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Abstract

In the yeast S. cerevisiae the gene GEF1 encodes for a protein regarded as a
member of the voltage activated CI" channel family (CIC), a gene family associated with
multiple physiological roles including maintenance of osmotic equilibrium, intracellular
pH and membrane potential of plasma membranes. X. laevis oocytes and HEK-293 cells
expressing the gene GEF1 production of a protein (Geflp) that conducts CI', the ion
channel remained permanently open and was effectively and reversibly blocked by the
CI" channel blocker, NPPB. Furthermore, the flow of CI" in the yeast was monitored by
the emission of fluorescence by the halide indicator SPQ; in contrast to both a GEF1
knock-out strain and yeast grown in the presence of NPPB, the wild type quenched the
indicator at faster rates. We conclude that GEF1 is at least partially responsible for the
transport of CI" in the yeast and the channel remains permanently open.

Eleven substitutions in five residues forming the Scen site of CIC were introduced in
Geflp; some of them did not rescue the petite phenotype exhibited by a GEF1 knock-
out strain (S186A, 1188N, Y459D, Y459F, Y459V, 1467A, 1467N and F468N), whereas
FA68A, A558F and A558Y gave rise to normal colonies. The petite phenotype exhibited
by GEF1 mutants showed reduced O, consumption, small mitochondria and disrupted
organelles. Electron microscopy revealed that the plasma membrane of the mutants
develops multiple foldings. Furthermore, the knock-out strain produces highly ordered
cylindrical protein-membrane complexes. The nature and origin of these structures is

being investigated.



Resumen

El gen GEF1 de la levadura Saccharomyces cerevisiae es miembro de la familia
de Canales de Cloro Dependientes de Voltaje (CIC), una familia génica relacionada a
diversas funciones fisioldgicas como el mantenimiento del pH intracelular y del
equilibrio osmotico, ademas de regular el potencial de membranas plasmaticas. La
expresion de GEF1 en ovocitos de X. laevis y células HEK-293 indujo la produccion de
una proteina (Geflp) que conduce CI° de manera constitutiva y es inhibida por el
bloqueador de canales de CI', NPPB. Alternativamente, el indicador fluorescente de
aniones SPQ evidencio el flujo de CI" en la levadura; encontrando en la cepa silvestre
mayor flujo de iones en comparacion a la cepa mutante por delecion del gen (GEF1) y
a la cepa silvestre crecida en presencia de NPPB. Concluyendo que GEF1 es al menos
parcialmente responsable del transporte de CI" en la levadura, permitiendo el flujo
constate de iones.

Se generaron once mutaciones en 5 residuos que forman el sitio de coordinacion
de CI" (Scen) de Geflp. Algunas mutantes (S186A, 1188N, Y459D, Y459F, Y459V,
1467A, 1467N y FA68N) no rescataron el fenotipo petite generado en la cepa GEF1
mientras F468A, A558F y A558Y si revirtieron el fenotipo. Las cepas pet exhibieron
una reduccion en el consumo de O, y aberraciones en mitocondrias y organelos.
Ademas observaciones al microscopio electrénico revelaron pliegues y/6 invaginaciones
en la membrana plasmatica de los mutantes, particularmente las levaduras GEF1
producen estructuras cilindricas formadas por complejos proteinas-membranas

altamente organizados. La naturaleza y origen de estas aun no ha sido esclarecida.
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Caracterizacion funcional y molecular del producto del gen GEF1 de Saccharomyces cerevisiae.

I. Introduccion.

Los canales de cloro dependientes de voltaje (CIC) son miembros de una
familia de proteinas que pueden encontrarse en una gran cantidad de organismos,
desde bacterias hasta humanos. Mientras algunas bacterias como Escherichia coli
tienen dos CIC, el genoma de otras bacterias como Helicobacter pylori carece de
ellos, sugiriendo que no son estrictamente necesarios para la vida (Jentsch y cols.,
2002; Maduke y cols., 2000). Las nueve isoformas de los CIC humanos (CIC-1-7,
CIC-Ka y Kb) estan involucradas en diversas funciones fisioldgicas. Estos se
expresan en la membrana plasmatica 6 en las membranas intracelulares de algunos
organelos. En la membrana plasmatica los CIC controlan el potencial en reposo del
musculo (CIC-1) y de algunas neuronas (CIC-2); otros transportan NaCl en el riiidén
(CIC Ka y Kb) y en organelos los CIC participan en procesos de acidificacion (CIC-3 -
CIC-7) (Jentsch y cols., 2002, 2007). Su importancia es relevante en la préactica
médica ya que algunas mutaciones en los CIC provocan miotonias, ademas de estar
asociados a epilepsias, nefropatias y osteopetrosis (Jentsch y cols., 2002; Steward,
2003).

La investigacion de los CIC es relativamente reciente. Hace 28 afos se
evidencio el primer CIC en registros electrofisiologicos de vesiculas del érgano
eléctrico de Torpedo marmorata (White y cols., 1979) y 13 afios después se
identificd a nivel molecular el primer DNAc que codifica para un CIC (Jentsch y cols.,
1990). Por tanto, el papel de estas proteinas en la fisiologia y fisiopatologia esta aun
siendo analizado.

Los canales de cloro son proteinas selectivas a aniones que preferentemente
conducen CI'; también pueden conducir otros aniones como I, Br, NOj3, SCN,
aungue con menor eficiencia (Fahlke, 2001). En células animales el transporte de CI’
a través de estos canales es fisiolégicamente relevante, ademas, en las plantas, los
CIC probablemente también transportan NOj;  (Barbier-Brygoo y cols. 2000). La
selectividad i6nica puede variar entre las diferentes isoformas y a la vez estar
conservada en los miembros de la familia, incluyendo las de origen bacteriano
(Maduke y cols., 1999; Accardi y cols., 2004).

1
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1.1 Mecanismos de activacion de los CICs.

A pesar de su alto grado de conservacion, los miembros de la familia CIC son
diversos en sus propiedades funcionales. ElI CIC-0 es el miembro mas estudiado
(Chen, 2005). Este funciona como canal dependiente de voltaje, su “gating” presenta
dos componentes, en el primero se observa una rapida apertura y los poros se
cierran independientemente de manera individual; el segundo componente es mas
lento presentando “gating” comun y se cierra de manera simultdnea en ambos poros.
A diferencia de los canales catiénicos dependientes de voltaje (Mackinnon, 2004); en
el CIC-0 los iones permeantes pueden inducir la dependencia de voltaje; (Chen,
2005; Pusch y cols., 1995). ElI canal homdlogo CIC-1 de musculo esquelético
funciona de manera similar a CIC-0; éstos responden a potenciales de membrana
hiperpolarizantes, mientras en CIC-5 la dependencia de voltaje parece inversa
respondiendo a condiciones despolarizantes (Lindenthal y cols., 1997, Pusch y cols.,
1999).

En contraste, el homodlogo procariota EcCIC no depende del voltaje. Esta
proteina trabaja como un antiportador en el cual el flujo de CI" esta acoplado al flujo
de H" en la direccion opuesta. La proteina es por tanto capaz de bombear iones en
contra de un gradiente; la fuerza conductora es proporcionada por el otro ion
(Accardi y cols., 2004). Aunque se han descrito propiedades parecidas a canales en
algunos transportadores o viceversa, las proteinas CIC son la primer familia donde
canales y transportadores coexisten presentando una estructura muy similar y
conservada (Gadshy, 2004).

Estudios recientes revelan que las proteinas eucariotas CIC-4 y CIC-5 se
comportan también como cotransportadores, demostrando que la dualidad funcional,
tanto como canal como cotransportador, no es exclusiva de procariotas (Picollo y
Pusch, 2005; Scheel y cols., 2005).

1.2 El gen GEF1 de Saccharomyces cerevisiae, un miembro de la familia CIC.

En la levadura Saccharomyces cerevisiae, durante el tamizaje en busca de
genes implicados en un defecto en la respiracion, se identificé un gen perteneciente
a la familia de los CIC (ScCIC o Geflp). Tal busqueda evidencié dos genes GEF1 y
GEF2 (Greene y cols., 1993).
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GEF1 corresponde a un marco abierto de lectura que codifica para una
proteina de 779 aminoacidos con un peso molecular aproximado de 106 kDa;
ademas se procesa proteoliticamente generando dos polipéptidos, uno de 30 kD y
otro de 70 kD que corresponde al canal funcional (Watcher y Schwappach, 2005). La
delecion de este gen (cepas GEF1) reduce el crecimiento de S. cerevisiae en
fuentes de carbono no fermentables, induciendo el fenotipo petite (pet) (Greene y
cols., 1993). Este fenotipo, a diferencia de las cepas pet tradicionales es condicional,
ya que se suprime al crecer en un medio con altos niveles de hierro, o que sugiere
que Geflp esta involucrada en el metabolismo de este metal. El hierro juega un
papel catalitico en muchas reacciones esenciales de oxido-reduccion dentro de la
célula, gracias a la capacidad de actuar como Fe (II) y Fe (lll) (Dix y cols., 1994).

La vacuola es un sitio importante para almacenar hierro; alli se localiza el
producto del gen GEF2: Una subunidad de la ATPasa H* vacuolar, requerida para la
acidificacion. GEF1 puede ser requerida también para la acidificacion vacuolar ya
gue este proceso dependiente de ATP en membranas de vacuola es estimulado por
ClI' (Wada y cols., 1992; Raguzzi y cols., 1988; Nelson y Nelson, 1989; Umemoto y
cols., 1990).

Un segundo sitio potencial de accidon de Geflp es la mitocondria; las
levaduras GEF1 presentan una reduccién de aproximadamente 50% en el consumo
de oxigeno (Green y cols., 1993). Durante el crecimiento aerdbico, el hierro es un
componente del cofactor hemo de los citocromos y del grupo prostético de las
proteinas no hemo, permitiendo el paso de los electrones generados por la oxidacion
de NADH y FADH, a través de la cadena transportadora de electrones hasta el
aceptor final que es el oxigeno. En las mitocondrias ocurre el paso final de la
biosintesis del hemo, que se requiere para la sintesis de acidos grasos insaturados y
ergosterol, por lo tanto es necesario un eficiente metabolismo de hierro para el
crecimiento celular (Rosenfeld y cols., 2003).

Por otra parte, las levaduras tienen canales de hierro de baja y alta afinidad.
El cobre es componente clave en el sistema de salida de alta afinidad mediado por
la enzima Fet3 oxidasa. El acoplamiento del cobre a la Fet3 oxidasa tiene lugar en
las vesiculas post Golgi y requiere de la ATPasa de cobre (Ccc2) (Askwith y Kaplan,
1998; Dancis, 1998). Numerosos organelos, incluyendo las vesiculas cubiertas de

clatrina, endosomas, lisosomas, vesiculas sinapticas y membranas del complejo de
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Golgi, tienen interiores acidos. Esta acidificacion estd mediada por una ATPasa
translocadora de protones y hay evidencias de un movimiento paralelo de CI
requerido para mantener la electroneutralidad (Wada y cols., 1992).

La homologia de GEF1 a la superfamilia CIC de los canales de CI" ha llevado
a explorar la posibilidad de que Geflp juegue un papel junto con Ccc2 en el
transporte de cobre para activar la Fet3 oxidasa. El CI" parece tener un efecto
alostérico para el ensamble de cobre por Fet3 (Davis-Kaplan y cols., 1998)
sugiriendo una nueva funcion de los CIC aparte del transporte idnico. De manera
interesante, el fenotipo pet también puede ser provocado por la disrupcion de una
subunidad de la ATPasa H* (Gaxiola y cols., 1998). Esto parece indicar que hay una
interaccion de los canales de CI" con la bomba de protones durante la acidificacion
de algunos organelos.

La importancia de Geflp en la acidificacion fue notoria al comparar las
caracteristicas de crecimiento de cepas normal (WT) y mutantes (GEF1) a pHs
neutros y alcalinos (Gaxiola y cols., 1998; Schwappach y cols., 1998). Estos
indicaron que las cepas mutantes crecen en diversas sales, incluyendo altas
concentraciones de MgCl,. La tolerancia a las sales también depende del
intercambiador Na'/H" que probablemente usa un gradiente de H* creado por la
ATPasa de H* (en conjunto con Geflp) para secuestrar Na** en los compartimentos
intracelulares (Gaxiola y cols., 1999).

El fenotipo petite de las levaduras mutantes de GEF1 (GEF1’) es suprimido
por la expresién del canal de cloro CIC-0 de T. marmorata y por el AtCIC-d de
Arabidopsis thaliana. (Gaxiola y cols., 1998; Hechenberger y cols., 1996). AtCIC y
otros CICs de plantas fueron aislados por homologia a los canales CIC-6/-7 de
mamiferos (Kida y cols., 2001). Esto sugiere que el CIC de las levaduras podria
también funcionar como un canal de CI" en la membrana plasmética.

Aln no se ha comprobado que realmente Geflp actie a nivel de la membrana

plasméatica como un canal. Observaciones utilizando CI*®

sugieren que la levadura
es virtualmente impermeable a este anion (Conway y Downey, 1950; Coury y cols.,
1999). Sin embargo, la presencia de marcos abiertos de lectura como GEF1 vy el
cotransportador Na*/K*/CI” podrian indicar un medio de transporte para CI a través
de la membrana plasmatica. Con el fin de precisar los dominios involucrados en la

funcién de Geflp, a continuacién se describen algunas propiedades funcionales y
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estructurales de la familia de los CICs. Se dara énfasis en la proteina EcCIC, ya
cristalizada, y que se conoce con detalle su estructura; ésta se utilizo en este estudio
para plantear una serie de experimentos que nos permitieron definir la funcion de
Geflp.

1.3 Estructura de los CIC.

De manera similar a los canales de potasio, la identificacion de la estructura
de los CIC se hizo a partir de los homélogos en E. coli (EcCIC) y Salmonella
thyphimurium (StCIC) (Maduke y cols., 1999). La primer informacién estructural en
EcCIC se realiz6 mediante microscopia electronica (Mindell y cols., 2001), y las
primeras estructuras fueron resueltas por técnicas de cristalografia y rayos X
(Dutzler y cols., 2002). A la fecha se han resuelto varias estructuras, incluyendo la
estructura a 2.5 A de resolucion del complejo EcCIC-Fab (Dutzler y cols., 2002;

2003) y las diferentes estructuras observadas son muy similares.

1.3.1 Los canales CIC forman dos poros.

En la figura 1A y 1B se muestra la estructura de EcCIC (Dutzler y cols., 2002;
2003). EcCIC esta formada por dos subunidades, asociadas en dos ejes de simetria
perpendiculares a la membrana. Visto desde fuera de la célula (fig. 1A) el canal
tendria la forma de un rombo con sus diagonales mayor y menor de 100 y 55 A
respectivamente. Los dos poros del dimero se indican por los iones unidos (fig. 1A).
Cada poro se localiza en el centro de una subunidad, a una distancia de 39 A. La
mayor parte de EcCIC esta embebida en la bicapa lipidica y solo el amino (N) y el
carboxilo (C) terminal sobresalen en el citoplasma (fig. 1B). Con respecto a la
estequiometria del poro, la estructura concuerda con los trabajos previamente
reportados en CIC-0, en los que se habia predicho que los CIC tenian una

arquitectura de un doble barril (Miller, 1984).

1.3.2 Las subunidades son antiparalelas.

Cada subunidad esta formada de 18 hélices a (A-R) (fig. 1C) (Dutzler y cols.,
2002) de longitud variable; la hélice B es muy larga y aproximadamente inclinada 45°
hacia la membrana (fig. 1B y 1C); otras son cortas y penetran la membrana solo

parcialmente.
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Cada subunidad de EcCIC consta de dos dominios topolégicamente
relacionados, los cuales atraviesan la membrana en direcciones opuestas formando
un arreglo conocido como “estructura antiparalela” (fig. 1C). Los dos dominios, a
pesar de su similitud estructural muestran poca homologia en su secuencia y forman
un pseudo eje de simetria en el centro de la membrana (fig. 1D). Esta asociacion
capacita a las asas que se forman en el N-terminal (integradas por varias hélices a)

a unirse para formar el filtro de selectividad para CI (Dutzler y cols., 2002).

Figura 1. Estructura de EcCIC. A. Representacion del dimero EcCIC desde el lado extracelular. Las
dos subunidades se muestran en azul y rojo; los iones unidos al filtro de selectividad se observan en
verde. B. Vista desde la membrana. La molécula esta rotada 90° con respecto a (A). La linea vertical
(35 A) indica el grosor aproximado de la membrana. La hélice B, esta aproximadamente 45° inclinada
con respecto a la membrana se muestra con una sombra gris. C. Topologia de la subunidad EcCIC. Las
hélices a se muestran como cilindros (A-R) los dos dominios de la subunidad se muestran en verde y
celeste. La ubicacion de los residuos del filtro de selectividad estan marcados en rojo y su
alineamiento con otros CIC muestra su alto grado de conservacion. D. Vista de la subunidad EcCIC
desde la interfase del dimero a través de un pseudo eje de simetria. Los dos CI™ unidos al filtro de
selectividad se representan por esferas rojas, las hélices o por cilindros (Imagen tomada de Dutzler y
cols., 2002).

Este tipo de estructura antiparalela también ha sido observado en
acuaporinas, una familia de canales selectivos a agua (Murata y cols., 2000). Esta
estructura transmembranal es similar para los miembros de la familia CIC (fig. 1C)
(Dutzler y cols., 2002).

La principal diferencia entre los canales bacterianos y los CIC eucariotas es la

presencia de un largo dominio intracelular en el extremo carboxilo terminal (Ilamados
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dominios CBS) en la mayoria de los CIC eucariotas, y que a la vez estd ausente en
EcCIC y StCIC (Maduke y cols., 1998; Estevez y cols., 2002).

1.4 El poro y el filtro de selectividad.

El filtro de selectividad contiene algunos sitios de union ionica; el poro de los
CIC esta localizado en la interfase entre los dos dominios en el centro de la
subunidad triangular del CIC (Dutzler y cols., 2002; 2003) (fig. 1A,D). El poro tiene la
forma de un reloj de arena, esta conformado por dos vestibulos acuosos uno
intracelular y otro extracelular y una region mas estrecha hacia el filtro de
selectividad (fig. 2A). El filtro de selectividad es una region de aproximadamente 15
A en relacién al pseudo eje de simetria de la subunidad. Este contiene tres sitios de
union iénica (llamados Sint, Scen, Sext), €n l0os que los iones CI se alinean para formar
un puente entre los dos vestibulos del canal (Dutzler y cols., 2003) (fig. 2B y C). Los
tres sitios de union para CI también permiten la union de Br (Dutzler y cols., 2002;
2003).

Figura 2. Estructura del poro de los CIC. A. Las cargas de las hélices delimitan la selectividad del
poro. Las hélices a se representan como cilindros. En azul se muestra el grupo amino (cargados
positivamente) y en rojo el grupo carboxilo (cargado negativamente) de las hélices D, F y N. Los
residuos del filtro de selectividad son mostrados como lazos rojos rodeando el CI (esfera roja). B.
Aminoacidos mas importantes en la formacién del poro implicados en la selectividad anidnica
(Imagen tomada de Dutzler y cols., 2002).

Estos tres sitios de unién estan formados por residuos aminoacidicos de
regiones altamente conservadas hacia el amino terminal de las hélices a: D, F, Ny R
(fig. 1C y 2A). En este rearreglo, las cargas positivas al final de cada hélice actian
como dipolos estabilizando el posicionamiento de los iones mediante interacciones

electrostaticas.
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Dos de los tres sitios de union estan permanentemente ocupados por Cl en la
estructura de EcCIC (Dutzler y cols., 2003) (fig. 2B). El CI" unido a S esta localizado
en la interfase entre el vestibulo acuoso intracelular y el filtro de selectividad. Este
ibn estd parcialmente desolvatado, pero hidratado donde queda expuesto al
vestibulo intracelular. Este CI interactGa con los grupos amida del lazo que precede
a la hélice a D y esta rodeado de residuos con caracteristicas hidrofobicas (fig. 2B).

A una distancia de 6.5 A del Si,; hacia el lado extracelular se encuentra el otro
sitio de unién para CI, el sitio Scen. En este sitio el CI interactia con residuos con
cargas parcialmente positivas de los grupos amida y carboxilo del filtro de
selectividad (fig. 1C y 2B). El CI" esta coordinado principalmente por los atomos de
nitrogeno de los grupos amino de los aminoacidos 1356 y F357, por el oxigeno de
S107 y Y445. Los atomos de nitrégeno no se incluyen en el puente de hidrégeno con
la proteina y estan disponibles para la interaccion con el ién porque el nitrégeno de
la hélice a empieza a exponerse justo en la posicion 356, llevando al acoplamiento
del atomo de nitrdgeno del grupo amina para formar una cavidad a un lado del i6n
CI' (fig. 2B). El lado de la cadena que incluye S107 y Y445 interactta con el CI" del
lado opuesto al nitrogeno. El anillo aromético hace del grupo hidroxilo de Y un buen
donador de protones y por tanto un excelente ligando del CI'. El grupo hidroxilo de
S107 es un buen ligando porque cubre el final de la hélice a D. Esto por formar un
puente de hidrégeno con el nitrdgeno del grupo amina de 1109 de manera que el
hidroxilo de la serina esta polarizado para interactuar de manera mas fuerte con CI.
Ademas de los grupos funcionales polares, el ion CI" esta rodeado por aminoécidos
hidrofébicos.

Es importante notar que el CI" no tiene contacto directo con las cargas
positivas de lisina 6 arginina de manera que el ambiente electrostatico favorable
surge de un ambiente con cargas parcialmente positivas que pudieran ser
importantes para la rapida difusion de los iones (Dutzler y cols., 2002).

Cabe considerar que al contrario de los canales de potasio, los iones en Scen Y
Sint NO preservan su coordinacion en agua cuando se unen a la proteina y ademas
estan parcialmente en contacto hidrofobico con las residuos alifaticos (Dutzler y
cols., 2003) (fig. 2A 'y 2B)
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1.5 Mecanismos de permeacion iénica en los CIC.

La estructura y propiedades de union al CI" son similares en las proteinas CIC
ya sean canales o transportadores, indicando que la estructura de EcCIC es un buen
modelo para estudiar los CIC eucariotas (Lobet y cols., 2006). Al mutar el Glutamato
148 en EcCIC 6 su homodlogo en eucariotas, tanto los canales como los
transportadores se convierten en conductores 6hmicos que permiten el paso de
iones CI" en ambas direcciones (Dutzler y cols., 2003; Accardi y cols., 2004; Picollo y
cols., 2005; Yusef y cols., 2006). Los canales incluyendo esta mutacion permanecen
abiertos, mientras los transportadores pierden su habilidad para transportar H*, lo
cual sugiere que este residuo es responsable del “gating” en los canales y participa

en el transporte de protones en los transportadores (fig. 3A).

A. B. C.

Cerrado Abierto Cluin
" EcCIC PLAGILF I 1EEMRPQF
- L X StCIC PLAGILF I 1EEMRPQF
! | cic-3 PIGGVLFSLEEVSYYF
Glu,, R 4 '“3 : clc-4 PIGGVLFSLEEVSYYF
. (: clc-5 PIGGVLFSLEEVSYYF
F | % cIC-6 PIGGTLFSLEEGSSFW
' ¢ \ "; clc-7 PVGGVLFSLEEGASFW
. \ |/ Geflp PIGGVLFGLEEIASAN
{ . S/ _ cIc-0 PLAGVLFSIEVTCSHF
: t" Gly, / : . cic-1 PLGGVLFSIEVTSTYF
R , ré clc-2 PIGGVLFSIEVTSTFF
CIA* CIC-Ka PFSGVLFSIEVMSSHF
CIC-KB PFSGVLFSIEVMSSHS

Figura 3. Modelo esquematico para el transporte de cloro en canales y transportadores.
Diagrama de una subunidad de CIC mostrando el modelo de transporte. A. Estado cerrado, el
Glue(148) estd desprotonado y bloqueando el poro. El CI hipotéticamente se encuentra en el lado
externo a Glue permitiendo la transferencia intracelular de protones. B. Estado abierto, con el Gluey
protonado, este sitio queda expuesto permitiendo el antiporte de CI/H". Los circulos rojos marcan la
posicién ocupada por Glu;, en los transportadores, este segundo Glutamato es siempre valina en los
canales (C). (Gadshy y cols., 2004).

En contraste a los canales que tienen una sola compuerta, la cual regula el
cierre y la apertura del poro de conduccién, los transportadores se propone tienen
dos compuertas, una en cada lado del poro, alternando estrictamente la apertura y el
cierre previniendo la libre difusién del substrato (fig. 3B) (Gadsbhy y cols., 2004). Una
propiedad que distingue los transportadores y los canales es la presencia de una via
especifica para el protdon que se acopla al flujo del anién. El glutamato exterior de

EcCIC (Gluexx 6 Glul48) es parte de esta via; ademas se ha identificado un
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glutamato en la parte intracelular (Glui, 6 Glu203) (Accardi y cols., 2005). Este
glutamato es altamente conservado en los transportadores, pero esta ausente en los
canales (fig. 3C). Al mutar este residuo se inhibe el transporte de protones en EcCIC,
pero retiene la activacién de las corrientes de CI'; esto no sucede con la mutacion
del Gluex:.

1.6 El dominio citoplasmico. Regulacion por unién a ligando.

Todos los miembros eucariotas de la familia CIC incluyen un dominio
intracelular soluble hacia el carboxilo terminal seguido al dominio catalitico. La
caracteristica comun de los dominios solubles es la presencia de dos subdominios
conservados de la familia cistation 3 sintetasa (CBS) conectados por secuencias de
union y seguidos por secuencias de longitud variable hacia el carboxilo terminal.
Aunque la funcién de estos dominios es poco entendida, se sugiere que podrian
regular el “gating” comun en CIC-0 y CIC-1 (Fong y cols., 1998). La presencia de
dominios solubles se ha observado en otros canales y familias de transportadores
donde dominios semejantes regulan la respuesta al ligando. Los dominios CBS en
algunas cinasas unen nucleétidos y pueden detectar el estado energético de la
célula (Scott y cols., 2004). Un mecanismo similar se propone para CIC-1, el cual
cambia su probabilidad de apertura en respuesta a la union de ATP (Bennetts y
cols., 2005)

Otro caso de regulacion por ligando ha sido reportado para CIC-7. Ostml, una
proteina de membrana de funcion desconocida forma un complejo con CIC-7, este
complejo es requerido para la expresion de CIC-7 en lisosomas sugiriendo que
Ostm1 podria funcionar como subunidad accesoria. (Lange y cols., 2006).

En este trabajo proponemos que Geflp actiua como los miembros de la familia
de los CIC, ya sea canal 6 transportador de CI', en la membrana plasmatica. Ademas
aprovechando que el knock-out de GEF1 induce el fenotipo pet, y éste es revertido
al expresar proteinas funcionales; podemos determinar el papel de los aminoacidos
propuestos como importantes en la formacion del poro en los CIC (Dutzler, 2002)

analizando la induccién de este fenotipo.
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II. Justificacion.
Aunqgue la funcién de Geflp en el transporte de CI" no ha sido esclarecida; la

levadura S. cerevisiae ha sido utilizada como modelo para definir la funcion de
algunas proteinas CIC ort6logas analizando su efecto sobre la reversion del fenotipo
mutante.

Al evidenciar el transporte de CI en la levadura a través de Geflp, esto podria
permitir analizar la relacién entre la estructura previamente propuesta para proteinas

procariotas (EcCIC y StCIC) y la funcién de los CIC en un sistema eucariota.

III. Hipotesis.

GEF1 es una proteina que conduce CI a través de la membrana plasmatica de
Saccharomyces cerevisiae.

IV. Objetivos.

4.1 Objetivo general.

Caracterizar funcional y molecularmente el producto del gen GEF1 de
Saccharomyces cerevisiae y analizar algunos de los residuos aminoacidicos

importantes en la conformacién del canal.

4.2 Objetivos especificos.

1. Expresar y caracterizar funcionalmente Geflp en ovocitos de X. laevis y
células HEK-293.
Definir la funcion y la localizacion de Geflp en S. cerevisiae.

3. Analizar el efecto de la expresion de algunos mutantes del gen GEF1 sobre la

morfologia de cepas pet (GEF1) de S. cerevisiae.

11
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V. Material y Métodos.

5.1Estrategia general.

Registrar las corrientes i6nicas

: “Patch Clamp”
- |
| A
Transfectar células
Subclonar en HEK-293

Clonar GEF1 S _—
pGEM-T Easy ¢

Subclonar en pcDNA3 Determinar la

dlstrlbucmn celular
~
’ del canal

Inyectar en ovocitos de\

X. laevis

/ N\

‘_ g \ -

Registrar las corrientes ionicas
“Voltage Clamp”

Figura 4. Estrategia para caracterizar funcionalmente Geflp en sistemas heter6logos. A partir
del vector pGEM-T Easy portando GEF1, se subclond en los vectores pEGFP-N2 (para fusionar a
GFP) y pcDNA-3. Ambas construcciones fueron introducidas en células HEK-293 y ovocitos de X.
laevis para analizar las corrientes inducidas por Geflp ademas de definir la localizacion de la fusién
GEF1-GFP por microscopia de fluorescencia.
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WT > —l - B @ :
GEF1" l r

Fluorometria de CI Fluorometria

\ / (SPQ)

Analizar el efecto de bloqueadores de

canales de cloro \

Observar el efecto
sobre la morfologia

i
S
<&

B. Analizar la expresion de GEF1 GFP
Microscopia de fluorescencia
Subclonar en Subclonar en /

/ PEGFP-N2 =% pYEX-BX \ .
=

e for = . N f_“s?‘z
- : - Transformar en £ ‘E .

? — "3'1!’.

Clonar GEF1 \ v WT yGEFL =
pGEM-T Easy Subclonar en —_—
pYES2.1/V5-His- T~
Definir la localizacion d e
GEF1-Hisy GEF1-GFP
Inmuno-Oro y Microscopia Electronica

Figura 5. Estrategia para definir la funcién y la localizacion de Geflp. A. Para definir si Geflp
estd implicado en el transporte de CI" se usé el indicador fluorescente (SPQ). Se observaron las
diferencias en la fluorescencia en las cepas silvestres (WT) y knock-out de GEF1 (GEF1'), ademas se
determind el efecto de algunos bloqueadores de canales de cloro sobre la morfologia de las levaduras
WT y GEFL1". B. La localizacién de Geflp fue definida por la deteccién inmunocitogimica de las
fusiones GEF1-GFP y GEF1-his en las levaduras, las cuales fueron observadas por microscopia
electronica.

Observar el efecto 1
sobre la morfologia —

Analizar la ultraestructura

@ / Microscopia Electrénica
"/

PCR mutagénica Transformar GEF1 y GEF1-mutantes
en WTy GEF1

Definir la expresion
del transcrito

Figura 6. Estrategia para analizar el efecto de la expresion de los mutantes del gen GEF1 sobre
la morfologia de cepas WT y pet (GEF1). A partir del vector pYEX-BX portando GEF1 se
sustituyeron los aminoéacidos previamente propuestos como importantes para la formacién del poro
(Dutzler y cols. 2002) y se observé su efecto sobre la morfologia de las cepas WT y GEF1 a nivel
macroscépico, consumo de O, y de ultraestructura por microscopia electrénica.
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5.2 Material y métodos.

5.2.1. Levaduras y medios.

Las cepas de las levaduras usadas RGY-30 (ura3-1; leu 2-3, 112; trp1-1; his3-
11, 15) y RGY-192 (gefl::HIS3; ura3-1; leu 2-3, 112; trp1-1) fueron donadas por R.
Gaxiola de la Universidad de Connecticut (Gaxiola y cols., 1998,1999). Los medios
de cultivo y las manipulaciones genéticas fueron realizados como lo describio
Ausubel (1997). Para inducir el fenotipo pet, las levaduras se incubaron 3 a 5 dias a
30°C en agar YPGE 0 en el agar YNB suplementado con glicerol 3%, ferrozina 1mM
y 20ug/ml de cada uno de los siguientes aminoacidos histidina, adenina y triptéfano.
La expresion de Geflp fue inducida con CuSO,4 0.5mM en el caso de las levaduras
transformadas con el plasmido pYEX-BX (Clontech) o galactosa al 2% en el caso del
vector pYES2.1/V5His-Topo (Invitrogen). El efecto del bloqueador de canales de
cloro NPPB (&cido 5-nitro-2-3-fenilpropilamino-benzoico) sobre la levadura fue
observado 3 a 5 dias después de afiadidas las diluciones seriales (10°3-107M) del
farmaco incluido en el agar YPGE. Para sincronizar las células se usé Nocodazol
15pg/ml como describié Burke y cols. (2000).

Las fusiones génicas GEF1-GFP y GEF1His se realizaron en los plasmidos
pPYEX-BX (Clontech) y pYES2.1/V5His-Topo (Invitrogen), respectivamente, y fueron
transformadas en la cepa RGY-30 y RGY-192 usando el método de acetato de litio
(Ausubel y cols. 1993). Se corrobor¢ la eficiencia de las transformaciones segun su

auxotrofia usando medios de cultivo selectivos.

5.2.2 Biologia Molecular.

GEF1 fue obtenido por PCR usando dos oligonucledtidos especificos (Prima y
GeflBam-H1. Apéndice Il) y clonado en el pldsmido pGEM-T easy (Promega). El gen
fue secuenciado completamente para corroborar la identidad usando un secuenciador
de DNA automatizado (ABI prism 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems). Se
realizaron diversos pasos de mutagénesis sitio dirigida para introducir sitios de
restriccion que permitieron lo siguiente: a) Clonar GEF1 en el vector pYEX-BX
(Clontech) que permite la expresion en levaduras, b) Clonar GEF1 en el vector
pcDNA3 (Invitrogen) que incluye el promotor transcripcional CMV que permitié la
transcripcion de GEF1 en ovocitos de X. laevis y células HEK-293, C) Fusionar GFP al

carboxilo terminal de GEF1 usando el vector pPEGFP-N2 (Clontech) y d) Anadir una
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marca de 6 histidinas al carboxilo terminal usando el vector pYESV5-His (Invitrogen).
Las mutaciones puntuales en GEF1 fueron inducidas, usando el estuche Quick
Change de Invitrogen y transformadas en la bacteria E. coli XL-1 Blue. Todas las
mutaciones y fusiones génicas fueron confirmadas por secuenciacion en ambos
sentidos (Apéndice Ill). La expresién de GEF1 y las mutantes puntuales en la cepa
RGY-192 fue determinada mediante RT-PCR, usando el estuche SuperScript™ One-
Step RT-PCR with Platinum® Taq (Invitrogen) segln las indicaciones de la casa
comercial; utilizando oligos especificos (gef926 y GeflBamHI) disefiados sobre la
region eliminada de GEF1 en la cepa RGY-192 (GEF1).

5.2.2.1 Diseno de los iniciadores.

Mediante el programa computacional DNAMAN 5.2.9 (http://www.lynnon.com/)

se disefiaron los iniciadores. Para esto se utilizé como secuencia molde el DNA del
gen GEF1 previamente reportado en el GENBANK (No de acceso: Z23117) tomando
en cuenta los siguientes parametros: fuerza de apareamiento (AG), temperatura

media de fusién (Tm), formacion de estructuras secundarias y formacion de "hairpin®.

5.2.2.2 Amplificacion de GEF1 por PCR.

La amplificacion de GEF1 y del fragmento para caracterizar los transcritos
expresados en la levadura se realiz6 mediante PCR utilizando los iniciadores antes
mencionados. La reaccion se llevo a cabo en el termociclador Techgene de TECHNE.

Tabla 1.- Condiciones de PCR para obtener el gen GEF1 normal y mutante.

Mezcla de reaccion:

Reactivos Concentracion final

Buffer 10 X 1X

MgCl, 25 mM 1.25 mM
dNTPs 10 mM 0.20 mM
Iniciador 5° 2.5 uM 0.20 uM
Iniciador 3° 2.5 uM 0.20 uM
Tag DNA pol 5 U/ul 0.10 U/ul
DNA 100 ng/pl 6.00 ng/pl
H,0 miliQ cbp 50 pl

Condiciones de amplificacion:

Temperatura Tiempo No. de ciclos
Hot Start 95°C 1 minuto 1
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos
Alineamiento 52°C 1 minuto 30
Extension 72°C 2 minuto
Extension 72°C 5 minutos 1
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En todas las reacciones de amplificacion se utiliz6 un control negativo, en el
que se sustituyo el DNA por agua. Los productos de las amplificaciones se analizaron
en un gel de agarosa al 0.8%, utilizando el marcador comercial Ladder o A Pst |

(Invitrogen).

5.3 Marcaje con SPQ y fluorometria.

Las cepas (RGY-30 y RGY-192) fueron cultivadas 3 a 5 dias a 30°C en YPGE,
sincronizadas en fase M usando Nocodazol 5.0 mM vy recolectadas por
centrifugacién a 7000 rpm durante 5 min. a 4°C. Se diluyeron a 1X10° células/ml en
YPGE y se marcaron por inmersion en el fluoréforo sensible a cloro SPQ 300 puM (6-
methoxi-N-(3-sulfopropil)-quinolinium) durante 5 min (Biwersi y cols., 1994; Accardi y
Miller 2004). Las células se lavaron cinco veces en agua y se resuspendieron en
YPGE (sin SPQ) inmediatamente antes de leer en el fluorémetro. La fluorescencia
se midid a los 15, 30, 60 y 120 min, usando un fluorémetro VersaFluor (BioRad) a
una longitud de excitacion y emisioén de 317 y 445 nm respectivamente. Los datos se
normalizaron comparando con levaduras cultivadas en medio YPGE sin SPQ, y

analizaron usando el programa Origin 6.0.

5.4 Electrofisiologia.
5.4.1 En ovocitos de X. laevis.

Para obtener los ovocitos, se disecaron los ovarios de X. laevis y se aislaron
los foliculos manualmente. Para remover la envoltura celular, los foliculos se trataron
con colagenasa tipo 1 (Sigma) 0.5 mg/ml por 30 min e incubados a 16°C en medio
Barth con gentamicina (0.1mg/ml). Un dia después, se inyectaron al nucleo de los
ovocitos 14 nL de cualquiera de los plasmidos pcDNA3-GEF1, GEF1-GFP o
PEGFP-N2. Tres dias después se registraron las corrientes generadas mediante la
técnica de fijacion de voltaje con dos micro electrodos (voltage clamp), usando
solucion Ringer normal (mM: NacCl, 96; KCI, 2, CaCl,, 2; MgCl,, 1; HEPES-NaOH, 5;
pH 7.4) a temperatura ambiente y usando microelectrodos llenos con KCI 3 M. Los
ovocitos se perfundieron con NPPB 107-10°M y el potencial de membrana se
mantuvo a -60 mV. Para analizar las corrientes activadas por voltaje se aplicaron

cambios desde -60 hasta +40 mV, después a -120 mV en pasos de 20mV.
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5.4.2 En células HEK-293.

Las células HEK-293 (American Tissue Culture Collection, CRL1573) se
cultivaron segun Halliwell y cols. (1999), y mantuvieron en medio DMEM modificado
(Sigma-Aldrich) suplementado con suero bovino fetal 10% (Herlan SeralLab), L-
glutamina 2 M (Sima-Aldrich) y Penicilina/Estreptomicina 100 U/ml (Sigma-Aldich).
Las células se cultivaron en placas de cultivo de 35 mm cubiertas con Poli-D-lisina
(Fisher Scientific) a una densidad de 10,000 células por placa, un dia antes de la
transfeccion. Para la transfeccion de las células HEK-293 con los vectores (pcDNA3-
GEF1, GEF1-GFP o pEGFP-N2) se utiliz6 Fugene-6, segun las indicaciones de la
casa comercial (Roche Diagnostics Corporation). Los registros elecrofisiolégicos se
realizaron 24 a 36 h después de la transfeccion.

Los registros se obtuvieron a temperatura ambiente (20-23°C) usando la
técnica de patch-clamp en célula completa. Los electrodos se prepararon justo antes
de usar, aplicando calor a capilares de borosilicato (Harvard Apparatus). Las células
se fijaron a -60mV mediante un amplificador Axopatch 200B (Axon Instruments). Las
células se perfundieron con una solucion extracelular (mM: NaCl, 140; KCI, 5; MgCl,,
1; CaCl, 2; HEPES, 10; D-glucosa, 10; pH 7.4) esta solucién se suplementé con
tetrodotoxina (200 nM), cloruro de tetra-etil-amonio (5 mM), 4-amino-piridina (2 mM)
y CoCl, (2 mM) para bloquear cualquier corriente activada por voltaje proveniente de
los canales endégenos de sodio, potasio o calcio. Para analizar el efecto de bajo CI
extracelular el NaCl se remplaz6 isoténicamente con (en mM): CsCl o gluconato,
142; MgCl,, 2; CaCl,, 1; EGTA, 11; HEPES, 10; Mg-ATP, 2; pH 7.4 (ajustado con
KOH). Los bloqueadores NPPB ¢ acido niflumico (NFA) (Fisher Scientific) se
aplicaron a las células mediante un tubo en Y (fabricado manualmente). Después se
perfundié solucion extracelular por gravedad a 2 ml/min para asegurar el lavado de
los farmacos del cultivo celular. Las corrientes se registraron en presencia y
ausencia de NPPB (300 pM) o NFA (100 uM). La relacidon corriente voltaje se
registro entre -140 a 40 mV (en 400 ms) en ausencia y presencia de NPPB y NFA.
Los cambios inducidos en el potencial de membrana se midieron en el maximo, y la

respuesta se analiz6 con el programa GraphPad Prism® (Version 4).
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5.5. Microscopia.

5.5.1 Microscopia confocal Laser.

7

Algunos ovocitos inyectados y células transfectadas con GEF1-GFP 6
PEGFP-N2 se observaron en el microscopio confocal (Nikon Model E-600), con una
longitud de excitacion de 488 nm y una emision de 507 nm. Las imagenes se
procesaron con el programa Simple PSI version 4.0.6 By Compyx INC, Image

system.

5.5.2 Microscopia Electronica.
5.5.2.1 Para ultraestructura.

Las células se colectaron de las placas de agar después de una inspeccién al
microscopio optico; se lavaron dos veces en S-Colidina 0.02M, pH 7.2 para ser
incluidas en agar 2% a una temperatura entre 40-60° C y luego hacer bloques de 0.5
a 1 mm?®, que se lavaron en solucién de Colidina (sacarosa 0.2 M, CaCl, 0.001 M en
S-Colidina), después se sumergieron en 2% glutaraldehido, 2% acroleina, 50%
DMSO, pH 7.4 por 7 h; en seguida se lavaron (sacarosa 0.2M, CaCl, 0.001M en S-
Colidina) y post-fijaron en OsO4 2% en la solucién veronal-acetato HCI por 7 h. Se
lavaron cinco veces en Cacodilato 0.1M pH 7.4, se incubaron por una hora a
temperatura ambiente en acido tanico disuelto en Cacodilato; se lavaron cinco veces
en Cacodilato y cinco veces en S-Colidina 0.2 M pH 7.2. Las muestras se tifieron
con acetato de uranilo 2% en etanol 15% por una hora a temperatura ambiente. Las
células se deshidrataron dos veces por 10 min en soluciones porcentuales de etanol
(30, 50, 70 y 95%) a 4°C, dos veces en etanol al 100% por 30 min seguidos por dos
cambios similares con 6xido de propileno. Las muestras se infiltraron toda la noche
en una proporcion 1:1 6xido de propileno:resina Spurr, mantenidas en un desecador
sin vacio. Se sustituy6 la mezcla de infiltracion por resina Spurr (100%), incubando a
temperatura ambiente durante al menos 6 h manteniendo una rotacion suave. Las
muestras se transfirieron a moldes planos llenos de resina Spurr y se polimerizé
durante 36 h a 60°C. Los cortes semifinos se obtuvieron en el microtomo con navaja
de vidrio MTX; se tifieron con azul de toluidina para evaluar la preservacion y

seleccionar el area a ser examinada al microscopio. Los cortes ultra finos de 70 nm
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se obtuvieron obtenidos con una navaja de diamante y se colocaron en rejillas de

niquel.

5.5.2.2 Para la inmuno-localizacion.

Una vez colectadas las levaduras sin transformar y transformadas
individualmente con los plasmidos pYEX-BX, pYES2.1/V5-His-Topo y las fusiones
GEF1-GFP y GEF1-his, se hicieron los bloques de agar como ya se describid. Se
lavaron en solucién de Colidina, seguida de la inmersiébn en solucién de
glutaraldehido 3% en 0.1 M de acido cacodilico pH 7.4 a 4°C por 30 min. Los
bloques se deshidrataron con dos cambios de 30, 40, 50 y 70% de etanol incubando
15 min en cada concentracion. La infiltracion se realizO en resina LR White
(Polyscience), durante al menos dos dias. Para la inclusion, los blogues se
transfirieron a capsulas BEEM llenas con resina no diluida y no catalizada, que se
incubaron a 60°C por 24 h. Los cortes finos y ultra finos se obtuvieron como se

describid anteriormente.

Para la inmunocitoquimica, las rejillas se flotaron primero en una camara
humeda sobre una gota de PBS 0.5 M durante 30 min, y después en PBS-BSA 1%
conteniendo Tween 20 0.1%. Después de cada incubacion las rejillas se lavaron con
PBS-BSA sin detergente. Las rejillas se incubaron toda la noche a 4° C en la camara
himeda, flotando sobre dos gotas del anticuerpo primario (AntiGFP 6 AntiHis) a una
dilucion 1:100. Después de un extenso lavado con solucion PBS-BSA se incub6 por
una hora a 37°C en el anticuerpo secundario cabra anti-conejo, marcado con
particulas de oro de 15 nm, a una dilucion 1:250. Después las secciones se
contrastaron con citrato y acetato de uranilo segun Hayat y cols. (1981), y se

observaron en un microscopio electronico JEOL 1010 a 80 Kv.

5.6. Consumo de Oxigeno.

Las células se cultivaron 3 a 5 dias en medio YNB suplementado y arrestadas
en la fase M usando Nocodazol 15 pg/ml; se centrifugaron durante 5 minutos a 1000
g 4°C; una vez recuperado el paquete celular, se resuspendieron en 1/5 del volumen
original de agua previamente mantenida a 30°C. Se diluyeron a 1 x 10° células/ml
(Burke y cols., 2000) y se midié el consumo de oxigeno con un electrodo tipo-Clark

en 3 ml del medio YNB (Hernandez-Mufioz, y cols., 1992).
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5.7 Marcaje de mitocondrias y organelos.

Las levaduras previamente arrestadas en la fase M se marcaron con
Brefeldina y MitoTracker Red CmxRos (Molecular Probes) segun las indicaciones del
la casa comercial. Después se observaron en el microscopio confocal (seccion
4.5.1).

VI. Resultados.

6.1 El fenotipo petite.

Se analiz6 el fenotipo de las cepas RGY-30 (WT) y RGY-192 (GEF1)
cultivando las levaduras en el medio YPGE+Ferrozina. Se encontré una visible
diferencia en el tamafio de las colonias (fig. 7) corroborando la formacion del
fenotipo petite (pet) inducido por la delecion del gen GEF1 en la cepa GEF1" en
ausencia de hierro y fuentes de carbono no fermentables (Greene y cols., 1993).

Figura 7. El fenotipo pet es inducido por la delecion de
GEF1. Fenotipo macroscopico de las cepas WT y GEFL
cultivadas 3 a 5 dias a 30°C en agar YPGE+Ferrozina.

De la cepa WT, se extrajo el DNA genomico, a partir de este se obtuvo el gen
GEF1 mediante PCR, este producto fue clonado en el vector pGEM-T Easy para

diversas subclonaciones en vectores de expresion.
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6.2 Expresion Heterdloga.

Primero se subclon6 en los vectores pcDNA-3 y pEGFP-N2 (fig. 8A y B).
Estos vectores portan el promotor CMV (Citomegalovirus) lo que permitio la
expresion de las proteinas Geflp y GEF1-GFP en ovocitos de Xenopus y células
HEK-293.

A. 3000 pb aprox B.
BamHI Sall
£coRl 533350 HindTII| p333pp (BemHI
CMV GEFI CMV J GEF]
pEGFP-N2 pcDNAS
5.4Kb
. Ampi”*
Kan* P
EE‘GR|'|I-EC.'IHHI
Hindlll + Bam HI
C. D. ' o o
I F
Clonas g g
— 1 4 g

Figura 8. Clonacién de GEF1 en pEGFP-N2 y pcDNA3. A. Mapa funcional del vector quimérico
pPEGFP-N2 -GEF1. B. Mapa funcional del vector quimérico pcDNA3 expresando GEF1. C y D. Gel
de agarosa mostrando los cortes con enzimas de restriccion de los vectores quiméricos; en C se
observa la liberacion del inserto (GEF1: 2333 pb) y el vector (pEGFP-N2: 4.7 Kb) con las enzimas
Eco Rl y Bam HI, marcador: A Pst I. D. Digestion con Hind 11l 'y Bam HI liberando el inserto (GEF1)
y el vector (pcDNAS3: 5.4 kb), marcador: ladder (Invitrogen). CMV: promotor de citomegalovirus,
Kan™: gen de resistencia a kanamicina, Ampi*: gen de resistencia a ampicilina.

6.2.1 Analisis funcional en ovocitos de X. laevis.

Se inyectaron los ovocitos con el DNA plasmidico, y después de 3 dias se
observo al microscopio confocal la expresion de la quimera GEF1-GFP. Los ovocitos
presentan una muy ligera fluorescencia endégena (fig. 9A). En la figura 9B se
observa una amplia expresion de la proteina GFP, proveniente de la inyeccion de
PEGFP-N2, mientras en la figura 9C se observa la expresion de la fusion GEF1-GFP
preferentemente en las regiones cercanas a la membrana plasmatica y hacia el

hemisferio animal del ovocito.
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Negativo GFP GFF1-GFP

Figura 9. Expresion de la quimera GEF1-GFP en ovocitos de X. laevis. En A. Se observa casi nula
la fluorescencia enddgena del ovocito, en B. la expresion de GFP soluble es uniforme, contrastando
con C. donde la expresion de GEF1-GFP esta principalmente en ¢ cerca de la membrana plasmatica.

Mediante la técnica de fijacion de voltaje con dos microelectrodos (Voltage
clamp) se registraron las corrientes inducidas por la expresion de Geflp. El potencial
de membrana de los ovocitos inyectados con GEF1 6 con GEF1-GFP se redujo
alrededor de -20mV mientras en los ovocitos sin inyectar varié entre -35 a -40mV.

Con el fin de determinar si Geflp era una proteina activada por voltaje de
inicio se aplicé un protocolo en el cual se fijo el potencial a -60 mV después se llevo
a +40 para luego disminuir hasta -120mV en decrementos de -20 mV. Este protocolo
no genero corrientes inducidas por la expresion de Geflp al comparar los resultados
con los ovocitos control (fig. 10A y 4B; n=10). Aplicando el bloqueador de canales de
CI' NPPB 0.1mM se indujo una despolarizacion en el potencial de membrana que

podria indicar el cierre de un canal constitutivamente abierto (fig. 10B; n=8).

A. NPPBO1mM B NPPB 0.1 mM

-20 mvV
-40 mV

-40 mv I
-60 mV _ -60 mvV
-80 mv 25 nA -80mv 200 nA
10s 20s
-100 mV

-100 mv

-120 mv 120 mv

Figura 10. Expresion funcional de Geflp en ovocitos de X. laevis. Registros electrofisiolégicos de:
A. Ovaocito control. Sélo se observa el cambio provocado por los diferentes voltajes aplicados y no hay
variacion al aplicar un blogueador de canales de cloro (NPPB). B. Ovocito inyectado con GEF1. Se
observa que no hay un flujo de iones al aplicar los cambios en el voltaje pero hay una despolarizacién
de la membrana al aplicar el NPPB que podria indicar el cierre de un canal.
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Este efecto no se observo en los ovocitos control inyectados con agua, ni en
los no inyectados (fig. 10A). Ademas este mismo efecto se observo al aplicar el
bloqueador de canales de CI 9Ac (Dato no mostrado).

Se observaron resultados similares en los ovocitos expresando GEF1-GFP, sin
embargo, el efecto de la droga permanecié por mas tiempo, sugiriendo que la fusion
con GFP podria modificar la cinética del canal, o bien aumentar la afinidad por el
NPPB (fig. 11).

NPPB 0.1 mM

i/L ‘ 200 nA
15s
-60 mV

Figura 11. Expresion funcional de GEF1-GFP en ovocitos de X. laevis. Registro eletrofisiologico
mostrando el cierre de un canal que permanece abierto. La flecha indica el tiempo en que se prolonga
la apertura después de empezar el lavado del NPPB.

6.2.1 Analisis funcional en células HEK-293.

La expresion de Geflp en ovocitos de X. laevis fue el primer indicio de la
expresion de esta proteina en membrana plasmética. Sin embargo los ovocitos
poseen diversos canales de cloro que a la fecha no han sido del todo caracterizados
(Parker y cols., 1988; Weber y cols., 1999) y esto podria confundir la interpretacion
de nuestros resultados; por lo tanto optamos por expresar GEF1 en la linea celular
HEK-293 considerando que estas células expresan primordialmente canales de K*
activados por voltaje (Avila y cols., 2004). En las figuras 12A y B se muestran
imagenes de células HEK-293 transfectadas con GFP y GEF1-GFP, observando que
la distribucion homogénea de GFP contrasta con la expresion de GEF1-GFP
principalmente concentrada en compartimentos intracelulares y localizada de

manera menos clara en membrana plasmaética.
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GFP GEF1-GFP

Figura 12. Expresion de la quimera GEF1-GFP en las células HEK-293. A. Se observa la
expresion ubicua de GFP, en contraste con la de GEF1-GFP principalmente en compartimentos
intracelulares (B).

Se obtuvieron registros de las células previamente transfectadas mediante la
técnica de Patch clamp. Se aplicé un protocolo de diferentes voltajes, semejante al
aplicado en los ovocitos (dato no mostrado), encontrando los mismos resultados: no
se evidencio ninguna corriente sensible al voltaje.

Sin embargo, fijando las células a -40mV, y usando una solucion electrolitica
basada en K-gluconato (en lugar de cloro), NPPB redujo el potencial de membrana
de las células HEK-293 transfectadas con GEF1 de 136+50pA (n=5) a 79p+26pA
(fig. 13A y C), y este efecto no se observé al reemplazar el CI' con NaNO;
[control:178 + 11pA 'y en NPPB (30 uM) = 172 + 14 pA, n=5)] (Fig. 13B y C). Ademas

el NPPB no tuvo efecto sobre el potencial de membrana de las células no

transfectadas.
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Figura 13. Expresion funcional de Geflp en células HEK-293. A. En registros electrofisiologicos
mediante Patch clamp la perfusion de NPPB 30uM indujo la hiperpolarizacion de las células al usar
una solucién extracelular estandar. B. La corriente bloqueada se redujo al usar una solucién
extracelular baja en cloro. C. La corriente blogueada al usar la solucién extracelular baja en cloro fue
reducida ~80%.
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Para tratar de definir el ion que atraviesa a través de Geflp, las células
transfectadas se fijaron a -60mV, usando una solucion electrolitica basada en CsCI.
Se obtuvo la relacion corriente voltaje (I-V de -140 a 40mV) en ausencia (-NPPB) y
en presencia de dos bloqueadores de canales de cloro: NPPB (+NPPB) (fig 14A) y
NFA. La relacion fue lineal, mostrando un potencial de inversion de -9+16mV (n=3);
NPPB y NFA redujeron el potencial de membrana aproximadamente 80 y 90%,
respectivamente, en las células transfectadas con GEF1 (n=3, fig 14B). En contraste,

estos bloqueadores no tuvieron efecto sobre las células no transfectadas.

A 20 -NPPB +NPPB
: .
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Figura 14. Efecto de NPPB y NFA sobre células HEK-293 expresando GEF1. A. Corrientes
registradas a diferentes voltajes (-140 a 40mV) en células con GEF1 en ausencia (izquierda) y
presencia (derecha) de NPPB 300uM. B. Relacion corriente-voltaje en ausencia y presencia de NPPB
30puM o NFA 100uM (n=3).

6.3 Efecto de los bloqueadores de canales de cloro sobre las levaduras.

Desde 1950 se acepta que la membrana plasmética de la levadura es
impermeable a CI" (Conway y Downey, 1950). Sin embargo la corriente inducida por
la expresion de GEF1 en ovocitos y células HEK-293 fue un indicio importante que
nos llevd a analizar el efecto de los bloqueadores de canales de CI" sobre la
morfologia de las levaduras.

Se hicieron diluciones seriales del bloqueador NPPB en el medio de cultivo
YPGE + ferrozina, observando el efecto sobre las levaduras WT y GEF1 (fig 9A y B).
Después de 3 a 5 dias de incubacion a 30° C las placas suplementadas con NPPB
10 M indujeron un fenotipo similar al observado en GEF1™ sobre la cepa WT (fig.

15A); este efecto no se observo a bajas concentraciones (10 a 107'M). En la cepa
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GEF1™ no se observaron alteraciones sobre la morfologia (fig
15B).

NPPB
|

- 1
1X10®° 1X10° 1X10”

1X10°

T
NPPB
NPPB
B. |

GEFL
1X10™ 1X10° 1X10°® 1X107

T
NPPB

Figura 15. Efecto del NPPB sobre a morfologia de las levaduras WT y GEF1". Ay B. Efecto del
bloqueador sobre la cepa WT y GEF1"a diferentes concentraciones (10 a 107 M). En A. 1x10° M de
NPPB induce la formacion de un fenotipo semejante al petite en WT. B. EI NPPB no produce efecto
aparente sobre GEF1 a ninguna concentracion.

Se observaron muestras de las levaduras analizadas en la figura 15 al
microscopio Optico para comparar el efecto del NPPB (fig. 16B). Este indujo una
morfologia aberrante en la cepa WT, caracterizada por pliegues en la membrana
plasmatica (fig. 16 B). Sin embargo; este efecto no se observo en las levaduras
GEF1" (fig. 16C). Es importante considerar que los bloqueadores de aniones no son
altamente especificos; por tanto el efecto observado en las levaduras podria resultar
de multiples blancos moleculares (Giles y cols., 2002; Keeling y cols., 1991; Breuer y
cols., 1989).
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Figura 16. Efecto del NPPB sobre la morfologia microscépica de WT y NPPB. A. Levaduras sin
exponer al farmaco. B. Levaduras WT expuestas a las diferentes concentraciones molares de NPPB, se
observan aberraciones morfolégicas. C. GEF1 no presenta en apariencia diferencias morfologicas
inducidas por NPPB.

Con la finalidad de definir el transporte de CI" en la levadura utilizamos el
indicador fluorescente (SPQ), que atenda su fluorescencia al unirse con CI'. De esa
manera, al exponer las levaduras al SPQ fue posible observar el transporte de CI" de
manera indirecta midiendo la atenuacion a través del tiempo (fig. 17).

C. NPPB (1 mM)
120 120 .

—o— wT —o— WT
100 —@— GEFL' 100 | _¢— GEFI"

©
o
©
o

*

*

IN
o

FLUORESCENCIA (UA %)
sy (2]

o o
FLUORESCENCIA (UA %)
(2]

o

N
=]
n
o

o

0

N
o
N

20 z;o ‘60 ;30 1‘00 120 14‘0 0 4c; (;0 8;) 1(;0 120‘ 140‘

TIEMPO (MIN) TIEMPO (MIN)
Figura 17. El flujo de CI" en S. cerevisiae medido mediante SPQ. A. Levaduras marcadas con SPQ.
B. Se observa el porcentaje de disminucion de la fluorescencia a diferentes tiempos en WT y GEF1".
C. Efecto inducido por NPPB. Barra = 7.0um. *=diferencia significativa (ANOVA one-way),
UA=unidades arbitrarias de fluorescencia.
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Se observo aproximadamente 50% mas atenuacion en las levaduras WT en
relacion a GEF1  (fig. 17A) como reflejo de un mayor flujo de iones cloro. Al exponer
las levaduras WT a NPPB 10° M se encontré una atenuacion similar a la observada
para GEF1 (fig. 17B). Estos resultados sugieren que la levadura transporta CI" desde
el medio extracelular y que el flujo es en parte facilitado por Geflp, que a su vez se

bloquea con NPPB.

6.4 Localizacidon de Geflp en S. cerevisiae.

La expresion de Geflp se analizé por inmuno-deteccion de la proteina a la
proteina verde fluorescente (GEF1-GFP) o a seis Histidinas (GEF1-His) fusionadas a
Geflp (fig. 18) y definiendo su localizacidon mediante microscopia electronica. La
figura 18 muestra los mapas funcionales y la caracterizacion con enzimas de
restriccion de los plasmidos pYEX-GEF1-GFP y pYES-GEF1-His.

A 3074 pb B. 2480 pb
BamHI 2333pb Sall P Il 2333pb Xbal
CUPI _‘ GEFI GFP pGAL1 J GEFI1 V5-6His
pUC Ori pYEX-BX | _ pucon! pYES2.1/V5-His-TOPO | ]
| 7.1Kb : i | 5.8Kb e
Ura3* . J Ura3+ i J
Ampi* Leu* Ampi*
BamAl fall Pvurll +Xbal

Figura 18. Fusion de GEF1 con GFP 6 His en vectores de expresién para levaduras. A. GEF1-
GFP y B. GEF1-His C. Digestion de la fusion GEF1-GFP con Bam HI y Sal | (vector: 7.1 Kb, inserto:
3074 pb). Marcador: ladder. D. Digestion de la fusion GEF1-His con Pvu Il y Xba | (vector: 5.8 Kb,
inserto: 2480 pb), marcador: A Pst I. CUPL1: promotor de la transcripcion activado por cobre, pGAL.:
promotor de la transcripcién activado por galactosa, pUC Ori, origen de replicacion bacteriano, 2u
origen de replicacion para levaduras, genes de auxotrofia: Ura” y Leu™.

Las dos fusiones se expresaron en la cepa GEF1’, encontrando que ambas

revierten el fenotipo pet, sugiriendo que inducen la formacién de proteinas
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funcionales (fig.19A). Particularmente en el caso de la fusion GEF1-GFP se observo
su expresion por microscopia de fluorescencia encontrando puntos de expresion
intracelular (fig. 19B)

GEF1-GFP
A en GEF1" B.

GEF1-his
en GEF1
GEF1
en GEF1’
GEF1-GFP
WT en GEF1°

GEFY

Figura 19. Reversion del fenotipo pet por GEF1-His y GEF1-GFP. A. GEF1, GEF1-GFP y GEF1-
His revierten el fenotipo pet de GEF1™ en el medio selectivo con ferrozina. B. Se observan puntos
fluorescentes de expresion intracelular derivados de GEF1-GFP. La barra en B corresponde a 7.0um.

Después de expresar de manera independiente en la cepa GEF1 las
diferentes versiones de GEF1 (His y GFP) se evidencié por microscopia electronica
que Geflp se localiza en diversos compartimentos intracelulares (fig. 20),
confirmando su presencia en la vacuola, reticulo endoplasmico y otras vesiculas que
probablemente correspondan al Golgi. En las levaduras no transformadas no se
observd6 marcaje. De manera adicional, se observd marcaje en la membrana
plasmatica, sugiriendo con esto que la proteina alcanza esta region de la célula
(n=3). La distribucion de las particulas de oro fue similar, independientemente de la

fusion utilizada.
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RE
MP M

Figura 20. Localizacion de Geflp en S. cerevisiae. GEF1-His se expresa en: A. Membrana
plasmética (MP), reticulo endoplasmico (RE) y vesiculas. B. Expresion de Geflp en MP, vacuola y
vesiculas. C. Detalles de las areas mostradas en B. las flechas indican el inmuno-marcaje positivo.
N:nucleo, M:mitocondria, RE:reticulo endoplasmico. La barra corresponde a 0.2uM.

6.5 Efecto de mutaciones puntuales sobre el fenotipo pet de GEF1-.

Con la finalidad de continuar explorando la actividad de Geflp y su similitud
con las proteinas CIC se hicieron once substituciones de amino&cidos en las hélices
a que forman parte del poro de Geflp; se mutaron los aminoacidos sugeridos como
importantes para la formacion del poro en los ensayos de cristalografia de los
homologos procariotas EcCIC y StCIC (Fig.2 y 21) segun lo reportado por Dutzler y
cols. (2002).
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A hClIC-1 GSGI T GGFMP LYD

. hCiC-2 GSGI T GAFMP LYD
hCIC-Ka GSGI T GYFMP FYD
hCIC-Kb GSGI F GLFIP FYD
hCIC-3 GSGI F GLFIP IYE
hCIC-4 GSGI F GLFIP IYE
hCIC-5 GSGI F GLFIP 1YD
hCIC-6 GSGI Y GLFVP 1YD
hCiC-7 GSGI Y GVFIP LYD
Geflp GSGI N GIFVP 1AD
EcCIC GSGI F GIFAP LYsS

B.

Figura 21. Modelo topoldgico de las proteinas CIC. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos
de las proteinas CIC de humanos, Geflp y EcCIC, mostrando las regiones de alta homologia. Los
residuos que forman el filtro de selectividad se muestran en negritas. S109 de EcCIC corresponde a
S186 en Geflp, 1109 a 1188, Y459 a F348, 1356 a 1467, F357 a F468 y Y445 a A558. Los nimeros de
acceso en el banco de genes son los siguientes: hCIC-1 (Z25884), hCIC-2 (NM_004366), hCIC-3
(NM_001829), hCIC-Ka (NM_001042704), hCIC-Kb (NM_000085), hCIC-4 (NM_001830), hCIC-6
(NM_001286), hCIC-7 (NM_001287), Geflp (Z23117), EcCIC (NP_752140). En B se muestra la
topologia de un CIC con las 18 hélices o indicadas de la A-R.

Los plasmidos portando las mutaciones en GEF1 se introdujeron en la cepa
WT para descartar la posibilidad de algun efecto dominante negativo; ademas de
expresarlo en la cepa cuyo gen GEF1 fue truncado y que genera el fenotipo pet. En
la figura 22 se observa que ninguna de las mutantes expresada en la cepa WT

genero colonias pet (3 transformaciones independientes).

Y459F Y459V 1467A

Y459D

1467N
1188N

N\~ FA68A

S186A

F468N

A558F

—  eem

GEF1- GEFlen A558Y
WT

Figura 22. Expresion de las mutantes puntuales en la cepa WT. Las mutaciones puntuales no
tienen ningun efecto sobre la morfologia de las levaduras WT.
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Al expresar las mutantes puntuales en la cepa GEF1 se observé que las
sustituciones S186A, 1188N, Y459D, Y459F, Y459V, |467A, 1467N y F348N no
rescataron el fenotipo pet mientras que F348A, AS558F y A558Y formaron colonias
semejantes a la cepa WT (fig. 23A). Para asegurar que GEF1 mutante se habia
transcrito de manera correcta se hizo RT-PCR a partir del RNA aislado de cada una
de las cepas previamente transformadas con los vectores portando los mutantes

puntuales (fig. 23B).

A. B -
YAS9F Y459V MBTA B. GEFt- | l Glsd | )

gefi26 gefBam H1
1407 pb

cg’(\a? ¢§ .\ﬁ _\:é‘ Aﬁﬁv ﬁe «gy«g@é 5’3;\

GEFf- GEFfen AS58Y

GEFt

Figura 23. Expresion de las mutantes puntuales en la cepa pet (GEF1'). A. Contraste del tamafio
de las colonias WT. GEF1" y las levaduras GEF1" expresando las mutantes puntuales. El fenotipo
petite fue rescatado por F468A, A558F y A558Y. B. Esquema del producto amplificado por RT-PCR
para mostrar la expresion de GEF1. Se amplifico un producto de 1407 pb usando un oligo 5" (gef926)
que se une a la region del gen que fue eliminada en GEF1" (donde se insert6 el gen His3 para truncar
la proteina) y un oligo 3" que se une al codén de paro (gefBamH1). C. Gel de agarosa mostrando el
producto de RT-PCR que revela la expresion de GEF1 en las levaduras WT y mutantes puntuales,
excepto en GEF1".

Las levaduras se examinaron al microscopio Optico para determinar su
tamafio y eliminar la posibilidad de muerte celular en el caso de las cepas petite. En
la figura 24 se graficO su diametro, encontrando una correlacion entre el tamafo
celular y el fenotipo pet. El tamafio de las levaduras WT vy revertidas es ~7.0 uM

mientras el tamafio de las levaduras pet es ~4.0 uM.
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Figura 24. Gréfica del didmetro celular de las levaduras. El efecto macroscépico estd en relacion
con el didametro celular las levaduras WT y revertidas tienen un didmetro de ~7.0 uM mientras GEF1’
y no revertidas se mantienen a ~4.0 uM (n=3). ANOVA One-Way, p<0.2.

6.5.1 Efecto de las mutantes puntuales sobre el consumo de oxigeno.

Con el antecedente de que el knock-out de GEF1 (GEF1) tiene un defecto en
la cadena respiratoria (Greene y cols., 1993) procedimos a examinar el consumo de
oxigeno para analizar el efecto de cada una de las mutaciones puntuales. En la
figura 25 se observa que al comparar las levaduras WT contra GEF1', esta ultima
consume aproximadamente 50% menos O, (2.62 sex0.21 y1.39 se+0.06 Nat de
Oxigeno respectivamente). Todas las mutantes puntuales que no revirtieron el
fenotipo pet presentaron también una disminucién en el consumo de oxigeno sin
mostrar una diferencia significativa con GEF1. Las mutantes que revirtieron el

fenotipo pet (F468A, A558F y A558Y) presentan un consumo de oxigeno normal.
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3.0 —

nAt O por 1X106 células

Figura 25. Efecto de las mutantes puntuales sobre el consumo de oxigeno. GEF1 presenta un
consumo de O, menor a WT y a las cepas revertidas. No existe diferencia significativa entre las
levaduras F468A, A558F, A558Y y WT (ANOVA One way p<0.05), * indica las diferencias
significativas entre WT y las cepas pet. n=6.

6.5.2 Analisis de las substituciones en F468.

Durante el andlisis del efecto de las mutantes puntuales sobre la reversion del
fenotipo pet observamos de manera particular que mientras F468A revierte el
fenotipo pet, F468N no lo hace. Por tanto procedimos a hacer un estudio mas
detallado de estas mutantes.

Primero con el antecedente de la deficiencia respiratoria de F468N y GEF1
analizamos la actividad mitocondrial de estas cepas usando el fluoréforo MitoTracker
el cual emite fluorescencia en mitocondrias con respiracién activa. La figura 26A
compara la morfologia de las mitocondrias de F468A y F468N contra GEF1" y WT.
Mientras las levaduras WT y F468A (revertida) presentan el tipico reticulo
mitocondrial; en las cepas pet (GEF1 y F468N) se observan solo algunos puntos de
fluorescencia emitidos por el MitoTracker, indicando la baja actividad respiratoria.

Por otra parte usando el fluoréforo Brefeldina se observo que las mutantes pet
tienen una distribucion desorganizada de los organelos (fig. 26B). Considerando
estos detalles procedimos a analizar la ultraestructura de estas levaduras mediante

microscopia electronica.
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GEF1 GEF1 en F468A FA68N
GEF1

Figura 26. Actividad mitocondrial y distribucion de los organelos. A. La fragmentacion de las
mitocondrias fue evidente al usar el marcador fluorescente MitoTracker. B. La Brefeldina revel6 una
desorganizacion en la distribucién de los organelos en las células pet (GEF1"y FA68N).

5um

6.5.3 Ultraestructura de las levaduras expresando las mutantes puntuales
F468.

Ademas de la reduccién del tamafio de GEF1 y F468N, las células
presentaron mdultiples invaginaciones en la membrana plasmatica, una
desorganizada distribucion de los organelos, y reduccion en el tamafio de la vacuola,
que parece estar fragmentada y una red mitocondrial desacoplada. En contraste, las
levaduras WT y F468A mostraron morfologia normal aun cuando fueron crecidas en

un medio bajo en hierro (YNB suplementado) (fig. 27).

GEFlen GEFl

Figura 27. Ultraestructura de las cepas WT y pet. La cepa WT presenta integra la membrana
plasmética ademas de una distribucion de los organelos normal y semejante a las levaduras revertidas:
GEF1 en GEF1 y F468A. La levadura GEF1 y F468N muestran pliegues en la membrana plasmaética
(flechas) ademas de una definicion anormal de los organelos.
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6.5.4 Ultraestructura de GEF1I-.

El analisis a detalle de la ultraestructura de GEF1" revel6 la presencia de
complejos, formando estructuras cilindricas asociadas con particulas electrodensas
altamente organizadas, que probablemente corresponden a proteinas ensambladas
en membranas. La figura 28 muestra un ejemplo de estas estructuras en una célula
en division; estas se observaron en preparaciones independientes, pero no en las
cepas WT ni en las cepas revertidas. De manera interesante, estas estructuras

tampoco se observaron en las cepas pet expresando la mutante F468N.

Figura 28. Particulas electrodensas condensadas en membranas intracelulares. A. Levadura
knock-out (GEF1") en gemacién mostrando dos complejos (sefialados por el circulo) B. Magnificacion
de la estructura sefialada por la flecha en A.

VII. Discusion.

En el genoma de la levadura S. cerevisiae s6lo hay tres proteinas conocidas
gue podrian permitir el transporte de cloro: VDAC es una proteina mitocondrial para
transporte de aniones (incluido el CI") (Colombini y cols., 1996), el cotransportador
Na'/K*/CI" (YBR235w) (André y Scerens, 1995) y Geflp. Por tanto, Geflp seria una
de las proteinas potencialmente implicada en el transporte de CI'. Sin embargo, las
cepas knock-out (GEF1) son capaces de sobrevivir, sugiriendo que no es
indispensable para el metabolismo de las levaduras.

A pesar que la evidencia sefiala que la levadura no transporta CI" (Conway y
Downey, 1950), evidencias indirectas como la reversion del fenotipo petite de GEF1
al expresar proteinas homoélogas (Flis y cols., 2005; Kida y cols., 2001; Miyazaky y
cols., 1999; Gaxiola y cols., 1999; Borsani y cols., 1995) y la conduccién de CI en
fracciones microsomales sobreexpresando Geflp sugieren que esta proteina

funciona como un canal de CI" (Flis y cols., 2002).
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Este trabajo muestra evidencias de la actividad de Geflp en el transporte de
ClI" en la levadura asi como su expresion en membrana plasmatica y organelos;
ademas se estudiaron algunos de los residuos aminoacidicos importantes para su

funcién.

Geflp es una proteina que conduce Cl..

Hace algunos afios se encontré una corriente de ClI” activada por cambios en
el voltaje al inyectar en ovocitos de X. laevis diversas fracciones de RNAmM
proveniente del 6rgano eléctrico de la raya Torpedo. Ademas se observé una
reduccion en el potencial de membrana de los ovocitos inyectados (Sumikawa y
cols., 1984). El gen implicado en esta funcion después fue clonado y se le llamé CIC-
0 (Jentsch y cols., 1990), ahora se sabe que esta proteina pertenece a la misma
familia que Geflp.

Para tratar de definir las propiedades de Geflp procedimos a inyectar GEF1 y
GEF1-GFP en ovocitos de X. laevis. De manera interesante la fluorescencia emitida
por la quimera GEF1-GFP se encontré en regiones cercanas y/6 en la membrana
plasmatica, dando el primer indicio de la expresion de esta proteina en este sitio, la
cual solo habia sido evidenciada de manera intracelular (Schwappach y cols., 1998;
Gaxiola y cols., 1999).

Por otra parte, al igual que CIC-0 (Sumikawa y cols., 1984), la inyeccion de
GEF1 en ovocitos indujo una reduccion en el potencial de membrana, tal vez debido
a la apertura constante y espontanea de un canal. Estos experimentos sugieren la
posibilidad de que Geflp pueda inducir o formar un canal activo en la membrana
plasmatica.

Mediante registros electrofisiolégicos de microsomas enriquecidos con Geflp
incluidos en bicapas lipidicas, Flis y cols. (2002) proponen que Geflp se asocia al
transporte de CI" de manera dependiente del voltaje, permaneciendo abierto en
voltajes que van de -60 a 60mV sugiriendo ademas que dicha corriente se cierra a
voltajes negativos (~ -75mV). Sin embargo, en los ovocitos inyectados tanto con
GEF1 como con GEF1-GFP, a pesar de los diferentes protocolos empleados para
inducir la activacién del canal por voltaje, no se observaron corrientes generadas por
cambios en el potencial de membrana (-20 a -120mV) y por tanto los mecanismos de

activacion aun son desconocidos.
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Sin embargo, la adicion de blogueadores de canales de CI" a la solucion
extracelular de los ovocitos inyectados con GEF1 indujo la despolarizacion del
potencial de membrana, probablemente por provocar el cierre del canal que pudiera
estar abierto de manera constitutiva. Tal efecto se observd también en los ovocitos
expresando GEF1-GFP, aunque en éstos el efecto permanecié por mas tiempo
después de lavar el bloqueador, sugiriendo que esa fusién modifica la cinética del
canal. En los ovocitos no inyectados 0 inyectados con agua no se observo este
efecto.

La fusion de GFP al carboxilo terminal de proteinas CIC ha sido previamente
utilizada, mostrando que para CIC-3 esta fusion no afecta las propiedades biofisicas
del canal (Park y cols., 1998; Rossow y cols., 2006) y para CIC-2 la fusién de GFP al
amino terminal permitio la reversion del fenotipo mutante (GEF1’) de S. cerevisiae al
ser co-expresada con la proteina auxiliar Khalp (Flis y cols., 2005). Los resultados
obtenidos al analizar funcionalmente la quimera GEF1-GFP apoyan el hecho de que
los miembros de la familia CIC al ser fusionados a GFP pueden presentar cinéticas
diferentes.

Con la finalidad de corroborar estos resultados se transfectaron células HEK-
293 con GEF1 y GEF1-GFP. De manera similar a los resultados obtenidos en
ovocitos se observé un canal abierto de manera constitutiva que se bloquea por
NPPB y NFA y reduce la conductancia al usar soluciones extracelulares bajas en CI.
Los cambios en el potencial de membrana no inducen ninguna corriente, y la
relacion I-V de Geflp sugiere que ni la conductancia ni los efectos de NPPB y NFA
presentan dependencia al voltaje. El potencial de inversion de Geflp (~ -9mV) es
mas negativo que el potencial de inversion predicho por la ecuacion de Nerst para
ClI" (-2mV), sugiriendo que Geflp podria permitir la conduccion de otros iones
ademas de CI' como en otros miembros de la familia CIC (EcCIC, CIC-4 y 5) los
cuales ahora se sabe son anti portadores 2CI/H" (Picollo y Push 2005, Schell y
cols., 2005, Accardi y cols., 2005); aunque seria importante realizar otros estudios
para definir claramente las propiedades del canal. Las células no transfectadas
fueron insensibles a NPPB y NFA definiendo la importancia de GEF1 para la
expresion del canal de cloro.

Tanto el NPPB como el NFA han sido ampliamente utilizados para la

caracterizacion de canales de cloro de la familia CIC (Huang y cols., 2005; Ernest y
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cols., 2005; Suzuky y cols., 2005; Moreland y cols., 2006). De particular interés,
Huang y cols (2005) reportaron dos isoformas de CIC-4 en células epiteliales
gustativas: La isoforma CIC-4 es semejante a las previamente reportadas, y CIC-4A
presenta una delecion de 60 aminoacidos hacia el amino terminal. CIC-4 se activa a
pH neutro (7.5 a 6.5) mientras CIC4A lo hace a pH acido (<6.5). Ademas, la corriente
generada se bloquea por NPPB y NFA so6lo en CIC4A (Haung y cols., 2005).
Haciendo una analogia con Geflp ademas de su sensibilidad a estos mismos
bloqueadores ésta es proteoliticamente procesada hacia el amino terminal,
generando dos fragmentos (30 y 70 kDa) (Wachter y Schwappach, 2005), sugiriendo
que la delecién del extremo amino terminal podria favorecer la accion de estos
farmacos y/6 la sensibilidad al pH. Por otra parte, el pH intracelular de S. cerevisiae
es ~6.5 (Haworth y cols., 1993) lo cual podria favorecer la actividad constitutiva de

Geflp en la levadura. Seria interesante probar esto haciendo mas experimentos.

El transporte de Cl- en la levadura.

Una vez que definimos la actividad de Geflp como una proteina que conduce
ClI' de manera constitutiva en sistemas heterélogos, procedimos a analizar su
actividad en la levadura. Se asumi6 que el fenotipo petite provocado por la delecion
de GEF1 podria inducirse al exponer las levaduras a bloqueadores de canales de
cloro como el NPPB, por lo que se probaron diferentes concentraciones del farmaco
directamente sobre el medio de cultivo, encontrando que solo la diluciéon 102 M
indujo un fenotipo similar al petite en la cepa WT; aunque microscopicamente se
pudo observar que todas las diluciones (10 a 10”'M) provocaron aberraciones en la
morfologia celular, manifestada como multiples pliegues 6 malformaciones en la
membrana plasmatica, a pesar de que las células continuaron dividiéndose,
sugiriendo que el farmaco usado no es letal.

Por otra parte, la exposicion a NPPB de la cepa GEF1 no indujo cambios
aparentes en la morfologia macroscopica ni microscépica, apoyando la idea de que
NPPB bloquea la actividad de Geflp. Este mismo efecto se observo al usar 9Ac (No
mostrado).

El flujo de CI' en los compartimentos intracelulares fue observado por la
emision de fluorescencia de SPQ (Mahlangu y Dix, 2004; Dallwing y cols, 1999). Se

observé la atenuacion de la misma como una medida del flujo de CI; se encontrd
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una mayor atenuacion en las cepas WT que en GEF1', lo que indica un mayor flujo
de iones en la primera. Resultados similares se obtuvieron al usar el fluoréforo
MQAE (No mostrado). Lo anterior sugiere que aun que el transporte de cloro en la S.
cerevisiae sea menor en comparacion a otros iones y a otros organismos; Geflp es
al menos parcialmente responsable del flujo de CI" en la levadura, considerando
ademas que el flujo remanente de CI" puede ser inducido por otros mecanismos de
transporte como el cotransportador Na?*/K*/CI" (Coury y cols., 1999).

Por otra parte, la exposicién de las levaduras a NPPB redujo la atenuacion de
manera semejante a GEF1’, apoyando el hallazgo de que éste tiene un efecto

bloqueador sobre el transporte de cloro inducido por Geflp.

Localizacion de Geflp en S. cerevisiae.

Aunque Geflp sélo habia sido localizada de manera intracelular (Schwappach
y cols., 1998; Gaxiola y cols., 1998); la fluorescencia de la quimera GEF1-GFP en
regiones cercanas a la membrana plasmatica, tanto en ovocitos como en células
HEK-293, sugirid que esta proteina podria expresarse en membrana plasmatica en
la levadura. Con la finalidad de definir la localizacion de Geflp en la levadura
probamos dos quimeras en las que GEFL1 fue fusionado hacia el carboxilo terminal
con GFP 6 His (GEF1-GFP y GEF1-His). Dichas fusiones fueron expresadas en la
cepa GEF1 probando que estas proteinas son capaces de revertir el fenotipo petite
indicando con esto que siguen siendo funcionales.

Estas dos versiones modificadas de Geflp se utilizaron para determinar su
localizacion por inmuno-oro y microscopia electronica. Independientemente de la
marca usada (GFP o His), Geflp se localizé en vesiculas intracelulares, incluyendo
la vacuola (Gaxiola y cols., 1999), mientras que la expresion en Golgi no fue del todo
clara, aunque algunas de las vesiculas marcadas podrian corresponder a este
compartimento (Schwappach y cols., 1998). Esta localizacién en vesiculas es
congruente con la hipotesis propuesta en que la via secretoria requiere Geflp para
transportar el CI" necesario para suministrar el cobre que activa a la enzima Fet3p,
una enzima implicada en la activacion de la cadena respiratoria (Davis-Kaplan y
cols., 1998). La microscopia electrénica mostré también que Geflp se localiza en el
reticulo endoplasmico (Wachter y Schwappach, 2005) y en la membrana plasmatica.

Aunque nuestros experimentos sugieren que Geflp es una proteina funcional en
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membrana plasmatica no podemos descartar la posibilidad de que alcance esta

region durante su trafico en vesiculas de secrecion.

Importancia de la estructura del poro.

Una vez que se defini6 que Geflp esta implicada en el transporte de CI,
procedimos a analizar algunos de los residuos sugeridos como importantes para la
formacién del poro en los CIC (Dutzler y cols., 2002). La expresion de once mutantes
puntuales fue corroborada mediante RT-PCR y el impacto de las sustituciones
aminoacidicas sobre Geflp se analiz6 observando la capacidad de las mutantes
puntuales de revertir el fenotipo pet de GEF1', el consumo de O, y la ultraestructura.

Las substituciones que no rescataron el fenotipo petite (S186A,1188N, 1467A,
467N y F468N) no tuvieron ningun efecto dominante negativo sobre la cepa WT,
sugiriendo que el transporte de CI" provisto por la proteina normal es suficiente para
mantener el consumo de O,, y consecuentemente una actividad respiratoria normal.
En contraste ninguna de estas mutantes puntuales indujo la reversion del fenotipo
pet ni recuperd su actividad respiratoria cuando fue expresada en la cepa GEF1'.
Estas observaciones estan de acuerdo con la importancia de estos residuos para
coordinar los iones CI' unidos constitutivamente en el canal, como lo sugieren los
estudios de cristalizacion (Dutzler y cols., 2002).

La sustitucion de Y459, un residuo vecino al sitio de union a CI (Scen), no fue
tolerada. De manera similar a Geflp, otros CIC de mamiferos posen una Y, mientras
CIC-1y 2 poseen una T. El residuo equivalente en E. coli es F (F348), y este mismo
residuo esta presente en dos CIC de mamiferos que rescatan el fenotipo pet (CIC-3
y 5, Borsani y cols., 1995, Miyazaky cols., 1999). Sin embargo la sustitucion Y459F
en Geflp no revirtid el fenotipo pet. De acuerdo al modelo estructural de EcCIC,
F348 aparentemente esta cercano al sitio de union del i6n CI" en el sitio Scen,
atravesando el poro, su papel en el posicionamiento de los iones constitutivamente
unidos al poro no es muy claro; sin embargo en este trabajo sugerimos que es
importante para la actividad de la proteina porque al sustituir por D 6 por V se indujo
la expresion de una proteina disfuncional incapaz de revertir el fenotipo pet.

El residuo Y en el motivo altamente conservado L/l Y D/S al final de la hélice
R, se propone que coordina la unién del CI" en el sitio Scen junto con S186 (Dutzler y

cols., 2002). Sin embargo, este sitio estd ocupado por A en Geflp. En caso de ser
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real la funcion del residuo Y coordinando el CI" en Scen, en Geflp no habria un CI" en
Scen, @unque cabe mencionar que los estudios de cristalizacion de los CIC se
hicieron en proteinas cuya conformacidén estaba en un estado cerrado. Estévez y
cols. (2003) reportaron que al sustituir este residuo Y por A (Y578A) en CIC-1 el
canal continta siendo funcional; por lo que existe la posibilidad de que este residuo
no ejerza una fuerte influencia en la conformacion abierta del canal.

Las sustituciones A558F y A558Y, rescataron el fenotipo pet y recuperaron la
actividad respiratoria. Considerando que Geflp funciona como una proteina que
permite el flujo constante de CI" sugerimos que el residuo A558 no es del todo
responsable del posicionamiento de CI" en el sitio Scen..

La evaluacion de dos sustituciones en el residuo F468 de la hélice N (F468A y
F468N) sugirieron la importancia de mantener un ambiente hidrofébico para
preservar la funcion de la proteina. Las mutaciones en el residuo homologo en CIC-1
(F484A) reducen drasticamente la conductancia del canal (Estévez y cols., 2003), de
manera consistente con nuestras observaciones. Por otra parte F468N no rescata el
fenotipo pet ni recupera la actividad respiratoria, sugiriendo el impacto negativo de

esta mutacion en la funcion de la proteina.

El impacto de dos mutantes puntuales sobre las levaduras.

Se determind el impacto de las mutaciones F468A y F468N sobre la
morfologia de las levaduras. Los fluoréforos MitoTracker (Rubino y cols., 2000) y
brefeldina (Hetcherberg y Daum, 1995), mostraron evidencias de una organizacion
irregular tanto de mitocondrias como en las vesiculas en el trafico entre aparato de
Golgi y reticulo endoplasmico; estas caracteristicas fueron aparentemente similares
entre F468N y GEF1 mientras F468A parece similar a WT y GEF1 en GEF1'.

El analisis detallado de la ultraestructura de las mutantes F468N y GEF1
reveld la presencia de pliegues en la membrana plasmética, disgregacién de los
organelos y desacople del reticulo mitocondrial. Las levaduras con deficiencias
respiratorias tipicamente reducen el numero de citocromos y exhiben mitocondrias
pobremente diferenciadas (Torkko y cols., 2001); este efecto fue observado tanto en
GEF1 como en F468N.

De particular interés durante el andlisis de la ultra estructura se observo la

formacion de estructuras aun no definidas que parecen formar complejos proteinas-
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membranas en GEF1". Estas estructuras solo se observaron en el knock-out de
GEF1 y no en las cepas transformadas con los mutantes puntuales de GEF1,
sugiriendo que podria ser generada solo en la ausencia de Geflp. Sin embargo
seria interesante hacer un andlisis mas detallado de mutantes pet para tratar de
dilucidar el origen de estas estructuras.

Los pliegues observados en membrana plasmatica se parecen a los
observados en cepas mutantes de los genes de la enzima inositol 5-fostatasa:
Synaptotajina (SJL1-3) implicada en control de calidad de membrana plasmética y
procesos de reciclaje de las proteinas de membrana a los lisosomas; estas mutantes
generan “pseudo-compartimentos intracelulares” formadas por las invaginaciones
membranales que rodean proteinas citoplasmicas y se presentan en regiones
cercanas a la membrana plasmatica (Sarisvasan y cols., 1997); aunque, estas no
parecen ser iguales a las estructuras cilindricas observadas en GEF1’, ademas las
mutantes SJL1-3 no desarrollan el fenotipo pet.

Por otra parte en un modelo basado en consideraciones termodinamicas para
predecir como las bombas y canales ibnicos regulan el pH, propone varias
combinaciones de canales y transportadores ionicos que de acuerdo a sus
propiedades funcionales podrian regular las diferencias de pH entre endosomas
(~6.0) y lisosomas (~5.0) (Rybak y cols., 1997). Este modelo sugiere que los CICs
pueden ser el mecanismo por el cual se regula esta diferencia. En apoyo a esta
hipotesis; los CICs 3 y 6 han sido evidenciados en pre-lisosomas (Poet y cols.,
2006), el CIC-5 co-localiza con una bomba de protones en endosomas apicales
(Gunther y cols., 1998) y la delecion de esta proteina reduce la acidificacion
endosomal (Hara-Chikuma y cols., 2005), ademas el CIC-7 se ha encontrado en
lisosomas y endosomas tardios (Kornak y cols., 2001; Kasper y cols., 2005)

En el caso de Geflp la inmunolocalizacibn no revelé con claridad su
presencia en los endosomas; sin embargo si Geflp se localiza en la membrana
plasmatica existe la posibilidad de que pudiera ser funcional en endosomas. Aunado
esto a el hecho de que Geflp fue localizado en vesiculas post-Golgi, un
compartimento especializado en el procesamiento de proteinas, sugiere que Geflp
ademas de su papel en la activacion de la enzima Fet3 (que a su vez activa la
citocromo c¢ oxidasa) (Davis-Kaplan y cols., 1998), podria influenciar el control de

calidad de la membrana plasmaética al afectar el balance del reciclaje de proteinas de
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membrana, sirviendo en ambos casos como contra-ion para el transporte de otros
iones en vesiculas acidificadas, actividad que seria favorecida en el caso de que
Geflp realmente actte como cotransportador CI/H"; sin embargo es necesario

hacer otros experimentos para probar esta hipétesis

VIII. Conclusiones.

En los sistemas heterélogos utilizados, tanto ovocitos como células HEK-293;
GEF1 expresa una proteina que conduce CI', formando un canal constitutivamente
abierto que se localiza en membrana plasmatica, reticulo endoplasmico, vacuola y
otras vesiculas. Aungue en este trabajo no definimos los mecanismos de activacion;
nuestros datos sugieren que podria tratarse de un antiportador como es el caso de
EcCIC, CIC-4 y CIC-5.

Mediante el uso del fluoréforo indicador de aniones (SPQ) definimos que el
flujo de CI" en la levadura GEF1 es menor que en la cepa silvestre. Ademas se
determind la localizacion de Geflp mediante inmuno-oro y microscopia electronica

en la membrana plasmatica de la levadura.

La delecién de GEF1, la exposicién a bloqueadores de canales de CI', asi
como la induccibn de mutantes disfuncionales provoca la formacion de
invaginaciones en la membrana plasmética y malformaciones en los organelos de la

levadura.

Se hicieron once mutantes para definir algunos aminoacidos importantes en la
estructura-funcion de esta proteina; analizando la capacidad de estos para revertir el
fenotipo pet inducido por la delecion de GEF1. Las sustituciones S186A, 1188N,
Y459D, Y459F, Y459V, 1467A, 1467N y F348N no rescataron el fenotipo pet mientras
F348A, A558F y A558Y indujeron la formacion de colonias semejantes a la cepa
WT, estos resultados sugieren la importancia de mantener un ambiente hidrofébico

en el poro del canal.
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Apéndice |

Medios de Cultivo

YPD

1.0% Extracto de levadura
1.0% Peptona

2.0% D-glucosa

YNB s/U-L (Medio selectivo- primer selecidn)

0.67% YNB (Yeast Nitrogen Base)
2.0% D-glucosa

20 mg/ml Leucina

20 mg/mi Histidina

20 mg/ml Adenina

20 mg/ml Triptofano

YNB s/U-L (Medio selectivo- segunda selecién)
0.67% YNB (Yeast Nitrogen Base)
2% D-glucosa

20 mg/mi Histidina

20 mg/ml Adenina

20 mg/mi Triptéfano

YNB medio supelementado

0.67% YNB (Yeast Nitrogen Base)
3% Glicerol

2% Etanol

0.5mM CuSO,

20 mg/ml Histidina

20 mg/mi Adenina

20 mg/mi Triptéfano

1.0mM Ferrozina

YPGE

2.0% Peptona

1% Extracto de levadura

3% Glicerol

2% Etanol

1.0M Ferozina

LB medio

1.0% Triptona

0.5% Extracto de levadura

1.0% NaCl

Para preparar medio solido se agregd 2% de BactoAgar.
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Apéndice Il

Oligonucleotidos.

Oligonucleotido
Prima
GeflBam-H1
GCHI5”
GCRI3’
GFP5"-a
Gef. 888
Gef926
SalGFP
pYEX-Rv
S186A
S186Aa
1188N
1188Na
Y459F
Y459Fa
Y459V
Y459Va
Y459D
Y459Da
1467A
1467Aa
1467N
1467Na
F468A
F468Aa
F468N
F468Na
A558F
A558Fa
A558Y
Ab58Ya

Secuencia

ATGCCAACAACTTATGTGCCAATAAATCAACCA
GGATCCTATAACCTTACCATTTCGATTAGT
CCCAAGCTTCGGATCCGATTATGCCAACAAC
CCGTTACTAGTGAATTCTATAACGTTACC
GCATCGCCCTCGCCCTCGCC

TCTGCGAATAGGTTCAACTCC

TATTATGTCGCCCTAGTCGC
GTAAAGCGGCGTCGACTCTAGATCATAATC
TTTGCAGCTACCACATT
CCTATGGCTACTGGTGCAGGAATCTCAGAGATTAA
TTAATCTCTGAGATTCCTGCACCAGTAGCCATAGG
GGCTACTGGTTCAGGAAACTCAGAGATTAAGGTATGG
CCATACCTTAATCTCTGAGTTTCCTGAACCAGTAGCC
GTTGGTAGTGGTATCATTTGGCGCCAGAGTTCC
GGAACTCTGGCGCCAAATGATACCACTACCAAC
TTGTTGGTAGTGGTATCAGT TGGCGCCAGAGTTCCTG
CAGGAACTCTGGCGCCAACTGATACCACTACCAACAA
GTTGGTAGTGGTATCAGATGGCGCCAGAGTTCC
GGAACTCTGGCGCCATCTGATACCACTACCAAC
AGAGTTCCTGCCGGAGCCTTTGTTCCTTCAATGGC
GCCATTGAAGGAACAAAGGCTCCGGCAGGAACTCT
AGAGTTCCTGCCGGAAACTTTGTTCCTTCAATGGC
GCCATTGAAGGAACAAAGT TTCCGGCAGGAACTCT
GTTCCTGCCGGAATCGCTGTTCCTTCAATGGCG
CGCCATTGAAGGAACAGCGATTCCGGCAGGAAC
GAGTTCCTGCCGGAATCAATGTTCCTTCAATGGCGGT
ACCGCCATTGAAGGAACATTGATTCCGGCAGGAACTC
TCTGGTATTTCTGGCGGTATTT TTGATCAAATGATCATGGTTAAT
ATTAACCATGATCATTTGATCAAAAATACCGCCAGAAATACCAGA
TCTGGTATTTCTGGCGGTATTTATGATCAAATGATCATGGTTAAT
ATTAACCATGATCATTTGATCATAAATACCGCCAGAAATACCAGA

Descripcion

Oligo 5"se une sobre el codén de inicio de GEF1

Oligo 3" se une sobre el coddn de paro y afiade un sitio Bam HI
Oligo 5" se une sobre el coddn de inicio de GEF1 y afiade un sitio Bam HI
Oligo 3" se une sobre el codén de paro y afiade un sitio Eco RI
Oligo3". Se une a GFP (pEGFP-N2, se une a 780 pb) permite leer la fusion
Se une al nucleotido 888 de GEF1

Se une al nucleétido 926 de GEF1

Oligo 3". Afiade un sito Sal | al final de la secuencia de GFP (pGEFP-N2)
Oligo 3". Se une a pYEX-BX, permite leer el producto clonado.
Oligo 5"mutagénico

Oligo 3"mutagénico

Oligo 5"mutagénico

Oligo 3’mutagénico

Oligo 5"mutagénico

Oligo 3"mutagénico

Oligo 5"mutagénico

Oligo 3"mutagénico

Oligo 5"mutagénico

Oligo 3’mutagénico

Oligo 5"mutagénico

Oligo 3’mutagénico

Oligo 5"mutagénico

Oligo 3"mutagénico

Oligo 5"mutagénico

Oligo 3"mutagénico

Oligo 5"mutagénico

Oligo 3’mutagénico

Oligo 5"mutagénico

Oligo 3’mutagénico

Oligo 5"mutagénico

Oligo 3"mutagénico
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Apéndice Il
Mutantes puntuales

S186A

>emb|Z23117.1|SCGEF1 S.cerevisiae GEF1l gene Length=4012 Score = 65.9 bits
(33), Expect = 5e-09 ldentities = 36/37 (97%), Gaps = 0/37 (0%)
Strand=Plus/Plus

S186A CCTATGGCTACTGGTGCAGGAATCTCAGAGATTAA 35

ERERLRE R LRt
GEF1 CCTATGGCTACTGGTTCAGGAATCTCAGAGATTAA 575

S0 520

51 520
TCCTATGGCT A C G GTIG CAGGA A TCT CAGAGATTAA C

1188N

>emb|Z23117.1|SCGEF1 S.cerevisiae GEF1 gene Length=4012 Score = 65.9 bits
(33), Expect = 5e-09 ldentities = 36/37 (97%), Gaps = 0/37 (0%)
Strand=Plus/Plus

1188N GGCTACTGGTTCAGGAAACTCAGAGATTAAGGTATGG 37

TRLERLRRE e il
GEF1 GGCTACTGGTTCAGGAATCTCAGAGATTAAGGTATGG 1049

170 180 190 Z00
GG CT ACTG GTTC AG GHLAE | TCAG AG ATT A2 GTaAE TG G
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Y459D

>emb|Z23117.1|SCGEF1 S.cerevisiae GEF1l gene Length=4012 Score = 65.9 bits
(33), Expect = 5e-09 ldentities = 36/37 (97%), Gaps = 0/37 (0%)
Strand=Plus/Plus

Y459D GTTGGTAGTGGTATCAGATGGCGCCAGAGTTCC 33

ERELERER e teeennnnttl
GEF1 GTTGGTAGTGGTATCATATGGCGCCAGAGTTCC 1858

420 430 440 4!
TS TTG GTAGT G GT ATC A ATNG GCOGT CTAG & GTTCC

Y459F

>emb|Z23117.1|SCGEF1 S.cerevisiae GEF1l gene Length=4012 Score = 65.9 bits
(33), Expect = 5e-09 ldentities = 36/37 (97%), Gaps = 0/37 (0%)
Strand=Plus/Plus

Y459F GTTGGTAGTGGTATCATTTGGCGCCAGAGTTCC 33

IEELRRELRRR ey el
GEF1 GTTGGTAGTGGTATCATATGGCGCCAGAGTTCC 1858

420 430 440 450
TG TTG GT AGSGT S GT &4TC AT T SS oS o AGS A STTCC
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Y459V

>emb|Z23117.1|SCGEF1 S.cerevisiae GEF1l gene Length=4012 Score = 65.9 bits
(33), Expect = 5e-09 ldentities = 36/37 (97%), Gaps = 0/37 (0%)
Strand=Plus/Plus

Y459V TTGTTGGTAGTGGTATCAGTTGGCGCCAGAGTTCCTG 37

LREERLRREERR Rty tennennnnennnntl
GEF1 TTGTTGGTAGTGGTATCATATGGCGCCAGAGTTCCTG 1860

420 430 440 450 461
CTTG TTGGTAGTGGTATCAHGTT GGCGC C AGANTTHCTGCCGGE & AT

1467A

>emb|Z23117.1|SCGEF1 S.cerevisiae GEF1l gene Length=4012 Score = 65.9 bits

(33), Expect = 5e-09 ldentities = 36/37 (97%), Gaps = 0/37 (0%)
Strand=Plus/Plus

1467A AGAGTTCCTGCCGGAGCCTTTGTTCCTTCAATGGC 35

FRELRRRERRenr enrnnnnnttnnl
GEF1 AGAGTTCCTGCCGGAATCTTTGTTCCTTCAATGGC 1885

450 460 470
2AG AGTTCCT GCC GG ASZCTTTSTT CSCT T CALE TG GO
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1467N
>emb|Z23117.1|SCGEF1 S.cerevisiae GEF1l gene Length=4012 Score = 65.9 bits
(33), Expect = 5e-09 ldentities = 36/37 (97%), Gaps = 0/37 (0%)
Strand=Plus/Plus

1467N AGAGTTCCTGCCGGAAACTTTGTTCCTTCAATGGC 35
FRELRRRERRE R Rt

GEF1 AGAGTTCCTGCCGGAATCTTTGTTCCTTCAATGGC 1885

430 440 450 460 470

CATATG GCGC CAGAG TTCCTGCCGG AAC TTTG TTCCTT CAATG GCG

LA, ;M “M

_‘x‘,ht’lh 'h'k‘
FA68A

>emb|Z23117.1|SCGEF1 S.cerevisiae GEF1 gene Length=4012
Score = 50.1 bits (25), Expect = 2e-04 ldentities = 31/33
(93%), Gaps = 0/33 (0%) Strand=Plus/Plus

FA68A GTTCCTGCCGGAATCGCTGTTCCTTCAATGGCG 33

IERELEREEELe e Pl
GEF1 GTTCCTGCCGGAATCTTTGTTCCTTCAATGGCG 1886

440 450 46 470
DATATG GUGCCAGAGTTCCTGCCGG A4 ATCGCT|G TTCCTTCAATC

h

LA
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F468N
>emb|Z23117.1|SCGEF1 S.cerevisiae GEF1l gene Length=4012 Score = 65.9 bits
(33), Expect = 5e-09 ldentities = 36/37 (97%), Gaps = 0/37 (0%)
Strand=Plus/Plus

F468N GAGTTCCTGCCGGAATCAATGTTCCTTCAATGGCGGT 37

LRLERLRRR Rt el
GEF1 GAGTTCCTGCCGGAATCTTTGTTCCTTCAATGGCGGT 1888

440 450 460 47
AGAGTTCCTGCCGSE A ATLAAT|IGTTC 2 TTZ A TGGCGGETT

ﬂ

A5S58F
>emb|Z23117.1|SCGEF1 S.cerevisiae GEF1 gene Length=4012 Score = 65.9 bits
(33), Expect = 5e-09 ldentities = 36/37 (97%), Gaps = 0/37 (0%)
Strand=Plus/Plus

A558F TCTGGTATTTCTGGCGGTATTTTTGATCAAATGATCATGGTTAAT 45

LERELEERRRL R ey ettt
GEF1 TCTGGTATTTCTGGCGGTATTGCTGATCAAATGATCATGGTTAAT 2162

240 250 460 270 280
STCTGGTATTTCTGGCGGTATTYTTT|IGATC A244A4TG ATCATG GT TAATC
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A558Y

>emb|Z223117.1|SCGEF1 S.cerevisiae GEF1l gene Length=4012 Score = 65.9 bits
(33), Expect = 5e-09 ldentities = 36/37 (97%), Gaps = 0/37 (0%)
Strand=Plus/Plus

A558Y TCTGGTATTTCTGGCGGTATTTATGATCAAATGATCATGGTTAAT 45

EELLERERERERR e tenee el
GEF1 TCTGGTATTTCTGGCGGTATTGCTGATCAAATGATCATGGTTAAT 2162

290 ano <] azn k]
s TCTG GTATTTCTG GCGEGTAT PTAT|GATC 2A4TG ATCATG GT TAAT
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Introduction

In the yeast Saccharomyces cerevisiae the gene GEFI encodes
for a protein regarded as a member of the voltage activated
CI” channel family (CIC), a gene family associated with
multiple physiological roles including maintenance of os-
motic equilibrium, intracellular pH and membrane poten-
tial of plasma membranes. Deletion mutants of GEFI
develop an iron-suppressible petite phenotype; these cells
exhibit reduced mitochondrial respiration growing slowly in
nonfermentable carbon sources (Greene et al., 1993). The
pet phenotype is effectively reverted by expressing some
vertebrate CICs, such as the Torpedo CIC-0 (Gaxiola et al.,
1998), CICN3 (Borsani et al., 1995), OmCIC-3, mCIC-5
(Miyazaki et al., 1999), mCIC6 (Kida et al., 2001), and the
Arabidosis thaliana AtCIC-d (Hechenberger et al., 1996).
Geflp is processed by proteolysis in the secretory pathway,
giving rise to two polypeptides of 30 and 70 kDa (Wachter &

FEMS Yeast Res 18 (2007) 1-12

Abstract

Expression of GEFI in Xenopus laevis oocytes and HEK-293 cells gave rise to a CI™
channel that remained permanently open and was blocked by nitro-2-(3-phenyl-
propylamino) benzoic acid and niflumic acid. NPPB induced petite-like colonies,
resembling the GEFI knock-out. The fluorescent halide indicator SPQ was
quenched in a wild-type strain, in contrast to both a GEFI knock-out strain and
yeast grown in the presence of NPPB. Immunogold and electron microscopy
located Geflp in the plasma membrane, vacuole, endoplasmic reticulum and Golgi
apparatus. Eleven substitutions in five residues forming the ion channel of GEFI
were introduced; some of them (S186A, I188N, Y459D, Y459F, Y459V, 1467A,
1467N and F468N) did not rescue the pet phenotype, whereas F468A, A558F and
A558Y formed normal colonies. All the pet mutants showed reduced O, consump-
tion, small mitochondria and mostly disrupted organelles. Finally, electron
microscopy revealed that the plasma membrane of the mutants develop multiple
foldings and highly ordered cylindrical protein-membrane complexes. All the
experiments above suggest that Geflp transports CI” through the plasma mem-
brane and reveal the importance of critical amino acids for the proper function of
the protein as suggested by structural models. However, the mechanism of
activation of the channel has yet to be defined.

Schwappach, 2005); the functional significance of this event
is still in debate. However, the ion-conducting properties of
the protein-channel have not been extensively studied and
the available evidence suggests that Geflp transports Cl™ in
intracellular vesicles and the medial Golgi compartment,
playing a crucial role in cation homeostasis (Schwappach
et al., 1998; Gaxiola et al., 1999; Flis et al., 2002).

Geflp follows the basic structure of other CICs, forming
dimers assembled by two identical subunits containing their
own independently-gated pore. Based on the ecCIC struc-
ture (Dutzler et al., 2002), each subunit has 18 o-helices that
wrap around the ion-permeation pathway, in which two Cl™
ions are permanently bound and coordinated by main chain
protein atoms. Three ion-binding sites are formed by amino
acid stretches at the N-end of four a-helices: D, E, N and R
(Fig. 1). These sites are named Sey, Scen> and Siy, to reflect
their relative locations in the pore, and the permanently
bound Cl ions are in both S, and S;,,;, whereas a glutamate

© 2007 Federation of European Microbiological Societies
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in the F helix blocks the third Cl™ binding site when the
channel is closed (Dutzler et al., 2003).

There is extensive sequence similarity among Geflp, CIC-
4 and -5; the later two proteins are functional CI/H"
antiporters in endosomes and Golgi (Picollo & Pusch,
2005; Scheel et al.,, 2005). Primary distribution of CIC-4
and -5 is in the early-late endosome, nevertheless, they both
also reach the plasma membrane (Huang et al., 2005;
Schmieder et al., 2007). Also, when expressed in heterolo-
gous systems, such as frog oocytes and HEK-293 cells, they
form functional CI” channels (Friedrich et al, 1999).
Whether the induced currents are a consequence of the
normal traffic of the channel-protein or due to the artificial
overexpression of the channel in a heterologous system,
remains to be determined. Nevertheless, those observations
prompted us to examine the potential location and function
of Geflp in the plasma membrane of the yeast and to explore
its expression in heterologous systems to determine its
ability to transport CI ™.

We present here several lines of evidence that indicate that
Geflp reaches the plasma membrane, where it conducts Cl .
Firstly, we found that when expressed in Xenopus laevis
oocytes and HEK-293 cells, Geflp forms a channel that
remains permanently open and is shut by nitro-2-(3-
phenylpropylamino) benzoic acid (NPPB) and niflumic
acid (NFA), two Cl™ channel blocking agents. Secondly,
yeast exposed to NPPB develops a petite-like phenotype

A. Lopez-Rodriguez et al.

and the ClI -influx is reduced to levels comparable to those
of a GEFI knock-out strain. Thirdly, immunogold labeling
and electron microscopy revealed that Geflp is located in
the plasma membrane as well as in intracellular compart-
ments. In addition, to better understand the role of Geflp
we examined how single site mutations in the S, site
change the morphology of the colony, oxygen consumption
and organelle distribution of the yeast. Finally, ultrastruc-
tural analysis revealed that the pet mutant has an altered
organelle organization, developing multiple plasma mem-
brane foldings and forming a highly arranged intracellular
membrane-protein complex.

Materials and methods

Yeast strains and media

The yeast strains (MATa), RGY-30 (ura3-1; leu 2-3, 112;
trpl-1; his3-11, 15) and RGY-192 (gefl::his3-11; ura3-1; leu
2-3, 112; trpl-1) were donated by R. Gaxiola from the
University of Connecticut (Gaxiola et al., 1998, 1999).
Standard yeast media and genetic manipulations were as
described by Ausubel et al. (1997). To induce the pet
phenotype, yeast was grown for 3-5 days at 30 °C in YPGE
or YNB agar supplemented with 3% glycerol, 1 mM Ferro-
zine and 20 ugmL ™" each of His, Ade and Trp. Expression
was induced with 0.5 mM CuSO, (pYEX-BX, Clontech) or

Fig. 1. Sequence alignment and topology of CICs. Residues forming the selectivity filter in EcCIC are in bold letters. Alignment of residues of the D, N
and R helices are indicated. The F helix is not included as it does not form part of the Sce, site. S109 from EcCIC corresponds to S186 in Geflp,
1109-1188, Y459-F348, 1356-1467, F357-F468, and Y445-A558. GenBank accession numbers are as follows: hCIC-1 (Z25884), hCIC-2 (NM_004366),
hCIC-3 (NM_001829), hCIC-Ka (NM_001042704), hCIC-Kb (NM_000085), hCIC-4 (NM_001830), hCIC-6 (NM_001286), hCIC-7 (NM_001287), GEF1

(23117), EcCIC (NP_752140).

© 2007 Federation of European Microbiological Societies
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2% galactose (pYES2.1/V5-His-Topo, Invitrogen). The effect
on the yeast of the CI” channel blocker NPPB was observed
3-5 days after adding serial dilutions (107°-10""M) of
the compound on YPGE agar. The gene fusions GEFI-GFP
and GEFIHis were derived from the plasmids pYEX-BX
(Clontech) and pYES2.1/V5His-Topo (Stratagene), respec-
tively, and transformed in RGY-192 using the lithium acetate
method as described by Ausubel et al. (1993).

Molecular biology

GEF1 was obtained by PCR-cloning using two specific
primers (Prima: 5’ ATGCCAACAACTTATGTGCCAATAAA
TCAACCA3' and GefBam': 5’GGATCCTATAACCTTACCA
TTTCGATTAGT3’) and cloned in pGEM-T Easy (Prome-
ga); the gene was fully sequenced to corroborate its identity.
Then, several steps of site-directed mutagenesis introduced
restriction sites that allowed us to: (1) shuttle GEFI in the
yeast expression vector pYEX-BX (Clontech), (2) introduce
GEFI in the expression plasmid pcDNA3 (Invitrogen), and
thus drive the transcription from the strong CMV promo-
ter-enhancer in mammalian cells and X. laevis oocytes, (3)
fuse GFP towards the C-terminus of GEFI in pEGFP-N2
(Clontech) and (4) remove the translation stop codon and
add a 6His tag to the C-terminus after cloning in pYES2.1/
V5-His-Topo (Invitrogen). Single site substitutions in GEF]I
(S186A, 1188N, Y459D, Y459F Y459V, I356A, I356N,
F468A, F468N, A558F, A558Y) were introduced, using the
Quick Change Kit from Invitrogen. The sequence of all
mutants was confirmed on both strands using an auto-
mated DNA sequencing apparatus (ABI prism 310 Genetic
Analyzer, Applied Biosystems). Expression of GEFI was
assessed by means of reverse transcriptase-PCR (RT-PCR)
from RNA isolated from colonies growing on selective
media.

Electrophysiology

Xenopus oocytes

Isolation of oocytes and recordings were as described
previously by Miledi (1982). Briefly, ovaries from X. laevis
were dissected and follicles isolated manually. To remove the
enveloping cells, the follicles were treated with 0.5 mgmL ™
collagenase type 1 (Sigma) for 1h and then maintained at
16 °C in Barth’s medium containing gentamicin (0.1 mgmL ™).
One day later, 14nL of plasmid pcDNA3-GEFI, GEFI-
GFP or pEGFP-N2 was injected into the nucleus. Three days
later, the two-microelectrode voltage-clamp technique was
performed in normal frog Ringer (mM: NaCl, 96; KCl, 2,
CaCl,, 2; MgCl,, 1; HEPES-NaOH, 5; pH 7.4) at room
temperature using microelectrodes filled with 3M KCL
NPPB (1077-10"> M) was perfused onto the oocytes, while
holding the membrane potential at — 60 mV. For induction
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of voltage activated currents, the membrane potential was
stepped from —60 to +40mV and then to —120mV in
20=mV steps.

HEK-293 cells (American Tissue Culture Collection,
CRL1573) were cultured as described previously (Halliwell
et al., 1999), and maintained in a growth medium that
consisted of Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
supplemented with 10% fetal calf serum, 2 mm L-glutamine
and 100UmL™" penicillin/streptomycin. HEK-293 cells
were seeded into 35-mm cultures dishes coated with Poly-
p-lysine at a density of 10000 cellsdish™', 1 day before
transfection. To transfect HEK-293 cells with the GEFI
construct, the transfection reagent Fugene-6 was used
according to the manufacturer’s instructions (Roche Diag-
nostics Corporation). In brief, 3 pL of Fugene reagent was
added to 97 pL serum-free DMEM medium. The resulting
mixture was added to 1 pg of the plasmid, allowed to stand
at ambient room temperature for 15 min, and then added to
the cells. Electrophysiological recordings were made 24-36 h
after transfection.

Currents were recorded from HEK-293 cells at ambient
room temperature (20-23 °C) using the whole-cell config-
uration of the patch-clamp technique. Patch electrodes were
made from borosilicate glass pipettes and fire polished just
before use. HEK-293 cells were voltage-clamped at — 60 mV
using an Axopatch 200B amplifier and headstage (Axon
Instruments) and low pass filtered at 10 kHz before digitiza-
tion and storage on a PC running winwcp software (Uni-
versity of Strathclyde, UK). HEK-293 cells were perfused
with an extracellular solution composed of (in mM): NaCl,
140; KCl, 5; MgCl,, 1; CaCl,, 2; HEPES, 10; D-Glucose, 10;
pH 7.4; this solution was supplemented with tetrodotoxin
(200 nM), tetra-ethyl-ammonium chloride (5 mM), 4-ami-
nopyridine (2 mM) and CoCl,, (2mM) to block any possi-
ble voltage-activated currents from endogenous sodium,
potassium or calcium channels. For the study of the effects
of low extra-cellular CI", NaCl was replaced isotonically with
NaNOs;. The patch pipette resistances ranged from 2 to
5MQ, and the patch pipette solution contained (in mM):
CsCl or K-gluconate, 142; MgCl,, 2; CaCl,, 1; EGTA, 11;
HEPES, 10; Mg-ATP, 2; pH 7.4. NPPB (Fisher Scientific), or
NFA was applied to HEK cells using a Y-tube (fabricated
in-house). Fresh bath solution was also perfused (at
2mLmin"") using a gravity-feed system (manufactured in-
house) to ensure there was no build-up of drug solutions in
the culture dish. Baseline holding currents were recorded
in the absence and presence of NPPB (30 uM) or NFA
(100 uM). Holding membrane current-voltage (I-V) rela-
tionships were also determined between — 140 and 40 mV
(over 400 ms) in the absence and presence of NPPB or NFA.
Drug-induced changes in membrane current were measured
at their peak and these responses are plotted and displayed
using GRAPHPAD prisM® (version 4).
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SPQ labeling and fluorometry

The cells (RGY-30 and RGY-192) were grown for 3-5 days at
30 °C in YPGE, arrested in M phase with 5mM nocodazole
and harvested by centrifugation for 5min at 1000 g at 4 °C.
Cells were diluted to 1 x 10° cellsmL ™" in YPGE and loaded
by immersion for 5min in 300 uM of SPQ, a Cl™ sensitive
fluorophore (Biwersi et al., 1994; Accardi & Miller, 2004).
Cells were washed five times in YPGE media (minus SPQ)
immediately prior to fluorometry. Fluorescence was mea-
sured after 15, 30, 60, 90 and 120 min using a VersaFluor
Fluorometer (BioRad) with excitation and emission at 317
and 445 nm, respectively. Data were normalized by compar-
ison with yeast grown in YPGE minus SPQ and plotted
using ORIGIN 6.0 software.

Microscopy

Some oocytes and transfected HEK-293 cells expressing
GEF1-GFP or pEGFP-N2 were observed under a laser
confocal microscope (Nikon Model E-600) with an excita-
tion of 488nm and emission of 507 nm. Images were
processed with software siMpLE psI version 4.0.6 (Compyx
Inc.). The phenotype of yeast was observed using an
Olympus BX60 light microscope.

For ultrastructural analysis, cells were collected from the
agar plates and washed twice in 0.02M S-collidine pH 7.2
and blocks from agar plates were made of 0.5-1 mm” in 2%
agar at 40-60 °C, then washed twice in solution (0.2M
sucrose, 0.001 M CaCl, in S-collidine) and fixed by immer-
sion in 3% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylic acid buffer, pH
7.4 at 4 °C for 30 min. The blocks were dehydrated with two
changes of 30%, 40%, 50%, and 70% aqueous ethanol for
15 min each. Infiltration was carried out in LR White Resin
(Polysciences), for at least 2 days. For inclusion, tissue blocks
were transferred to BEEM capsules filled with undiluted
resin and no catalyst, at 60 °C for 24 h. Semi-thin sections,
obtained in an MTX ultra microtome with glass knives, were
stained with toluidine blue to evaluate preservation and to
select the area to be examined under the microscope. Thin
sections of 70nm obtained with a diamond knife were
picked up on 300 mesh formvar-coated nickel grids.

For the immunocytochemistry assay, grids were floated in
a humid chamber over a drop of 0.5M phosphate buffer
(PBS) for 30 min, and then floated in 1% bovine serum
albumin (BSA) in PBS containing 0.1% Tween 20. After each
incubation, grids were washed twice with PBS—BSA without
detergent. Grids were incubated overnight at 4 °C in the
humid chamber, floating over two drops of primary anti-
body at 1:100 dilution. After extensive washing with PBS-
BSA buffer, they were incubated for 1h in the humid
chamber at 37 °C with goat anti-rabbit Ab 1:250, labeled
with 15nm gold particles. Thereafter sections were con-
trasted with lead citrate and uranyl acetate as described by
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Hayat (1981) and observed in a JEOL 1010 electron micro-
scope at 80kV with a high contrast pole piece at the
magnification indicated.

0O, consumption

The cells were grown for 3-5 days at 30 °C in supplemented
YNB media and arrested in M phase by adding 5mM
nocodazole, then collected by centrifugation for 5min at
1000g at 4°C, and resuspended in 1/50th the original
volume in supplemented YNB media previously set at
30°C. Cells were diluted to 1 x 10°cellsmL™" and the O,
consumption rate recorded with a Clark-type oxygen elec-
trode in 3 mL of supplemented YNB medium as reported by
Hernandez-Munoz et al. (1992).

Staining of mitochondria and organelles

Yeast in M phase were stained with MitoTraker Red CmxRos
or brefeldine (Molecular Probes) according to the manufac-
turer’s instructions, observed under a laser confocal micro-
scope (Nikon Model E-600) excitation 579 nm and emission
599 nm. Images were processed with software SIMPLE PsI
version 4.0.6.

Results

Electrophysiology

Injection of GFP or GEFI-GFP into oocytes induced the
expression of fluorescent proteins that were clearly observed
by laser confocal microscopy. Whereas the fluorescence
emitted by soluble GFP was observed throughout the
oocyte, GEFI-GFP was located mainly at or beneath the
plasma membrane of the animal hemisphere (Fig. 2a and b).
Furthermore, the resting membrane potential of oocytes
injected with GEFI-GFP or GEFI was usually ca. —20mV,
contrasting with noninjected oocytes whose resting poten-
tial ranged from —35 to —60mV. Voltage stepping the
oocytes from — 60 to +40mV and then to — 120 mV did
not elicit currents derived from the expressed protein and
the currents were not significantly different from those
noninjected or of GFP-expressing oocytes (Fig. 2¢, n=10).
A different situation was observed when oocytes expressing
GEF1 or GEFI-GFP were exposed to NPPB. As illustrated in
Fig. 2d, 0.1 mM NPPB elicited an outward current accom-
panied by a decrease in membrane conductance (n=38),
presumably due to the blocking of a Cl channel expressed by
GEF]I. Similar results were observed when expressing GEFI-
GFP; however, the effect of the drug lasted several minutes
after the wash-out (not shown), suggesting that the GFP-
tagged protein has different channel kinetics or a higher
affinity for the NPPB.
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Fig. 2. Electrophysiology in Xenopus laevis oocytes and HEK293.
a) Laser confocal fluorescence microscopy of oocytes expressing
(a) GEF1-GFP and (b) GFP. (c, d) Recordings of oocytes during a voltage-
step protocol, followed by application of 0.1 mM NPPB. Notice the
change of conductance in oocytes injected with GEFT (d). This change
was never observed in noninjected oocytes and it was evidenced only
when NPPB or other CI™ channel blockers were perfused on oocytes
expressing Gef1p. HEK-293 cells expressing GFP (e) or Gef1p (f). Notice
the punctated distribution of fluorescence in (f). (g) Membrane currents
at holding potentials of — 140 to 40mV in HEK-293 cells transfected
with GEFT in the absence (left) and presence (right) of 30 uM NPPB. (h)
Membrane current-voltage relationship of GEFT transfected HEK-293
cells in the absence and presence of 30 WM NPPB or 100 uM NFA (n=3).
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The expression of GEFI in X. laevis oocytes gave us the
first hint of the presence of GEFI in the plasma membrane,
but this cell possesses several types of CI™ channels that may
mask the expression of the yeast channel (Parker & Miledi,
1988; Weber, 1999). Therefore, we proceeded to express
GEFI in HEK-293 cells, a cell line that primarily expresses
voltage-activated K* conductances (Avila et al., 2004).
Images of GFP and GEF-GFP transfected cells are shown in
Fig. 2e and f. The homogeneous distribution of fluorescence
emitted by soluble GFP contrasts with that derived from the
fusion GEFI-GFP, which is mainly concentrated in intracel-
lular compartments, with some fluorescence reaching the
plasma membrane.

In cells voltage-clamped at —40mV, using a K-gluco-
nate-based electrode solution, the CI™ channel blocker,
NPPB (30 uM) reduced the holding current in HEK-293
cells transfected with GEFI from 136 £50pA (n=5) to
79p £ 26 pA. This effect was largely absent when ClI™ was
reduced by replacing NaCl with NaNO; [control holding
current=178 £ 11 pA, in NPPB (30uM)=172+14pA,
n=>5]. In contrast, NPPB (30 uM) had no effect on the
holding current in nontransfected cells (data not shown). In
cells voltage-clamped at —60mV, using a CsCl-based
electrode solution, the whole cell membrane current-voltage
(I-V) relationship ( — 140 to 40 mV) was also determined in
the absence and presence of NPPB (30 uM) and NFA
(100 uM) (Fig. 2g). The control I-V relationship was linear
with a reversal potential of —9+16mV (n=3); NPPB
(30uM) and NFA (100 pM) reduced the currents at all
holding potentials by c. 80% and 90%, respectively, in
GEFI transfected cells (n=3, Fig. 2h). In contrast, these
chloride channel blockers had no effects on the membrane
I-V in nontransfected HEK-293 cells (data not shown).

Effect of CI' channel blockers on yeast

It is well known that the plasma membrane of S. cerevisiae is
virtually impermeable to CI” (Conway & Downey, 1950).
However, the ClI™ conductance derived from the expression
of GEFI in oocytes and HEK-293 cells led us to examine
whether NPPB and other CI™ channel blockers could have an
effect on the yeast. This would give indirect evidence for the
presence of Geflp in the plasma membrane.

Serial dilutions of NPPB were dissolved in YPGE agar
where a WT strain (RGY-30) was propagated. Plates supple-
mented with 10°M NPPB induced the formation of
pet-like colonies 3-5 days after plating (Fig. 3a, n=4), a
phenotype similar to that developed by the GEFI knock-out
strain (Fig. 3a). The pet-like phenotype was not observed in
yeast grown in the presence of lower NPPB concentrations
(1077-10"* M). Nevertheless, under the light microscope the
yeast presented an aberrant morphology characterized by
foldings in the plasma membrane (Fig. 3b). 9AC, another
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Fig. 3. NPPB induces a petite-like phenotype and blocks CI~ flux. (a) Colonies of WTand a GEF1~ pet mutant contrasted with the pet-like phenotype
induced by 1 mM NPPB. (b) Same samples seen through the light microscope. Bar=7.0 um. (c) Sample image of SPQ labeled yeast seen through the
fluorescence microscope. (d) Quenching-rate of SPQ labeled yeast. Notice the faster rate of the WT strain. (e) Effect of NPPB on WT and GEF1~ strains.
Values are the mean = SE of three independent experiments (one-way anova, P < 0.02, medium = SE). Bar in inset ()= 7.0 pm.

Cl™ channel blocker, generated a similar pet phenotype when
the cells were exposed to 10> M (not shown). It is impor-
tant to note that anion-channel blockers are not highly
specific and the effect on the yeast could be the consequence
of their impact on multiple molecular targets (Breuer &
Skorecki, 1989; Keeling et al., 1991; Giles et al., 2003).

We then proceeded to examine whether yeast sequesters
CI'. This was done by comparing the quenching-rate of the
anion fluorescent-indicator SPQ in GEFI knock-out and
WT strains as well as in strains exposed to NPPB. Figure 3¢
shows a sample of SPQ-loaded cells observed under the
fluorescence microscope. The fluorescence emitted by the
WT cells diminished rapidly within the first 15 min and fell
to 22% after 120 min, this fast quenching contrasted with
the fluorescence of the knock-out strain that dropped only
to 60% in the same period of time (n=3), suggesting that
the ClI” transport is severely impaired (Fig. 3d). Following
the same procedure, we examined whether NPPB had an
effect on the quenching rate of SPQ. Figure 3e shows that
wild-type cells exposed to the CI™ channel blocker reduced
the SPQ fluorescence to a level comparable to that of a
knock-out strain; in addition, NPPB apparently did not
have further effects on the mutant strain (n=3). These
results suggest that yeast transport Cl~ from the extracellular
medium and the flow is in part facilitated by Geflp which is
blocked by NPPB.
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Immunogold and electron microscopy

We examined the expression of Geflp in the plasma
membrane of the yeast by immunolabeling both His- and
GFP-tagged versions of GEFI and locating the protein under
the electron microscope. After expressing independently the
tagged channel-proteins in the knock-out strain (RGY-192),
electron microscopy revealed that Geflp was located in
several intracellular compartments (Fig. 4), confirming its
presence in vacuole, endoplasmic reticulum and other
vesicles that probably correspond to the Golgi; no label was
detected in nontransformed yeast. In addition, we found a
positive immuno-signal in several spots along the plasma
membrane, suggesting that the protein is capable of reaching
this cell region, too (n = 3). Distribution of the gold particles
was independent of the tag attached to the protein.

Mutational analysis of the ion-channel

Eleven amino acid substitutions were generated in three of
the four o-helices that form the S, site along the ion-
channel (Fig. 1). Plasmids carrying the mutations were
introduced in a WT strain to assess the possibility of a
dominant-negative effect as well as in a strain whose GEFI
gene was deleted and thus formed pet colonies.

None of the mutants expressed in the WT'strain generated
pet colonies (three independent transformations). On the
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Fig. 4. Immunolabeling and electron microscopy. Expression of the GEFTHis in the GEF1~ strain was located in (a) plasma membrane (PM), endoplasmic
reticulum (ER). (b) A second yeast showing the same distribution and some labeling in vacuole (V). (c) Detail of areas shown in (b) Arrowheads point to

some of the positive immuno signals. N, nucleus; M, mitochondrion; ER, endoplasmic reticulum. Bar=0.2 um.
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Fig. 5. Expression of single site substituted constructs in a GEF~ knock-out yeast strain. (a) Contrast of colony sizes of WT, GEF1~-, GEFI-
complemented and single site substituted versions. The pet phenotype was reverted by F468A, A558F and A558Y. (b) RT-PCR from isolated colonies
revealed the expression of GEF1 (arrow) in all but the knock-out strain. (c) Effect of amino acid substitutions on yeast respiration. O, consumption rate
10 cellsmin~". GEF1~ strains have reduced respiration rate in contrast to WT and reverted strains. There is no significant difference among F468A,
A558F, A558Y and WT (One-way anova P < 0.05). *Significant differences with the WT: these correspond to all the pet strains.

other hand, the substitutions S186A, I1188N, Y459D, Y459E,
Y459V, 1467A, 1467N and F468N did not rescue the pet
phenotype, whereas F468A, A558F and A558Y formed
colonies normal in appearance (Fig. 5a). RT-PCR was
performed from RNA isolated from each yeast colony to
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ensure that GEFI was properly transcribed (Fig. 5b). In-
dividual samples from each colony were observed under the
light microscope to determine whether the cells were
actually smaller in diameter and that the smaller colonies
were not caused by cell death (not shown).
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GEF1 in GEF1~

Fig. 6. Mitochondrial activity and organelle distribution. (a) Fragmented mitochondria in GEF7~ and F468N evidenced by staining with the fluorescent
label MitoTraker. (b) Brefeldin A showed a disorganized distribution of organelles in pet cells (GEF1~ and F468N). (c) Ultrastructure. WT strain showed
the normal integrity of the plasma membrane and organelle distribution, and is similar in both the reverted strains expressing Gef1p and F468A. The
knock-out strain (GEF1~) and F468N showed foldings in the plasma membrane and the organelles are not well defined. Plasma membrane foldings are

indicated by arrows in the pet yeast.

We then proceeded to examine whether the respiration
rate of the yeast was altered after introduction of each amino
acid substitution. When compared the WT'and GEFI strains,
the mutant exhibited c¢. 40% less O, consumption
(2.62se £0.21 and 1.12se+0.11, Nat and O,, respectively;
Fig. 5¢). All the single site mutants that showed a pet
phenotype had considerably reduced respiration; although
they did not behave exactly as the GEFI™ strain, the differences
were not statistically significant (aNova one-way P=0.02).
Mutants that fully reverted the colony phenotype (F468A,
A558F and A558Y) had normal oxygen consumption.

A peculiar situation emerged when the substitutions in
F468 were analyzed: whereas F468A reverted the pet pheno-
type, F468N did not. Thus, we proceeded to further char-
acterize the cells carrying these mutations. Figure 6a
compares the morphology of the mitochondria of F468A
and F468N with GEFI™ and WT strains. The mitochondria
of the pet cells were segmented as revealed by the punctated
distribution of the MitoTracker fluorescent label, a common
sign of low respiratory activity. In contrast, the WT and
reverted colonies showed the typical mitochondrial tubular
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network. Labeling the yeast with fluorescent brefeldine
showed that the pet mutants have strikingly disorganized
organelles (Fig. 6b). Taking these observations into consid-
eration, we then proceeded to detail the ultrastructure of the
yeast pet mutant.

The impaired growth of GEFI™ and F468N was evidenced
by the reduced cell size; in addition, these cells presented
multiple plasma membrane foldings, disorganized orga-
nelles, reduction in the size of the vacuole, which appears
to be fragmented, shrinking of nucleus and disrupted
mitochondria (Fig. 6¢). In contrast, the WT and reverted
yeast showed a normal appearance, even though they were
grown in low-iron medium.

A detailed inspection of the GEFI™ strain revealed the
presence of internal membrane complexes, forming cylindri-
cal structures associated with highly-organized electrodense
particles, most probably corresponding to proteins lined up
along an internal membrane. Figure 7 shows an example of
these structures in a cell in division. They were regularly
observed in several independent preparations but they were
not detected in WT or reverted strains. Interestingly, we did
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Fig. 7. Electrodense particles lined up along intracellular membranes. (a) Sample image of the protein complex formed in the knock-out strain (arrow)
and magnified in (b) The arrow within the circle in (a) points towards two structures, one of them shown in (b).

not observe these structures in the pet strain expressing the
single site mutant (F468N).

Discussion

The experiments shown in this paper present evidence for
the expression of Geflp in intracellular compartments as
well as in the plasma membrane and further support the
association of this protein with a ClI” conductance. In
addition, we analyzed the impact on the yeast phenotype of
single-site mutations along the ion-pathway of the protein.

Injection of plasmids carrying GEFI into oocytes led to
low resting membrane potentials and input resistances, due
to spontaneous opening of a chloride channel. In a similar
fashion, injection of mRNA from the Torpedo electric organ
leads to low resting membrane potentials (Sumikawa et al.,
1984) due to the expression of CIC-0 (Jentsch et al., 1990) a
protein of the same family as Geflp. Expression in oocytes
suggested that GEFI was inducing, or forming, an active
channel in the plasma membrane. However, the activation
mechanism of the channel still remains to be identified.
Interestingly, addition of CI” channel blockers to the bathing
solution of GEFI-injected oocytes decreased the membrane
conductance, probably by shutting the channel. This effect
was also found in oocytes expressing GEFI-GFP but was not
observed in many oocytes that were either noninjected or
were injected with water.

Additional evidence of the CI™ channel nature of GEFI
was obtained in HEK-293 cells. As in the oocyte, these cells
acquired a permanently open channel that was shut by the
CI” channel blockers NPPB and NFA, and which was
reduced by lowering the external CI™ concentration.
Changes in membrane potential did not activate any
obvious current. The linear I-V relationship of the Geflp
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channel suggests that conductance is not voltage dependent.
Furthermore, the effects of NPPB and NFA at Geflp did not
appear to be voltage-dependent. The reversal potential of
Geflp (ca. —9mV) was slightly more negative than the
predicted reversal potential for CI” (—2mV), suggesting
that Geflp may also conduct other ions as suggested for
other CIC proteins (Accardi, 2004; Accardi et al., 2005;
Picollo & Pusch, 2005; Scheel et al., 2005); further experi-
ments are required to determine the channel properties in
detail. The resting membrane currents recorded from non-
transfected HEK-293 cells were not altered by NPPB or NFA,
suggesting GEF1 is required for chloride channel expression.

It is believed that the plasma membrane of the yeast is
highly impermeable to CI” (Conway & Downey, 1950).
However, we show here three strong lines of evidence for
the flow of this anion across the plasma membrane. First, the
flow of CI” towards the intracellular compartments of the
yeast was monitored by the emission of fluorescence by SPQ.
The quenching was time-dependent and the emission of
fluorescence was strikingly reduced in the strain that does
not express GEF1. The use of a second indicator, MQAE, led
to similar results (not shown). We can conclude that GEFI is
at least partially responsible for the transport of Cl™ in the
yeast and, considering the remaining flow of Cl™ in the
knock-out strain, we suggest the potential presence of other
mechanism(s) of transport, such as that of the gene homo-
logous to the Na"/K*/2CI™ transporter (YBR235w protein)
(Coury et al., 1999).

Second, although the CI™ channel blockers bind to many
protein-channels and ion transporters of several gene
families (Hartzell et al., 2005) they have nevertheless pro-
vided an experimental tool that has allowed the character-
ization of several CICs. After observing the effect of NPPB
on oocytes and HEK-293 cells expressing Gefl1p, we resolved
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to determine whether this compound had a direct effect in
the yeast. We predicted that cells growing in the presence of
this drug should resemble those strains that do not express
Geflp. Accordingly, colonies exposed to 1 mM NPPB as well
as 9AC (not shown) developed a pet-like phenotype, and
under the light microscope the cells were severely damaged,
especially in the plasma membrane which presented numer-
ous foldings. However, exposure of the GEFI knock-out
strain to the drugs did not induce further changes in
appearance. We conclude from these experiments that
blocking the CI™ transport diminishes the cell size, inducing
many of the characteristics of the pet strains, yet the cells
continue dividing and exposure to the channel blockers is
not lethal.

Third, tagging GEFI at the C-terminus with either 6HIS
or GFP produced a channel-protein capable of reverting the
pet phenotype. In addition, we showed that the GFP-tagged
GEF1 transports ClI™ when expressed in the oocytes and
HEK-293 cells. These two modified versions of the channel
were used to localize it in the yeast by means of immunogold
and electron microscopy. Most of the label was found in
intracellular vesicles, including the vacuole (Davis-Kaplan
et al., 1998). Resolution of the Golgi compartment was not
clearly evidenced in our preparations; nevertheless, some
vesicles labeled with gold may indicate the presence of the
protein in this compartment, as suggested by Schwappach
et al. (1998). This observation is also consistent with the
assumption that the secretory pathway requires Geflp to
provide the CI™ necessary to load copper to the oxidase
Fet3p, an enzyme involved in high affinity iron uptake
(Davis-Kaplan et al., 1995). Detailed electron microscopy
images revealed that Geflp reaches the plasma membrane
and is also located in the endoplasmic reticulum, as sug-
gested by others (Wachter & Schwappach, 2005). Although
the presence of Geflp in multiple organelles may suggest
and effect induced higher expression of the protein, other
evidence suggests that related ion channels (CIC-4 and CIC-
5) considered intracellular, in normal conditions also reach
the plasma membrane, where they are capable of transport-
ing CI” (Huang et al., 2005; Schmieder et al., 2007).

Suppressing the expression of GEFI in yeast leads to a
nonclassic pet-phenotype as the cells continue consuming
0,, albeit inefficiently. When compared to the WT strains
the knock-out showed a reduced rate of Cl™ transport
between the extracellular medium and the cell. We can
assume that this drop in the ClI™ transport is due to the
absence of Geflp, which either transports the anion or
affects other mechanisms of transport. At this point we do
not know whether Geflp is activated by changes in the
membrane potential or any other stimulus, such as changes
in pH (Jordt & Jentsch, 1997). More experiments are needed
to decipher the mechanisms of channel gating as well as the
role of the CI” introduced to the cell by Geflp.
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The impact of the amino acid substitutions in Geflp was
assessed by observing the ability of single site mutants to
revert the GEFI™ pet phenotype, O, consumption and
cellular ultrastructure. Substitutions that did not rescue the
phenotype (S186A, I188N, 1467A, 1467N and F468N) did
not have a dominant-negative effect on the WT yeast,
suggesting that the Cl™ transport provided by the normal
gene suffice to maintain the O, consumption and conse-
quently the proper iron-metabolism. In contrast, none of
these single site mutants gave rise to normal colonies and the
respiratory rate was impaired when expressed in the GEFI
knock-out strain. These observations agree with the essen-
tial role of these residues to coordinate Cl~ ions along the
channel (Dutzler et al., 2002).

Substitutions in Y459, a residue in the neighboring CI™
binding site (S,), were not tolerated. The mutation Y459F
introduced the residue that occupies this position in ecCIC
(F348); in addition, F is present in two mammalian CICs
that effectively rescue the pet phenotype (omCIC-3 and 5.
¢f 1; Borsani et al., 1995; Miyazaki et al., 1999). Similar to
GEF1, other mammalian CICs possess a Y, whereas others,
such as CIC-1 and -2, have a T. According to the structural
model of ecCIC, F348 apparently does not coordinate ions
passing through the pore. Thus, perturbations in the envir-
onment forming this CI” binding site dramatically altered
the ability of the protein to restore the physiology of the
yeast.

The Y residue in the well-conserved motif L/I'Y D/S at the
N-end of the R-helix is occupied by an A in Geflp (¢f 1). We
observed that the substitutions A558Y and A558F formed
normal colonies and yeast consumed O, at a regular rate.
The Y residue coordinates ClI™ in the S, site, and when
substituted for A in the mammalian CIC-1, the channels are
functional, suggesting the possibility that this residue does
not exert a strong influence in the open conformation of the
channel (Estevez et al., 2003).

Evaluation of the two substitutions in the residue F468 of
the N-helix (F468N and F468A) suggests the importance
of the hydrophobic environment to preserve the function of
the protein. Mutations in the homologous residue in CIC-1
(F484A) drastically reduce the conductance of the channel
(Estevez et al., 2003), consistent with our observations. On
the other hand, F468N did not rescue the pet phenotype or
restore respiration; in addition, X. laevis oocytes injected
with this construct did not induce the expression of a CI™
current (not shown), suggesting the impact of the mutation
in the coordination of the ion. These two single site
mutations were further contrasted to assess other phenoty-
pic changes.

We observed the organelle organization, mitochondrial
respiratory rate and colony morphology. These characteristics
were apparently similar between F468N and the GEFI~
strain, whereas F468A appeared similar to the wild type.
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Detailed analysis of the ultrastructure of the F468N mutants
and GEFI revealed the presence of plasma membrane
foldings, disaggregation of the organelles and rudimentary
mitochondria. Respiratory-deficient yeast typically de-
creases the number of cytochromes and exhibit poorly
differentiated mitochondria (for example, Torkko et al.,
2001), this effect was constantly observed in the knock-out
and F468N. The plasma membrane foldings resemble those
observed in strains carrying deletions of the synaptojanin-
like genes SJL1-3; however, such mutants do not develop the
pet phenotype (Srinivasan et al., 1997).

The peculiar membrane-protein structures observed un-
der the electron microscope in the GEFI™ strain are intri-
guing. They were observed only in the knock-out mutants
and not in WT, reverted (F468A) or nonreverted (F468N),
suggesting that they are probably generated only in the total
absence of Geflp. Other nonreverted mutants could confirm
this assumption. Further ultrastructural studies of other pet
strains could provide more evidence of the nature and origin
of these structures.
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