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Area de Estudia: Neurobiologia

Propdsito y Método de Estudio: Los neurotransmisores son sustancias quimicas almacenadas
en pequeiias vesiculas en Ias terminales de las neuronas y al ser liberados durante la sinapsis,
trensmiten un mensaje que estimula, inhibe o modula @ impulso nervioso. B mecansmo de
accion de los neurgtransmisores es por medio de su interaccion con receptares proteicos que
se encuentran en @ membrana plasmatica de las neuronas, teniendo wna relevancia espedial
3l ser éstos en particular los blancos de muchos farmacos. Existe una gran cantidad de
receptores de neurotransmisores que faltan de ser caracterizados a nivel molecular y su
estudio se ha visto impedida principalmente por 3 dificultad de obtenerios de sus tepdos
nativos ¥ también por su naturaleza hidrofdbica, 1a que hace dificl su purificacion b3s
expresarios en sstemas de produccon de proteinas heterdlogas. Este trabajo combind 2
biologia molecular y la neurobiclogia con € fin de produdr el neceptor GABAC pl en levadwas
para su estudig fisiokigico y estructural.

Contribuciones y Conclusiones: Bl receptor pudo ser expresado de manera funcional en
levaduras del género Saccharomyces y madificaciones realizadas al receptor para facilitar su
purfficacion no afectaron sus propiedades electiofisiologicas. Usando cromatografia de
afinidad, el receptor expresado en levaduras pudo ser enriquecido. Sin embargo, las niveles
obtenidos resul@ron muy bajos, haciendo este sisterma inadecuado para  estudicos
estructurales. B sistema desarrollada para ka purificadon mostro ser eficiente, por k que si
otro sistema de expresion es usado en el futuro para expresar este receptor, se padrd
aprovechar esta estrategia,
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Expresion Funcional del Receptor GABA pl1
Humano en Levaduras

1. INTRODUCCION

1.1. Importancia de los meurctransmisores y sus receptores en el

sistema nervioso central

Un neurotransmisor es una sustanda secretada por las neuronas y que s
difunde sobre una corta distancia a las células blanco, donde produce una respuesta
fisiolégica. El neurotransmisor puede alterar el fiujo idnico y producir despolarizacion o
hiperpalarizacidn, o puede alterar el metabalismo de la célula blanao. El estudio de las
fundones que llevan a cabo los neurctransmisores en el cerebro es una parte primordial
dentreo de la neurocienda. Entender el papel que juegan en la recepddn y transmision de
sefiales ha ayudado con el paso de los afios a comprender €l mecanismo de algunos
padecimientos, asi como a disefiar medicamentos tales o©omo anestésicos,
antidepresivos, etc. El mecanismo de accion de los neurotransmisores es par medio de
su interaccdn con receptores que se encuentran en la membrana plasmatica de las
neuronas, abriendo o cerranda canales idnioos, por ko que @l estudio de estos receptores
tiene una relevanda especial al set €stos, en particular, los blancos de una gran cantidad
de farmacos. Ademas, los receptores de neurctransmiseres juegan un papel importante
en numerosas eticloglas. En el caso de la miastenia gravis, el receptor de acetiloolina

sufre un ataque autoinmune provocando los sintomas propios de esta enfermedad
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(Hoedemaekers ef &/, 1997). La enfermedad de Alzheimer (Toda et al, 2003), la
epilepsia (Lauren ef a/, 2003) y la esquizofrenia (Lipska et &/, 2003) son otros tres
ejemplos de padecmientos en los que existe evidencia de que algunos receptores de
neurotransmisores no funcionan adecuadamente. Existe una gran cantidad de receptores
de neurotransmisores que faltan por ser caracterizados y su estudio se ve impedido
principalmente por la dificultad de obtenerlos de sus tejidos nativos, asi como por su
naturaleza hidrofdbica que hace difidl su purificacion tras expresarlos en sistemas de
producdon de proteinas heterdlogas. Una vez que estos receptores sean caracterizados
a fondo, podran ser diseflados medicamentos mas espedficos. Sin embargo para llegar a
un afto nivel de emtendimiento de la funddn de estos receptares, hacen falta estudios de

tipo estructural.

1.2. El neurotransmisor inhibidor mas impartante

El prindpal neurotransmisor Inhibidor del sistema nervioso c¢entral de los
mamiferos es el dcide y-aminobutirico (GABA), slendo su papel esencial el Inhibir el
potencial sinaptico excitatorio de las neuronas (Rascosky, 1997). Se ha estimado que un
40% de todas las inhibiciones sinapticas son a través de este aminodcido (Johnston,
1981; Martin y Dunn, 2002). Después de su liberacion, el GABA se difunde e interactia
oon sus receptores hiperpolarizando a las células postsinapticas. El GABA ej'eroe Sus
funciones inhibitorias uniéndose a, por lo menos, tres subclases de receptores
estrudtural y farmacoldgicamente diferentes: GABAs, GABA; y GABA: (Watling, 1998;

Enna y Bowery, 1997), Mientras que los receptores A y C son nales de CI, los
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receptores de lg subdase B estéin amplados a canales de K* y Ca?', via protelnas G
(Bowery y Enna, 2000).

El receptor GABAs fundona como canal de O controlado por ligando. El
incremento de la conductanda de la membrana plasmética de las neuromas al O
produce hiperpolarizacion (un potencial electromotriz intracelular mds negativo) y
disminuye la excitabilidad netvicsa. La estructura del receptor GABA, es tipica de kb
mayoria de los receptores lonatréploos regulades por ligando (Olsen y Delgado-Escueta,
1999). Presuntamente compuesto de dnoe subunidades protelcas dispuestas en drculo
para formar un poro o canal, permanecge cerrado hasta que se.une el GABA (Barnard &
al, 1993; Nayeem ef af, 1994). Cada subunidad es una cadena de residucs
amincaddicos con cuatro regiones altamente hidrofdbicas (TM1-TM4), las que son
potenciales formadgras de regiones transmembranales, un dominio N-terminal
extracelular hidrofilico, €l cual contiene parte del sitio de unidn a GABA (Enz y Cutting,

1998) y un lazo citoplasmdatico largo entre TM3 y TM4 (Fig. 1).

Intracelular

Figura 1. Modelo topoldgico de las subunidades protelcas de los receptores GABA. Cada
subunided atraviesa cuatro veces |a membrana y £n su &qdrémo amino se encuentra el sitio de unidn a
GABA.

Los receptores GABA: se descubrieron inicialmente en retinas de mamifercs, por

lo que se les denomind receptores GABAwm, GABA+ 0 GABA, (Palenzani et al, 1991).
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Sin embargo, otros estudios han sugerido que pueden estar presentes en cdlulas CA3 del
hipocampo durante estadlos tempranos del desarrollo murino (Strata y Cherubinl, 1994)
y en cerebelo € hipocampo de mamiferos (OHara BF &t 2/, 1995). Estos receptores
también pestenecen a la familia de canales iénleos regulados por lgando, al igual que
GABA,. Hasta hay, 3 tipos de DNAC de receptores GABA: han sido clonados: GABAp1,
GABAp2 y GABAp3 (Cutling et af, 1991, 1992; Ogurusu y Shangai, 1996; Johnston,
1996; Qian ef al, 1998). Todos ellos son expresados abundantemente en |a retina,
compartiendo una similitud de 70-77% entre ellos y alrededor del 35% con la secuencia
amincaddica de los miembras de la familia GABAs.

1.3. Diferencias entre los receptores GABA, y GABA.

A pesar de que los receptores de las subdases A y C comparten similitudes
estructurales y funcionales, ambos presentan propiedades fisiologicas y farmacoldgicas
peculiares, por ejemplo:

1) Estrﬁctuta cuatemaria del receptor. Mientras que el receptor GABA4 es un
polimera de subunidades polipeptidicas que forman el canal idnico de forma hetero-
oligomérica, la subclase GABA. forma receptores fundonales homo-oligomericos, es
decir, formados por subunidades idénticas (Fig. 2). Ademds, los receptores GABAs
requieren del acoplamiento de al menos dos tpos de subunidades, « y §, siendo
también necesaria la intervenddén de otras subunidades accesorias (y, 5 Y ®) para

adquirir algunas de las caracteristicas propias de esta dase de receptores,
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GABA, GABA.

Figura 2. Diferencias estructurales entre los receptores GABA, y GABA.. Una de las diferencias mas
notables entre los receptores GABA A y C es su conformacién hetero-oligomérica para el caso de la subclase
A (izquierda), contra una conformacién homo-oligomérica en el caso de la subclase C (derecha).

2) Diferencias en las tasas de desensibilizacién. Después de unos cuantos
segundos de que un receptor GABA, es activado por GABA se inicia un declive
(desensibilizacion) en la amplitud de la corriente generada, esto a pesar de la presencia
continua del agonista. Ademas, si el agonista es aplicado repetidamente, las respuestas
subsecuentes disminuyen en amplitud. Al contrario, los receptores GABAc se
desensibilizan muy poco o nada (Polenzani et a/, 1991). La presencia del agonista
después de 10 minutos 0 méas de exposicion, hace que disminuya la respuesta tan solo
entre un 0-10%, y aplicaciones repetidas del agonista no llevan a una disminucién
marcada de las respuestas posteriores (Fig. 3).

A B
1 mM GABA 1 mM GABA

.

100 nA

2 min

Figura 3. Diferencias en la tasa de desensibilizacién. (A) Corriente generada por GABA en un ovocito
inyectado con RNA poliadenilado extraido a partir de corteza cerebral bovina. (B) Corriente generada por
GABA en un ovocito inyectado con RNA poliadenilado extraido a partir de retina bovina. (Tomado de
Polenzanl ef a/, 1991).
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3) Diferencias en la sensibilidad a fArmacos. Los receptores GABA, se distinguen
por ser antagonizados por el alcaloide bicuculina {Johnston, 1996), pero este alcaloide
no tiene efectos sobre los receptores GABA: (Woodward et af 1992, 1993; Strata y
Cherubini, 1994). Las benzodiazepinas, usadas como antidepresivos y relajantes, tienen
efecto directo sobre ks receptores GABA,, incrementando su actividad inhibitoria al
aumentar la hiperpolarizaddn neuronal (Costa y Guidott, 1996), mientras que los
receptores GABA; son insensibles a las benzodiazepinas (Woodward ef &, 1993).

Estos resultados han planteado nuevas interrogantes sobre las relaciones
estrudtura-fundon de este nuevo receptor, que sofo podran ser contestadas una vez que

se cuente con sufidente cantidad de proteina para hacer los estudios pertinentes.

2. ANTECEDENTES

2.1, Estudios estructurales de receptores lonotrépicos

El andlisis de la estructura de receptores GABA.L ¥ GABA: ha sido muy difcil
debido a la poca abundanda de estos receptores en la membrana plasmatica neuranal y
a los problemas enfrentados al tratar de expresarlos en grandes cantidades en sistemas
heterdlogos recomhbinantes.

La estructura molecular mds conocida de un receptor ionotrépico es el receptor
nicotinioo del drgano elédrico del pezr Torpedo (de donde fue purificado el primer
receptor, por Miledi y colaboradores en 1971). Esta ha servido por muchos afios como
modelo del {tipico) receptar ionotrdpico (Unwin, 1995, 1996). Sin embargo, su estudio

ha sido facilitado en parte por la alta concentracion de receptores presentes en la
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membrana de 1os electrocitos, 1o que ha pemmitido obtener imdgenes por microsoopia
electrénica con una resolucion de hasta 4 A (Mivazawa et a/, 2003).

2.2. Levaduras como sistema de expresion heterdlogo

El uso de levaduras modificadas genéticamente representa una alternativa para
solucionar el problema de la baja abundanda de este tipo de receptores en los tejidos
nativos. Su uso para la producgidn de proteinas heterdlogas solubles es ampliamente
conocido (Cereghino et af, 2002) y existe evidenda de que S. cerevisiae es capaz de
expresar receptores nicotinioss y para dopamina en la membrana plasmatica (Fujita ef
al, 1986; Sander =t &/, 1994). Por su parte, Pichia pastoris ha sido empleada para
expresar receptores acoplades a proteinas G, tales como el receptor p opicide y de
serotonina (Weiss et &, 1995, 1998), el receptor humano de endotelina (Schiller et a/,
2001), y el receptor humano de dopamina (de Jang et 3/, 2004).

Aunque e andlisls funcional de los receptores expresados en levaduras se
complica debido a su pared celular y al tamafio tan pequefio de éstas, lo cual dificulta
utilizar métodas electrofisiolégicos directas, esta dificultad fue afrontada utilizando una
alternativa que permite el “transplante” de membranas plasmaticas de cualquier tipo

celular a ovocitos de rana (Marsal et a/, 1995), en donde se realiz6 el andlisis funcional.
2.3. Madificacion del péptido lider

Con el antecedente de una mejoria en la expresion de proteinas de membrana en

levaduras cuando el gen de interés fue modificado al agregarsele un péptido lider nativo
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de levadura (Yellen y Migeon, 1990), varlos trabajos reportan la modificacién del péptido
lider para expresar protefnas de membrana en estos eucariotes (Weiss et a/, 1995,
1998; Talmont et a4, 1996; Abdulaev et g, 1997; Schiller et a/, 2000, 2001). De igual
manera, en este proyecto el gen GABAC pl fue modificade, reemplazando su péptido

lider por el de una proteina de membrana de levadura.

2.4, Sistema Xenopus laevis

El sistema de expresion usando ovuitos del género Xenopus laevis fue
introducide por Gurdon en 1971 como medio para estudiar varios aspectes del control de
expresion genica. Los primeros estudios se enfocaron en proteinas no membranales, de
poco interés para los neurobidlogos, tales como la globina, el interferdn y varias
protenas virales. Sin embargo, a prindpios de 1982, Miledi y colaboradores demastraron
que varios tipos de canales idnicos podian ser expresados heterdlogamente en ovodtos
tras [a inyecddn de RNAs mensajeros aislados de diversos tejidos (Miledi et al, 1982;
Barnard et a/, 1982). A partir de entonces, este sistema se ha convertido en una
herramienta de rutina par@a el estudic de receptores, anales idnicos y de
transportadores. Su uso comoe modelo para estudics elecrofisialdgicos es muy extensa,
¥a que presenta muchas ventajas que lo hace un sistema muy versétil. Primeramente, el
tamafio del ovodito (1 a 1.5 mm) es muy conveniente para su manipulacion y presenta
la ventaja de que puede ser microinyectado facilmente con acidos nucleicos o proteinas
embebidas en la membrana plasmética. Si se hace una inyeccidn con DNA, éste deberad
ser inyectado en € nicleo y el gen de interés estar regulado por algin promotor
transcripdonal potente, El DNA es transcrito a RNA, €ste a su vez dirigido al citoplasma,

donde se traduce a proteinas que son mavilizadas dentro del ovocito por su sistema de
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trafico intracelular y ensambladas en la membrana plasmatica. El RNA es Inyectado en el
ctoplasma y éste es traducido a proteinas que son dirigidas a su localizacidn celular
final. Cuando son membranas las microinyectadas, las vesiculas membranales
conteniendo receptores son difundidas a la membrana plasmética del ovodto e
incorporadas & esta, permitiendo que los receptores embebidas puedan ser estudiados
en su ambiente lipidico nativo. Esta metodalogia ha sido empleada ampliamente para
estudiar receptores utilizando RNA mensajero (Bamard ef /4, 1982; Miledi et 2/, 1983;
Gundersen et a/, 1983, 1984; Carpenter ef &/, 1988; Wahl et a/, 1993), asi como a
partir de membranas plasmaticas (Marsal et a/, 1995; Palma et a/, 2003; Miledi et al,
2004).

3. JUSTIFICACION.

Los receptores GABA juegan un papel primordial en la transmisién sindptica y a
través de ésta, en todas las fundones del cerebro. Una buena cantidad de compuestos
cominmente utilizados en la practica médica, tales como barbitlricos y benzodiazepinas,
actdan a través de la madificacion de las propiedades de estos receptores. Por lo tanto,
el estudio detallado de su estructura proveera Informaddn clave para entender su
funcion, asi como para disefiar con mayor precision férmacos altamente espeaficos. Con
la producddn del receptor GABAp; en grandes cantidades en levaduras se apartara un
modelo de estudio Utl para dilucidar las propiedades estructurales y funcionales del

receptor GABA: y otros receptores en general.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Expresar el receptor GABA pl humano de manera fundonal en levaduras.

4.2. Objetivos especificos

1) Subclonar el DNAc del receptor GABAg, en plasmidgs de expresion para las

levaduras Sacharomyoes aarevisiae y Pidhia pastoris y utilizarlos transformar (as

cepas DY150 y TD4 de S. cerevisizey GS115 y SMD1168 de A. pastors.

ol Selecdonar clonas recombinantes que expresen € receptor.

3 Aislar las membranas plasmaticas y fos RNA mensajeros de [as cepas de

levaduras expresoras e inyectarlas a los ovoditos de X. faewis, para llevar & cabo

la cracterizaclon  electrofisiolégica y comprobar que los receptores

recombinantes expresados por las levaduras son funcionales,

4, Establecer condidones para purificar el receptor para su andlisis fundonal y

estructural.

10
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5. ESTRATEGIA GENERAL

Para alcanzar los abjetivos propuestos se implementd a2 estrategia general

descrita en la figura 4.

Construcddn de vectores . Transformacion de las

de expresion levaduras
v Seleq!én de
Sintesis de RNAc recombinantes

|

Inducddn de la

expresion
N o v Extraccidn
poliadenilado de franag
v l
Inyeccién en ™ Purificacion
ovocitos del < I de membranas
género plasmaticas
Xernopus
Cromatografia en
oolumna de
afinidad
Registro electrofisiokigico | v
para comprobar - '
funcionalidad Westorit”

Figura 4, Estrategla general. Los abjetivos de este trabajo se dividen en donaddn, expresidn, andlisis
funcional y purificacién del receptor GABA: pl.
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6. LUGAR DE TRABAJO

B
Este trabajo se llevd a cabo como una colaboracién entre el Departamenta de

Bioquimica de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn vy el
Departamento de Neurobiclogla y Comportamiento de la Universidad de California,
campus Irvine. La parte experimental se realizé principalmente en el Laboratorio de
Neurabiologia Celular y Molecular en Irvine, California.

7. MATERIALES

Los matraces de fondo dentadq {baffled flasks) para el crecimiento de levaduras
en Fisher Scientific, divisidn de equipo de laboratorio (Pittsburgh, PA, EUA). Las ranas
usadas en los experimentos de electrofisiologia fueron compradas en Nasco, (Madison,
WI, EUA) y Xenopus Express (Plant Gity, AL, EUA). Bl “puller” utilizado para
microinyecdon, en Narishige (Long Isiand, NY, EUA). Bl microinyector neumadtico y las
micropipetas para inyeccion se adquirieron en Drummond (Brooma]l, PA, EVA). La
pelicula radiografica se obtuvo en Amersham (Uppsala, Suedia). La nitrocelulosa
empleada en los experimentos de inmunodeteccion se obtuvo en Pall-Gelman (Windsor,
NJ, EUA).

7.1, Cepas y vectores

Las cepas y vectores fueron adquiridos en Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA); ATCC,
(Manassas, VA, EUA); Clontech, (Palo Alto, CA, EUA). Para la propagaddn de los ‘
vectores se us) la bacteria Escheridhia coff cepas DHSa [Invitrogen, genotipo
F'$80d/acZ A(facZYA-argF)U169 decR rachl endhl AsaR17 (tk-, m k+) phol supEd4 k-
il gyrh96 rell/F probB+ ladqZAM1S Tnl0{telr)], y Top 10 {Invitragen, genatipo F-

mcA A(mrr-hsdRMS-maBC)  $80/acZaM1S AlacX74 decdR reddl ardD139 A(araA-

12
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1) 7697 gal gak rpsl endhl nuypG). Los vedores de expresidn para levaduras usados
fueron: pYEXBX de Clontech para Saccheromycas cerevislae, mientras que para la
levadura Pichia pastoris se utilizd el plasmido pPICY de Invitrogen. Las cepas de §.
cerevisiae usadas fueron DY150 [ATQC, genotipo MATa, U=, Le’, Le’ %, Tip™),
Ade?, HiS¥, Gar~™) y TOA [ATCC, MATa, HE™, U=, Lev’™, L™, T,
GaF, Car?, (dr)). Para los experimentos con £ pastords se usaron kas cepas GS115
[Invitrogen, genotipo Aés4 ] y SMD1168 [Invitrogen, genctipo peo4, his4 ].

7.2. Reactivos

Los reactivos fueron adquiridas en Sigma, St. Louis, MO, EUA. Los estuches para
manipulacidn de RNA fueron comprados en Qiagen (Valencia, CA, EUA), Ambion,
(Austin, TX, EUA), Promega, (Madison WI, EUA), y Roche (Indianépolis, IN, EUA); las
enzimas de restriccion, modificacién y DNA polimerasas fueron obtenidas en New
England BioLabs, (Beverly, MA, EUA) e Invitrogen. Las reactivos usados en electroforesis
fueron adquiridos en Bia-Rad (Hercules, CA, EUA) y los de andlisis de proteinas en
Pierce (Rockford, IL, EUA). Los anticuerpos para los experimentos de inmunodetecddn
fueron obtenidos en Sigma, Santa Cruz Biotechnalogy (Santa Cruz, CA, EUA) y en ABR-

Affinity Bio-Reagents (Golden, CO, EUA).

8. METODOS

8.1. Construccion y secuenciacion de Jos vectores de expresion

Para facilitar la focalizaddn celular del receptor usando un microscopio de

fluorescenda, se manipuld al gen reportero de la proteina verde fluorescente (GFP por

13
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sus siglas en inglés) para fusionar ésta al extremo carboxilo del receptor. Los vectores
pYEXBXpl y pYEXBXplGFP fueron construidos por el Dr. Ataliifo Martinez-Tomes por
medio de subcionaciones partiendo de los veclores pAV1ll (Calvo et &, 1994;
Martinez-Torres &f a/, 1997) y pCONAJplGFP (Martinez-Tormes ef a/, 2000). la
construccion de los vectores de 2. pastoris fue mediante subdonaciones usando pPIC9,

Para facilitar la purificacion del receptor se lievd a cabo la construcdion de
vechores llevando una cola de 6 histidinas (H6), fusionada al epitope V5 como una
altemativa para |3 inmunodetecddn, utllizando el vector de expresién para células de
Insecto pIZVSH6 (Invitrogen). A este vector se le habia introduddo previamente el gen
pl, aunque sin quedar en fase de lectura con el epitope V5H6. Se disefiaron Inicladares
para eliminar el coddn que detiene la traducdon y se le introdujo un sitio de restrioddn
para que permitiera la fusidn con el epitope V5H6. La secuenda del iniciador 5° fue la
siguierite: 5 actacatgocagagaatggagagaage 3° (Pfl 57), e cual contiene en su secuenda
el sitio de restriccidn A7 ML Mientras que para el extremo 3! se disefaron dos
iniciadores: una para paner en fase de lectura el epitape V5H6 con el gen pl y otro para
el gen pl-GFP, los cuales Gtienen un sitio de restriccién Sac II: B
tcocogoggggagaaaatagaccagtatattaa 37 (Sacpl) v 5 tooccogeggcttgtacagatogtocaty 3
(SacGFP) {Figura 5A).

La PCR se practiod utilizando la polimerasa de alta fidelidad Deep Vent (New
England BioLabs) y en el ermociclador M) Research PTC-150 se programaron 30 ddos,
(tras 95°C por 2 min para la desnaturalizaddn inidal) cada uno consistiendo de un paso
de desnaturalizacién a 95°C por 1 min, apareamiento a 60°C par 1 min, extension a

72°C por 1 min y un paso de extension final de 72°C por 7 min.

14
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—_—

El vector pIZVSH6, asi como los productos amplificados, fueron digerdos con las
enzimas P7MI y Sac1l (Figura 5B). Los productos de la digestion fueron resueltos en un
gel de agarosa al 1% vy los fragmentos de interés fueron purificados usando el estuche
comercial QIAquick (Qlagen, cat# 28704). Dichos fragmentos fueron unidos mediante
una reacdon de ligasa, usando |3 T4 DNA Ligasa (Invitrogen, cat# 15224025) (Figura
5C). Una relacion de 1:10 vector:inserto fue mezcdada con 4 pl de buffer de ligasa 5
veces concentrado y 10 unidades de ligasa para un volumen final de 20 pl. La reacddn
se incubd a temperatura ambiente toda la noche (aproximadamente 16 h). Un volumen
de 5 ul de reaccion fue resuelto en un gel de agarosa al 1.5% para comprobar que la
ligacién se hubiera llevado a cabo. Tras comprobarse que la reacddn fue exitosa, se
procedid a transformar la ligacion en £ coff para propagar e plasmido. La téonica
empleada fue la transformacion de células quimicamente competentes usando cloruro
de caldo (Sambrook ef af, 2000). Colonias aisladas fueran recuperadas con un asa
bacterioldgica y usadas para inocular 4 mL de medio LB con ampicilina. Tras 16 h de
incubacion con agitacion a 37°C, se extrajo el DNA plasmidico usando el método de lisis
alcalina (Sambrook ef a4, 2000). Los pldsmidos obtenidos fueron Garacterizados con
enzimas de restricdon para comprobar que contaban con los insertos esperados. Los
vecdtores generados en este punto fueron llamados pIZplV5H6 y plZp1GFPV5HGE (Figura
5D).

Bl siguiente paso fue wonstruir los vectores que pudieran ser utilizados para
producir RNAC que serla inyectado a los ovodtos del género Xengpus, a fin de
comprobar que la intraduccion del epitope VSH6 ro tuviera un efecto adverso en la
actividad bioldgica del receptor pl. Para lograr esto, se digirieron los vectores pAvill y
pIZp1V5HE, asi como pl2plGFPY5HE con las enzimas B9/l y Ora L,

15
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PAS

A) ol =
PAMI
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PCR Sac 91
(pBS) ATML Sacll
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Figura 5. El epitope V5H6 es colocado en fase de lectura, A) Usando el vector pAV111l como
templado para una mutagénesis sitio-dirigida, se obtuvo un fragmento a cuyo extremo 3’ le fue agregado un
sitio de restriccién Sac1l (D). B) El vector pIZp1 fue digerido con las enzimas A7MI y Sacll, al igual que el
producto de amplificacién. Se ilustra con un @ la parte 5" del gen p1 y con un @ el epitope V5H6. C) El
vector y el fragmento fueron ligados y transformados para dar lugar al vector pIZp1V5H6, mostrado en D).
@ codén de inicio. @ Codén de terminacién.
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Tras purificar el esqueleto proveniente de pAV1ll y los fragmentos de
plZplVSHGE y plZp1GFPVSHE, se prooedid a ligar los fragmentos, beansformar y propagar
los vectores como se describid antes. Los vectores obtenidos fueron (famados
pAV111V5H6 y pAVI11GFPVSHG (Fgura 6).

LY
Bol T
vas pl
VS
pIZo1VSHE O3l H6
e oral
8¢ a1

Digestion Uigatién oral

i
BT &l
T7 —’17
Dral pAvVilL - Dl

Figura 6. Subdonacién del gen p1V5HE en el vector pAV111. Aprovechando los sitios de restriccidn
Bot 11 ¥ Dra | bresentes de manera Gniaa en los vectores pIZplVSHE y pAVL11 s subcond ¢l epltope VSHE
en ¢ vector pAV1i11.

Para abtener los vectores de levaduras con el polipéptido VSHE, los plasmidos
PYEXBXpl y pYEXBXp1-GFP fueron digeridas oon las enzimas Sgf [1 y Kpn I, al igual que
los vectores pAV11IVSH6 y pAVIIIGFPY5HG. Los esqueletos de fos vectores de
levadura fueron recuperadas del gel coma se describlé antes, asi como los fragmentos
generados tras la digestion de Yos vectores pAV111V5H6 y pAV111GFPVSHSG y se ligaran
y transformaron. Los vettores obtenidos en este punto fueron denominados

PYEXBXp1V5H6 y pYEXBXp1GFPVSHG (Figura 7).
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Figura 7. Los vectores de levadura san modificadgs para portar el apitope V5HE, Usanda las sitios
de restriccidn 8g/ 11 y Kpn { se pudo subclonar el eptope VSHE para maodificar los vectares de expresitn de
levaduras.

Para comprobar que la modificacion de los vectores ne afectara la secuenda del
gen, los vectores fueron secuenciados utilizarkdo el estuche comerdial ABIL PRISM BigDye
terminator cyde sequencing kit (Perkin Elmer Applied Biosystemn, cat# 80213) versidn
3.1. Los Inicladares utilizados para 1a secuendadon fueron disefiados de manera que se
aparearan unas decenas de bases antes de los sitios de restricdén utilizados en las
subclonaciones, para que asi la reaccidn de secuenciacidn dicra los resuftados mds
adecuados. La reaccidén consistio de 2 pl del buffer de reaccion (5X), el cual contiene la
ONA palimerasa, 2 ul del respectivo iniciador (0.8 pM), 1.5 ul del terminador, 1.5 gl del
vector @ una concentracion de 100 ng/ul y agua hasta obtener un volumen final de 10
ul. La reacdon se sometié 2 un pase de desnaturalizacion inidal a 94°C por 3 min,
seguido de 24 dclos a 96°C por 30 s, 50°C por 15 s y 60°C a 4 min, Una vez terminado

este proceso, |a reaccidn fue predpitada con una mezcla conteniendo 3 pl. de acetato de
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sodio al 3 M pH 4.6, 62.5 uL de etandl al 95% y 14.5 pl de agua por muestra. La
muestra fue agitada en vortex y se dejd reposar a temperatura ambiente por 15 min, se
centrifugd por 20 min 3 14,000 rpm, y se elimind el sobrenadante. La pastilla fue lavada
con 250 L de etanol al 70% y centrifugada por S min a 14,000 rpm. El sobrenadante
fue descartado y la pastilla se secd al aire. La reaccidn de secuenciaddn fue analizada

en un secuenciadar automatizado ABI Prism 377.
8.2, Sintesis de RNAc

Los vectores cuyo esqueleto estaba basado en pAV111 (pBS) se usaron para la
sintesis de RNAC /7 witro usando el estuche comercial RiboMax (Promega, cat# P1300)
oon la enzima T7 RNA polimerasa. Cinco pg de vector fueron pr'imeramenlse digeridos
con ka enzima Sa/1 por una hora a 37°C. Posteriormente, el producto de la digestién fue
purificado por medio de una extracddn de fenol-cloroformo y predpitacion con acetato
de sodio y etanal, [a pastilla obtenida fue resuspendida en 20 pL de agua libre de
nucleasas y cuantificada al especirofotdmetro. Un ug de vector fue usado como
templado para la reaccidn de sintesis de RNA /7 viro. La reacdon consistio en 1 ug de
DNA templado, MNTPs a una concentracidn de 25 mM, excepto el rGTP, €l cual se usé a
2 mM. Un andlogo de la capucha 5 (Ribo m’G Cap Analog, Promega, cat# P1712) se
utilizd a una concentracdon de 2.5 mM. Los reactivos se mezdaron a temperatura
ambiente con el buffer 5X de la T7 RNA polimerasa y se agregaron 2 ul de enzima en
un volumen final de 25 ulL. Tras yna incubacion de 2 h a 37°C, se agrego 1 ul de DNAsa
libre de ribonucleasas y se incubo por 15 min a 37°C. El RNA sintetizado fue entonces

purificado por medio de una extraccidn con fenel-cloroformo y posterior precipitacién
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oon acetato de sodio y etancl. La pastilla fue resuspendida en 30 pl de agua libre de
nucleasas. Tras dividir en alicuotas de 5 ul, el RNA fue congelado inmediatamente en
hielo seco. Una alicuota fue utilizada para cuantificar el RNA al espedtrofotometro y para

correr un gel de agarosa con formalkdehida para verificar su integridad.

8.3. Microinyecdén de RNAc a ovocitos de X, zevic

8.3.1. Preparacién y microlnyeccidn de los ovacitas

Ranas de X. faevis fueron anestesiadas con &cido 3-aminobenzaico (Sigma-
Aldrich cat# 12,767-1) al 0.2% agregado en &l agua y sacrificadas por medio de
decapitacion con guillctina, tras confirmar inconsciencia por falta de movimiento
corporal. Los sacos de ovarios fueron retirados y lavados en solucion de Ringer (Nad a
115 mM, KCl a 2 mM, CaCl; a 1.8 mM, HEPES a 5 mM, pH 7.0) y mantenidos a 16°C en
soludon de Barth (NaCl a 88 mM, Ca(NQ;);a 0.33 mM, CGatl, a2 0.41 mM, KO a 1 mM,
MgSO4a 0.82 mM, NaHCO; a 2.4 mM, HEPES a 10 mM, pH 7.4) . Ovocitos en estadios V
y VI fueron desprendidqs de los ovarios con pinzas finas y expuestos a un tratamiento
de colagenasa (Sigma cat# C9263) a 0.5 mg/mL en solucidn de Ringer por 40 min. Tras
24 h de un periodo de recuperacidn para kos ovocites, se prepararon viales de 25-30
ovodtos en solucidn de Barth. Siempre se separd un vial de ovodtos, los cuales no
fueran inyectados para ser usados como control negativo.

La preparadon de las agujas de vidrio para la microinyeccion se llevd a cabo
usande un “pulter” marca Narishige con el calentador (heater) calibrado a 8 %, y el

magneto (magnet) y €l magneto principal (main magnet) wlibradas a 6 % El inyector
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neumdtico usado {Drummeond) se calibrd para que inyedtara 50.6 nL, Capilares de vidrio
(7" Drurmmond #3-00-203-G/XL) fueron convertilos en agujas y la punta fue cortada
bajo un estereoscoplo usando una puntilla de micropipeta y llenadas con aceite mineral
usando ura jeringa. La aguja llena con aceite mineral se adaptd en el inyedor y se
comprobd bajo el estereoscoplo que no estuviera goteando. Se procedid @ calentar el
RNAC a 70°C por 1 min y se oolocd en hielo. Dos pl de muestra de RNAC a uma
cancentracion de 1-2 mg/mL se depasitaron en un tozo de papel parafilm y la muestra
fue sucdonada por la aguja usando el inyector neumatico. Una Vez comprobada que no
se hubieran introdudido burbujas, un vial con ovacitos fue remavido de la incubadora y
los huevos oolocados en una caja petri la cual fue modificada al adaptarsele una red de
nylon de 1mm?, misma que sirve para que los ovoditos se inmovilicen al inyectarios. Tras
moverlos auidadosamente con una pipeta Pasteur (la cual ha sido calentada para formar
una punta roma) y oriertarios de manera que el ecuador estuviera visible, se procedié a

micoinyedarios.

8.3.2. Registros electrofisiolégicos de los ovocitos

Los ovocitos inyectados fueron incubadaos a 16°C en viales de vidrio en solucién
de Barth con gentamicing a 0.1 g/L y monitoreados cada dia para remover los que no
estuvieran viables. Usando el método de los dos electrodas (Miledi, 1982), cada ovocito
fue cokocado en una camara, 1a cual se perfundié continuamente con solucidn de Ringer
sola 0 con diferentes concentradones de GABA (10° M, 10 M), TPMPA 107M [(1,2,5,6
tetrohydropyridine-4-yl) acido metilfosfonico, anatagonista especifico del receptor

GABA(], Zinc 107 M (bloqueador) y Lantano 107 M (potenciador) ¥ las corrientes
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generadas por los canales de iones fueron captadas en ios electrodos insertados en el
ovocito. Las corrientes amplificadas fueron registradas en el programa Nicolet y los
datos analizadas en el programa Microcal Origin 6.0. Por lo menos tres ovodtos de cada

experimento fueron registrados y los valores de sus corrientes promediados (Figura 8).

W6 Gh pANa GaBA
100 A&
d' R""c Microlnyeccién [ L o

Registra

Figura 8. Microinyeccidn de covocitos del género Xenopus y registros electrofisiolGgicas.
Fartiendo de un vector conteniendo el gen de Interés regulado por el promotor de Ya T7 RNA polimerasa, 5o
llevd a cabo una sintesis de ANA &7 1lro, el cual fue mikcrainyectado en avaditos de X, Govig mismos que
Sont capades de expresar & gen de manera fuhdondl pare GRcterzar eleclrofisiokigicaments sus corrientes
generadas por sustandas tales como glicing (Gli), p-alaning (B-Ak), GABA, etc.

8.4. Transformacion de levaduras

Las levaduras fueran transformades por medio del método de LiCl coma se
describe en Geitz y Schiestl, 1995, Cuando se transformd S, cerevisiag, €l plasmido fue
empleado sin digeririo previamente, mientras que cuando se transformd 2, gastons los
vectores fueron linearizados con Saf 1. Una oolonia crecida en placa de medio YPD
{(extracko de levadura a! 1%, peptona al 1%, glucosa al 2% y agar al 2%) se usd para
sembrar 4 mL de YPD liquido, e cual se coredd durante tnda la noche y al dia siguiente
se tomd un ML para inocuiar 25 mb de YPD, El crecimiento fue monitoreado hasta que
el medio alcanzd una densidad Jptica de 0.8 a 600 nm. Las cElulas fueron colectadas
por centrifugacion a 1,500¢ por 10 min, resuspendidas en 20 mlL de agua esténil y
Centrifugadas nuevamente. La pastilla fue resuspendida en 500 pl de LiQl al 100 mM y
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(@ suspensidn transferida a un tubo de 1.5 mL y centrifugada a méxima velocdad por 15
s para remover el LICl. Las oélulas se resuspendieron en 200 ul de LiCl al 100 mM y se
usaron SO ul de la suspensiin pot cada transformaddén. A cada reaccidon de
transformacidn se agregaron 240 pl de PEG al 50% (PM 3500), 36 uL de LI al 1 M, 25
ul de DNA de cadena sencilla a 2 mg/mL (hervido previamente por 5 min y colocada en
hiclo) y DNA plasmidico (5 — 10 ug) en 50 pl de agua esteril, La suspension se agitd en
vartex hasta que la pastilla se mezcld completamente y se incubd a 30°C sin agitacidn
por 30 min seguido de una incubaddn a 42°C por 25 min. €l tubo se centrifugd a 6,000g
por un min y fa soluddn transformadora se removid. La pastilla se resuspendié en 100
L de agua estéril y se esparcid en una placa de YNB (base nitrogenada de levadura sin
aminadcidos al 0.67%, glucosa al 2% y agar al 2%) deficiente de uradio cuando se
transformdé S. cerevisiae, y de RDB (medic de dextrosa de regeneracion: sorbitol al 1 M,
dextrosa al 2%, YMB al 1.34%, biotina al 4X1G° 9%, 0.005% de fos aminodcidos
glutamato, metionina, leucing, lisina e isoleudna) en el caso de P. pastorss. Tras 3-5
dias, las oolonias resultantes fueron recuperadas y sembradas en medio YNB deficiente
de uracilo (5. cerevisiae) 0 en YPD (P. pastorss), Tras crecenias por 16 h a 30°C, se

prepararon stocks en glicerol, los cuales fueron almacenados a —70°C.

8.4.1. Confirmacion de la transformacion por PCR

Para aislar el DNA a usar como templado se usd i@ técnica de PCR directo

descrito por Linder y colaboradores en 1996, empleando liticasa para liberar €l DNA de

las levaduras. A continuaddn se describe el protocolo de esta téanica: se tomd con un

palitio de dientes estéril una colonia de una placa y se resuspendic en 10 pl de agua
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esteril, Se le agregaron 5 uL de una soluddn de 5U/ul de liticasa (Sigma, cat# L4025),
se mezcld y se incubd a 30°C por 30 min. La muestra se colocd a -70°C por 15 min y se
tomaran 5 pl para la reaccidn de PCR. Para detectar el transgen en el DNA gendmico de
5. aerevisiag, se usaron los inicladaores 5' tggtceagaagatctgag 37 (Bgls) y 5
ggaggcattcacgoaogtg 3° (TM13°) tento para & caso de pl como e de pIGFP. El
programa utilizado fue el siguiente: 95°C por 5 min, 30 dclos de 95°C por 1 min, $5°C
por 1 min y 72°C por 1 min, ¥ un paso de extension final de 7 min a 72°C. Las

condiciones de reaccion se describen en [a tabla 1.

Tabia 1, Condiciones de (3 reaccién para la confirmacién por PCR.

L Componente [_ Concentracién final 1
I Agua estéri . - ,
[ Buffer 10X I 1X '
t  ____ _dNTPs 1 0.2 mM cada uno

N ~ MgsO, —C 2.5mM

[ Iniciador 5 i 0.4 uM

| Iniciador 3 | 0.4 uM

! OMSG ) 5%

¢ Taq polimerasa — 0.08 U/pL

Nota: el volumen de reaoddn final fue 25 pl.

Para el caso de P pastorfs, se usaron los iniciadores AOXS (5
gacggttecaatigacmage . 37, AOX3' (5 gcaaatggattctgacatce 37,  Bgld' (5
gacccagatcticttgaccagoogg 37), SnaBlb’ (57 tittacytaactgeaagcagaatgcactgg 3°) y SacGFP
¥ (5" tococgoggdttgtacagetegtocatg 37 en diferentes combinaciones para verificar la
integridad de los transgenes.
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8.4, 2. Induccién de [a expresiin

Colonlas aisladas de 5. cersvisiae obtenldas en placas de YNB defidentes de
uracilo fueron crecidas en 50 mL de medio YPD suplementado con CuSO, a 1 mM por
tres dias, con agitacién a 300 rpm a 30°C. Para el caso de P. pastorss, las colonias
abtenidas en media deficiente de histidina fuercn creddas en 50 mL de medio MMY
(medio minimo con metanol: YNB al 1.34%, biotina al 4X10° % y metancl al 1%) por 5
dias. Si las células estaban destinadas para extraer RNA, la induccidn era detenida a las
24 h. Cumplido el iempo, las células fueron recuperadas por medio de centrifugacion a
7,000¢g por 10 min. La pastilla fue resuspendida en 25 mL de agua estéril y agitada en
vortex por 1 min. B paso de centrifugaciin se repitié y Ias células fueron congeladas en
hielo seco y almacenadas a -70 para su posterior usg. Las células destinadas a [a
extraccion de RNA fueron congeladas en nitrdgeno liquido y almacenadas a -70°C o

usadas inmediatamente.

8.5. Extracdion de RNA

Con la finalidad de comprobar que el DNA del vector transformante tuviera {2
capacidad de expresar transcritos funcionales, se procedio a preparar RNA poliadenilado
a partir de levaduras transformadas expresando el gen de interés. El RNA total de
celuias inducidas por 24 h y congeladas en nitrogeno liquido fue extraido usando la
metadologla desarita por Chomezynskl y Sacchi en 1987. Partiendo de 50 mL de YPD, se
obtuvieron entre 0.7 y 1 g de pastilla himeda. La pastilla de cflulas congeladas fue
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pulverizada en mortero, el cual fue previamente atemperado con nitrégeno liquido, al
igual que el pistilo. El polvo fino resultante fue transferido a un homogenizador de vidrio
y resuspendido en 1 mL de solucidn D (tocianato de guanidina al 4 M, ditrato de sadio
al 25 mM pH 7, sacosyl al 0.5% y p-mercaptoetanol a 100 mM, éste dltimo agregado
justo antes de trabajar) por 100 mg de pastilla himeda. Tras homogenizar por 3-5 min,
el homogenizado fue transferido a un tubo de polipropilenc v se agregaron en arden fos
siguientes reactivos: 100 uL de acetato de sodio al 2M, pH 4, 1 mL de fenol saturado
con agua DEPC y 200 pl de doroformo-alcohol isoamilico (49:1). La suspensidn final fue
agitada vigorosamente por 20 s e incubada a 4°C por 15 min. Tras la incubaddn, el tubo
fue centrifugado a 10,000g par 20 min y |z fase acuesa recuperada cuidadosamente, la
cual fue transferida a otro tuba al que se le agregd 1 mL de isopropanal frio y tras
mezclar adecuadamente se dejé en Incubacion a -20°C por 1 h. El RNA se empastillé
tras centrifugar a 10,0004 a 4°C por 20 min. La pastilla fue resuspendida en 300 u{ de
solucidn D y precipitada ¢on un volumen de isopropanol frio durante 1 h 3 -20°C. El RNA
fue empastillado esta vez utilizando 14,0009 por 15 min a 4°C. La pastilla fue lavada ¢on
etanol al 70% y disuelta en agua DEPC. Se separaron dos alicuotas de 1 ul y los tubos
fueron congelados en hielo seco. Las alicuotas separadas fueron usadas para cuantificar
al espectrofotdmetro y para comrer en un gel de agarosa-formaldehido para verificar su
integridad. La electrofaresis en gel de agargsa-formaldehido fue efectuada tal y como se
describe en la literatura (Sambrook & af, 2000).

8.5.1. Ensayo de proteccion de la RNasa (RPA)

Con 13 finalidad de detectar el RNA que <odifica para €l gen de interéds, se

procedid a realizar un ensayo de proteccidn de la RNasa (RPA, por sus siglas en inglés),

26



Expresiin Fundonal del Receptor GABA pl Humeno en Levadurss

para lo que se usé el estuche comerdal RPA III de Ambion. Una colonia de S, cerevisise
sin transformar, asi como de levaduras transformadas fueron usadas para sembrar 50
mL de medic YPD y cuando se alcanzd una densidad dptica de 0.8, se tomd una
muestra de 5 mL y al resto se le agregd CuSO, a una concentradon final de 1 mM. Para
el caso de P, pastoris, el procesa se repitid como se describid antes, con la diferencia de
que el medio usado fue el BMMY (extracto de levadura al 1%, peptona al 2%, buffer de
fosfatos al 100 mM, pH 6,0, YNB al 1.34 % y biotina al 4x10) y la induccién se llevd a
cabo usando metano! al 1%. Se tomaron S mL cada hora durante las 3 primeras horas y
posterionmente a las 24 y 48 h. El medio conteniende las levaduras fue centrifugade y
las pastillas resuspendidas en sorbitol 1M, al cual se le agregaron 50 U de zimolasa
(Zymo Research, cat# E1001) parg producir esferoplastos y se extrajo el RNA con e
meétodo descito a partir de la adidon de f soluddn D. Se recuperaron
aproximadamente 40 ug de RNA de buena calidad para cada muestra, Para obtener la
sonda radicactiva, se sintetizd RNA complementario usando como templado & vector
pAV111 digerido con la enzima Ast [ y modificado con el fragmento Klenow para hacer
romos los extremos y empleando el estuche Ribomax descrito antes, pero esta vez
utiiizando L T3 RNA polimerasa, junto con rUTP marcado con *2P. Las gpm emitidas por
¢l radioisétapo de la sanda se midiercn en un contadar de centelleo Beckman LS-230,
Por cada muestra se usaran 15 ug de RNA tatal y 7x10° cpm de sanda y como controles .
se induyeron 2 tubas conteniendo sonda pero sin RNA. Las muestras se hibridaron toda
(a noche a 42°C, después de una breve incubacion a 95°C para romper las estructuras
secunciarias. Al dia siguiente, se agregd un coctel conteniendo RNasa A y RNasa T1,
excepto a ung de los controles, y se incubd por 30 min. Transcurrido este tiempo, se

agrego una solucidn para inactivar RNasas y se agregaron Sug de RNA acarreador. €
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RNA protegido se predpitd y se corrié en un gel de poliacrilamida con urea, el cual fue
expuesto a una pelicula radiogrdfica Hyperfilm (Amersham, cat # RPNGK) adecuada
pars emisores beta y usando una pantzlla amplificadora. El gel se expuso a -70°C por

15 h y se procedid a revelar la placa.

8.5.2. Purificacién de RNA poliadenilado

La purificacion del RNA poliadenifado fue llevada a cabo usando el estuche
Oligotex de Qiagen (cat¥# 70022), el cual proporcona la resina de oligodT y los
reactivos adecuados para llevar a cabo una gomatografia de afinidad. Los mejores
resultados gue se pudieron obtener fueron usando la metodologia conocida como
*batch”, en (@ que e RNA es incubado con la resina de oligo-dT y por medio de
centrifugadones se elimina el RNA no retenido. Un mg de RNA total fue resuspendido en
1 mL de buffer de acoplamiento (10 mM Tris-Cl pH 7.5, 1L mM EDTApH 7.5, SDS 0.1% y
500 mM NaCl) y se le agregaron 50 pL de resina Qligotex (cada 10 L de resina es
capaz de capturar 6 pg de RNA poliadenilado). Se calentd por 3 min a 70°C para disociar
las estructuras secundarias y posteriormente se incubd a temperatura ambiente por 15
min para dar pie a la hibridacion entre la cola de pali-A del RNA y la de oligo-dT de la
resina, seguido de una centrifugacion a 14,000 rpm por 2 min. El sobrenadante
conteniendo el RNA no poliadenilado fue eliminado y la resina resuspendida en un mlL
de buffer de acoplamiento, el cual fue eliminado tras centrifugar como se describio
antes. Este proceso fue repetido 2 veces y finalmente el RNA poliadenilado fue
desprendido de la resina usando 100 pl del misma buffer de acoplamiento, pero sin

NaCl La suspension fue calentada a 70°C por 1 min y centrifugada a 14,000 rpm
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Inmedigtamente. El sobrenadante fue colectado y predpitado con 0.1 volimenes de
acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 3 voldmenes de etancl al 100%. La soludén etandlica fue
Incubada a -70°C por toda la noche ¥ @ RNA poliadenilado empastilado por media de
centrifugaddn a 18,0009 a 4°C por 30 min. La pastilla fue resuspendida en 20 pl de
agua libre de ribonucelasas, dividida en alicuotas y congelada inmediatamente. Una de
las alicuctas fue usada para cuantificar al espectrofotdmetro y para efectuar una
electroforesis en gel de agarosa-formaldehido. Este RNA fue utilizado para Inyectar

ovocitos.
8.6. Preparacion de membranas plasmaticas de levadura

Para comprobar que las levaduras tuvieran receptores funcionales, se procedid a
preparar membranas plasmaticas para sar inyectadas a ovodtos de X /aevis. Para la
preparacion de membranas de levadura se siguié |a metodologia descrita por Camarasa
y ¢olaboradores en 1996. S, gerevisise crecidas en medio YPD suplementado con CuS04
a 1 mM por 2 dias, fueron colectadas por medio de centrifugadon a 6,000 por 10 min
en un tubo de palipropileno de 50 mL. Partiendo de 50 mL de YPD se obtuvieron entre
1 vy 1.5 g de pastlla himeda, la cual fue lavada con 25 mL de agua esteril y
centrifugada nuevamente bajo las mismas condiciones. 'En el Gaso de Pichia pastaris, las
células fueron crecidas en medio MMY por 5 dias. La pastilla fue procesada
inmediatamente o congelada en hielo seco. La pastilla fue resuspendida en 500 ul de
buffer de membranas (MOPS al 50 mM, EDTA al imM y DTT al 1 mM, pH 7.5) y se le
agregaron perlas de vidrio de 425-600 um (Sigma, G9268 lavadas en HQO y horneadas a

200°C por 2 h) hasta 2 mm debajo del menisco. Las levaduras fueron lisadas por medio
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de agitacién en vortex por 30 s seguido de 30 5 en hielo, por 5 min. Se agregaran 5 mL
de buffer de membranas frio y se agitd brevemente en vortex. El tubo se centrifugd a
1,000g por 5 min y el sobrenadante fue recuperado culdadosamente, oolocada en un
tubo fresco y adicionado oon inhibidor de proteasas especifico para levaduras (Siama
P8215) a razén de 50 uL por cada gramio de pastilla himeda y PMSF 1 mM y el tubo se
colocd en hielo. El proceso fue repetido por lo menos tres veces hasta que se comprobd
bajo el microscopio que més del 85% de las células estaban rotas. Los sobrenadantes
fueron mezdados y centrifugados nuevamente a 1,000g por 5 min, el sobrenadante
transferido a otro tubo ¥ vuelto a centrifugar a 3,000 por 5 min. Las pastillas formadas
fueron eliminadas y finalmente el sobrenadante fue centrifugado a 10,000g por 1 h. La
pastilla fue resuspendida en 2 mL de buffer de membranas por cada gremo de pastilla
himeda. La suspensidn fue aplicada a un gradiente de sacarosa disuelta en buffer de
membranas con dos coichones, uno de 43% y uno de 53% y ultacentrifugada a
170,000g por 2 h en un rotor SW41ITi (Beckman) en una ultracentrifuga LS-70
(Beckman). Se recuperd la fracddn encontrada en la interfase entre el 43% y el 53%, a
cual fue diluida agregande 3 volimenes de buffer de membranas frio. La suspensién fue
centrifugada a 10,000g por 20 min y la pastilla resuspendida en agua si se iba a inyectar
o en buffer de acoplamiento s iba a ser usada para purificar. En ambas casos si no se
procesaba inmediatamente, la muestra se dividia en alicuotas, se congelaba en hielo

seco y se almacenaba a -70°C.
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8.7. Inmunodeteccién de la proteina recombinante.

La concentracidn de proteinas de la fracdén de membranas fue determinada
usando un estuche comerdal (Coomassie Protein Assay Reagent, Cat# 1856209,
Pierce), Entre 15 y 20 pg de proteina diluidos en buffer de muestra 2X (Tris-Q al 0.125
M, SDS al 4%, glicerol al 20%, DTT al 0.2 M y azul de bromofendl al 0.02%, pH 6.8)
fueron hervidos por 5 min y depositados en un gel de poliaailamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE), en un gradiente 3 -15% para mejorar la resoluddn de las
bandas. Las soludiones requeridas para preparar un mini-gel con separadores de 0.75
mm de espesor se& muestran en la tabla 2. El gradiente se logro utilizando un generador
de gradientes de BioRad (modelo 385).

Para cada experimento se prepararon dos geles, ung para ser tefiido con azul de
Coomassie para visualizar las proteinas y otro pare transferirlas a una membrana de

nitrocelulosa, en la cual la inmunodeteodon se llevd a <abo.

Tabla 2. Reactivos utilizados para la preparacién de un mini-gel en gradiente 3-15%,

——

{ Soluciones T 15% ] 3%

[ BufferTris1i5MpH88 (9 | s00uL [ — ]
[  BufferTris0SMpH68(4Q) | —- . 1250 pL

| Glicerol 1T 400wl [ —
[ Acrilamida 30% (Acril:Bis 29:1) || 1000l || 500pL ,
[ SDS (10%) I 20 uL [ 50 pL !
| PSA 10% I 50 pl 1
L TEMED_, et L set

Los geles fueron corridos a 45 mA constantes par 80 min usando una camara
Mini-Protean (BioRad) en buffer de corrida (Tris a 25 mM, glicina a 190 mM y SDS al

0.1%). Transcurrido el Hempo de corrimiento, un gel fue fijado en metanol 50%, acido

) |
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aodtico al 10% por 30 min y tefiido en una solucidn de azul de Coomassle comerdial
(BioRad, Coomassie stain solution, cat# 161-0436) por 45 min. El exceso de cotoradién
s removid usando una soluclon de metanol al 7% y ac. acético al 5% hasta que
desaparecid la mayoria del fondo. El otro gel fue transferido a una membrana de
nitrocelulosa BioTraceNT (Pall-Gelman, cat# 66485) usando una corriente constante de
295 mA por 100 min en buffer de transferencia (Tris al 25 mM, glicina al 19¢ mM y
metanol al 20%). Un marcadar de peso molecular de proteinas pre-tenido (Invitrogen,
Benchmark Prestained Protein Ladder, cat# 10748-010) fue usado como conbrol de =
transferencia. La membrana fue colozada en soludon blogueadora (BSA al 5% en TBS:
Tris al 50 mM, NaCl al 150 mM, pH 7.4) por 30 min, tras los cuales se agrego el primer
anticuerpo comespondiente: arando se detectad pl, el anticuerpo usado fue anti-GABAC
Rel (N-19) desarrollado en cabra (Santa Cruz, cat# sc-21336) a una diluddn de 1:200;
para detectar la GFP se usé el anticuetpo anti-GFP desarrollado en conejo (ABR, cat#
PA1-980) a una dilucion de 1:1,000. El 1¥ anticuerpo fue incubado con agitacion leve
por 12 h a temperatura ambiente en un recipiente sellado con parafim para evitar
evaporadidn. La solucién conteniendo el 1% anticuerpo fue guardada a -20°C y re-
utilizada hasta tres veces. La membrana fue brevemente enjuagada con TBS frio y fue
incubada con el segundo anticuerpo diluido en soluddn bloqueadora por 10 h. Los
segundos anticuerpos fueron adquiridos en Sigma (anti-cabra A-8062 y anti-oonejo A-
0418), ambos conjugados can fosfatasa akcalinag y se usaron en diludones desde 1:1,000
hasta 1: 50,000. Tras a incubadion la membrana fue lavada con 15 ml de Tween 20 al
0.05% en TBS por 10 min, tres veces. Luego fue incubada brevemente en una solucidn

alcalina (Tris al 0.1 M, Nall al 0.1 M, pH 9.5) y las bandas inmunareactivas reveladas
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usando las tabletas SlgmaFast (B-5655), las cuales contienen los substratos de la
fosfatasa alcalina 5-bromo-4-doro-3-indolil fosfato/nitro azul betrazolio (BCIP/NBT).

8.8. Inyeccidon de RNAm y membranas plasmaticas de levadura.

Tres uL de RNA poliadenilado a una concentraddn de 1 mg/mL fueron colocades en
papel parafim y asplrados a una aguj@ usando el microinyector neumatioo. El
procedimienta para la preparacion de (os ovoditos ¥ 1@ microinyeccion es el mismo
descrito arriba. Los registros electrofisioldgicos se llevaron a cabo entre los 4 y 7 dias
post-inyeccidn. Por su parte, una muestra conteniende 3 pl. de membranas a una
concentracion de 2-3 mg/mlL. fue sonicada por 5 s, incubada en hielo por S s y e
proceso repetido 3 veces. La muestra fue brevemente centrifugada y depositada en un
papel parafilm para postetiormente ser inyectada a ovocitos como ya se describid. El

registro electrofisiolégico se llevd a cabo entre 1 y 5 dias post-inyeccian (Figura 9).
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Figura 9. Microtransplante de membranas, Receptores embebidos en vesiculas membranales son
microinyectados en el gvocio (A), En el transcurso de 12 a 48 h (B a G), las vesiculas migran hasta
membrana del ovocdito donde se incorporen de manera fundonal. En este punta, pueden ser estudiadas sus
propiedades eectrofisioldgicas. (X) Receptores. (€] Espacio extraceiular. (1) Espacio intraceiular.
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8.9. Madificacién del péptida lider de la proteina p1

Con la finalidad de intentar mejorar la expresidn del receptor GABApl, se
madificd el péptido lider de tipo silvestre del receptor, reemplazéndolo por uno nativo de
levadura. Para esto se utilizo el programa computadional SignalP V2.0.b2 (Nielsen y
oolaboradores, 1997), el cual predice la existenda de péptidos lider y su probable sitio
de corte en una secuencia aminoaddica dada. Se eswogio la proteina de membrama
plasmatica de levadura YBR296C, k2 cual es presuntamente una fosfato-permeasa
loclizada en la membrana plasmatica de S. corevisiae (Martinez y Persson, 1998),
puesto que las sefiales previamente reportadas (Ste2, 18 aa en Talmont et &/, 1996;
Factor alpha, 89 aa en Welss et a/, 1995, 1998; Schiller et a/, 2000, 2001; Phol, 23 a2
en Weiss et al, 1995; Abdulaev et &/, 1997) al ser fusionadas con el receptor p1 no
eran cortadas eficientemente en el programa computadanal SignalP v2.0.b2, es dedr,
que eran cortadas antes o después del residua 16 del gen p1, el cual marca el prindplo
del receptor maduro. Por esa razén, se probaron varias sefiales de proteinas de
membrana de 5. cerevisize hasta que se encontrd YBR296C, cuyo péptido lider (21 aa)
al ser usado para reemplazar € nativo de la molécula del humano y tras agregar los
residuos aminoacidicos generados por el sitio de restriccién fue removido eficientemente
segln el programa computacional SignalP V2.0.b2, dejando el receptor maduro sin
ningun residuo agregado © eliminado. Se disefiaron un par de inidadores que
flanquearan el péptido lider hasta 30 pb rlo arriba y que introdujeran sitics de restriacion
que permitieran la subclonacidn en el vector de expresion. El polipéptido de 21 residuos
aminoacidicos que presuntamente codifica para el péptido lider de la proteina de

membrana piasmatica YBR296C se denomind SZ.
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8.9.1. Retrotranscripcian (RT-PCR)

Se extraje RNA totel de S, cerevisize y se ais'd el RNA mensajero como se
describié antes, misma que se usd como templado para la RT-PCR. La secuencia de los
iniciadores fue [a siguiente: 5 tttactagtaatcaatataaacaaagatizagcaaaaaty 3 (Spes)
oonteniendo en su  secuencia el sitio de restriccdion Spe 1 y &
tittgcatgogcatocaaaaatgcaaataacatgge 3 (Sph3?), el cual posee el sitio Spf 1, La RT-PCR
se llevd a cabo usando € estuche comerdal Titan One Tube RT-PCR Kit (Roche, cat# 1
939 823), €l cual proporciona los reactivos e inhibidores de RNasas para llevar a cabo

una reaccion de RT-PCR an un solo tuba. Las condiciones para la RT-PCR se muestran
en la tabla 3.

Tabla 3. Condiclones de la reaccidn de RT-PCR.

I _Componente | Concentracion final
L Agua estéril | 2 __
[ dNTP’s I 02mMcadauno
L . . b . 5mm
| Inhibidor de RNasas | 0.1 U/ pl ]
{ Iniciador 5 | 0.4 yM I
| Iniciador 3° | 0.4 uM '
[ RNA paliadenilado | 10 ng / pL I
| Buffer RT-PCR SX [ 1X

' Enzimas (AMV RT, Tagy Tgo l 1X

| _polimerasas) 50X |

Nota: valumen final de (@ reacddn= S0 pl.

El programa utilizade en &l termociclador (Eppendorf Mastercycler Gradient) se
muestra en fa tabla 4.
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Tabia 4. Programa utilizado para Is RT-PCR

r

] PASO T _TEmP || TIEMPO '
1] Retrotranseripgon ___Jl_50°C_ _ — 30min
L2 Desnaturalizacion inicial | _sac | ~ 2min
[ 3] Desnaturalizacién L 94°C I 30s
| 4 || Apareamiento [ se°c__|| ___ 30s
5 ] _Extensidn ) esec N 4655

[6)  Trapasa3 1oveoes J| L

[7 1 Desraturalizacdén ____J_94°C | 30s ,

[ 8 ][ Apareamiento | S0°C_ [ 30s '

9 L Extensién modificada ] 68°C 45
_ __Il_(agregar § s a aada ciclo)
(10 Iralpaso? 25wveces || i -
(11 Extensidn final [ esC | 7 min '
(2 __ Fin I IC | ;
8.9.2. Subclonacion

Ur par de inidiadores fueron disenados para agregar un sitio de restriccién al gen
el y asl poder eliminar el peptido silvestre para reemplazarlo con al nuevo péptido. La
secuencia de Ilgs Inidadores para modificar e gen pl es la siguiente; S
ttitgeatgcgactgaaagcagaatgcactgganeg 3 (SphS?), e cual contiene el sitio de restriccion
Spfi 1 y 5° gacocagatcticttgaccagongg 3° (Bgld”) el cual contiene un sitio de restriodién 8Bg/
I Unioo para fadilitar la subdonacién. Las condiciones de la PCR asi como el programa
utilizado son los mismos descritos en la Tabla 1. Estas inidadores se usaron para realizar
una PCR usando el vector pAV111 como templado. El fragmento generado en la RT-PCR
fue digerido con las enzimas Spe 1 v Sp/7 [, mientras que e producio de la PCR fue
digeridc con las enzimas Spf7 1 y Bg/ 1. El vector pAV111V5H6 fue digerido a su vez con
las erzimas Spely Bg/1l y los tres fragmentos fueron ligadaos y transformados para dar

lugar al vector pAV111V5HES2 (Figura 10),
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A) spes’
- @ [
i 5 TR

]

Sphy”

e @ SHOL RT-PCR a partiv de RNAmM de
Sectharomyces cerevisize. 100 pb
100pb

8)

89/
spht (@) &l

350pb

0)

Figura 10. Modificacién del péptido Wder. A) RT-PCR a padir de RNAm de levadura produjo un
fragmento de 100 pb (D) codificando para el péptido sefial del gen de tevadura y 30 pb rlo arriba, al que se
te introdujeron sitios de restricaldn pare faclitar su domaddn. B) Una PCR mutagénica se fievd a cabo parg
modificar el gen p1, produdendo un fragmento de 350 pb con un sitlo 555 1 en el extremo 5 (@). C) Los
fragmentos de la POR mutagénica y de la RT-PCR fueron digeridos y ligados con o esqueleto de
pAV111VSHG digerido can les enzimas Spel y 89/ 11, para dar lugar al vector pAV111VSHESZ, el cual tiene
¢l gen p1 modificado con la sefial de 5. cerevtsize (D). @ Codén de Intio. @ Codén de terminacién.
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El vector pAV111VSH6S2 fue utillzado como templade para sintetizar RNAC /7
vitro, e cual fue microinyectada como ya se describid, para comprobar que la
modificacion del péptido seflal no perjudicara la capacdidad del receptor de incorporarse
a la membrana plasmatica y producir un receptor funcional.

La modificacion de los vectores de expresién de levaduras se llevd a cabo por
medio de subdonaciones. Para modificar €l vector pPIC3p1, el vector pAV111VSHES2
fue digerido con Spel, los extremos ;1ed105 romos con el fragmento Klenow de la DNA
polimerasa y digerido con B¢/ II; por su parte el vector pPICIp1GFPVSHE fue digerido
con Barm HI, los extremos hechos romos y posteriormente digerido con Sacll.

El fragmento de pAV111V5HGS52 y el esqueleto de pPICIp1GFPVSHS fueron purificados
Y usados en una reaoddn de ligaddn. El vector obtenido fue el vector
pPICSp1GFPV5HES2.

Para madificar los vectares de expresidn de 5. aerevisize, pYEXBXp1GFPVEHS, se
digirié con £ RI y Bam HI, al igual que el vector pPICIp1GFPVSHES2. El fragmento
liberado por este ltimo fue ligado oon el esqueleto del primero y el vector resultante
fue denominado pYEXBXp1GFPVSHES2. El vector pYEXBXp1VSHG fue digerido con las
enzimas 8g/ Il y Sac Il de igual manera que el vector pYEXEXp1GFPV5H6S52, €l cual se
usd como esqueleto y al reemplazar el extremo 3’ del gen con el fragmento generado
con la digestidn de pYEXBXp1V5HE, el vector obtenido se dencmind pYEXBXp1VSHES2.
Una vez obtenidos los vectares modificados, se procedid a secuenclar, transformar e
inducir la expresién aomo ya se describid. Se ais/d RNAm para ser microinyectado a los
ovocites y muestras de membranas fueron sometidas a electroforesis ‘e

inmunodeteccidon, para comparar los niveles de expresion obtenidos contra bos

generados en la expresion del receptar portando e! péptido lider humano nativo.
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e ™

8.10. Imdgenes en micrascoplo confocal

Para visualizar la distribuddn del receptor expresado en protelna de fusion con la
GFP se utllizd un micoscoplo confocal Carl Zelss Meta 510. Las levaduras expuestas al
inductor tras dos dias en e caso de & a=revisise y tres dlas en el caso de P. pastors,
fueron Inmovilizadas en un portaobjetos de vidrio tras mezdar 3 pl de suspensidn de
cBlulas con 3 pL de agarosa al 2% disuelta en agua y cubiertos con un cubreobjetos. El
microscopio se ajustd para indudr la excitadan & 488 nm, ulilizando un rayo laser
emitido por una ldmpara de argdn y se utilizé un objetivo de Inmersidon en aceite 63X
El software utilizado pera el procesamiento de las imagenes fue Zeiss LSM Image

Browser version 3,2,0, 115,

8.11, Purificacién del receptor

En este trabajo se escogid emplear cromatografia de afinidad, pare lo que se
escogieron los ligandos GABA, TPMPA y la resina de Niquel acoplada &l acido
nitrilatriacético (Ni-NTA), para asi tomar ventaja del epitope de polihistidinas agregado

al receptor en el extremo carbaxilo.

8.11.1. Acoplamienta del ligando en matrices activadas

En e caso de GABA y TPMPA fue necesario acoplar las moléculas a una resina
activada. Para GABA se escogié la matriz activada con bromuro de dandgeno (Sigma

09210). El proceso para acoplar el ligando se siguid como lo sugiere Sigma en la

informacién de su producto. Brevemente, GABA se disolvié en buffer de acoplamiento
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{NaHCQs al 0.1 M, NaCl al 0.5 M, pH 8.3-8.5) a razdn de 5-10 mg por mL de resina. El
proceso se llevd a cabo usando una columna de poliestireno desechable de BloRad. La
resina fue lavada en HQ al 1 mM usando 200 mL por g de gel seco. La resina se lavd
con 5 - 10 vol de agua destilada y posteriormente con S mL de buffer de acoplamiento
por g de resina seca e inmediatamente se agregd el buffer de acoplamiento conteniendo
el ligando. El fondo de fa columna se selié con papel parafilm, al igual que la parte
superior Y se mezcld con agitacion durante tods la noche a 4°C. Se elimind el buffer
conteniendo el ligando no acoplade y la columna se lavd con 10 vol de buffer de
acoplamientn. Los grupas sin reaccionar se bloquearon usando glicina al 0.2 M pH 8 en
buffer de acoplamiento por 2 h a temperatura ambiente. Se lavd extensivamente oon
buffer de acoplamiento pH 8.5 y luego con buffer de acetato (0.1 M, pH 4) adicionado
con NaQ al 0.5 M. El dclo de lavados con buffer de alto y bajo pH se repitio § veces. La
resina se almaceno en NaQ al 1 M a 2-B °C con azida de sodio al 0.02% hasta su usc.
Para l2 columna de TPMPA se escogid una resina que tuviera un brazo espadiador. Se
escugio 2 resina activada con grupos epaxy- de Sigma (E6632) y € ligando se awplé
acorde a las sugerencias del proveedor. Diez mg de TPMPA fueron disueltos en 5 mbL de
buffer de acoplamiento (carbonate sodico al 0.1 M conteniendo 50% dimetiformamida,
pH 11) y se le agregaron 0.3 g de resina. La mezda fue incubada oon agitacion a 37°C
por 16 h. Los grupos activos remanentes se bloquearon usando etanolamida 2 1 M por 4
h v el gel se lavd extensivamente cun buffer de acoplamiento seguido de una serle de
lavados con buffers de alto y bajo pH (buffer de borato al 0.1 M, NaClal0.5 M, pHa ¥
buffer de acetato al 0.1 M, NaCl al 0.5 M, pH 4). La columna se almacend a 4°C en
presencia de azida de sodio 0.02%. La resina de niquel se adquirid lista para usar en
Qiagen (at# 30210).
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8.11.2. Cromatografia

Con (a fnalidad de purificar una proteina de membrana, es necesario solubilizar
las proteinas previamente utilizando un detergente débil no-idnico, eliminar el material
no solubilizado y eluir ia muestra por una columna. Sc siguid la metodologia desaita por
Waeiss y Grisshammer (2002) con algunas medificaciones. Cuanda se usaran las matrices
de GABA y TPMPA, las membranas preparadas como se describid antes, fueran
resuspendidas en un buffer de Bis-Tris a 50 mM, acido 6-aminacaproico @ 0.7 M y
Triton X-100 a 0.1% y se incubaron por 30 min en hielc. Se utilizaron 5 mlL de buffer
para solubilizar las membranas por cada g de pastilla himeda. Las membranas
solubilizadas fueron eluidas por (@ oolumna, y se procedié a lavarla con 10 mL de buffer,
Para eluir, se utilizd GABA a 100 mM en el mismo buffer y se colectaron fracciones de
500 pL, las cuales fueron sometidas a eledroforesis @ inmunodeteccion para localizar la
proteina de interés. En el cso de las proteinas modificadas para portar el epftope de
polihistidinas, membranas solubilizadas con buffer Ni-NTA (HEPES a 50 mM, NaCl a 200
mM, gliceral a 30%, acido 6-aminocaproico @ 0.75 M y Triten X-100 al 1%) fueron
incubadas en hilelo por 30 min y ultracentrifugadas 30 min a 100,000¢ en un rotor
SW55Ti para eliminar el material ne solubilizado. El sobrenadante se transfiria a un tubo
de proplleno de 1S mL y se le agregaron 0.1 mL de resina pre-equilibrada en buffer Ni-
NTA. La mezda se Incubd por 2 h a 4°C con ggitaddn leve y se transfirid a una columna
desechable de pollestireno. Se recolectd la muestra y se {avé la columna con 100 vol de
buffer NI-NTA adicionado con imidazol al 10 mM. Las proteinas unidas a la matriz se
eluyeran con buffer Ni-NTA adicionado con imidazal al 500 mM en fracciones de 500 pl,

las cuales fueron sometidas a electroforesis € inmunodeteccion,
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9. RESULTADOS

9.1. Construccién y secuenciacién de los vectores

En la figura 11 se muestra el proceso de ligacién y caracterizacién de algunos
de los vectores construidos. Siempre se verificaron los sitios de reconocimiento de las
enzimas que se usaron para la subclonacién, para comprobar que el sitio estuviera
integro, asi como al menos dos enzimas de restriccién con mas de un sitio de corte.

Figura 11. Caracterizacion de los vectores. Geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio
mostrando algunos de los vectores construidos. A) Caracterizaciéon del los vectores pAV111V5H6 y
pAV111p1GFP con la enzima Sac II. El carril 1 muestra el vector pAV111 digerido con Sac 11 linearizado,
mientras que los carriles 2 - 4 clonas candidatas a vector pAV111V5H6 digerido con Sac1l, liberando dos
bandas, ya que la modificacion agregé un sitio. Los camriles 5 -7 muestran candidatas a vector
pAV111GFPVSHE tambien digeridos con Sac II, revelando la segunda banda de mayor tamafio en
comparacién con pAV111V5H6, pues se afiede la secuencia que codifica para la GFP. B) Mismos DNAs
usados en el gel anterior, pero esta vez digeridos con A7 MI, la cual los lineariza, Se puede aprecar la
diferencia de tamafio entre los tres vectores, siendo pAV111V5H6 menor, pues se eliminaron cerca de 500
pb al extremo 3" no codificable presentes en pAV111. Esto demostrd que el sitio A7 MI usado en I8
estrategia de subclonacién se mantuvo Intacto. C) Resultados tipicos de una ligacién. El carril 1 muestra el
esqueleto del vector pYEX-BXp1 digerido con 8g/I1 y Kpn 1, mientras que los carriles 2 y 3 muestran este
mismo DNA tras ser ligado con los fragmentos provenientes de pAV111VSH6 y pAV111GFPVSH6,
respectivamente (ver Figura 7). En los tres geles se usd el marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA
Ladder de GIBCO BRL (cat # 10787-018).
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En (a tabla 5 se muestra la lista de veciores que fueron construidos, asi como

el uso que se les dio.

Yabla 5. Vactores construidas.

Vector | _ Uso
plZolV§H6 || Paner en fase el epitope V5HB con el gen pl
PIZpIGFPVSHE || Poner en fase el epitape V5H6 con el gen p1GFP |
L pAviulvsHe i Sintesis de RNAc del gen p1V5H6 ]

pAV111GFPVSHE_ | Sintesis de RNAC del gen p1GFPVSH6

| PYEXBXp1VSHE | _Transformacion de §. aerevisiae con el gen p1VSHE
__PYEXBXp1GFPVSH6 || Transformacion de S. cerevisiae con el gen p1GFPVSHE |
PPICOpIVSHE ] Transformadén de A. pastorfscon el gen pLlVSHE |

| pPICIp1GFPVSHE |[ Transformacién de 2. pastoris con el gen pIGFPYSHE |

En [a figura 12 se muestran cromatogramas de algunas de las secuenciaciones
realizadas donde se resalta la integridad de uno de los sitios de restriodidn usados en fa
subdonacion, el cual se mantuvo intacto, permitiendo que el epitope V5HE se pusiera en
fase de lectura con el gen del receptor, También se muestra el epitope HS, importante

para la purificacion gon cglumna de niquel y el codon de terminacion.

9.2. Sintesis y microinyeccion de RNAc y registros electrofisioldgicos

en ovacitos

Para comprobar que la adicion del epitope VSHG6 no afectara la actividad
bialdgica del receptor, se sintetizd RNA / vitro, @ cual fue inyectado en ovacitos para

caracterizar los receptores modificados. El rendimiento de una reaccion de dos horas fue
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aproximadamente S0 ug suspendidos en 30 pL y separados en alicuotas de 3 ul, cuya
cancentracion fue ajustada a L mg/mL antes de la inyecdén.

A) Sacla
TACAA6CE 0C GG TICGALGOTAAGCCTATCCCTAACCCTETCCTEGGTCTCCAT
Y K P R F E 6 K P I P N P L L G L D

bt

&)
G 6 T CA T CA T CThRhR € C AL T C A €€ C A T T G &
H H Terminaddn

G H H H H

Figura 12. Secuenciacidn de ks vectores. la figura A muestra B secuencaddn del vector
PAVLLIGFPVSHS ¥ |3 regidn donde la proteina GFP se fusiona con el epitope VS tras la ligaddn usando el
stio Sac11. Ei sitio se mantuvo intacto asi como & marco de lectura, La figura B muesira el epitope Hb en el

vector pAV111VSH6 seguido del coddn de terminacidn,

La potencia de expresion de los RNAC sintetizados con el estuche RiboMax
mostrd mucha variacidn, ocasionando que el mismo DNA usado come templado
generara algunas veces RNAs que produjeran altas corrientes y otras veces bajas; sin
embargo, en la maycria de los experimentos se obtuvieron corrientes que pudieron ser

caracterizadas adecuadamente. €n la figura 13 se muestra la caractenzacion
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electrofisiolégica de los receptores portando el epftope V5H6. Las corrlentes generadas
por los receptores producidos por estas construcciones mostraron un comportamiento

electrofisioldgioo comparable con su contraparte nativa.

A) 8) <)
GABA 106 GABA 10§ GABA 107

z,uisl/ La 10
l_zoj““ |50nA |5tIrlA
205 50 s Ls

Figura 13. Caracter(zacién electrofisiolégica del receptor portando &l epfrope V5HG. Ovodtos
inyectados con RNAG @ partly de la construccidn pAVILIVSHG mostraron una respuesta a GABA tiplca del
receptor slivestre (A); ademds, el uso de inhickiores como @ Zinc (B) y de potendiadores como & Lantano
{C), mmhién modularon las respuestas como s esperarfan para o receplor silvestre,

9.3. Transformacién de levaduras y confirmacion de la integracion

Cientos de colonias crecieron en placas defidentes de uradlo cada vez que se
transformaron las levaduras §. cerevisize con el método desaito. El control negativo
nunca mostré crecimiento. De igual manera, P. pastorts fue transfarmada eficientemente
y €l control negativo nunca desarrollé colonias cuando la mezcla de transformacion fue
crecida en una placa deficiente de histidina.

PCRs realizadas a los DNAs obtenidos de las colonias aecidas en medic
deficente maostraron fragmentos con los tamafios esperados cuando se wutilizaron
iniciadores especificos para detectar €l gen pl a partic de DNA gendmico de S, cerevisiae

(Figura 14).
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Figura 14. Confirmacién por PCR en S. cerevisiae, Utilizando un par de iniciadores especificos para el
gen pl, se realizé una PCR usando DNA de levaduras transformadas y sin transformar. El carril 1 muestra el
control positivo, usando el pldsmido pAV111 como templado. El carril 2 muestra el control negativo, es
dedir, usando DNA gendmico de levadura sin transformar. En el carril 3 se usd DNA gendmico de levaduras
transformadas con el gen pi, mientras que en el carril 4, en la reaccién de PCR se usd DNA gendmico de
levaduras transformadas con el gen plGFP. Todas las reacciones que resultaron positivas generaron un
fragmento del mismo tamafio, pues los iniciadores se aparean dentro del gen p1, produdiendo un fragmento
de 507 pb, consistente con lo esperado.

En la figura 15 se muestra la confirmacion por PCR de la transformacion de las
levaduras P. pastoris. Aungque se pudo confirmar que las levaduras fueron transformadas
eficientemente y que la secuenciacion de los vectores mostré que los genes estaban
integros, nunca se logré detectar la proteina tras la induccidn de la expresion.

W /MU WI4\UUSVIEN V1 819U

2kb
1.6kb'=

0.5kb—

Figura 15. Confirmacion por PCR en P. pastoris. Gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio
en el que se muestran los fragmentos de tamafio esperado tras Ia PCR 2 las colonias de Plchia pastorfs
transformadas con los genes pl y plGFP. Los carriles 1 - 3 muestran los resultadoes obtenidos usando el
vector pPICSp1GFP como templado, usando diferentes combinaciones de iniciadores para abarcar toda la
extension del gen y se obtuvieron los mismos tamafios en los fragmentos en los carriles 4 - 6, en los que se
usaron como templado DNA gendmico a partir de levaduras transformadas con dicho plasmido. Los carriles
7 - 10 muestran los fragmentos obtenidos tras usar DNA gendmico de levadura transformada con el
plasmido pPIC9p1, mostrando diferencias en los tamanios de los productos debido a la falta del gen de
fusién GFP. El carril 10 muestra el control negativo, en el que se usé DNA gendmico de levadura sin
transformar e iniciadores especificos para el gen pl.
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9.4. Extracciém de RNA, purificacidn y microlnyeccidén del
poliadenilado y electrofisiologia

En la figura 16A se muestra un gel conteniendo los RNAs de la levadura S.
ceravisiae obtenidos, asl como los resultades de la separaddn de los poliadenilados. En
esa misma figura se puede gbservar la auto-radiografia abtenida en el experimento de
RPA, el cual demostrd que el RNA extraido a partir de levaduras transformadas con el
gen ¢l contenia especies provenientes de este gen. Una pequeiia sefial fue detectads
Incluso a las 0 horas, sugiriendo que e promotor na es estridamente regulado o que
algiin metal en cantidades traza en el medio de cultivo lo estd activanda, sin embargo,
el incremento con el paso del tlempo es evidente (Figura 168). Sofo (os RNAs extraldos a
partr de 5. cerevisize resultaron positivos en los ensayos de RPA, P. pastoris siempre
mostrd resultados negativos. Partiendo de un gramo de levaduras el rendimiento fue de
alrededor de 1.5 mg de RNA ®tal, @ cual fue utilizado para obtener ef RNA
poliadenilado. Partiendo de un mg de RNA total, el rendimiento fue generalments entre
20 y 30 pg de RNA poliadenilado, el cual fue resuspendido a una concentracidn de 1

mg/mL Yy miagoinyectado (Figura 16C y D).
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A)

Figura 16. Extraccion de RNA, RPA y aislamiento de poliadenilados. A) Gel de agarosa-
formaldehido mostrando RNAs extraldos de levaduras a diferentes horas post-induccién. B) Autoradiografia
del experimento de RPA en la que se muestra el tamafo del fragmento de pl protegido, asi como el
incremento de sefial con el paso del tiempo. C) RNA total (T) y poliadenilado (PA) extraido de S. cerevisiae
visualizados en un gel de agarosa-formaldehido. Los resultados fueron similares cuando la extraccion se
realizd a partir de 2. pastoris (D).

En la figura 17 se muestra un registro electrofisioldgico obtenido posterior a la

inyeccién del RNAm en ovoditos.

B)
GABA 107 GABA 106

I o Jt..\
/ \
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Figura 17. Inyeccién de mensajeros de levadura. La figura muestra los registros obtenidos tras la
inyeccion de mensajeros provenientes de S. cerevisiae TD4 transformada con el gen pl (A) y p1GFP (B).

En la figura 18 se muestran mensajeros obtenidos de las levaduras expresando
el transgen con el epitope de fusidon V5H6. Se pudo comprobar que las respuestas
generadas fueron las tipicas de un receptor nativo a pesar de la modificacién del gen.
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Los distintos mensajeros expresados por las levaduras con los transgenes de
fusion plVY$ y pIGFPVSH6 al ser inyectados en 105 ovocitos expresaron receptores a
GABA que tenen todas las caracteristicas fundonales de los receptores Iniclalmente
descritas (Polenzani et af, 1991; Woodward et al, 1992), por ejemplo: poca

desensibilizacién y alta sensibilidad a GABA (Figs 17 y 18).

) 8)
GABA 10 GABA 103 GABA L0 GABA 103

S0 nA 50 nA
l 10Cs L/ ‘ 100 s

Figura 18. Mensajeros de levaduras transformadas con ¢l receptor fusionado con el epitope
VYEHSE. Los registros electrofisiclégioos sugleren que tos mensajeros obtenidos a partir de 5. cerevisiae TD4
tenlan la capacidad de traduar un receptor fusionade con el eptope VSHE funcional, Las construcdones
p1VSHE (A) ¥ p1GFPVEH6 (B) generaron mensajerus que codificaron un recaptor sensible a dosis-respuesta
de GABA y que no se desensibiliza tras repetidas exposidones al agonista.

La figura 18 también muestra que las corrientes producidas por GABA 10 M se
intensifican en la misma proparcién al aumentar [a concentracién a GABA 10° M.
Hasta la fecha, ningln RNAmM proveniente de P. pastoris generd corrientes

detectables al ser microinyedtados.
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9.5. Preparacién de membranas de levadura, inmunodeteccion y

registros electrofisiolégicos

En la figura 19 se muestra un gel SDS-PAGE con membranas obtenidas a partir
de levaduras transformadas con el transgen plGFP transferido a una membrana de
nitrocelulosa expuesta al anticuerpo anti-GFP para su inmunodeteccidn, asi como los
pasos sequidos en el proceso de preparacion de membranas plasmaticas. Se puede
apredar que la mayor parte de la proteina se encontrd en la Interfase esperada, sin
embargo, una parte no fue retenida en k interfase y se depositd en forma de pastilia en

el fondo del tubg, indicando que no toda la proteina se encuentra ensamblada en la

membrana plasmatica.
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Figura 19. Membranas de levadura e iInmunodebeccién. A) Una preparacidn de membranas crudas a
partir de S. cerevisiae TD4 transformadas con el gen plGAP muestra reacdén a una altura aproximada de
80kD (1) y miermtras que ol cartil de L derecha (2) muestra ¢l control positive para la Inmunodeteccidn (50
ng de GFP purificada). B) Pasos en la purificacion de las membranas plasmaticas, En todas los camiles se
usaron 25 ub de muestra a partir de 1) 25 mL de sobrenadarte tras la centrifugacion para obtener las
membranas crudas. 2) 25 mL de homogenizado total a partir de 400 mL de medio de cultivo, 3) 1 mL
membranas arudas. 4) [nteifase 43-53 del gradiente de sacaosa (200 pl) 5) Pastilla del oolchén de
53caroxa 53% (500 pb). €l carmil § muestra 50 ng de GFP purificada.
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A juzgar por Ia Intensidad de la sefial generada por 50 ng de GFP purificada, se
puede calcular que en 25 pl de Interfase la cantidad de receptor es aproximadamente
100 ng. Ya que la interfase fue resuspendida en 200 pl, se pusde deducir que la
antidad de proteina obterida en el experimento fue de 800 ng en total. Tomando en
cuenta que el experimento se realizd a partir de 400 mL de medio de cultivo, se deduce
que el rendimiento es de aproximadaments 2 ug de proteina por litto de medio de
cultive,

En la figura 20 se muestra un registo electrofisiolégico resultante de la
inyeccdn de membranas plesmaticas de levadura. Los mejores registros no lograron
pasar de |os 5 nA tras repetidas inyecciones. Esto indica que: a) las membranas no
tienen mucho receptor incarporado; b) tienen muchg, pero ng todes son funcionales; c)
las membranas de levadura no se incorporan efildentements a [a membrana del ovexita;

d) la proteina esta siendo degradada en el prooesa de ruptura de {a pared celular.

GABA 1 mM

SnA
10s
Figura 20. Inyectién de membranas de levadura. Repetidas inyecciones de preparaciones de

membranas plasméticas no lograron generar respuestas mayores de 5 nA, Estas pequefias respuestas, sin
embrago, estaban ausentes en gvodtas gontrol sin inyectar.

Algunas preparadones de levadura generaron respuestas oscilatorias
“espontaneas” en los ovoctos, como se muestra en la figura 21, Estos resultados

sugieren la existencia de algun canal de iones en la levadura, que probablemente aun
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no ha sido descrito. Sin embargo, al no formar parte de lgs objetivos de la tesls, na se le
dio seguimiento.

20nA
25s

Figura 21. Confentas oscilatorfa esponthnea, Este Fendmeno fue encontrada tras inyectar membranas
de levadura, sugirendo que membranas intactas lograron transplantarse en la membrana plasmética del
owKitn. Esta cotriente estaba ausente en los ovodtos control, por o que pudiera ser @ respuesta generada
par algln canal de kihes de levadura que alin no haya sklo caractertzado.

Ninguna preparaddn de membranas proveniente de £. pastoris generd
corrientes tras ser Inyectadas a ovodtos, nl los “Western blots™ mostraron

inmunoreacciin alguna.
9.6. Substitucidn del péptida lider de la proteina pl

En la figura 22 se muestra el proceso por el que se obtuvo la modificacion del
péptido senal. Primeramente se muestra el resultado de |a RT-PCR, la cual produjo un
fragmento de 100 pb consistente con lo esperado. Se muestra la purificacon de los
fragmentos de PCR para introdudir l0s sitios de restriccion, asi como el vector digerido

oon las enzimas de restriccion apropiadas.
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A)

123

Figura 22. Modificacién del péptido seiial. El primer paso consistié en realizar una RT-PCR para
amplificar el fragmento correspondiente a la presunta sefial de la proteina YBR296C. En A) se muestra el
resultado de la RT-PCR donde se obtuvo un fragmento de 100 pb, consistente con lo esperado. El marcador
de peso molecular es una escalera de 100 pb, y la primera banda corresponde a ese tamafio. En B) se
muestra el vector pAV111V5HéE digerido con las enzimas Spe I y 8g/1I (1), el fragmento de 100 pb digerido
con Spely Sphi(2)y el fragmento de 350 pb digerido con Sph 1y Ba/11 purificados y listos para ligar (ver
Figura 10). Los vectores obtenidos tras la ligacion fueron caracterizados utilizando enzimas de restriccidn
cuyos sitios hubieran sido perdidos o ganados tras la modificacdn. En C) se muestra un gel de la
caracterizacion del vector pAV111GFPY5H6ES2 (2, 4, 6, 8 y 10) comparado con el vector pAV111GFPV5HSG (1,
3,5, 7 y 9) usando las enzimas Spe I/Kpnlenelcasode 1y 2, Not1/Bg/1l para3 y 4, BamHIparaSyG
Sacll para 7 y B y Fco Rl para 9 y 10, obteniéndose los patrones esperados. Los tamafios de los
marcadores estan dados en kilobases.

3 4 5 6 7.8 9 10

[=1=1=1~
R NTRS

En la tabla 6 se muestran los vectores obtenidos y el uso que se les dio.

Tabla 6. Vectores construidos para la modificacién del péptido sefial.

Vector | § & Uso AP |
pAV1115H6S2 Sintesis de RNAc del gen p1V5H6 modificado con el péptido
cx ja _ .| sefial de a proteina YBR296C de levadura
PAV111GFPVSHES2 | Sintesis de RNAC del gen p1GFPV5H6 modificado con el péptido
sefal de la proteina YBR296C de levadura
| PYEXBXp1V5H6S2 Transformacién de 5. cerevisiae con el gen plV5H6 modificado |
con el péptido sefial de la proteina YBR296C |
PYEXBXp1GFPVSHES2 | Transformacion de S. cerevisize con el gen p1GFPVSHG |
modificado con el péptido sefial de la proteina YBR296C |

| PPICOp1GFPV5HES2 | Transformacion de A. pastoris con el gen plGFPVSHS |
modificado con el péptido sefial de la proteina YBR296C |

En la figura 23 se muestra un segmento de la secuenciacién del vector, la cual
confirmé que la modificacion introdujo el fragmento 5° del gen YBR296C y que los sitios

de restriccion utilizados mantuvieron el marco de lectura integro.



Epresiin Fmcional del Receptor GABA pl Humano en Levaduras

Spil
T T TT TG 6 AT GC 6CATGC & A CTGLALAGSGC
£ L D

! ! f\MN\/\ AA/\/W\\/\/\A

secuendaddn del vector pAV1115H652 donde se localiza € sitic de restriccidn Spt 1 integro, el cual une <
fragmento S2 con el residua aminoacidicoo 16 (T) del gen pl.

La figura 24 muestra registros electrofisiologicos obtenikdos de ovocitos
inyecados con RNAC sintetizado a partir de la construccidn pAV111GFPVSHES2. Estos
resultados comprueban que el DNA modificado con Iz secuenda 52 es capaz de produdr
un receptor funcional y que estos receptores tienen las propledades caracteristicas de

los receptares expresados por el RNA de tipo silvestre,
GABA 106 GABA 107

GABA 10

20 nA
|50$

Flgura 24. Electrofisiolagia en el receptor medificado con la secuenda S2. La figura muestra
registro ottenido a partir de un ovodto Wmyectxdo @n RNAC sintetizade a partir del vector
PAVI11GFPVSHES2. Los receptores expresados retuvieron fas carecteristicas tipicas, tales como R
sensibilidad a dosis-respuesta y su baja asa de desensbillzacion,
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9.7. Expresion en levaduras del receptor pl modificado con la
secuencia S2

A juzgar por los resultados electrofisiolégicos y por electroforesis e
inmunodeteccién, como se muestra en la figura 25, las construcciones portando la
secuencia S2 no resultaron en una mejora para expresar receptores funcionales. Los
niveles de expresion del receptor no fueron necesariamente mejores a los obtenidos con
la secuencia nativa humana. Las razones de esto dltimo son desconocidas por ahora.

A) [ B)

W7

7V \
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Figura 25. Comparacién de la expresién usando el péptido nativo humano y el péptido de
levadura. SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie y su contraparte sometida a inmunodeteccion a partir
de membranas crudas de levadura S. cerevisiae expresando el receptor pl1GFPVSH6 (2) y p1GFPVSHES2 (3).
El carril 1 muestra el perfil de proteinas a partir de membranas crudas de S. cerevisiae sin transformar, El
perfil de proteinas en el gel visualizado con azul de Coomassie (A) no mostrd diferencias obvias y 1a
inmunodeteccion comprobd que los niveles de produccion se mantuvieron muy similares (B). La banda
inmunoreactiva se muestra a una altura de alrededor de 100 KD puesto que el epitope VSH6 agrega

13 KD y ademds porque la muestra tiene detergente, el cual retarda la migracion. El
barrido en los carriles de bandas aparentemente inespecificas puede ser debido a un exceso de proteinas en

el carril 0 por especies degradadas de la proteina de interés, El anticuerpo utilizado fue el anti-GABAC Rpl
(N-19) de Santa Cruz.
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9.8. Imigenes al micrascopio confocal.

En la figura 26 se muestran levaduras 8. cerevisiae TD4 expresando la proteina
de fusién p1GFP, las cuales fueron sujetas a microscopia confocal. En esa misma figura
se compara el patrén de fluoresoencia mostrado por la proteina con € péptido humana
nativo contra el receptor fusionado con el péptido de levadura (26A). La localizacion
celular, a juzgar por la fluorescencla emitida por el receptor p1 GFPVSH6S2 expresado en
levaduras y visualizado bajo micrescopia de fluorescencia (Figura 26C), fue similar a la

localizacion del receptor cuando fue expresada portando el péptido sefial nativa (26B).
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Figura 26. Fluorescencia en microscopio confocal. A) Muestra una composicién al sobreponer una
imagen de contraste de fase con la fluorescencia generada por la GFP fusionada al receptor pl expresadas
en 5. cerevisae TD4 expuestas por 2 dias al inductor. Se puede apreciar la distribucién intracelular y que la
mayor parte se encuentra en cuerpos de inclusién aparentemente insolubles, asi como que algunas de las
levaduras no fluorescen. Solo una peguefia parte de la fluorescencia estd en la periferia, como se observa
en el recuadro. En B) se muestra el patrén de fluorescencia obtenido al expresar el receptor con el péptido
lider nativo humano. No existe una obvia diferencia con el patrdn obtenido con las levaduras expresando el
receptor modificado para portar el péptido S2 (C).
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En cuanto a A. pastoris, solo cuando se usé microscopia confocal pudo
apreciarse fluorescencia que indicara que el receptor estaba siendo expresado. Tanto las
levaduras transformadas con el transgen plGFP, portando el péptido sefal silvestre,
como las levaduras transformadas con la versién modificada para portar la sefial S2,
mostraron fluorescencia (Fig 27). Sin embargo, la cantidad de levaduras fluoresciendo,
fue menor a los resultados obtenidos con S. cerevisiae. Tal fluorescencia estuvo ausente

en las levaduras transformadas con el gen pl o en la cepa sin transformar.

Figura 27. Pichia pastoris y microscopia confocal . Usando microscopia confocal pudo comprobarse
que P. pastoris expresa el receptor fusionado a la proteina verde fluorescente, Levaduras transformadas con
el plasmido pPIC9p1GFPVSHES2 (A), expuestas por 3 dias al inductor, mostraron un patrdn de fluorescencia
similar al generado por levaduras transformadas con el vector pPIC9p1GFP (B). Sin embargo, la cantidad de
células fluoresciendo fue menor a la obtenida usando levaduras del género Saccharomyces (ver figura 26).
C es un acercamiento de A para mostrar a mayor detalle la fluorescendia. D s un acercamiento de B,
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9.9. Purificacién del receptor.

Sélo cuando se utiliz6 la resina de Ni-NTA partiendo de proteinas expresadas
por levaduras llevando los genes en fusidn con el epitope de polihistidinas, fue posible
reconocer la proteina en el eluido en el tamafio correspondiente y con un notable
porcentaje de pureza comparado con la muestra inicial. Sin embrago, partiendo de 1.5g
de levaduras inducidas (400 mL de medio de cultivo), el rendimiento fue de entre 800 y
1,000 ng de proteina con el tamafio esperado, lo que resulta en un rendimiento de 2.5

1g por litro de cultivo.

9.9.1. Columnas con GABA y TPMPA como fase estacionaria

En la figura 28 se muestran los resultados de la purificacion del receptor

utilizando la columna de TPMPA. Cuando se utilizaron las columnas de GABA o TPMPA
nunca se logrd observar una separacién de protelnas entre las diferentes fracciones.

Figura 28. Cromatografia de afinidad usando la columna de TPMPA. SDS-PAGE tefiido con nitrato
de plata mostrando las fracciones obtenidas en la cromatografia de afinidad usando TPMPA como fase
estacionaria para una muestra de membranas obtenidas a partir de levaduras expresando p1GFP. El camil 1
muestra el eluido no retenido, 2-4 las fracciones correspondientes al lavado con buffer de acoplamiento, 5 y
6 fracciones contenlendo las proteinas eluidas al usar 100 mM GABA. El carril 7 corresponde a la muestra
original. No se puede apreciar una separacidn verdadera entre las fracciones. Los resuitados fueron
similares cuando se usd GABA como fase estacionaria.
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9.9.2. Columnas de Ni-NTA

Cuando la cromatografia se realizé utilizando Ni-NTA como fase estacionaria, se
pudo observar una separacion real entre las fracciones y el receptor eluyd en la fraccidn
esperada y con un notable grado de pureza comparado con la muestra original. La
figura 29 muestra los resultados obtenidos en un SDS-PAGE visualizado con azul de

Coomassie y su réplica sometida a inmunodeteccion.

A M1IL2ZOX4Y 56,78 B M1 2 3 4 56 7 8
: L}

]

Figura 29. Cromatografia de afinidad usando Ni-NTA como fase estacionaria. Sacando provecho
del epitope H6 colocado en el extremo carboxilo del receptor, se pudo realizar cromatografia de afinidad
usando Ni-NTA como fase estacionaria. En A se muestra un SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie
mostrando la separacién obtenida tras la cromatografia @ membranas de levadura expresando el receptor
plVSH6 (1-4) y p1GFPVSHS6 (5-8). Los carriles 1 y 5 representan la muestra de membranas crudas original,
2y 6 el eluido no retenido, 3 y 7 lavado extensivo con buffer de acoplamiento, 4 y 8 elucidn con 500 mM
imidazol. A pesar de que la tincién con azul de Coomassie no revela fa presencia de proteinas en el eluido,
la inmunodetectién con el anticuerpo anti-GABAC Rpl detecta proteinas que se encuentran a la altura
estimada para el receptor p1V5H6 y p1GFPY5HG (carriles 4y 8 en B).

El experimento se hizo a partir de las levaduras obtenidas en 400 mL de medio
de cultivo adicionado con inductor por 2 dias. La intensidad de la banda observada tras
el “Western blot” sugiere unos 30 ng de receptor en 25 ulL de eluido, lo que significan
600 ng por 400 mL de medio cultivo, equivalente a 1.5 pg por litro de cultivo.
Resultados similares fueron obtenidos cuando se repitio el experimento. Una banda a la
altura de poco menos de 50 kD se observa tanto en el eluido de p1V5H6 como en el
correspondiente a p1GFPV5H6. Esto pudiera ser debido a una degradacion posterior a

la cromatografia en un sitio dentro del receptor pl, cerca del extremo carboxilo, pues
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para ser retenida por la oolumna el extremo carboxile debe estar integro, pera para
poder ser detectada en el "Western blot”, el extrema amine debe estar intacto.

Cabe mencionar que estos experimentos $e realizaron utilizando media pabre
para evitar que las levaduras alcancen una maduracion de la pared celular muy pronto.
Usando medio rico, con 400 mL se podefa producir cerca de 4 g de levaduras, lo que
resultaria en un incremento en la proteina recuperada, pero la ruptura de las células
serfa mas violenta provocando mayor degradacién de las proteinas. La cantidad de
membranas crudas praducida a partir de 1.5 g de levaduras fue de 12.75 mg, por kb que
la muestra inicial tenia una concentracidn de 4.25 mg/mlL, resuspendido en 3 mL. La
concentracion de la muestra final, asumiendo 600 ng en 500 ul, de 1.2 pg/mL.
Tomando en cuenta que no se detectaron proteinas contaminantes, esto equivaldria a
un enriquecimiento de cerca de 3500 veces; ademds, si consideramos que la muestra
inidal estaba resuspendida en 3 mL y la muestra final en 0.5 mL, la muestra se
oconcentrd 6 veces. El resultado final del praceso de purificacion es que la proteina se

enriquecid en un factar de aproximadamente 21,000.
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10. DISCUSION

Las levaduras del género $ cerevisias, en sus cepas DY150 y TD4 fueron
capaces de expresar el receptor heterdlogo GABAG pl, asl como las fusiones con 1a GFP.
No se detectaron diferencias entre ambas cepas, aunque al ser observadas al
microscapio de flugrescencia habia una aparente diferencda en la cantidad de células
fluoresciendo, siendoc TD4 (@ que parecia tener un mayor porcentaje de oélufas
expresando la fusion plGFP. Por esa razén, la mayoria de los experimentos fueron
efectuados usando la cepa TD4 como sistema expresor. La levadura 2. pastoris en sus
vepas GS115 y SMD1168 sdlo mostré que €l receptar fue expresado al usar el receptor
GABA< p1 fusionado con la GFP y expuestas a microsoopia confocal, pero la antidad de
céluias fluoresciendo fue menor a la obtenida usando S. cenevisiae. Esto pudiera explicar
por qué fas preparadones de RNAmM no generaran resultados positivos. Por esa razdn, se
abandond el uso de P, pastoris y los esfuerzas se centraron exclusivamente en S,
cerevisize. Otros trabajos han demostrade que FP. pastoris si es capaz de expresar
prokelnas de membrana heterdlogas (Weiss et a/, 1995, 1998; Massou et &/, 1999;
Schiller et 5/, 2001, 2001; de Long et af, 2004), kb que sugiere que experimentos mas
exhaustivos deberan realizarse con esta levadura si en un futuro se dedide retomar este
sistema para expresar el receptor GABAC pl. Ent cuanto a proteinas de membrana
expresadas en levaduras por ctros grupos, los niveles de produccion obtenidos se
encuentran en un rango desde 0.02 pmol/mg de proteina de membrana para ¢l receptor
muscarinico humano (usando el péptido native humano en & cerevisias, Payette et /.,
1990) hasta 115 pmol/mg de protelna de membrana para la subunidad 2 del receptor
adrenérgico humana (en $. cerevisiae, usando el péptido sefial Ste2, King et a/,, 1990).

En el caso de #. pastoris, los niveles expresados estdn en un range de entre 0.4
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pmal/mg para el receptor u opicide humano (usando el péptido seflal Sta2, Talmant et
al., 1996) y 25 pmol/mg para la subunidad p2 del receptor adrenérgico humano (usanda
la sefial del Factor a, Weiss er a/, 1998). Dichos niveles de expresion fueron calculados
por medio de ensayos de radio-ligando, pero al tradudirios a g obtenidos, se convierten
en, par ejemplo, 2.5 pg por mg de membranas crudas por Weiss < a/, 1998, E
rendimiento obtenido en este trabajo con S. cerevisiae fue de 0.047 pg por mg de
membrana cuda.

Los ensayos de micrginyeccion con RNAmM  proveniente de levaduras
transformadas con el receptor GABAC pl, mastrarcn definitivamente que el RNA se
encuentra enriqueddo con la espedcie que axdifica para el receptor, pues en ovocitos
inyectados con ese RNAmM se tegistraron corrientes de mas de un pA. Ademds los
ensayos de RPA mostraron bandas protegidas prominemtes.

Sin embargo, los ensayos para identificar al receptor no mostraron que éste
pudiera ser recuperado consistentemente de manera abundante. Los ensayos de
“"Western Blot” detectaron la proteina en cantidades bajas y cuando preparaciones de
membranas plasmaticas fueron inyectadas en los ovoditos, las cortientes produdidas por
GABA fueron pequerias (2 — 5 nA), Los ovocitos nativos no generan corrientes al aplicar
GABA, aun en concertaciones altas. Por otra parte, la comatografia de afinidad
utilizando e epitope de palihistidinas ofrecdd un rendimiento de emre 1 - 3 g de
receptor por litra de cultiva. ESto es consistent2 y puede ayudar a explicar por qué las
repetidas Inyecdones con diferentes preparacdiones fallaron en producir corrientes
considerables. Por ejemplo, cuando preparaciones provenientes de membranas
plasmaticas del drgano eléctrico del pez torpedo, el cual esta muy enriqueddo con

receptores nicotinicos, son inyectadas en ovocitos, éstos generan oorrientes mayores a
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1000 nA cuando san expuestos a aceliloolina (Marsal e 3, 1995). Cabe mendionar que
la técnica de microtransplantacidn de membranas de diferentes befidos a ovodtos de
rana del género Xenopus nacid hace afios en el labaratorio del diractor extemo de esta
tesls, el Dr. Ricarda Miledi, y s un procedimienta de rutina en e mismeo, Experimentes
con esa misma técnica partienda de atros tejidos (corteza cerebral de rata), usando los
reactivos empleados en los experimentos de levaduras, consistentemente mostraron
respuestas a canales iSnicos presentes en el tejido y ausentes en los ovocitos
(resultados no mostrados). Prueba de que las membranas pudieran estar slendo
preparadas corectamente es la respuesta oscilatoria espontanea obtenida tas la
inyecdon de las membranas de levadure. Esa respuesta mo es natuwl en d
comportamiento del ovocito nativo, sugiriendo que lo que estaba pravocanda ese
fenomeno se origino par la inyecdon de membranas de levadura.

Otro punto que es importante hacer notar es la forma en que las levaduras son
lisadas. Debido a la nmaturaleza Ringica de las levaduras, su pared celular es un
impedimento para una ruptura sutil y subsecuente obtendon de proteinas Integres. La
microsaopia de fluorescenda usando S, cerevisiae expresando la protefna de fusion
P1GFP mostrd que las levaduras comenzaban a expresar (fluorescer) entre los 2 2y 3
dias, alcanzando su fase estadanaria (6 ODgy), [o que desencadenaba una maduraciin
cde la pared celular, Todos 105 protocolos revisados en que se practica fa ruptura de
levaduras usando perfas de vidrio se recomendaba usar células que estuvieran en und
ODax de 0.8-1 para poder romperias eficientemente, evitando la degradacion por calor o
fuerza fisica generada tras los repetidos dclos de agitacion en vdrtex con perlas de
vidrio. Cuando se usaban células expuestas por 3 dias al inducor cuya ODs estaba

muy por encima de 1, siempre se necesitaran al menos 5 cicdlos de 5 min para obtener
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una ruptura de >85%. Por otro lado, cuando se usaron oélulas con ODgy menores 4
(cuando se extrajo RNA, una parte fue separada para probar la efldenda de ruptura
bajo el microscopio), sélo se necesitaron 3 ddos de 3 min al vértex para obtener >§0%
de las oélulas rotas. Sin embargo, en este punto, las células aun no fluoresdan. Con
esto se abre |3 posibilidad de que & método de ruptura de las cdlulas contribuyera al
pobre rendimiento obtenido,

La microscopia confocal mosttd que una pequefia parte de la fluorescencia
estaba posicionada en la periferia, revelando que parte del receptor produdido puede ser
dirigido efidentemente a la membrana, lo cual se confirma definitivamente con las
respuestas a GABA bras microinyeccién de membranas de levadura. Sin embargo, la
mayor parte se encontrd en cuerpos de indusidn aparentemente insolubles,

La modificacion del péptido sefial dio como resultado un receptor completarr-lenue
fundonal, que retuvo las propledades electrofisioldgicas caracteristicas del receptor
nativo, Sin embargo, el peptido sefial de levadura no fue capaz de mejorar los niveles de
expresian, ni de dirigir mas efidentemente la proteina a la membrana. Esto demostré
gue la falla del receptor para incorporarse a la membrana, o para ser sobreproducido a
niveles mucha mayores a los obtenidas, no es debida al uso de un peptido lider
proveniente de un mamifero incapaz de ser reconoddo por una espede mas primitva,
evalutivamente hablando.

Los resultados de la cromatografia solo fueron exitosos cuando se usaron las
canstrucciones del receptor modificado con el epitope de polihistidinas y a pesar de o
eficiente de la metodologia, solo unos pocos microgramas por litro de culivo fueron
capaces de ser recuperados, aunque can un buen grado de pureza comparado con la

muestra inicial. Si se quisiera purificar este receptor aun mas, técnicas como
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cromatografia por exclusion de tamafic y concentradidn usando filttos con membranas
de tamafio de poro conccido, podrian eliminar proteinas contaminantes; sin embargo,
oon tan baja producdodn, @ muestra obtenida tendria poco valor para estudios
estructurales,

11. CONCLUSIONES

Recapitulando los resultados cbtenidos, todo parece indicar que las levaduras no
son &l sistema de expresién heterdlogo mas adecuado para la produccién del receptor
GABA¢ pl. Esto nos dice que investigaciones futuras necesarias para obtener el receptor
GABA: pl en grandes cantidades deben orientarse a otos sistemas. Ademas se ha
generado informacidn il sobre el sistema de purificacion del regeptor GABAC pl
modificado para portar @ epitope de polihistidinas, ya que ¢l sistema de buffers (sales,
woncentraciones de glicerol, detergente y porcentaje del mismo) que fundona con una
proteina, no necesariamente funciona con otra. El sistema obtenido en esta tesis es el
resultado de muchas pruebas y no estd reportado en ningun articulo cientifico o
publicadon alguna. El sistema demostrd fundonar para salubilizar la proteina, acoplaria
a h columna, tolerar los lavados con comncentraciones bajas de imidazo! y eluir en una
sola fracdon usando altas concentraciones de imidazol. Ya que en el proyecto se
generaron plasmidos para expresar en otros sistemas y éstos ya contienen [a fusion con
el epitope de polihistidinas, podran ser utilizados para intentar sobreexpresar €l receptor
usando otrcs medios y si alguno de ellos muestra ser capaz de expresario a un mejor
nivel, el sistema de buffers para la purificacion del receptor ya estara listo para ser

implementadeo y se shorraran tiempo y recursos.
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The yeast Sacciaramytes cerevisipe was engineered to express the
o1 subumit of the human raminabutyri¢ acid ot (GABAE1) recep-
tar. RNA that was isalated from several transformed yeast strains
produced fully functional GABA receptars in Xenopus cocytes. The
GABA currents elitited in the oocytes were tast, nondesensitizing
chloride currents; and the order of aganist potency was GABA >
palanine > glycine. Moveavar, the receptars were resistant to
bicusulline, strongly antagonized by (1.2.5.5 tetrshydropyridine-
&yl)methylphosphinic acid, and modulated by zincand lanthanum.
Thus, the GABA receptors expressed by the yaast mRNA retained
all of the principal characteristics of receptors expressed hy cANA
ar natlve retina mRUAs. Westem blot assays showed immuna-
reactivity in yeast plasma membrane preparations, end a g1-GFP
fusion gene showed mastly intraceilfular distribution with a faint
flugrescerwe toward the plasma membrane. in sitv Immunodetec-
tion of pt In ysast demonstratad that some receptors reach the
plasma membwane, Rirthermare, microransplamation ¢f yeast
plagma membrares to frog oocytes resulted in the incorparation of
a small number of functional yeast g1 receptors into the oocyts
plasma membrane. Thess results show that yeast may be useful ta
produce conplete functional ienotroplc receptors suitable far
structural analysis.

GABA¢ | recambinant expression | yesst

a3t neuropal inbibition in vertebrates is mediated mainly

through y-aminobutyric acid (GAHBA)-activated chloride re-
oeptor channels, which are geneticalty related to the nicotinic
acetylchuline (nAChR), glycine, and serotunin 3 receptors. Most
of the structural knowledge on ionouropic aeurctransmittes
receptors is based on data obtained from the Torpedo electyic
organ tACHR (1), and more reccntly from orystals of the solublc
dcctylcholine-binding protein (AchBP) (2). Thus, it is mainly try
analogy to the nACHRs that the stoichiometry of ionotropic
GABA teceptors is assumed to be pentameric. Some clectron
microscope (mages of pative GABA, receptors suggested a
pentameric array with a ceotral pore (3). However, efforts o
obtain mote detailed structvral information of ionotropic
GABA rcceptors have been greatly hampercd by the present
inability to overproduce, and ¢rystallize, fully functional mem-
brane proteins.

GABA recepiors are expressed most abundantly in the retina
and are formed by the homomeric assembly of a single class of
subunit (the o subunits). Lo date, theee cDNAS have been cloned
{pl-p3) with at lcast two splicing variants (4-6). Whethor
homomeric assembly of GABAC receptors ocaurs in vivo is still
not clear, Nevertheless, when expressed in heterolagous systems,
such as frog oocytes or mammalian <eils in culture, each of the
o subunits produces receptors that gate low-desensitizing, bicu-
cullume-resistant chloride currents that have propertics similar ta
those of GABAC receptors from the vertcbrate retina or of
receptors expressed in frog cocytes by retina poly(A)* RNA
(7. 8)

Althcugh a great deal ol functional and pharmacological
information exists on ionotropic GABA receptars, there is still

S97-880 | PRAS ) Jenwary 13,2008 | vol.101 | no 2

a big gap concerning their strgcture. In view of the relative
simplicity af GABAc receptors, we have takea the first steps
toward pruducing the human pl subunit in a vecombinamt
sysiem, aiming a1 expressing egough protein suitable for stzuc-
cural analysis. We opted for the baker’s yeast Saccharoryces
cerevisiae, because this is a simple eukaryote, easy to manjpulate,
and relatively inexpensive to grow, thus offering an attractive
road toward the production of large amounts of recombinant
receptor proteins.

To determine whether the y<ast recombinant RNAs and
Proeins retain the propecties of the ariginal reting receptor we
injected either the mRNA or plasmma membrages from pl-
trapsformed yeast into frog oocytes, followed by electrophysio-
logical recordings of the recepturs “cxpressed” ia the vodyie’s
plasma membrane.

Materlals and Methoxds
Plasmid Manipulations. Expression plasmids for the productiva of
pl or a fusion pl-GFP were based on the plasmid pYEX-BX
(Clontech), which carries the Cu** inducible tranwriptional
promoter of the S. cerevisiae metallothionein geae driving the
expression of the gene of intcrest. The pl-GHP construct is
known to produce fully functional GABA receptors when ex-
pressed in frog oocytes (9), thus offering the possibility of
following up the expression of the chimeric reeeptor by simple
fluorescence mictuscopy analysis.

pl was shuttled as & SamHI-A*hol fragment into the Samtll-
Safl sites of pYEX-BX, yielding the plasmid pYEXpl. A three-
wey ligation was used to assemble the plasmid pYEXal-GFP.
pYEX-BX was cut with BomHI and Sell and ligated to a
BamF1I-Hiadlll fragment carrying part of the 5° end ot pl and
a Hind111-Xkol fragment cacrying the 3' end of p1 fused to GFP.
For pl cRNA synthesis we used the plasmid pAV111 linearized
with Sa/T as template, and in vire transcription was done as
described (10).

Trangfermatian ard Iduction of Expression In S, cersviziae. £, cofi
(DHSa) was transformed with pYEX-BX, pYEXpl, ot
PYEXpl-GFP by the CaCl; pratocol (11), and, after selection,
u single volony was used to isolate the plasmids foc ycast
teausformation, 3. cerevisive (DY150 MATa, wraj-32, leu 2.3,
112, arp1-1, ade2-1, his3-11 canl-100 fram Cloatech) was trans
formed with 10 xg of plasnud by using the LiCl; method
(PT3U81-1 from Clootech). Lransformed cells were plated on
yeast mitrogen base (YNB) uracil-deficient selective agar. A
second selection consisted in propagating coloaies in YNB
uracil-, ksucine-, udenine-, tryptophan-, and histidine-deficicnt
plates, Positively selected colonies were grown in liquid

Abbrevistiors GABA, y-sminatutyric atid; RRA, dbonydeme proteciion asay; TPMPA,
{1.2.3,6 terrahydvopyridine-a-y jmethyiphasphini ack.
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YNB-GM (growth media). After 18 h, CuSO4 was added to 0.5
mM. One hour after induction, cells were harvested by centrif-
ugation at 700 X g for 5 min, washed three times with cold PBS,
and stored at —70°C until used.

The strain TD4 (MATa, his4-519, ura3-52, leu2-2, leu2-112,
trpl-1, gal-2, canl [cir+]) has been reported to express nAChRs
(12). Therefore, we also used this strain 1o see whether the yield
of functional pl receptors could be increased, TD4 was trans-
formed and selected as described above for DY 150, grown in
yeast extract/peptone/dextrose broth supplemented with 1.0
mM CuSO4. Cells were harvested by centrifugation, frozen
immediately in liquid nitrogen, and stored at —70°C until vsed.

RNA Extraction, Plasma Membrane Preparation, and Oocyte Expres-
sion. RNAs were extracted from nontransformed yeast or yeast
expressing pl or the pl-GFP fusion receptor. RNA was isolated
from 48 h-induced yeast and was done basically as described (13).
Poly(A)* RNA was isolated by oligo(dT) affinity chromatogra-
phy, and 50-100 ng of poly(A)* were injected into Xenopus
oocytes in a volume of 56 nl. As control for GABAc receptor
expression we also injected oocytes with in vitro synthesized pl
¢RNA (50 ng in 50 nl). Voltage-clamp recordings were per-
formed (14) at =60 mV for RNA injected cocytes and at —80
mV for oocytes injected with yeast membranes, which were
selected by using a sucrose gradient as described (15). Mem-
branes were suspended at a protein concentration of 2 mg/ml.
Fifty nanoliters of plasma membranes from pl or pl-GFP-
transformed yeast were injected per oocyte, and currents were
recorded from 1 h to several days after injection,

RNA Assays. Ribonuclease protection assays (RPAs) were per-
formed 1o determine the level of expression of pl mRNA in
transformed yeast at different stages of induction. RNA was
extracted, as described above, from yeast 0, 1,2, and 3 h and 1-2
days after induction. The pl-probe was prepared by using the
plasmid pAV111 as template (10). After Pstl restriction, the 3
overhangs were blunt-ended. An antisense RNA probe of the 3
noncoding sequence was gencraled with the T3 RNA polymer-
asc (Fisher), yielding a probe of 398 bases. The radiolabeled

robe was prepared by using 50 uCi (1 Ci = 37 GBq) of
ra-nP]UTP (Amersham Biosciences). RPA was performed with
the RPA HI kit (Ambion, Austin, TX) by using 15 ug of total
RNA and 7 % 10° cpm of probe per sample. Controls using veast
total RNA were set: one was digested with RNase, whereas the
other was not digested to assess the integrity of the probe and to
detect any RNase contamination during the procedure.

Western Blots, Immunodetection, and Confocal Microscopy. Immu-
noblots of extracted yeast membranes were performed by using
cither a rabbit antiserum against a synthetic 15-mer peptide of
the N terminus of pl (HEMSKKGRPQRQRRE) made on
request (Sigma-Genosys) at 1:250 or a rabbit serum anti-GFP
(BioReagents) 1:2,000. In both cases, the second antibody was a
goat 1gG against rabbit IgG (Sigma) coupled to alkaline phos-
phatase 1:100,000.

Living yeast cells were processed for confocal microscopy as
described (16). For cells expressing pl-GFP, a double filter unit
was used, exciting at 580 nm. Immunofluorescence labeling with
Texas red was done on nonpermeabilized yeast by using a 1:100
dilution of the rabbit anti pl and goat anti-rabbit 1gG-Texas red
(Molecular Probes).

Results

RNA from p1-Transformed Yeast Produces Functional GABA Receptors
In Frog OQocytes. After repeated trials, using several conditions for
expression of pl (temperature shifts from 25 to 30°C; CuSO,
concentration 0.01-1.0 mM), the yeast did not produce large
amounts of the receptor, as judged by SDS/PAGE (data not
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Fig. 1. Coding potential of mRNA isolated from yeast expressing p!. (4) RPA
of the 3’ UTR of poly(A)* p1-mRNA. A faint protected band is observed even
before induction (0) and is expressed increasingly after induction (1-48 h). (8)
Currents generated by glycine, B-Alanine, and GABA (all 1 mM) in a repre-
sentative cocyte injected with RNA isolated from pl-expressing yeast (holding
patential ~60 mV). (O) Amplitude of the currents elicited by GABA, g-alanine,
and glydine (1 mM, n = 10) in cocytes from one frog. The percent ratio for
p-alanine/GABA and glycine/GABA was 39% and 4%, respectively. (D) GABA
current-voltage relation in an oocyte injected with mRNA from pi-
transformed yeast

shown). To investigate whether the low level of expression was
due to problems in cither transcription or translation, we decided
to determine whether the pl mRNA was correctly expressed in
the yeast. To monitor yeast transcription of pl mRNA after
Cu*" induction we used RPAs. After induction, we detected
increasing levels of the pl transcript, although some hybridiza-
tion was detected even before Cu™™ was added (Fig. 14). This
spurious expression is attested by low levels of fluorescence in
noninduced p1-GFP-transformed yeast (see below). The probe
was annealed to the noncoding 3’ end of pl, which secured that
the transcript was properly extended up to the transcriptional
stop signal. The functional properties of the receptors encoded
by the transformed yeast mRNA were determined by using frog
oocytes as an expression system.

For example, when exposed to GABA (1 mM), oocytes
injected with poly(A)* RNA isolated from pl-transformed yeast
or with in vitre transcribed pl cRNA generated currents of 400 =
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GABA-curment (nA)

10° 10" 10° 10" 10"
TPMPA (M)

FAg. 2 TPMPA blocks GABA currertts In gocytes expressing yeast poly(AJ*
mMRNA. Incréasing condettrations of TPMPA (0 3-10 uM) were added in the
presence of GABA (1 M), 35 Indicated in nset from an gocyte injected with
mRNA fram pl-expressing yeast. The TRMPA ICse wias 3.2 aM.

50 and 2,000 = 100 nA (each eight oocytes), respectively. In both
cases, GAHA elicitcd nondescnsitizing inward currcnts, Becausc
the amino adds glycine and B-alaninc are agenists of pl reccp-
tors (17), it was of interest to determiuc whether they exert a
similar action on receptors encoded by the yeast mRINA. Glycine
and f-alaniac alse elcited cwerents i oocytes imjocted with
mRNA isolated from pl-trunsformed yeast (Fig. 18). Meaa
amplitudes of the currents generated by GABA, S-alanine, ur
glycine (all 1 mM) in oocytes injected with yeast poly( Ayt RNA
arc dlustrated in Fig. 1C. The agonist potencics were similar to
those previgusly descrobed far claned pl receptors, i.c, GABA
(100%) > @-alanine (39%) > giycine (4%) (cf. 17).

To identify the ion permeating through the recepror channel;
the current reversal potential was determined while activating
the receptors with GABA. The voltage—current relation mdi-
cates g aoarectifying channel with a reyersal potential around
-20 mV (Fig. LD), as expected for chloride jons in Xenopus
oocytes using Ringer a5 external solution (18). The GABAC
specific antagomist 1,2,5,6 tetrahydropyrndine-4-yl)methylphas-
phinic acid (TPMPA) (19) potently, and reversibly, reduced the

A

GABA-cusmant (% contral)

GABA currents elicited in expressing the vranslated
yeast gl mRINA with an ICs of 3.2 pM (Fig. 2). Moreower, it
known that zinc?* and lanthanum®" modulate the uman pl
receptor, and Fig, 34 shows the curreat blocking effect of zinc
(ICsq 28 M) on receptors expressed by the yeast mRNA. The
blockage by zinc was not voltage-dependent (oot shown), indt
cating that the zinc-binding site is not near or inside the channel
pore. Although lanthanpum alone did not induce significamt
currents wheo superfused onto oocytes expressing pl receptors,
it clearly acted as a positive modulator of the GABA receptoes
Fig. 38).
( B.cpea)wed imections of oucytes with puly(A)* RNAs isoluted
from untransformed yeast failed to make the cocytes acquice the
ability of generating GABA. currents (data pot shown). This
indicates that the expressed ol receptors derived exclusively
from tranyation of the mRNA of yeast transformed with
pYEXpl.

Although we could not ciearly detect a distinct protein band
correspondiug to the pl receptor in SDS/PAGE of whole yeast
cxtracts, it was evident thut the pl gene wus sucessfully trag-
scribed because pl RNA was effectively produced, This Juggests
thal a limiting step during, or aftee, translation of the gl MRNA
might be affecting the synthesis of the receptor in yeast. There-
fore, we used other approaches to determine whether functional
reccptors werc presel in the plasma mombrane of the trans-
formed yeast.

The p1-GFP Ruslon 13 Transieted in Yemst. Ta determine the cellular
distribution af the receptors expressed, we used the pYEXgl-
GFP construct to study i vivo the cxpressiou of the reccptors,
Fig. 44 shows a Western blot of pl-GFP, using &n anlbady
against GFP, Ycast subcellulas compartments were fractionated
by ultracentrifugatian (see Materials and Methods), and a pratein
of 90 kDa was obscrved in all of the fractions apalyzed, as
expected for the fusion of the mwlecular maswes of pl {473 aa,
§7-60 kDa) and GFP (238 aa, 28-30 kDa). Confocal laser
micToscopy imaging of yeast expressing p1GEFP showed that the
fluorescence occurs mainly as imtracellular guncta, with some
dusters close to the plasma membranc (Fig. 48). In a few cells,
a famt evenly distsibuted fluarescence was located near or at the
plasiua membrane (Fig. 4C). Qocytes injected with poly(A)*
RNA isulated from these yeast induced GABA currents with
propertics similar to those of cocytes injected with RNA of yeast
expressing wipl, i.c, cunrcnts that were nondeseusitizing,
bicuculline-resistant, and strongly antagonized by TPMPA (Fig.
5). A faint green fluorescence was also detected im trafisformed
but aomnduced caltures. Because no fluorescence was detected
n nontransformed yeast, or im those expressing al, this indicates
that the CUP! promoter & pot tightly regulated oc that the

B
1pM GABA

W)

fg.3. Zirk and lanthanum modulatlon of p1 receptors. {(4) Tnc dase-curvent response relation in aocytes Injected with poly(A)}* from yeant transformed with
p1. The zinc |Csy waa 28 M, {8). Semple record lllustrating the GABA-current potentiation by larthanum.
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66 KDa

Fig.4. pl and p)-GFP are in plasma membrane fractions. (A) Western blot using anti-GFP antibody applied to sucrose gradients fractions during purification
of plasma membranes from yeast expressing p1-GFP. Lane 1, aude extract; lane 2, crude membranes after differential centrifugation; lane 3, plasma membranes
(43% sucrose); lane 4, flow-through (53% suarose). Each lane was loaded with 15 ug of protein. (8) Confocal image of living yeast expressing p1-GFP superposing
fluorescent and phase<ontrast images. (Q Yeast from the same culture showing & feint evenly distributed fluorescence located at, or near, the plasma
membrane. (D) GABAp1 receptors detected by Western blots of whole yeast extracts (WY) and plasma membranes (M), (£) GABA1 receptors in the yeast plasma
membrane. Nonpermeabilized yeast expressing GABAp1 receptors were exposed to a rabbit antibody against the N-terminal of 1 followed by a second antibody

HB'A\_

labeled with Texas red.

presence of Cu™* or another metal in the growth media is
constitutively activating the promoter.

pl Is Sorted to the Yeast Plasma Membrane. Some plasma mem-
brane localization of pl-GFF protein is suggested by Western
blots of fractionated veast extracts, as well as by the fluorescence
of living cells. Agdin, Western-blot assays using whole pl<yeasi
extracts did aot show an obvious immunorcaction, whereas the
fraction corresponding 1o the plasma membrane showed an
lmmunurc.lcum p"ul(.m band of =66 kDa (Fig. 4D). Moreover,

using cur wolibody against pl and 1gG-Texas red as second
hody in nonpermcabilized yeast ¢ xpressing pl we found that

eptors are mn the

an

S0me rec

plasma membrane an i that they have

an xirac

X red by the pl
dE). »\l hough these resulis supgest strongly thad
pl receptors are reaching the yeast plasma membrane, they do

crrat cloveriase r
HUR QOIDOnST

antibody (Fig

. Wat th — r - ¥ P t2yeeval
ate that the reCeplors dare uncuonal,
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TPMPA block of GABAp1-GFP receptors expressed in an oocyte by
Iding p 50 mv

Fig. 5

ransformed yeast mRNA. The ho tential was

To determine whether the pl receptors in the yeast membrane
are functional, we injected oocytes with plasma membranes
isolated from pl-expressing yeast, expecting to “transplant™ to
the oocyte plasma membrane the receptors already anchared in
the yeast plasma membiane. This approach has been used
successfully 1o microtransplant receptors from the electric organ
of Torpedo and from the human brain (20, 21) to'the oocyte
plasma membrane. Membranes isolated form pl-expressing
yeast induced the Socytes 10 acquire the ability 10 generate
nondesensitizing bicuculline-resistant GABA currents. How
ever, the amplitade 0f these currents was only' -7 9A (GABA
I mM), suggesting that the pl receptors are not very abundant

in the veast plasma membrane, that they are not properly
assembled. or that the cocyits ;\! smma membrane canpot incos
potate the scast. membranes a8 officiently as it docs othes

cukarvolic membranes.

Discussion

Gathering information on jonotropic receptors at the atomic
level is a very difficull task because it has not been possible 10
crystallize the complete receptors, Therefore, as a first step
toward establishing the pl receptor as a model for detailed
biophysical and structural studics we have expressed the pl
receptor in yeast. We have focused on pl, because this is a
comparatively simple homo-oligomeric receptor that desensi-
tizes very little and may thus help in obtaining more detailed
structural /functional information. So far, §. cerevisiae has not
efficiently overproduced functional pl receptors. The results
suggest that the expression problems may involve steps down-
stream, or during, translation of the pl mRNA. It has been
argucd that high concentrations of a cDNA or mRNA poorly
predict the abundance of their encoded protein in ycast (22-24)
However, we found abundant expression of both pl and pl-GFP
mRNAs ription. Furthermore, the

A ieant transe
ciucien! fransor

indicating an effi
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mRNA carries the entire ORF, as indicated by the RPA and by
the substantial GABA currcnts gencrated by oocytes imjected
with mRNAs isolated from yeast induced to expresas either pl or
pl-GFP. Marcover, thosc receptors canserved the functional
and pharmacological charactesistics of typical GABAp1 recep-
tors, i, slow desensitization, inscositivity to bicuculline,
TPMPA antagonism, and zine snd lagthaoum modulation.
Although the p1 RNA is sbundant and translated by the yeast,
the low vields of receptors indicates translational ot postirans-
lational problems. such as protein trumcation, read-through
products, inclusiou-aggregation, or hyperglycosylation.

The CUP! promoter in pYEX-BX is putatively tightly regu-
lated and indepeudent of multure conditions (24). However, we
observed a dear fluocescence (for pl-GFP) and spuriows tran-
scription (as detected by RPA for pl) even befote Cutt was
added to the media, indicating that there is some transcriptional
leakage. An explanation for this basal expressioa of RINAs could
be the presence of traces of Cu** gr other inducing metals in the
yeast nitrogen bas¢ (YNB) and yeast extract/peptone/dextrose
broths.

The pl and p{~GFP recoplors expressed in yeast catry their
own native-signal peptide and several {ines of evidence indicate
that the recepror is reaching the plasma membrane, most
probably directed by this signal. Firstly, immunostaining of pl in
nonpermeabilized yeast locates the receptors at the plasma
membrane. Second, Western blot analysis of cell fractions,
selected by sucrose gradient and ultraccotrifugation, disclosed pl
and GFP immuoorcactive bands in the plasma membrane frac-
tion. Finally, because noaninjected oocytes, and oacytes injected
with membranes from nontransfurmed yeast, did got respond to
GABA, the GABA currents elicited in the oocytes injected with
plasma membranes from transformed ycast are definitive proof
that some GABA receptars are incorporated in the yeast plasma
membrane and that these receptors are functional.
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