 se acumula en el nicleo en condiciones de alta glucosa, pasando a
asociarse a la red mitocondrial en baja glucosa o en presencia de agentes oxidantes.

La ausencia de las proteinas Migl y Hxk2 dificulta la acumulacion de Mig2 en el
nucleo en alta glucosa, por el contrario, la ausencia de Snfl parece no tener efecto
sobre la localizacion de Mig?2.

Mig2 forma parte del complejo represor del gen SUC2, tanto en alta como en baja
glucosa, con independencia de la presencia o ausencia de las proteinas Migl, Hxk2
y Snfl.

Mig2 regula la expresion del gen SUC2 a través de su union directa a los sitios
SUC2A y SUC2B del promotor de dicho gen con independencia de la fuente de

carbono presente.

Mig2 utiliza el sistema de importacion Kap60/Kap95 como via de entrada al nucleo
celular, aunque s6lo la presencia de Kap95 es esencial para la misma.

La regién comprendida ente la Lyss; y la Args; corresponde a una NLS funcional
indispensable para la localizacion nuclear de Mig2. Dicha secuencia es necesaria

para la interaccion de Mig2 con la importina Kap95.

La carioferina Msn5 no esta implicada en el transporte ntcleo-citosélico de Mig?2.
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17.

Conclusiones

Aunque Mig2 interacciona con Xpol tanto in vitro como in vivo, ésta no parece ser
la ruta de exportacion principal implicada en la salida de Mig2 del ntcleo.

Se han identificado tres posibles NESs en Mig2, aunque la mutacion individual de
estas secuencias no parece comprometer la salida de Mig2 del nucleo.

Mig2 interacciona fisicamente con la proteina mitocondrial Upsl de manera
dependiente de glucosa.

Ensayos de microscopia de fluorescencia y de fraccionamiento subcelular han
demostrado que la presencia de Ups] es necesaria para que Mig2 se asocie a la red

mitocondrial en condiciones de estrés nutricional.

Mig2 estd implicada en el mantenimiento de la morfologia mitocondrial,
posiblemente a través de su participacion en la ruta de fusion.

La ausencia de Mig2 es capaz de revertir parcialmente los problemas de crecimiento
mostrados en un mutante Aupsl.
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A continuacion se muestran las tablas con el analisis de los niveles de expresion
tanto en la cepa silvestre como en el mutante Amig2. Aquellas filas sombreadas

corresponden a genes que se comportan de forma diferente, en cuanto a su expresion, en

ambas cepas.

ANEXOS.
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Como resumen, se presenta una serie de tablas en las que estan sefialados aquellos

genes cuyo patron de expresion se altera a causa de la delecion del gen MIG2.

Genes sobreexpresados en un mutante mig2 en condiciones de estrés nutricional.

X N P-value attribute 1D |attribute name

8 43 3,63E-06 G0:0009310 |amine catabolic process

8 43 3,63E-06 (G0:0044270 |nitrogen compound catabolic process

7 40 2,31E-05 G0:0009063 |amino acid catabolic process

Genes subexpresados en un mutante mig2 en condiciones de estrés nutricional.

X N P-value attribute D |attribute name

101 302 2,25E-28 (G0:0034470 IncRNA processing

121 503 1,01E-19 (G0:0022613 |ribonucleoprotein complex biogenesis
184 1137 9,14E-11 G0:0009059 [macromolecule biosynthetic process

17 32 3,05814E-09 |GO:0030687 |preribosome, large subunit precursor

141 856 1,1157E-08 |GO:0003676 |nucleic acid binding

214 1452 1,12384E-08 |GO:0044249 |cellular biosynthetic process

339 2636 4,16452E-07 ]1G0O:0044260 |cellular macromolecule metabolic process
345 2705 7,57792E-07 [GO:0043170 |macromolecule metabolic process

13 30 4,50104E-06 [GO:0004004 |ATP-dependent RNA helicase activity

13 30 4,50104E-06 |GO:0008186 |RNA-dependent ATPase activity

8 13 1,29254E-05 |GO:0006450 [regulation of translational fidelity

5 5 1,37942E-05 [GO:0016281 |eukaryotic translation initiation factor 4F complex
14 38 1,85097E-05 |GO:0003724 |RNA helicase activity

8 14 2,73404E-05 [GO:0005736 |DNA-directed RNA polymerase | complex
9 18 3,44867E-05 [GO:0030515 |snoRNA binding

Genes sobreexpre

ados en un mu

tante mig2 en condiciones de estrés oxidativo.

X N P-value attribute ID _ |attribute name

3 4 2,28058E-05 |GO:0015688 |iron chelate transport

3 4 2,28058E-05 [GO:0015892 |siderophore-iron transport

4 10 1,96135E-05 [GO:0005381 |iron ion transmembrane transporter activity

5 18 1,25638E-05 |GO:0004601 |peroxidase activity

5 18 1,25638E-05 [GO:0016684 |oxidoreductase activity, acting on peroxide as acceptor
6 27 6,62683E-06 |G0:0006826 |iron ion transport

8 75 5,44173E-05 [GO:0030001 |metal ion transport

10 113 3,20885E-05 [GO:0007039 |vacuolar protein catabolic process

10 115 3,73852E-05 |G0:0044257 |cellular protein catabolic process
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Genes subexpresados en un mutante mig2 en condiciones de estrés oxidativo.

X N P-value attribute 1D |attribute name
19 44 4,21602E-13 |G0:0042257 |ribosomal subunit assembly
21 51 7,44772E-14 [G0O:0022627 |cytosolic small ribosomal subunit
23 57 7,82425E-15 1G0O:0042255 |ribosome assembly
endonucleolytic cleavage in 5-ETS of tricistronic rRNA transcript
3 27 8.85373E-08 |GO:0000480 | o' o0 A?Is.ss rRNi’ LSU-rRNA) P
14 35 1,93339E-09 |GO:0000027 [ribosomal large subunit assembly
27 69 8,18046E-17 |1G0:0022625 |cytosolic large ribosomal subunit

endonucleolytic cleavage to generate mature 5'-end of SSU-rRNA from

11 29 2,12118E-07 1GO:0000472 (SSU-rRNA. 5.8 rRNA, LSU-rRNA)
11 30 3,18242E-07 |GO:0000967 |rRNA 5'-end processing

11 30 3,18242E-07 |G0:0034471 |ncRNA 5'-end processing

11 31 4,68962E-07 |GO:0000966 |RNA 5'-end processing

20 59 2,15257E-11 |1GO:0030490 |maturation of SSU-rRNA

maturation of SSU-rRNA from tricistronic rRNA transcript (SSU-

18 53 2,16184E-10 |GO:0000462 {RNA. 5.85 rRNA, LSU-rRNA)

14 41 2,1559E-08 [GO:0000478 [endonucleolytic cleavage involved in rRNA processing

endonucleolytic cleavage of tricistronic rRNA transcript (SSU-rRNA,

14 41 2,1559E-08 [GO:0000479 5.8 rRNA, LSU-rRNA)

24 77 1,58873E-12 |GO:0070925 |organelle assembly

62 225 7,53469E-28 1G0O:0005730 |nucleolus

50 181 1,69831E-22 [GO:0044445 [cytosolic part

50 196 8,20087E-21 [GO:0033279 [ribosomal subunit

11 41 1,05144E-05 [GO:0000054 [ribosomal subunit export from nucleus

11 41 1,05144E-05 |GO:0033753 |establishment of ribosome localization

18 68 1,95865E-08 |GO:0044452 |nucleolar part

104 484 2,89604E-37 |G0O:0030529 |ribonucleoprotein complex

16 61 1,4137E-07  [GO:0000469 |cleavage involved in rRNA processing

29 113 1,73667E-12 |GO:0015934 |large ribosomal subunit

21 83 3,0441E-09 [GO:0015935 |small ribosomal subunit

27 108 2,06093E-11 [GO:0022618 [ribonucleoprotein complex assembly

46 195 1,04278E-17 [GO:0003735 |structural constituent of ribosome

51 225 9,02304E-19 |GO:0005840 |ribosome

60 306 1,07596E-18 |GO:0006412 |translation

23 116 7,88767E-08 |GO:0051168 |nuclear export

25 134 7.4888E-08 |G0O:0006913 |nucleocytoplasmic transport

25 134 7,4888E-08 |GO:0051169 |nuclear transport

31 173 5,17506E-09 |GO:0006417 |regulation of translation

55 327 4,21749E-14 |GO:0005198 |structural molecule activity

18 101 1,04001E-05 [GO:0090305 [nucleic acid phosphodiester bond hydrolysis
33 195 7,22956E-09 |GO:0032268 |regulation of cellular protein metabolic process
31 185 2,71477E-08 |GO:0010608 [posttranscriptional regulation of gene expression

56 358 5,77329E-13 |GO:0003723 |RNA binding

54 360 9,0209E-12  |GO:0005622 [intracellular

33 255 4,64412E-06 |GO:0051246 [regulation of protein metabolic process

98 971 5,21836E-10 [GO:0044428 |nuclear part

148 1679 [4,69683E-11 |GO:0032991 [macromolecular complex

85 890 1,68781E-07 |GO:0003676 |nucleic acid binding

106 1263 2,38702E-06 |GO:0090304 [nucleic acid metabolic process

179 2410 2,89613E-07 |GO:0044260 [cellular macromolecule metabolic process

182 2480  [5,22143E-07 [GO:0043170 [macromolecule metabolic process

96 1146 1,02603E-05 |GO:0034645 [cellular macromolecule biosynthetic process

96 1153 1,33976E-05 [GO:0009059 [macromolecule biosynthetic process

115 1475 2,94019E-05 [{GO:0006139 |nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolic process

133 1786 4,91456E-05 |GO:0005634 |nucleus

171 2424 3,62358E-05 [G0:0044422 |organelle part

171 2424 13,62358E-05 [GO:0044446 |intracellular organelle part
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Abstract The KIICLI gene, encoding isocitrate lyase in Kluy-
veromyces lactis, is essential for ethanol utilization. Deletion
analyses identified two functional promoter elements, CSRE-A
and CSRE-B. Transcription is activated on ethanol, but not on
glucose, glycerol or lactate. Expression depends on the KICat8p
transcription factor and KlISip4p binds to the promoter elements.
Glycerol diminishes K/ICLI expression and a single carbon
source responsive element (CSRE) sequence is both necessary
and sufficient to mediate this regulation. The glycerol effect is
less pronounced in Saccharomyces cerevisiae than in K. lactis.
Mutants lacking KIGUT2 (which encodes the glycerol 3-phos-
phate dehydrogenase) still show reduced expression in glycerol,
whereas mutants deficient in glycerol kinase (Kl/gutI) do not.
We conclude that a metabolite of glycerol is required for this
regulation.

© 2008 Federation of European Biochemical Societies. Published
by Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Ethanol metabolism; Isocitrate lyase; Carbon
source responsive element; CATS; SIP4; Yeast

1. Introduction

The yeasts Kluyveromyces lactis and Saccharomyces cerevisi-
ae share a similar life-cycle and are closely related from an evo-
lutionary point of view, but S. cerevisiae is believed to have
undergone a whole genome duplication that K. lactis did not
[1,2]. Both yeasts can grow on fermentable carbon sources as
expected from their natural environments (i.e. sugar-rich fruit
juices and milk with lactose). S. cerevisiae is specialized in alco-
holic fermentation whereas K. /actis is Crabtree-negative and
relies on a more respiratory metabolism. Accordingly, major
differences are observed in the regulatory circuits which govern
their central metabolism (for reviews see [3-5]). S. cerevisiae
and K. lactis are also able to grow on alternative, non-ferment-
able, carbon sources such as ethanol or glycerol. Sugar phos-
phates are then supplied through gluconeogenesis and the

“Corresponding author. Fax: +34 985 103157.
E-mail address: Rosaura@fq.uniovi.es (R. Rodicio).

Abbreviations: CSRE, carbon source responsive element: nt, nucleo-
tide; PCR, polymerase chain reaction

energy demand is met by respiration. If ethanol is to be used
as a sole carbon source, the glyoxylate cycle becomes essential
as an anaplerotic pathway to replenish C4-metabolites to the
tricarboxylic acid cycle (for reviews see [6,7]). Gluconeogenesis
and the glyoxylate cycle are coordinately regulated in S. cere-
visiae. Thus, transcription of the genes encoding the respective
enzymes proceeds in the presence of ethanol and is repressed
by glucose (for reviews see [7-10]).

Glucose repression in S. cerevisiae is mediated by the Snfl-
complex, named after the catalytic Snflp (=Catlp) subunit, a
member of a family of serine/threonine kinases, which is highly
conserved in all eukaryotes [11]. Snflp is closely associated
with the regulatory protein Snfdp (=Cat3p [12]), which stimu-
lates its kinase activity by binding the auto-inhibitory domain
[13]. A third component of the complex is either one of three
subunits encoded by SI/PI, SIP2 or GALS3 [14,15]. If acti-
vated, the Snfl-complex phosphorylates Cat8p, which binds
DNA at the so-called carbon source responsive element
(CSRE) promoter sequences (for carbon source responsive
element [16.17]). CSREs are found in the promoters of genes
encoding gluconeogenic and glyoxylate cycle enzymes and
account for the above mentioned coordinate regulation (see
[7] and references therein). Consequently, car8 mutants fail
to grow on non-fermentable carbon sources such as glycerol
or ethanol. CATS gene expression is negatively regulated by
the general Miglp repressor in S. cerevisiae [16]. Besides
Cat8p, the zinc cluster protein Sip4p has also been shown to
bind to CSRE sequences, but a sip4 deletion does not display
a marked growth defect on non-fermentable carbon sources
[18].

These regulatory relationships are less well studied in K. lac-
tis. In contrast to S. cerevisiae, gluconeogenesis and the gly-
oxylate pathway seem to be regulated independently. Thus,
Klcat8 mutants lack the ability to utilize ethanol but still grow
on glycerol as a sole carbon source. KlCat8p is not required
for synthesis of the gluconeogenic enzymes fructose 1,6-bis-
phosphatase and phosphoenolpyruvate carboxykinase. Yet, it
is essential for the expression of K/ICLI and KIMLSI, which
encode the glyoxylate cycle enzymes isocitrate lyase and malate
synthase, respectively [19]. Transcription of K/ACS! and
KIACS2 (which encode isozymes of acetyl coenzyme A syn-
thases), KIJENI and KIJEN2 (which encode carboxylic acid
permeases) and K/QCRS (which encodes the 11 kDa subunit
VIII of the mitochondrial bcl-complex) are also regulated
by KlCat8p [20-22]. Analogous to S. cerevisiae, KICat8p

0014-5793/$34.00 © 2008 Federation of European Biochemical Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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phosphorylation depends on the KISNFI (=FOG2) product
[23]. The GALS83/SIP1ISIP2 gene family of S. cerevisiae is rep-
resented by the sole FOGI gene in K. lactis [24].

In previous works, we isolated and characterized the KIICLI
gene, which is essential for ethanol utilization and whose
expression is repressed by glucose and strongly increased on
ethanol [25]. Derepression requires a functional KI1Cat8p tran-
scription factor [19,25]. In contrast to the enzyme from S. cere-
visize, Kllcllp is not subject to catabolite inactivation [25].

In this paper, we describe the identification of two CSRE
elements in the K/ICL] promoter and show that these are
bound by the KICat8p dependent transcription factor
KlSipdp. We also demonstrate that the activity of these CSREs
is not only down-regulated by glucose but also by glycerol.

2. Materials and methods

2.1, Strains, media and enzymatic analysis

The K. lactis strains used in this work are listed in Table 1. The S.
cerevisiae strain FMY401 (MATa iell::LEU2 wra3(fs) leu2-3,112
his3-11,15) was also employed. In order to obtain a Klcat§ mutant
strain that lacks PB-galactosidase activity, strains MWI190-9B (lac4)
and IG8 (Klcat8) were crossed on plates containing 5% malt extract
and 3% agar and diploids were selected by complementation of auxo-
trophic markers. After sporulation. the segregant Kbc3 (Table 1),
which does not grow on ethanol medium and fails to produce j-galac-
tosidase, was chosen for further studies. That this strain is indeed mu-
tated in KICATS was confirmed by polymerase chain reaction (PCR).
For genetic manipulations in Escherichia celi, strain DHS5a from
InVitrogene (Karlsruhe/Germany) was used.

Media, preparation of crude extracts and enzymatic determinations
have been described, previously [25].

2.2. Nucleic acid preparations, hybridization and sequencing

Yeast cells were transformed by the method of Klebe et al. [26] mod-
ified as described in [27]. Other DNA manipulations were performed
by the standard methods described in [28].

Custom sequencing was done by SCT (Oviedo/Spain) or Secugen
(Madrid/Spain).

2.3. Plasmids

2.3.1. KIICLNacZ fusions. A Sall/HindIII fragment containing 831
nucleotides (nt) from the 5' non-coding region and 26 bp of the
KIICLI coding sequence (Gene Bank accession number AY124768)
was obtained by PCR with the oligonucleotides OLI-13 and OLI-26
(Table 2) and KIICL1KEp [25] as template, and cloned in frame to
lacZ into pXW3 [29] to yield plasmid pXWKIICLI (Fig. 1) or into
pUK1921 [30] to give pUK-KIICLI1. Unidirectional deletions were ob-
tained by PCR using pXW-KIICLI as template and oligonucleotides
listed in Table 2 together with the universal primer. The amplified
products were cloned into pXW3, and the resulting plasmids were
named according to the oligonucleotide number.
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Starting with pUK-KIICLLI, internal promoter deletions were intro-
duced by inverse PCR. By using suitable inside—out oligonucleotides
(see Table 2) all plasmid sequences but the ones to be deleted were
amplified. From the pUK-derivatives the KIICLI promoter deletions
were cloned into pXW3 as Sall/HindIlI fragments. The plasmids were
named according to the corresponding oligonucleotide pairs.

Construct pXW-39 (see Fig. 1) was used to study the function of
putative CSRE elements. All the inserts were obtained by annealing
two complementary oligonucleotides (Table 2) and cloned into
pXW-39 digested with BamHI/Sall to give plasmids pXW-39-#, with
# corresponding to the numbers of the complementary oligonucleo-
tides.

To obtain a KIACS2-lacZ fusion, a BamHI/HindIII fragment con-
taining 809 nt from the 5’ non-coding region and 20 bp of the KI4CS2
coding sequence, was generated by PCR with the oligonucleotides
OLI76 and OLI77 (Table 2) and genomic DNA from the wild-type
strain KB6-2C as template and cloned in frame to lacZ into pXW3
[29] to yield pXW-KIACS2" (Fig. 3). KIICLI-CSRE-B, obtained by
annealing the complementary oligonucleotides OLI80 and OLI8I (Ta-
ble 2), was cloned into pXW-KIACS2 digested with BamHI (vector)
and Xbal to give pXW-KIACS2-CSRE ¢ -B. Plasmid pXW-KIACS2
was prepared as a control by digesting pXW-KIACS2" with Xbal
and BamHI, end-filling with the Klenow fragment of DNA polymerase
I and religation.

To investigate the effect of glycerol on the S. cerevisiae enzyme in K.
lactis, the deletion strain Klicll A13, which carries the centromeric plas-
mid SclCL1pCXJ with the Se/CLI gene, was used. For the S. cerevi-
sige studies, plasmid KIICLIYIp integrated at the URAZ locus of the
SelCL1 deletion strain FMY401 was employed [25].

The respective promoter regions of all constructs described were ver-
ified by sequence analyses.

2.4. Construction of Klgutl and Klgut2 deletions

TheKlgutl deletion was obtained by transformation of the wild-type
strain MW270-7B with a PCR product carrying the KanMX cassette
flanked by KIGUT! sequences. Primers OLI-06.139 and OLI-06.140
were used with pUG6 [31] as a template. Transformants were selected
on YEPD/sorbitol medium containing 110 mg/l G418 and replica-pla-
ted onto synthetic medium containing glycerol as a sole carbon source.
Two colonies that did not grow on the latter medium had KIGUTI
substituted by the KanMX cassette, verified by two different PCR ap-
proaches. A similar strategy was used for the construction of the
Kigur2 deletion strain, i.e. with the oligonucleotide pair OLI-06.141/
06.142 as primers for the PCR reaction. Transformants selected on
G418 that did not grow on synthetic medium with glycerol were shown
to contain the correct deletion by PCR.

2.5. Quantification of expression levels by real-time RT-PCR

Total RNA was isolated with the FastRNA® Pro Red Kit from Bio
101° Systems and treated with deoxyribonuclease 1 (RNase-free).
¢DNA and PCR reactions were performed in an ABI PRISM® 7000
(Applied Biosystems) with the SuperScript™ III Platinum® SYBR®
GREEN One-Step qRT-PCR kit from InVitrogene. All procedures
were performed according the instructions of the manufacturers. The
primers 06.102-0Ov/06.103-Ov and 06.104-Ov/06.105-Ov (Table 2) were
used to amplify internal sequences of K/fCL! and KIACT! (control),
respectively. PCR conditions were: an initial cDNA synthesis step at

Table 1

Kluyveromyces lactis strains employed in this work

Strain Genotype Source

KB6-2C MATa ura3-12 his3-35 ade K.D. Breunig [36]

MW270-7B MATa leu2 uraAl-1 metl-1 M. Wesolowski-Louvel [27)
MW190-9B MATa Klura3 lac4-8 Rag+ M. Wesolowski-Louvel [29]
Kbc3 MATa ura3-12 lac4-8 KlcatSA This work

KlicllA13 MATa ura3-12 his3-35 ade™ Klicll::ScHis3 Lopez [25]

PM6-TA-KltpiA MATx wraAl-1 adeT-600 1pil:: KanMx Compagno [37]
CBS2359/pgil MATa rag2::loxP Steensma [38]

MATa leu2 wraAl-1 metl-1
MATa lew2 uraAl-1 metl-1

MW270-7B-Klgutl A
MW270-7B-Klgut2A
JAG6/SIPAHA

MATo trpl-11 ura3-12 adeA-600 lac4::KISIP4-( HA)6::KITRP1

This work
This work
L.Schild unpublished data
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Table 2

Oligonucleotides used

Designation Sequence

OLI-26 S'acgaagcttGCAGCAGAAGCCTTAACGGAGS'

OLI-13 5'acagtcgacACGATGGGAGAATTGAATCS'

OLI-54 5'acgagtcgacTCCGCCATTAAACCGAATS'

OLI-55 S'acgagtcgacTTAAACCGAATGTGATAGS'

OLI-32 5'acgctcgagTTCTTCCCCTCCCTACAT!

OLI-56 S'acgagtcgacTTTCGCATGAATGGGGAAA3'

OLI-38 5'acga_gtcg&cGGTTCCTCAGCCAAATAG' a3t

OLI-39 S'acga.gthACGGCTTGAAACTGGTC3'

OLI-41 5'acgagtcgacGCACATACATGGTACCGTS'

OLI-8 5'ggagetcgagGAATTAGAGCCATGATTGGS

OLI-33 5'acgagtcgacGTTCAATTATACCTTAAGS'

OLI-60 5/ccgtagatctCCGAATGTGATAGTTTTTCC3'

OLI-61 5'ccgtagatctATGATTCAATTCTCCCATC}'

OLI-62 5'ccgtagatctGAAAGTTGACTCAGTTGACTC3'

OLI-64 5'ccgtctcgaGGAAAGTTGACTCAGTTGACTC

OLI-65 5'cecgtetcgaGCGAAAATGTCCGTGAATTC

OLI-66 5'ccgtagatctTTCTTCCCCTCCCTACATCC

OLI-50 5'acgagatcTCGCATGAATGGGGtegacacald’

OLI-51 5'acggtcgaCCCCATTCATGCGAgatctacal’

OLI-52 5'acgagatcTCGGTTTAATGGCGtcgacacal’

OLI-53 S'acggtcgacGCCATTAAACCGagatctacal’

OLI-80 D Xba 5'gacgagatcTCGCATGAATGGGGtctagacgagd’

OLI-81 D-Xba S'ctcgtctagaCCCCATTCATGCGAgatctegted’

OLI-76 ACS2 5'acgaagcttTGCAATTTATCCGACGACAT3'

OLI-77 ACS2 S’agaggatccGAGCTGAACGGTGCAACAS’

OLI-06.139 CGTAGCATCAGGTGGAATAGAGCAAGATAACAGCAGACTTTTATTGCAGCAGATCTTCGTACGCTGCAGGTCGAC
OLI-06.140 CATTCATCCATCCTTTAGATTTCTCAATTGCAGTCTCCCACATCTTCCAACCTCCGCATAGGCCACTAGTGGATCTG
OLI-06.141 GCCAGTAAGGTTTTGCTGGGATCAGCTGTGTCTGCTGCCGCAGTGTTTGGCGCTGCTTCGTACGCTGCAGGTCGAC
OLI-06.142 GTTGAATTTCATCTTGTCTCTTTTTGGAATCCCAGCCCAATTCATCTCCCCCGCATAGGCCACTAGTGGATCTG
OLI-06.102-Ov CGATGACTTACAAACCATCGAA

OLI-06.103-Ov ACAATTCGGTACCCAACAATTC

OLI-06.104-Ov TCCCAGGTATTGCTGAAAGAAT

OLI-06.105-Ov
CSRE-KIICLIAL

TCGTCGTATTCTTGCTTTGAGA
CGGGTATGATTAACAGCGACA

CSRE-KIICLIAR ATGGATGTAGGGAGGGGAAG
CSRE-KIICLIBL CTTCCCCTCCCTACATCCAT
CSRE-KIICL1IBR CGTGTTTTGTTCGTCCATTG
KIKHT3-6-CW GTATGCGTCAGTCGGATCGT
KIKHT3-9-CW ATACCTGTATGGTCCATTGC

Capital letters represent the sequences present in the respective genes. Small letters show nucleotides added to the original sequences. Bases
underlined indicate the restriction sites used for cloning. Italics correspond to sequences of the pUG6 vector.

50 °C for 30 min and a denaturation step at 95 °C for 5 min, followed
by 40 cycles of denaturation at 95 °C for 15 s and annealing-extension
at 60 °C for 1 min.

2.6. Chromatin immunoprecipitation analyses ( ChIP)

For ChIP assays, cells were pre-grown in YNB glucose (2%) medium
to ODggp of 1-1.5 and shifted to ethanol (3%) for 5 h for derepression
before cross-linking with formaldehyde. Immunoprecipitation of
sheared chromatin was performed with a-HA-antibodies (Santa Cruz)
for 1 h at 4 °C. After reversal of cross-links and DNA extraction, input
and ChIP were analysed using 25 cycles of standard PCR conditions.

3. Results

3.1. The KIICLI promoter contains two functional CSREs
elements

Regulatory elements in the K//CLI promoter were first
delimited by testing a set of sequential deletions from the 5'-
end of the promoter for the reporter p-galactosidase activity
under different growth conditions (Fig. 1A). Constructs carry-
ing either 831 nt or 811 nt upstream from the ATG translation
start codon confer high level expression on ethanol, which is
repressed by glucose. A further deletion of 7 nt (-811 to

—804) causes a 40% reduction of the initial activity on ethanol
and expression is slowly reduced by approximately 60% when
sequences up to nt —732 are removed. All further deletions re-
sulted in only basal level activities. Thus, all activating se-
quences are located between nt —811 and —690. This was
confirmed by a construct lacking specifically this region
(pXW-61/62), which again displayed only basal level activities
(Fig. 1B). Closer inspection of the respective DNA fragment
revealed the presence of two similar sequences, which resemble
the consensus for CSRE elements of S. cerevisiae (Fig. 1).
Therefore, the two elements were designated CSRE-A and
CSRE-B.

Further investigations showed that deletion of CSRE-A
causes an approximately 45% reduction in specific f-galactosi-
dase activities. An even stronger effect (70% reduction) was ob-
served in the deletion of CSRE-B. A construct lacking both
elements lacked expression (Fig. 1B). This suggests that the
two CSRE elements are both necessary and sufficient for acti-
vating transcription under derepressing conditions.

Each of the elements was then tested individually. For this
purpose, a construct (pXW-39) which lacks all regulatory ele-
ments but retains the putative TATA-box and the transcrip-
tion start points of the K/ICLI promoter (located at —226
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Fig. 1. KIICL1 promoter analysis. The KIICLI promoter and part of the coding sequence was fused to the bacterial lacZ gene in the vector pXW3
and truncated constructs were obtained by PCR (see Section 2). Positions are numbered relative to the ATG translational start codon. Plasmids were
transformed into the strains MW190-9B (KICATS lac4-8) or Kbe3 (Klcat8 lac4-8) both lacking B-glactosidase. For preparation of crude extracts, cells
were grown on SC lacking uracil, with 4% glucose. The culture was either collected at an ODggq of approximately 2 (SCDura; repressing conditions)
or was used after centrifugation to inoculate cultures containing the indicated media to an ODygyy of 0.5 (KICATS) or 1.5 (Kicar§ mutant). The cells
were incubated for a period of 6 h to allow for induction of enzyme synthesis. Repeated -galactosidase determinations of different transformants did

not differ by more than 30%.

and —113/-95 as described previously [25]) was employed.
CSRE-A and CSRE-B were each reconstituted from pairs of
12 nt oligonucleotides and inserted into the reporter construct.
Neither of these elements conferred a high level reporter gene
expression in K. lactis. Therefore, CSRE-A and CSRE-B were
again reconstituted, but from 14 nt oligonucleotides. These ele-
ments were fully functional and conferred high -galactosidase
activities on ethanol (Fig. 1C) and acetate (111 and 223 mU/
mg, for CSRE-A and CSRE-B, respectively). Low basal activ-
ities were observed on glucose, glycerol (Fig. 1C) and lactate
(<5 mU/mg). It should be noted that the kinetics of B-galacto-
sidase activity in time-course experiments with constructs
which carried either CSRE-A or CSRE-B did not reveal any
significant differences. Thus, these data did not provide any
evidence for a recognition of the CSREs by different factors.
For both constructs activities started to increase 3 h after a
shift from glucose to ethanol medium, and the strains carrying
the CSRE-B construct always showed the higher activity.
For further investigation, we tested a Klcat8 deletion, which
lacks the ability to derepress KI/CLI transcription on non-fer-
mentable carbon sources [19,25]. Neither one of the pXW-39

derivatives employed, nor the construct carrying the entire
KIICLI promoter, displayed significant B-galactosidase activi-
ties when ethanol was used as carbon source (Fig. 1). This
strongly indicates that regulation through CSRE sequences
depends on the presence of the KlCat8p protein. However,
attempts to demonstrate KICat8p binding have failed so far.

In 8. cerevisiae, Cat8p is required for the transcription of
S1P4, which encodes a second regulatory protein that has been
shown to bind to CSRE sequences. We therefore tested
whether KISip4p might bind to the identified elements within
the K/ICLI promoter. A strain with an HA-tagged version
of the KISIP4 gene was employed for ChIP analysis. Cells were
pre-grown in glucose and shifted to ethanol medium for five
hours. Chromatin precipitated with anti-HA antibodies was
subjected to PCR with specific oligonucleotides to detect
KIICLI-CSRE sequences. An unrelated sequences (from the
KIKHT3 gene) and a strain with an untagged KISIP4 gene,
were used as controls. As demonstrated in Fig. 2, the CSRE-
A and CSRE-B elements of the K//CLI promoter were
enriched in the precipitate over the input DNA. This indi-
cates that KISip4p is able to bind to both CSREs. The weaker
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Fig. 2. ChIP data for binding of KISip4p-HA to CSRE sequences.
Cells were shifted for 5 h to ethanol medium prior to the isolation of
cross-linked chromatin. PCR reactions were carried out with oligonu-
cleotides listed in Table 2 specific for CSRE-A (CSRE-KIICLIAL and
CSRE-KIICLIAR) and CSRE-B (CSRE-KIICLIBL and CSRE-

KIICL1-CSRE-A

KIICLIBR), and the KIKHT3 promoter (KIKHT3-6-CW and
KIKHT3-9-CW) as a negative control. Reactions were also performed
on input DNA to confirm the function of the PCR reaction. Analyses
were exerted as described in [39].

signal for CSRE-A correlates with the weak influence of dele-
tion of this element in the wild-type promoter context. This
suggests that CSRE-B has a higher affinity for KlISip4p than
CSRE-A.

3.2. Glycerol regulates KIICLI expression through CSRE
promoter sequences

The data presented above suggest that glycerol causes a
reduction of K/IICLI expression, even in the presence of etha-
nol. Therefore, specific isocitrate lyase activities were deter-
mined after overnight growth on glucose and transfer of the
cells to synthetic medium with either ethanol or ethanol plus
glycerol as carbon sources. As shown for the wild-type strain
KB6-2C (Fig. 3A), an approximately 75% drop in activity
was detected with glycerol plus ethanol, as compared to the
ethanol control. Similar results were obtained in other genetic
backgrounds, i.e. the effect is not strain specific, although con-
siderable variations were observed for specific isocitrate lyase
activities between different strains (data not shown). This
was also observed when cultures were grown on rich media
or when cells were pre-grown under inducing conditions
(i.e. with ethanol as carbon source). The effect of glycerol is
mediated by the promoter of KI/ICLI, as demonstrated by
measurements of p-galactosidase activities in the /acZ fusion
(pXW-KIICLI). As observed for isocitrate lyase, a reduction
in B-galactosidase synthesis was caused by the presence of glyc-
erol (Fig. 3A). These data were confirmed by the results of
real-time RT-PCR experiments. As evident from Table 3, the
relative levels of KIICLI-mRNA were 7-10-fold higher (after
6 h and 8h following the shift from glucose, respectively) in
cells grown on ethanol alone as compared to those where glyc-
erol was added. Addition of glucose to the ethanol medium
had an even stronger effect, with a 250-fold decrease in mRNA
abundance after 8 h. Consistent with published data, growth
on either glucose or glycerol alone also led to a basal level
expression [19,23,25].

We also followed the Kllcllp activity after addition of glyc-
erol to ethanol grown cells to investigate the dynamics of the
down-regulation of KI/ICLI expression. Activities remained
largely unaffected in the wild-type for the first 2 h (Fig. 3B).
In this time interval, one would hardly detect changes in the
level of gene expression, but rather the effect of proteolytic
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events. After this period, Kllcllp activity significantly de-
creased, likely due to dilution during growth. This was also
true for P-galactosidase activities in the respective reporter
strain (Fig. 3B). Thus, glycerol most likely acts on K/IICLI
transcription rather than through inactivation of Kllcllp, con-
sistent with the previously reported glucose-effect [25].

To investigate whether the observed effect is due to a regula-
tory system exclusively operating in K. lactis, we tested the
behaviour of the S. cerevisiae isocitrate lyase on synthetic med-
ium. Although activities are lower in the cultures containing
glycerol, they always reached more than 70% of those of the
ethanol cultures (on rich media the glycerol effect was more
pronounced, data not shown). This also holds true for the K.
lactis enzyme tested in a S. cerevisiae icll deletion (Fig. 3C).
Vice versa, isocitrate lyase activities are lower on glycerol in
a K. lactis strain which expresses Sc/CLI (Fig. 3C). This
strongly indicates that glycerol acts distinctively on K. lactis
metabolism.

To characterize the promoter elements mediating the glyc-
erol regulation, a /acZ fusion of the K/ACS2 promoter (gov-
erning expression of a gene which encodes an acetyl-CoA
synthase isozyme) was obtained. It confers B-galactosidase
production on non-fermentable carbon sources which remains
unaltered on glycerol (Fig. 3D) and is independent of Cat8p
(i.e. activity levels decrease by a maximum of 10% in a Kicat8
deletion strain; not shown). KIICLI-CSRE-B was introduced
into this construct and again tested under different conditions.
As shown in Fig. 3D, specific B-galactosidase activities in the
hybrid construct carrying the CSRE-B element are 4-5-fold
higher in ethanol but not in the presence of glycerol. The activ-
ity of both CSRE-A and CSRE-B was also affected by glycerol
when tested individually with the pXW-39 reporter. These re-
sults clearly demonstrate that glycerol can regulate either
CSRE-element.

We also investigated whether lactate has similar effects as
glycerol on K/IICLI expression. The results obtained strongly
depended on the genetic background, since some of the wild-
type strains are not able to grow on this carbon source. This
is the case for KB6-2C, where lactate has no significant effect
on isocitrate lyase synthesis (with activities varying between
82 and 75 mU/mg protein after 8 h of shift to ethanol/lactate
medium). However, in the /acZ mutant strain (MW190-9B)
we found that lactate interferes with isocitrate lyase expression
to a similar extent as glycerol (i.e. a reduction of KlIcllp activ-
ity from 178 to 25 mU/mg protein after 8 h).

3.3. Glycerol metabolism is required to exert regulatory effects

To investigate how glycerol interferes with K/ICLI expres-
sion, different deletions which affect carbohydrate metabolism
were employed. Both a rag2 and a tim/ deletion (lacking phos-
phoglucose isomerase and triosephosphate isomerase, respec-
tively) still showed diminished expression on glycerol. Thus,
specific isocitrate lyase activities where reduced by at least
60% after the addition of glycerol as compared to those of
the ethanol grown cultures (i.e. for the 8 h samples from 246
to 66 mU/mg protein for rag2 and from 41 to 12 mU/mg pro-
tein for timl, on ethanol or glycerol plus ethanol, respectively).

To more directly target glycerol metabolism, K/GUTI and
KIGUT?2 (which encode the glycerol kinase and the mitochon-
drial glycerol 3-phosphate dehydrogenase, respectively) were
also deleted individually from the haploid K. lactis genome.
As expected, neither strain retained the ability to grow on
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Fig. 3. Glycerol regulation of isocitrate lyase synthesis. A, C, and D represent assays to assess the effect of glycerol. Cells were grown overnight on
SCD or SCDura (transformants) and then transferred to SCE to an ODgg of 0.5. The culture was divided and 3% glycerol was added to one aliquot.
Samples were obtained at different times for enzymatic determinations. (A) Wild-type (KB6-2C); pXW-KIICL1 (MWI190-9B (Klura3 lacd-8)
transformed with pXW-KIICL1). (C) Scicll AKIICLI (FMY401 (Seicll:: LEU2) carrying plasmid KIICL1YIp integrated at the URA3 locus) and
Klicll AScICLI (KlicllA13 transformed with ScICL1pCXJ). (D) pXW-KIACS2 and pXW-KIACS2-CSRE ¢,1-B (MW190-9B (Klura3 lac4-8)
transformed with the respective plasmids). (B) Glycerol inactivation assays. Strains were pre-grown on SCD or SCDura (transformants). For
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indicated. Wild-type (MW190-9B wura3 lac4-8); pXW-KIICL1 (MW190-9B carrying pXW-KIICL1).

glycerol as a sole carbon source (Fig. 4A). Glycerol causes a
reduction in isocitrate lyase synthesis in the strain lacking
the dehydrogenase (Fig. 4D), whereas expression was not af-
fected in the kinase-less strain (Fig. 4C). Thus, glycerol must
be at least initially phosphorylated to negatively regulate
KIICLI expression.

Finally, we also tested whether glucose has any effect on
KIICLI transcription in the Kigurl deletion mutant. Cells
grown on medium containing glucose as a sole carbon source
displayed only basal level isocitrate lyase activities (<2 mU/mg

protein) in wild-type and the Klgutl deletion. Growth on eth-
anol plus glucose showed intermediate activities in wild-type
and the Klgut! mutant (Fig. 4E and F). Thus, in this strain
background, glucose leads to a 3-fold decrease in KI/ICL!
expression in either strain. Therefore, the deregulation ob-
served for the Kigutl deletion is specific for glycerol. However,
it seems that K1Gutlp has a negative regulatory influence on
expression, since activities in the deletion strain are signifi-
cantly higher than those of the corresponding wild-type. The
molecular reason for this effect escapes our knowledge.
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Table 3
Relative KIICLI-mRNA levels determined by real-time RT-PCR

Relative mRNA levels (%)

Carbon source

6h 8h
3% ethanol 100.00 100.00
4% glucose 0.40 0.78
3% ethanol + 4% glucose n.d. 0.39
3% glycerol 0.42 0.44
3% ethanol + 3% glycerol 14.50 9.56

Relative expression levels were determined in comparison to the
KIACTI gene expression as described in Section 2. n.d., not deter-
mined.

4. Discussion

Previous reports indicated that K//CLI transcription is sub-
ject to carbon catabolite repression similar to its counterpart in
S. cerevisiae [25]. The promoter deletion analyses presented
here identified two putative CSRE sequences which we pro-
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pose to confer the transcriptional regulation. Several lines of
evidence lead to this conclusion: (i) CSRE-A and CSRE-B
show similarities to the consensus CSRE sequence from
S. cerevisiae (Table 4). However, it should be noted that a
functional CSRE in K. lactis requires 14 bp, whereas in S. cere-
visiae 12 bp have been shown to suffice. Moreover, a G at
position Njj, which is found in CSRE-B, abolishes activity
in S. cerevisiae [32]. (ii) Each of the elements is sufficient to
confer transcription on ethanol to promoters lacking activat-
ing sequences. Both the original deletion analyses and the
insertion of each element into the basal promoter show a
slightly stronger effect for CSRE-B. Yet, for the intact K/[CLI
promoter, the effects seem to be largely additive. (iii) The ele-
ments depend on a functional KlCat8p, since the respective
deletion mutant lacks reporter gene expression on all carbon
sources. This is reminiscent of S. cerevisiae, where Cat8p has
been shown to act through CSRE sequences. (iv) Whereas di-
rect binding of KlCat8p to the K/ICLI regulatory elements
(CSRE-A and CSRE-B) could not be detected, ChIP showed
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Fig. 4. Glycerol effect in KigutIA and Kigur2A mutant strains. (A) Growth behaviour of the null mutants as compared to the wild-type strain. Strain
MW270-7B (WT) and the isogenic deletion mutants Kigutl::KanMX (KlgutlA) and Klgut2::KanMX (Klgut2A) were grown on YEPD and then
replica-plated onto SCD (glucose), SCE (ethanol) and SCG (glycerol) and incubated for 48 h at 28 °C. (B, C, D) Regulation by glycerol. Crude
extracts for enzymatic determination were prepared from cells grown as described in the legend of Fig. 3A, (C, D) Wild-type (MW270-7B); KlgutlA
(Klgutl::KanMX) and Klgut2A (Klgut2::KanMX). (E, F) Regulation by glucose. Cells were grown overnight on SCD and then inoculated in SCE
with an ODg of 0.5. The cultures were each divided into two and 4% glucose was added to one set. Samples were obtained at the indicated times for
enzymatic determinations. Wild-type (MW270-7B) and KlgutIA (Klgutl::kanMX).
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Table 4

Alignment of known and putative CSRE sequences from K. lactis

Gene (promotor)”

Sequence (5'N, to N;339)°

KHCLIcsrE-A(-811/-824)
KHCLIcsrE (7291722
KIMLSI_7261-713)
KIACS2(_000/- 1007
KISIP4_s671—a54)
KISTP4(_ 09,596
KISFCI(_1052-1039)
LACY 1231110y [3]
Kl-consensus®
Sc-consensus [32)

5'C GCC ATT AAA CCG A3
5'C CCC ATT CAT GCG A3’
5'T CCC ATT TGT GCG A3’
5'A CCC CTC TAT CGG T3
5'T CCC TTT CAG CCG G3
5'A GCC TTT CAT CCG G3'
5'T GCC ATT GAC CCG G3'
5'C CCC TTT CAT CCG A3
5'H SCC WT'T NRN SCG R3’
5'N YCC NYT NRK CCG N3

“Numbers refer to the translation start codon (ATG), with the A
counting as +1.

"Ambiguity code: H=C,AorT; Y =CorT;S=GorC;R=A or G;
W=AorT;: K=GorT.

“The putative KIACS2 element has been omitted for generating the
CONsensus.

KlSip4p-HA to be mainly associated with CSRE-B and, to a
lower extent, with CSRE-.A. In line with this finding, KIfCLI
activation was shown to depend on KlSip4p in addition to
KlCat8p (J.J. Krijger, L. Schild and K.D. Breunig, unpub-
lished results). Interestingly, a putative CSRE sequence is also
found in the promoter of KIMLSI, which encodes malate syn-
thase, another key enzyme of the glyoxylate cycle (Table 4).
This element is more similar to CSRE-B than to CSRE-A
and the consensus from S. cerevisiae and it is likely to govern
KIMLS1 transcription in a similar manner. Two putative
CSREs are also found in the K/SIP4 promoter. Taken to-
gether, our data indicate that KICat8p induces the expression
of KISIP4, which in turn activates K/ICL! and KIMLSI tran-
scription by binding to the respective CSRE sequences.

For K. lactis, transcription of seven genes has been shown to
depend on KICat8p, so far [19-22]. In contrast to KIMLSI, the
promoters of all the other genes lack a consensus CSRE, which
suggests that the influence of KICat8p may be indirect. This
hypothesis is supported by the fact that KIACSI and KIJENI
are expressed on lactate [20,21], a carbon source, which, as
demonstrated here, does not activate the KI/ICLI-CSREs.
The KIACS2 promoter used in our K/ACS2-lacZ fusion is ex-
pressed on ethanol and glycerol independently of KlCat8p.
Thus, sequences which confer dependence on KICat8p must
be located upstream of position —732 nt contained in this con-
struct. A sequence close to the consensus for K. lactis CSREs is
located at position —1020 nt in the K/4CS2 promoter (Table
4). Homologs of most of the other S. cerevisiae genes, which
are regulated by CSREs in their promoters, also lack such se-
quences in K. lactis.

In K. lactis, it has been shown that the degree of glucose
repression is highly strain dependent [3]. This is also true for
the strains used here, where in the KB6-2C background a com-
plete loss of KITCLI expression is observed on glucose, while in
MW?270-7B, only a 3-fold decrease is detected. The heterogene-
ity of K. lactis strains most likely is also responsible for the
observed variations in specific isocitrate lyase activities in
wild-type strains, rag2 and tim/ mutants.

K. lactis seems to prefer the utilization of three carbon com-
pounds over ethanol, as indicated by the down-regulatory ef-
fect of glycerol. This is a clear difference to S. cerevisiae,
where such a distinction between non-fermentable carbon
sources does not seem to occur. As shown here, and similar
to the glucose effect, glycerol acts through transcriptional reg-
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ulation of K/ICLI, rather than through catabolite inactivation.
Although we observed an effect of glycerol on ethanol-grown
cells also in S. cerevisiae, which confirms previous observations
[33], it 1s much more pronounced in K. lactis. This effect is spe-
cies- rather than gene-specific. Thus, K/ICLI expression is only
marginally reduced by glycerol in S. cerevisiae, whereas
ScICL1 expression is strongly diminished by the addition of
this compound in K. lactis. First hints as to how glycerol exerts
this effect are provided by the mutant analyses presented here.
The lack of this effect in a Klgutl-, but not a Kfgut2-deletion
strain, demonstrates that glycerol has to enter the cell and to
get activated by phosphorylation prior to action. For lactate,
a similar regulation requires the ability of the strain to grow
on this carbon source. This is reminiscent of xylose in S. cere-
visiae. There, too, metabolism of the five carbon compound is
essential to exert catabolite repression [33]. Interestingly, in
contrast to S. cerevisiae, a strain lacking the succinate dehy-
drogenase gene KISDH/! in K. lactis displays high isocitrate
lyase and malate synthase activities on glucose and also on lac-
tate [34]. Taken together, these data suggest that intracellular
metabolites are responsible for keeping isocitrate lyase gene
expression low on glucose, glycerol and lactate. Mutations in
genes such as KIGUT!I or KISDHI would then cause a meta-
bolic imbalance and result in a lack of down-regulation.

Since in the context of the K/ACS2-lacZ reporter construct
the glycerol control is mediated through the introduced
KIICLI-CSRE-B, one can assume that signalling occurs
through a pathway which connects with glucose repression at
or downstream of the Snflp kinase. This view is supported
by the fact that glycerol metabolism also requires an active
Snflp complex [24]. Since KICATS is constitutively expressed
([23], and our unpublished results) and K/SIP4 transcription
seems to be controlled by KlCat8p, the glycerol effect could
be exerted by regulating directly the activity KICat8p. This
view Is consistent with published data showing that KICat8p
is less active in glycerol- than in ethanol-grown cells and that
a single point mutation in KICATS results in a protein
(KICat8pS661E) which allows activation on glycerol [23].

What could be the trigger of glycerol regulation? In S. cere-
visiae, a new signalling pathway which is independent of
Snflp, has been shown to control the glucose-regulated local-
ization of the B-subunit Gal83 [35]. It was shown that phos-
phorylation of glucose is necessary and sufficient to produce
this effect. Our data indicate that regulation by glycerol also
only depends on its phosphorylation. Thus, a Snflp indepen-
dent mechanism which regulates KlCat8p or KlSip4p, could
be in operation. Further work to investigate this hypothesis
is currently in progress.
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ABSTRACT

Mig2 has been described as a transcriptional factor that in the absence of
Migl protein is required for glucose repression of the SUC2 gene. Thus,
until now, the main role assigned to Mig2 has been the functional
redundancy to Migl. In this study, we report that Mig2 has a double
subcellular localization. As expected, in high-glucose conditions it is
accumulated in the nucleus but in low-glucose conditions Mig2 has an
unexpected mitochondrial localization and role in mitochondrial
morphology. We describe that Mig2 physically interacts with the
mitochondrial protein Upsl in a glucose-dependent manner. We also
show that Amig2 mutant cells exhibit a fragmented network of
mitochondrial tubules, a phenotype similarly observed in cells lacking
Fzol and Upsl. Furthermore, Mig2 acts antagonistically with respect to
the fission-promoting components, because mitochondrial aggregation
induced by DNM! deletion was rescued in the AdnmlAmig2 double
mutant. Thus, our studies have revealed an additional role for Mig2 as a
novel factor required for the maintenance of fusion-competent
mitochondria in Saccharomyces cerevisiae and strongly suggest that
Mig2 could be involved in a crossed talk between the nucleus and the
mitochondria through Upsl to regulate mitochondrial morphology in a
glucose dependent manner.

1. Introduction

Mig2 was identified several years ago as a
repressor that collaborates with Migl to cause
glucose-induced repression of SUC2 gene
(Lutfiyya and Johnston, 1996). A genome
wide expression profiling survey of the yeast
genome revealed that all the genes regulated
by Migl are also regulated by Mig2. Thus, it
was postulated that Mig2 always works in
conjunction with Migl (Lutfiyya et al., 1998).
However, Migl appears to be the essential
component, since its presence is necessary and
sufficient to cause full repression of most
genes even in the absence of Mig2. Although

the mechanism by which Mig2 participates in
the glucose repression of SUC2 gene is not
completely understood, it is difficult to
believe, that the sole role of Mig2 is to
partially repress gene expression in the
absence of Migl. In this work we describe a
new function for this protein; our results
suggest that Mig2 is a mitochondrial fusion-
promoting protein in S. cerevisiae.

The mitochondria of many cell types fuse and
divide continuously in a highly regulated
manner, such that their overall structure can

change rapidly in response to different
biological cues. The importance of
mitochondrial dynamics in cell life is
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demonstrated by the fact that defects in
organelle fusion and fission lead to a variety of
diseases in humans. Thus, mutations in
mitochondrial-fusion components are
associated with neurodegenerative diseases
(Cho et al., 2010). Similarly, abnormalities in
mitochondrial division are associated with
defects in  embryonic and postnatal
development (Wakabayashi et al., 2009).

The major components of the
mitochondrial fusion and fission machineries
have been evolutionarily conserved from yeast
to humans. Due to this conservation and the
accumulated knowledge on the genetics and
physiology of S. cerevisiae, this yeast emerged
as one of the prime model organisms to study
mitochondrial dynamics (Scott and Youle,
2010). Like other membrane-fusion events,
mitochondria are first tethered together before
their outer and inner membrane bilayers mix.
Three conserved GTPases, Fzol, Ugol and
Mgml, have central roles in mitochondrial
fusion(Cohen et al., 2011; Herlan et al., 2004;
Hermann et al., 1998; Sesaki et al., 2003; Zick
et al., 2009). Similar to mitochondrial fusion,
mitochondrial fission requires a GTPase,
called Dnm1 (Bleazard et al., 1999; Otsuga et
al., 1998). Fusion and fission processes are
regulated by several proteins and it seems
likely that additional yet unknown factors are
involved. Among them, Upsl a conserved
intermembrane space protein was originally
identified to affect the processing of the
GTPase Mgml, a central component on the
mitochondrial fusion machinery (Herlan et al.,
2004; Sesaki et al, 2003), and thereby
mitochondrial shape (Sesaki et al., 2006).
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Upsl was later found to be required to
maintain normal cardiolipin levels (Osman et
al., 2009; Tamura et al., 2009), a phospholipid
critical for mitochondrial structure and
integrity. Thus, Ups] regulates fusion by both
alternative topogenesis of Mgml and control
of mitochondrial cardiolipin metabolism.
Dnm1 function is mainly regulated by Numl,
assuring mitochondrial inheritance during
mitosis (Cerveny et al., 2007).

Here we describe Mig2 as a novel
mitochondrial associated protein involved in
maintaining the morphology of these
organelles. We also describe the glucose-
dependent interaction between Mig2 and Upsl
and discuss a role of Mig2 protein in
mitochondrial fusion control.

2. Materials and Methods

2.1. Strains, growing conditions and plasmids
The S. cerevisiae strains used throughout
this study were derived from W303.1A(Wallis
et al.,, 1989) and BY4742(Brachmann et al.,
1998) haploid wild type strains and are listed
in Table 1. Strain FMY501 expressing Mig2-
GFP was constructed by homologous
recombination in W303.1A using a GFP-HIS3
tagging cassette obtained from pFA6a-GFP-
HIS3 plasmid (Longtine et al., 1998).
FMYS503 strain was constructed by
homologous recombination in an Upsl-myc-
TRP1 strain using a GFP-HIS3 tagging
cassette obtained from pFA6a-GFP-HIS3
plasmid. FMY505 strain was constructed by
homologous recombination in a Adnm! strain
using a MIG2-His3MX6 deletion cassette
obtained  from the pFA6a-HIS3MX6
plasmid(Longtine et al., 1998). FMY506 strain
was constructed by homologous recombination
in a Afzol strain using a MIG2-His3MX6
deletion cassette obtained from pFA6a-
HIS3MX6 plasmid. FMYS510 strain expressing
Mig2-GFP was constructed by homologous
recombination in a Aups/ strain using a GFP-
HIS3 tagging cassette obtained from pFA6a-
GFP-HIS3 plasmid. FMYS512 strain was
constructed by homologous recombination in a
Amig?2 strain using a UPS1-His3MX6 deletion
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cassette obtained from the pFA6a-HIS3MX6
plasmid. FMY534 strain was constructed by
homologous recombination in a TetR-GFP
strain using a Myc-TRP1 tagging cassette
obtained from pFA6a-13Myc-TRP1 plasmid.

Escherichia coli DH5a (F @80dlacZ
AMI5 recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17(r-ri-
) supE44 reldl deoRA 99U169) was the host
bacterial strain used for plasmid construction
and amplification.

Yeast cells were grown in the following
media: YEPD (2% glucose, 2% peptone, and
1% yeast extract), YEPGly (0.05% glucose,
3% glycerol, 2% peptone, and 1% yeast
extract) and synthetic selective media
containing the appropriate carbon source (2%
glucose (SD) or 3% glycerol and 0.05%
glucose (SGly) and 0.69% yeast nitrogen base
without amino acids. Amino acids were added
at a final concentration of 20-150 pg/ml. Solid
media contained 2% agar in addition to the
components described above.

pRS316-Su9-RFP a CEN-URA3 plasmid
expressing RFP fused to the presequence of
subunit 9 of the F,-ATPase of Neurospora
crassa under control of the ADHI promoter
was a gift from P. Sanz.

2.2. Fluorescence microscopy

Wild-type (Mig2-GFP) strain, Amig2,
Aupsl, Adnml, Afzol, AdnmlAmig2 and
AfzolAmig2 mutants were transformed with
the centromeric plasmid pRS316-Su9-RFP and
grown until early-logarithmic phase (ODggo of
less than 0.8) in synthetic high-glucose
selective medium (SD). Then, half of the
culture was shifted to synthetic low-glucose
selective medium (SGly) for 5 min. 25ul of
cells were loaded onto poly L-lysine-coated
slides, and the remaining suspension was
immediately withdrawn by aspiration. One pl
of DAPI (2.5 pg/ml in 80% glycerol) was
added, and a cover slide was placed over the
samples. GFP, RFP and DAPI localization in
live cultures was analysed by direct
fluorescence using a Leica DMS000B
microscope. To avoid fluorescent signal in the
non-linear range, cells overexpressing GFP-
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and RFP-tagged proteins were excluded from
the analysis. Protein localization was estimated
by visual inspection of the images. At least
100 cells were scored per experiment in three
or more experiments. Fluorescence
distribution was scored according to the
following rule: N, denotes a nuclear
fluorescence signal and M, mitochondrial
fluorescence signal. Mitochondrial
morphology was classified in four categories:
wild type-like, fragmented, aggregated and
others. Means and standard deviations are
shown for at least three independent
experiments. Representative images of the
obtained results are shown. Images were
processed using Adobe Photoshop CS.

2.3. Preparation of crude protein extracts

Yeast protein extracts were prepared as
follows: yeasts were grown in 10 to 20 ml of
synthetic glucose medium (SD; H-Glc) at 28°C
to an Agoonm Of 0.8-1.0. Then, half of the
culture was shifted to synthetic low-glucose
medium (SGly, L-Glc) for 1 h. Cells were
collected, washed twice with Iml distilled
water and suspended in 200 pl PBS (pH 7.5)
buffer containing Roche Protease Inhibitor
plus ImM DTT and 0.1% Triton X100. Glass
beads were added to the tubes and cells were
broken using a FastPrep (Thermo Electron
Co.) apparatus (two pulses of thirty seconds).
Then, 200 pl of the same buffer were added to
the suspension. Supernatant was recovered
after 30 minutes of centrifugation at 4°C
(19,000 g). Supernatant was used as crude
protein extract.

2.4. Isolation of mitochondria and nuclei

Cells were grown in 400 ml high-glucose
YEPD at 28°C to an ODgggnm of 0.8. Then, half
of the culture was shifted to low-glucose
medium (YEPGly) for 1 h. Mitochondria were
obtained as described previously (Daum et al.,
1982) from half of the high and low glucose
cultures. Nuclei were obtained from the
remaining cultures as described
previously(Randez-Gil et al., 1998).

2.5. Immunoblot analysis
Cells were grown to an ODggonm of 0.8-1.0
in high-glucose selective medium and shifted
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to high- and low-glucose conditions for 1 h.
Cells were collected by centrifugation (3,000
g, 4°C, 1 min), and crude extracts were
obtained as described above. For Western blot
analysis, 20 to 40 pg of protein were separated
by  electrophoresis in a  SDS-12%
polyacrylamide gel and transferred to an

enhanced chemi-luminescence PVDF
membrane  (Amersham  Biosciences) by
electroblotting. PVDF membrane was then
incubated  with  polyclonal anti-GFP

(Invitrogen), monoclonal anti-myc and anti-
Nopl (Santa Cruz Biotech., Santa Cruz., CA)
or anti-G6PD (Sigma) as primary antibodies
and then the appropriate secondary antibodies.
Horseradish peroxidase-conjugated protein-A
was used as secondary reactant. West Pico
Chemiluminescent system (Pierce) was used
for detection.

2.6. Immunopurification analysis

Two liters of SDGlc ura” and SGly ura
synthetic media were inoculated with an
overnight pre-culture of TetR-GFP strain
expressing the GFP protein and FMY 503 strain
expressing Mig2-GFP and Upsl-myc fusion
proteins. Cells were grown at 28°C to an
ODgoo = 0.8 and harvested by centrifugation
(2,200 g) at 4°C, washed twice with 50 ml of
ice-cold PBS, and resuspended in 10 ml Lysis
Buffer (PBS containing 1.0 mM dithiothreitol,
0.1% Triton X-100 and Complete Protease
Inhibitor from Roche). Cells were broken in
the presence of glass beads with a planetary
mono mill (Pulverisette 6). Then, cell extracts
were spun-down twice, first at 2,200 g for 10
min at 4°C to remove gross cell debris and,
second, at 14,700 g for 60 min at 4°C to clarify
the extracts. Protein concentration in the
extracts was determined by Bradford protein
assay (Bio-Rad Protein Assay, BioRad).
Proteins interacting with GFP alone and GFP-
Mig2 were pulled down from cell extracts as
follows: 100 pl of protein A-Sepharose CL-4B
beads (GE) were equilibrated with distilled
water and blocked with Blocking Buffer (50
mM Tris-HCI pH 8.8, 200 mM glycine and 1%
Tween-20) overnight at 4°C. Then, 5 pl of
anti-GFP antibodies (Invitrogen) were added
to the protein A-Sepharose and incubated on a
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spinning wheel overnight at 4°C. After
exhaustive washing with Lysis Buffer, 10 ml
of cell extract were added to the beads and
incubated on a spinning wheel overnight at
4°C. GFP and Mig2-GFP associated proteins
were recovered by spinning down anti-GFP
beads at 500 g for 10 min at 4°C. Finally,
beads were thoroughly washed four times with
ice-cold Lysis Buffer. GFP and Mig2-GFP
protein complexes were eluted from the resin
by boiling it in the presence of 80 pl Laemmli
Buffer.

2.7. Co-immunoprecipitation assays
Immunoprecipitation experiments were
performed using whole cell extracts from
different strains or immunopurified proteins.
The extracts were incubated with anti-GFP,
anti-myc or with anti-Pho4 antibodies for 3 h
at 4°C. Protein A-Sepharose beads (Amersham
Biosciences) were then added to the samples
and incubated with them for 3 h at 4°C in a
spinning wheel. After extensive washing with
PBS, immuno-precipitated samples were
boiled in Laemmli buffer and loaded into a
12% SDS-polyacrilamide gel. The proteins
were transferred to an enhanced chemi-
luminicence PVDF membrane and
immunobloted as described above using anti-

GFP or anti-myc monoclonal primary
antibodies.
3. Results
3.1.  Nuclear-mitochondrial distribution of

Mig?2 is regulated by nutritional and oxidative
stress

Previous analysis indicated that in high
and low glucose conditions Mig2 exclusively
localizes in the nucleus(Lutfiyya et al., 1998).
However, since these studies were done using
a plasmid containing a truncated MIG2 ORF
(encoding from amino acid 81 to amino acid
381) fused to GFP(Lutfiyya et al., 1998), we
analysed the subcellular localization of the
full-length Mig2-GFP fusion protein. To
prevent non-physiological Mig2-GFP binding
to cellular structures due to protein
overexpression, we modified the endogenous
MIG2 locus by homologous recombination in
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such a way that a Mig2 variant harboring C-
terminal GFP fusion was expressed under the
control of the native MIG2 promoter. In high
glucose conditions, nuclear accumulation of
Mig2 was observed, although cytoplasmic
background fluorescence was also detected
(Fig. 1a). However, after a 5 min shift to low
glucose-glycerol  medium, strong green
fluorescence of the characteristic branched
tubular mitochondrial network was observed
(Fig. 1b). RFP fused to the presequence of
subunit 9 of the mitochondrial F,-ATPase
protein was used as a mitochondrial marker
and as seen in Fig. 1b, Mig2-GFP largely
colocalizes with Su9-RFP protein. Thus, under
nutritional stress, Mig2 is essentially a
mitochondria associated protein (Fig. Ic).
Moreover, the Mig2 translocation from the
nucleus to the mitochondria is reversible,
because Mig2 localize back to the nucleus
after a shift from low to high glucose
conditions (data not shown).

We also examined the effect of 5 mM
H,O, and 04 M NaCl on Mig2-GFP
subcellular distribution. As shown in Fig. la
and ¢, when cells grown in high glucose were
challenged for 5 min. with SmM H>0,, 98% of
Mig2 accumulated in the mitochondria and
only 2% remained in the nucleus. This reveals
an oxidative stress-dependent Mig2-GFP
translocation from the nucleus to the
mitochondria. In contrast, upon a 5 min.
treatment with NaCl, 72% of the protein
remained nuclear and 28% moved to the
mitochondria. H,O, and NaCl levels were
chosen as to allow 100% cellular survival.
Yeasts challenged with H>O, and NaCl
concentrations allowing only 50% of cellular
survival showed the same Mig2-GFP
localization pattern. In low glucose conditions,
when cells were challenged for 5 min with
SmM H,0, or 0.4M NaCl the mitochondrial
associated fluorescence characteristic of Mig2-
GFP under nutritional stress was observed
(Fig. 1b and Ic¢).

To obtain a second line of evidence for
Mig2 subcellular distribution under high and
low-glucose conditions we performed a cell
fractionation protocol (Fig. 2). A strain
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expressing C-terminally tagged Upsl-myc and
Mig2-GFP proteins at their native loci and
under control of their respective promoters
was grown in high and low-glucose. Cells
were fractionated into cytosolic, mitochondrial
and nuclear compartments and analysed by
Western Blot. The efficiency of the
fractionation was judged by the partitioning of
G6PD, Upsl-myc and Nopl proteins, which
are cytoplasmic, mitochondrial and nuclear
respectively. Under high glucose conditions
Mig2-GFP was found mainly in the purified
nuclear fraction but a minor amount of Mig2-
GFP was found in the mitochondria (Fig. 2,
lanes 3 and 4). Under low glucose conditions
Mig2-GFP is largely excluded from nucleus
and was found solely in the purified
mitochondria fraction (Fig. 2, lane 7and 8).

Together, these results show that Mig2 is
able to interact with mitochondria. Interaction
levels, assessed by fluorescence microscopy
and mitochondria purification experiments
suggest that Mig2 mitochondrial binding is
rather specific in low-glucose conditions.
Mig2-GFP relocalizes from the nucleus to the
mitochondria in response to glucose starvation
and oxidative stress. Moreover, Mig2 transport
between nucleus and mitochondria is a fairly
quick process, such that its subcellular
localization can change rapidly in response to
a shift from high to low-glucose conditions.

3.2. Mig2 protein is associated with Upsl
mitochondrial fusion factor in low glucose
conditions

The genetic interaction network from high
throughput data for a given factor provides
clues to understand its role in the cellular
context. To further uncover the molecular
function of Mig2, we mined BIOGRID
(http://www.thebiogrid.org/) and DRYGIN
(http://drygin.ccbr.utoronto.ca/) databases,
searching for the complete interaction map of
Mig2. We found 10 genetic interactions with a
number of factors involved in different
biochemical processes (Fig. 3). Seven of them
were classified in metabolism/mitochondria
category. One of these was Upsl, a protein of
the mitochondrial intermembrane space that
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associates at the periphery of the inner
membrane with Mgm1 protein and is involved
in its processing (Sesaki et al., 2006). Upsl is
also involved in the regulation of cardiolipin
levels, integrity of mitochondrial membrane
complexes and mitochondrial morphology
(Sesaki et al., 2006; Tamura et al., 2009). The
Upsl protein is orthologous to human PRELI
(Protein of Relevant Evolutionary and
Lymphoid Interest) (Sesaki et al., 2006).

Since our fluorescence microscopy results
suggest that Mig2 could be transiently
associated with mitochondria, a tentative idea
is that Mig2 interacts with the Upsl protein in
nutritional or oxidative stress to regulate
mitochondrial morphology. To test this, we
immunoprecipitated Mig2-GFP using anti GFP
antibodies conjugated to sepharose beads.
Cells expressing GFP or Mig2-GFP were
grown in high and low-glucose conditions.
Then, whole-cell extracts from these cells
were incubated with the affinity resin. After
exhaustive high-salt washes, bound proteins
were eluted and analysed by Western blot (Fig.
4a). Interestingly, our results show that only a
small amount of Upsl1 is associated with Mig2
in high glucose. In contrast, a strong
interaction is detected in low glucose.

Further  evidence for  Mig2-Upsl
interaction came from reciprocal
immunoprecipitation assays performed with
antibodies against the myc-tag of the Upsl-
myc protein and subsequent detection of co-
immunoprecipitated Mig2 via the GFP-tag. As
shown in Fig. 4b (lanes 2 and 3), a strong and
specific Mig2 signal was observed in no
glucose (Glc <0.05 %) or low (0.05% Glucose
+ 3% Glycerol) conditions. Again, the signal
was very weak or not present when doing the
experiment with cells grown in high-glucose
(Figure 4b, lane 1), although equal amounts of
Upsl-myc protein were pulled-down in the
two conditions. No signal was observed when
using anti-Pho4 or no antibodies as a negative
control. Interestingly, a weak Mig2-GFP
signal was detected in immunoprecipitated
samples from cells grown in high glucose after
a 5 min shift to high glucose plus oxidative
stress inducers H,O, (5mM), t-BOOH
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(0.lImM) or osmotic stress inducer NaCl
(0.4M) (Figure 4b, lanes 4-6). This result
suggests that the interaction between Mig2 and
Upsl1 is induced by nutritional stress but not by
oxidative or osmotic stress.

Collectively, our findings show that Mig2
and Upsl interact physically, and strongly
suggest that this interaction could account for
Mig2 mitochondrial localization in low
glucose conditions.

3.3. Mitochondrial localization of Mig2 is
Ups 1- dependent.

To further understand the importance of
Upsl and Mig2 interaction we performed
subcellular fractionation experiments in the
presence or absence of the Upsl protein. As
shown in Fig.2, Mig2 is found associated with
mitochondria preferentially in low glucose
conditions whereas Upsl is always bound to
the organelle. As seen in Fig. S5a, the
association of Mig2 with mitochondria in low
glucose is strongly reduced in absence of Upsl
protein. These results support the notion that
Mig2  mitochondrial ~ accumulation  is
dependent to a large extent on Upsl.

To characterize the role of Upsl in Mig2
mitochondrial association, we analysed Mig2
nucleocytoplasmic distribution in a Aups/ null
mutant strain. Wild type and Aupsl cells
expressing Mig2-GFP were grown until early
logarithmic phase in high-glucose. Then, cells
were shifted to low glucose-glycerol medium
for 5 min and analysed by fluorescence
microscopy. As shown in Fig. 5b, in high
glucose conditions Mig2 nuclear accumulation
was observed both in the wild type and Aups!
null mutant strains. However, after a 5 min
shift to low glucose-glycerol medium Mig2
from wild-type cells mostly localized in the
mitochondrial network (Fig. 1 and Fig. 5b).
Surprisingly, after a 5 min shift to low-glucose
conditions, Mig2 nuclear localization was
detected in 79% of AupsI mutant cells (Figure
5b and c). Thus, Mig2 distribution in Aupsl
cells points to a role for Upsl as one of the
most important mitochondrial  targeting
proteins for Mig2.
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3.4. Mig2 and mitochondrial fission machinery
regulate mitochondrial morphology in an
antagonistic manner

Together, Mig2-Upsl interaction and
Mig2 mitochondrial localization results
prompted us to investigate the influence of
Mig2 in mitochondrial morphology during
diauxic growth.

To investigate the role of Mig2 in
mitochondrial morphogenesis, we analysed
mitochondrial morphology in Amig2 mutant
cells and compared it with the characteristic
mitochondrial phenotype in wild-type cells.
Wild type and Amig2 cells expressing Su9-
RFP from a centromeric plasmid were grown
until early logarithmic phase in high glucose.
Then, cells were shifted to a low glucose-
glycerol medium for 60 min and analysed by
fluorescence microscopy. In high glucose,
wild-type  mitochondrial  networks  are
relatively simple with rather few tubules and
branches. In low glucose conditions,
mitochondrial morphology is more complex
and branched (Egner et al., 2002). As can be
seen in Fig 6a, Amig2 null-mutant cells grown
in high-glucose conditions contain wild-type
like mitochondria. However, the Amig2 mutant
strain  displayed a  strikingly altered
mitochondrial morphology in low glucose
conditions, including fragments and shorter
tubules. Quantification of mitochondrial
morphology in cells grown in low-glucose
showed that only 2% of Amig2 cells contained
normal tubular mitochondria, unlike wild-type
cells (98%), whereas a mitochondrial
fragmented morphology was detected in 83%
of cells.

This altered morphology is similar to the
phenotype observed in Afzol and Aupsl
mutants, involved in outer and inner
mitochondrial membrane fusion, respectively
(Meeusen et al., 2004; Sesaki et al., 2006;
Tamura et al., 2009). The highly fragmented
mitochondrial morphology is thought to be
caused by on-going mitochondrial fission that
is unopposed by fusion events. Thus,
fragmentation in fusion-defective mutants for
the mitochondrial network can be rescued by
deletion of genes encoding essential
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mitochondrial fission components(Sesaki and
Jensen, 1999). To test whether MIG2 gene
deletion blocks mitochondrial tubular network
formation in cells lacking the Dnml fission
factor, we generated a AdnmlIAmig2 double
mutant. Indeed, mitochondria formed extended
and highly interconnected nets in Adnml
mutant cells, but had wild type-like tubular
morphology in the AdnmlIAmig2 double
mutant (Figure 6b). This suggests that the
highly interconnected mitochondrial
phenotype of fission-defective mutants can be
partially rescued by deletion of the MIG2
gene. Thus, Mig2 protein could play an
essential role as a mitochondrial fusion
component antagonizing Dnml. In contrast,
since mitochondrial fragmentation is the
predominant phenotype in the Afzol fusion
mutant, and identical mitochondrial phenotype
is observed in a AfzolAmig2 double mutant
(Figure 6b), we suggest that Afzo/ mutation is
epistatic to  Amig?2. Moreover, the
mitochondrial fragmentation observed in the
Aupsl fusion mutant in high-glucose, was not
rescued in the Amig2Aups! double mutant.
Furthermore, the mitochondrial fragmentation
observed in Amig2 cells growing in low-
glucose was indiscernible  from  the
mitochondrial ~ phenotype  detected in
Amig2Aups] cells. These results suggest that
Mig2 could be involved in a crossed talk
between the nucleus and the mitochondria
through Upsl to regulate mitochondrial
morphology in a glucose dependent manner.

4. Discussion

Several lines of evidence suggest that
Mig2 protein subcellular localization is
regulated by nutritional and oxidative stress. In
response to high glucose conditions, Mig2 is
imported into the nucleus. There, it is a
transcriptional repressor and cooperates with
Migl to repress SUC2 expression (Lutfiyya et
al., 1998). However, in low glucose or
oxidative stress conditions, Mig2 accumulates
in the mitochondrial network. In this work we
describe a new function for this protein; our
results establish that Mig2 is a novel
mitochondrial factor, important for fusion-
competent mitochondria maintenance in low-
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glucose  conditions.  Similar to  other
mitochondrial fusion mutants(Fritz et al.,
2003; Hermann et al.,, 1998; Sesaki et al.,
2006; Wong et al., 2000), Amig2 cells display
fragmented mitochondria, and mitochondrial
fusion is blocked. Our results indicate that
Mig2 is a regulatory factor for the
mitochondrial fusion machinery, because
mitochondrial ~ fusion is  restored in
AdnmIAmig2 mutant cells and MIG2 gene
deletion in a Afzol or Aupsl mutant does not
restore mitochondrial morphology defects. The
fact that the mitochondrial fragmented
phenotype of the Amig2 mutant can be
completely rescued by deletion of DNMI gene
implies that regulation of mitochondrial fusion
is the main function of Mig2 in low-glucose
conditions.

Several proteins involved in mitochondrial
dynamics have been already characterized.
However, it is likely that additional proteins
involved in mitochondrial distribution, fusion
or fission will be identified in the future. It is
also known that defects in some genes
encoding mitochondrial fusion proteins cause
human diseases, like the autosomal dominant
optic atrophy or the Charcot-Marie-Tooth
disease type 2A (Rintoul and Reynolds, 2010).
Mitochondrial fusion activity is closely linked
to mitochondrial function (Zorzano et al.,
2010) however, the molecular mechanisms
regulating the activity of the mitochondrial
fusion machinery remain largely unknown.
Thus, it is crucial to identify new factors
involved in this process, as well as
characterize  its  regulatory role in
mitochondrial morphology rearrangement.

In this work, we describe a glucose
dependent interaction between Mig2 and
Upsl. We also show that mitochondrial
localization of Mig2 is both glucose and Upsl
dependent. Our results strongly support a role
of Mig2 regulating mitochondrial fusion
machinery through Upsl protein in low
glucose conditions. One possibility is that
Upsl synthesis or turnover is regulated by
Mig2 protein. However, we did not find a
significant change in the amount of Upsl in
Amig2 mutant cells compared to a wild-type
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strain. Anyway, since in the Aups/ strain many
processes in addition to the mitochondrial
morphology are affected, it is possible that
Mig2, together with Upsl, also participates on
them. Upsl regulates the alternative
topogenesis of Mgml, a protein that presents
two isoforms: the long one, anchored to the
inner mitochondrial membrane, and a shorter
version located into the intermembrane
space(DeVay et al., 2009; Sesaki et al., 2006).

Moreover, Upsl protein is a key factor
controlling mitochondrial cardiolipin level
(Tamura et al, 2009). Cardiolipin is a

mitochondrial inner membrane phospholipid
(Li et al., 2007) that stabilizes electron
transport chain complexes III, IV and the
Tam41-Mmp37 complex, required for TIM23-
PAM association(Kutik et al., 2008; Tamura et
al., 2009; Zhang et al., 2005). Thus, it could be
possible for Mig2 to be involved in the Upsl-
dependent regulation of Mgml alternative
topogenesis or for Mig2 and Upsl, plus other
proteins, to link cardiolipin regulation and
mitochondrial morphogenesis. Another
possibility is that Mig2 could be involved in a
crossed talk between the mitochondria and the
nucleus, maybe through Upsl, to regulate
glucose metabolism in a mitochondrial
morphology dependent-manner. In fact, other
fusion proteins in higher eukaryotes, like
Mfn2, had been described to play this role.
Mfn2 loss-of-function or knockdown mice
have reduced activity of Krebs cycle and of
electron transport chain causing an increase in
glucose uptake and glycolysis rate and a drop
of glycogen synthesis in order to maintain the
energy metabolism of the cell(Bach et al.,
2003; Pich et al., 2005).

Since the role of Upsl and Mfn2 is
conserved among eukaryotes (Sesaki et al.,
2006), it would be important to directly
determine whether Mig2 function is also
conserved in humans. It will thus be
interesting to explore whether Mig2 is required
to Mgml processing, to maintain cardiolipin
level or to regulate Krebs cycle and electron
transport chain activity in future experiments
in yeast.
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Tablel.

Saccharomyces cerevisiae strains used in this study

Name Relevant genotype Source/Ref.

W303.1A MATa ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trpl- (Wallis et al., 1989)
1 ura3-1

BY4742 MATa his34 1 leu24 0 met154 0 ura34 0 (Brachmann et al., 1998)

FMY501 MATa ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 This work
ura3-1 MIG2::GFP

FMY503 MATa his3 leu2 lys2 trpl ura3 UPSI-myc- This work
TRP MIG2::GFP

FMY505 MATa his34 1 leu2A 0 metl15A 0 ura34 0 This work
dnml::kanMX4 mig2::HIS3

FMY506 MATa his34 1 leu24 0 meti5A 0 ura34 0 This work
fzol::kanMX4 mig2::HIS3

FMY510 MATa  his3  leu2 lys2 trpl  wura3 This work
upsl::kanMX4 MIG2::GFP

FMYS512 MATa his34 1 leu24 0 met154 0 ura34 0 This work
mig2::kanMX4 upsl:: HIS3

FMY534 MATa ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 This work
ura3-1 tetOx200::URA3 tetR-GFP::LEU2
UPS1-myc-TRP

TetR-GFP  MATa ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trpl-1 (Michaelis et al., 1997)
ura3-1 tetOx200::URA3 tetR-GFP::LEU2

YRIJ2012 MATa his3 leu2 lys2 trpl wura3 UPSI- (Sesaki et al., 2006)
myc-TRP

YRJ2011 MATa  his3  leu2 lys2 trpl wra3 (Sesaki et al., 2006)
ups1::kanMX4

Y01489 MATa his3A1  leu2A0  metl15A0 ura3A0 Euroscarf
dnml::kanMX4

Y03319 MATa his3A1 leu2AO0 metl5SAO ura3A0 Euroscarf
Jfzol::kanMX4

Y 14575 MATo.  his3A1  leu2A0 lys2A0 ura3A0 Euroscarf
mig2::kanMX4
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Figure Legends

Fig. 1. Nutritional and oxidative stresses regulate the subcellular localization of Mig2.
Yeast strain FMY501 (Mig2-GFP) containing the GFP tagged MIG2 gene at its
chromosomal location and expressing Su9-RFP from plasmid pRS316-Su9-RFP, was
grown on high-glucose SD wra” medium (H-Glucose) until an OD 600nm of 0.8 was
reached (a) and then transferred to low glucose synthetic SGly medium (L-Glucose) for
5 min (b). The cells were stained with DAPI and imaged for GFP, RFP and DAPI
fluorescence. SmM H,0, was added to FMYS501 cells growing under high-glucose
conditions and expressing both Mig2-GFP and Su9-RFP. The cells were incubated for 5
min at 28°C, harvested, stained with DAPI and imaged for GFP, RFP and DAPI
fluorescence. 0.4M NaCl was added to FMYS501 cells growing under high-glucose
conditions. The cells were incubated for 5 min at 28°C, harvested, stained with DAPI
and imaged for GFP, RFP and DAPI fluorescence. (c) The localization of Mig2-GFP
protein was determined in at least 100 cells per growth condition. Error bars represent
standard deviations for three independent experiments. N, denotes a nuclear
fluorescence signal and M, mitochondrial fluorescence signal.

Fig. 2. Subcellular localization of Mig2.

Cells (FMY503) expressing both Mig2-GFP and Upsl-myc were grown on high-
glucose YEPD medium (H-Glc) until an OD 600nm of 0.8 was reached and then
transferred to low glucose YEPGly medium (L-Glc) for 1 h. Protoplasts were obtained
from the harvested cells and total cell extract (C. Ext.), cytosolic (Cyt.), mitochondrial
(Mit.) and nuclear (Nuc.) fractions were prepared. Similar amounts of protein of each
fraction were analysed by Western blot using antibodies against GFP (Mig2-GFP),
mitochondrial Ups1-myc, cytosolic G6PD and nuclear Nop1 proteins.

Fig. 3. Network showing Mig2 interactions.

Mig2 genetic interactions network with genes that participate in several processes.
Dashed line axes represent positive genetic interactions and solid line axes represent
negative genetic interactions. Node symbols correspond to gene ontology annotations as
listed in the Data Repository of Yeast Genetic Interactions (DRYGIN) (Koh et al.,
2010).

Fig. 4. Mig2 physically interacts with Upsl1.

(a) Co-immunoprecipitation of Upsl with Mig2. The TetR-GFP strain expressing
the GFP protein and the FMYS503 strain expressing Mig2-GFP and Upsl-myc fusion
proteins were grown in high (H-Glc) and low-glucose (L-Glc) media. GFP and Mig2-
GFP associated proteins were recovered by spinning down anti-GFP beads and the
protein complexes were eluted from the resin by boiling it in the presence of 80 pul
Laemmli Buffer. Eluted proteins were analysed by Western blot using anti-myc
antibodies. Cell extracts (input), spinning down anti-GFP beads supernatant (last wash)
and immunopurified eluates from the resin by boiling it in the presence of Laemmli
Buffer (IP eluate). (b) Co-immunoprecipitation of Mig2 with Upsl. The FMY503
(Mig2-GFP Upsl-myc) strain was grown in high-glucose complex medium until an
0OD600 of 0.8 was reached and then shifted to high- (H-Glc) and low- (L-Glc) glucose
conditions for 1 h. The cell extracts were immunoprecipitated with a monoclonal anti-
myc antibody (lanes 1-6) or a polyclonal antibody against Pho4 (lanes 7 and 8).
Immunoprecipitates were separated on 12% SDS-PAGE gel, and co-
immunoprecipitated Mig2-GFP was visualized on a Western blot with a monoclonal
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anti-GFP antibody. The level of immunoprecipitated Upsl protein in the blotted
samples was determined by using an anti-myc antibody.

Fig. 5. Mitochondrial association of Mig2 is Ups1-dependent.

(a) FMY501 (Mig2-GFP) and Aups1 cells expressing Mig2-GFP (FMYS510 strain) were
grown on high-glucose YEPD medium (H-Glc) until an OD 600nm of 0.8 was reached
and then transferred to low glucose YEPGly medium (L-Glc) for 1 h. Protoplasts were
obtained from the harvested cells and total cell extract (C. Ext.), cytosol (Cyt.) and
mitochondria (Mit.) fractions were prepared. Identical amounts of protein of each
fraction were analysed by Western blot using antibodies against the GFP protein. (b)
Yeast strains FMY501 (Mig2-GFP) and FMY510 (Aups! Mig2-GFP) with a complete
deletion of the UPSI gene and containing the GFP tagged MIG2 gene at its
chromosomal location, were grown on high-glucose complex medium (H-Glc) until an
OD 600nm of 0.8 was reached and then transferred to low glucose complex medium (L-
Glc) for 5 min. The cells were stained with DAPI and imaged for GFP and DAPI
fluorescence. (c) The localization of Mig2-GFP protein was determined in at least 100
cells per growth condition. Error bars represent standard deviations for three
independent experiments. N, denotes a nuclear fluorescence signal and M,
mitochondrial fluorescence signal.

Fig. 6. Mig2 is a fusion protein required for normal mitochondrial morphology.

(a) Wild type (BY4742) and Amig2 (Y14575) strains transformed with the centromeric
plasmid pRS316-Su9-RFP were grown on high-glucose SD ura™ medium (H-Glc) until
an ODggonm of 0.8 was reached and then transferred to low glucose synthetic SGly
medium (L-GlIc) for 5 min. The cells were stained with DAPI and imaged for RFP and
DAPI fluorescence. The upper panel images contain representative cells. In the lower
panel quantification of mitochondrial phenotypes are shown. Error bars represent
standard deviations for three independent experiments with 100 cells per strain and
growth conditions. (b) Yeast cells transformed with the centromeric plasmid pRS316-
Su9-RFP were grown on low glucose synthetic SGly medium (L-Glc) until an ODgoonm
of 1.0 was reached. The cells were stained with DAPI and imaged for RFP and DAPI
fluorescence. In the upper panel images containing representative cells are shown. In the
lower panel quantification of mitochondrial phenotypes are shown. Error bars represent
standard deviations for three independent experiments with 100 cells per strain.
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FIGURE 1
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FIGURE 1
(Ferndndez-Cid et al.)

b L- Glucose

(Mig2-GFP)

+ H,0, (5mM)

FMY501
(Mig2-GFp) [ S

+ NaCl (0.4M)

Phase Mig2-GFP  Su9-RFP DAPI Merge

FMY501
(Mig2-GFP)

FMY501

OH-Glc (N) @EH-Glc (M) OL-Glc (N) @L-Glc(M)

100 -
80 |
60
40
20

O ——
Wt H,0, (5mM) NaCl (0.4M)

% of cells

-20

222



Publicaciones

FIGURE 2

Ferndndez-Cid et al.
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FIGURE 3

Fernandez-Cid et al.
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FIGURE 4

Ferndndez-Cid et al.
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FIGURE 5

Fernandez-Cid et al.
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FIGURE 6

Ferndndez-Cid et al.
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FIGURE 6

Fernandez-Cid et al.
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