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RESUMEN

En los seres vivos, los procesos metabdlicos esenciales requieren de potasio. Para
capturar este cation activamente, tas células utilizan la energia almacenada en forma de un
gradiente etectroquimico. En la levadura, la acumulacién de potasio se inicia con la
generacién del potencial electroquimico (AuH'), por la salida de protones a través de la H'-
ATPasa. Este potencial impulsa la entrada de potasio por los transportadores especificos,
utilizando el componente eléctrico del AuH". Acoplados, los flujos de estos iones producen
cambios en el pH intracclular y en la concentracién de potasio. Esto plantea la pregunta:
;c0mo y quién regula el pH intracelular y la concentracion de potasio? Por otra parte,
también se consideré importante definir los efectos en el transporte de fones sobre la
fisiologia de la levadura, principalmente en relacidén con las principales vias de
transformacidn de energia, el crecimiento y la reproduccién celular.

Para contestar a esta pregunta, s construyeron mutantes de levadura, mediante la
ablacién de genes que codifican para posibles proteinas involucradas en los flujos de iones,
esperando que la pérdida de alguna de estas funciones afectara el pH intracelular y/o la
congcentracion interna de potasio. En las mutantes obtenidas se determind el pH intracelular,
el contenido de potasio, el potencial de membrana, el transporie de potasio y el bombeo de
protones, asi como algunos parametros metabdlicos. En las cepas estudiadas, la mutante
con ablacion en el gen YJL09%4c, mostré un aumento en el pH intracelular, un incremento
en el conlenido de potasio ¥ un potencial de membrana mayor.

Con estos resultados concluimos que:

1. Elproducto del gen YJLO94¢ codifica para un posible intercambiador potasio/protén

que denominamos antiportador de potasio/protén uro (KHAT).

w2

Esta proteina es la responsable de la regulacién del pH intracelular asi como del

contenido de potasio.

El posible mecanismo para la regulacién del pH es el reingreso que Khal permite de

[F%)

parte de los protones en un intercambio por potasie. Esto mantiene el pH itracelular
y la concentracidén de potasio Gptimos para la célula. con una pérdida minima del

potencial electrogquimico.




ABSTRACT

in living organisms, the essential metabolic processes require potassium ions. Cells
actively accumuiate potassium using the energy stored in the form of an electrochemical
gradient. In yeast, the uptake of potassium starts with the formation of an electrochemical
potential (ApH") through the expulsion of protons by the H'-ATPase. The uptake of the
cation by its specific transporters is driven by the electrical component of the Apyg.. These
ion fluses cause changes in the intracellular pH and potassium content. Two important
questions can be asked about this process: How, and by what means, are the intracellular
pH and the intracellular jon content regulated? It was also considered important to define
the possible changes that such alterations in the ion transport activities could produce on the
physiology of the cell, mainly on the energy transduction pathways and functions, growth
and reproduction.

In order to address is question we made mutant yeast strains by deleting several genes
coding for peptides involved in these ion fluxes. The aim was to obtain a mutant in which
the loss of one or several of these functions affects the intracellular pH and/or the intemnal
potassium content. We determined the intracellular pH, potassium content, membrane
potential, potassium transport and proton pumping, as well as several metabolic parameters
in each mutant strain. Mutants with a deletion in the gene YJL094¢ showed an increase in
the intraceflular pH and potassium content and a higher membrane potential compared to
the control yeast sirain.

We concluded the following:

1. The peptide product of YIL094c is a putative potassium/proton cxchanger, which we

have named potassium proton antiporter onc (KFAI).

2. This protein is responsible for the internal pH and potassium content regulation.

L)

A possible mechanism for pH regulation 15 the reentry through Khal of some of the
protons in exchange for internal potassium This would maintain the internat pH and
potassium concentration within optimum and convenient values for the cell, with

enly a small loss in the electrochemical polential.
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L INTROPUCCION

Para lievar a cabe procesos metabdlicos esenciales, pricticamente todos los seres vivos
mantienen y requieren altas concentraciones de potasio (100 a 150 mM) en el interior
celular. Para capturar este cation, fas células uiilizan la energia almacenada en forma de un
gradiente quimico o eléctrico.

En las bacterias, animales y plantas, el sistema transmembranal para el transporte de
iones estd constituido por dos componentes: uno crea ¢l gradiente electroquimico para
cualquiera de [os iones, utilizando [as bombas primarias como son H’-ATPasa, Na'/K'-
ATPasa, Na'-ATPasa o las cadenas transportadoras de electrones. El ofro componente
complefa el proceso, transportando los fones a través de los sistemas secundarios tales
como uniportadores catiénicos, simportadores catidn/sustrato, canales idnicos o
intercambiadores (antiportadores M*/H"). Este mecanismo universal de entrada y salida de
iones a través de las membranas biolégicas, mantiene los movimientos de diferentes
cationes. Sin embarge, en las bacterias y los hongos, el principal catiéon que mueven los
translocadores primarios es el H', cuyo bombeo tiende a producir un aumento del pH
intracelular, que desde tuego, debe mantenerse regulado, y también deben existir sistemas
capaces de mantener la homeostasis de los otros iones, principalmente el K', ya que un
aumento en la concentracion de éstos pudiera ser toxico para la célula

En la levadura Succharomyces cerevisiae, los {lwos de iones estdn constituidos
principalmente por los movimientos de protén y potasio. El proceso membranal para ¢
transporte celular de estos iones se inicia con la salida de protones provenientc de la
hidrolisis det ATP y la generacion del potencial electroguimico {Apy'). producido por la

H'-ATPasa de la membrana plasmética El gradiente de protones producide por csta




enzima, puede Hegar a ser mayor de 3 unidades de pH y constituye la mayor parte de la
energia que impulsa el transporte de iones que la célula requiere. En contra parte, las
células acumulan grandes cantidades de potasie (200 a 300 mM). $i consideramos que las
levaduras acumulan concentraciones elevadas de potasio v valores del pH externo
relativamente bajos, condiciones en las cuales el pH interno y lz concentracion de potasio
pueden llegar a valores inconvenientes para la célula. Se plantean dos preguntas
importantes: ;cédmo y quién regule el pH intracelular? y ;como y quién regula la

concentracion intracelular de jones?

L.1. Potencial electroquimico y flujos de iones

Pefia y cols. (1972) propusieron la existencia de uma H'-ATPasa responsable de la
generacién del potencial electroquimico en la membrana plasmatica de la levadura. Esta
proteina fue primero reconstituida en liposomas por Malpartida y Serrano (1981). Luego, el
gen responsable de esta actividad (PMA/) fue clonade v secuenciade por Serrano y cols.
{1986). La H-ATPasa Pmal bombea protones hacia el exterior celular hidrolizande ATP;
el movimiento de estos protones produce la acidificacion del medio extracelular,
formandose un gradiente de pH (ApH) y un pofencial eléctrico (A%¥) a través dc la
membrana plasmatica. Este gradiente elcetroquimico (Aps’) es utilizado para ¢l transporte
de nutrientes al interror celular.

En contraparte al gradicnte de protones, los movimientos de potasio forman parte de un
sistema sceundario constituido por los uniportadores de alla v baja afinidad Trkl y Trk2,
que acurmulan potasie en ¢l interior de la ¢élula en conua de su gradiente electroquinnco,

utilizando ¢l componente cidetnico del potencnal clectraquimico (Peiia y cols., 1975



Rodriguez-Navarro v cols. {1984) describieron la existencia de dos sistemas para el
transporte de potasio; uno de alta (Kp=100 uM) y otro de baja afinmidad {Kn=50 mM). Un
afio después, este mismo grupo describié una mutante con un defecto en ¢l sistema de alta
afinidad (Ramos y cols., 1985). Con [z obtencién de esta mutante se pudo clonar el gen del
sistema de transporte de potasio de alta afinidad (TRKJ) (Gaber y cols., 1988). Con las
mutantes obtenidas por los grupos de Ramos y Gaber, se caracterizo un sistema de salida de
potasio dependiente de energfa y se propusieron tres posbilidades para explicar la salida de
potasic observada en estas mutantes: un cotransportador de potasio con apiones, un canal
i6nico, y un intercambiador de protones con potasio (Pefia y cols., 1991). Con respecto al
sistema cotransportador de potasio con aniones, no existen otros reportes en la levadura ni
se ha reportado la existencia de un posible gen para un sistema como éste. Gustin y cols.
{1988, 1994) demostraron la existencia de canales idnicos en la membrana plasmatica de la
levadura y Ketchum y cols. (199%) clonaron el gen del canal de potasio (TOKI). También
Ramirez v cols. (1996) y Camarasz y cols. {1996) demosiraron la existencia de un

intercambiador K/H™ en vesiculas de membrana plasmética de la Jevadura.

1.2. Intercambiadores catién/protén (M*/H")

Las proteinas intercambiadoras catiérn/protén (M/H™} han sido descritas en los
animales, plantas y bactcrias, Estas proteinas intercambian cationes (Na' o K") por protén
(') a través de las membranas, tanto la citoplésmica como las de los organclos,
permitiendo que el pl intracelular, asi como la homcostasis de los jones se mantengan
regulados

La presencia de estos intercambiadores fue propuesta por Mitchell (1961), y Mitchell y

Moyle (1967 ¥ 1969) demostraron su existencia en las mitocondrias. Los estudios de estos




autores mostraron que parte de {os protones expulsados durante la respiracién o por la
hidrdlisis det ATP podian ser intercambiados por sedio del interior de las mitocondrias. En
las bacterias, Hareld y Papineau (1972) propusieron y demostraron una actividad similar en
Streptococcus faecalis. Posteriormente, West y Mitchell (1974) también reportaron su
presencia en Escherichia coli. Varios autores (Pitts, 1966, Whitlock y Wheeler, 1969 v
Emilio y cols., 1975) sugirieron [a existencia de intercambiadores (M'/H™) en la membrana
plasmatica de las células de organismos supetiores, ¥ Miirer y cols. (1976) demostraron su
actividad en vesiculas de membrana plasmatica de rifion y de intestino delgado.

El estudio de los intercambiadorss (M/7H') en las bacterias y organismos superiores
(animales v plantas) ha sido extenso. En la actualidad se conoce la mayoria de los genes
que codifican para estas proteinas. Se han propuesto modelos para su estructura secundaria
y para su regulacion, y se conoce ampliamente su papel fisioldgico como reguladores del
pH y de ta concentracidn intracelular de iones (Krulwich, 1983, Maathius y Sanders, 1992,
Fliegel v Frahlich, 1993, Dibrov v Fliegel, 1998, v Padan y cols., 1981, 1993, 1994),

La existencia de sisternas intercambiadores M/H" en la membrana plasmatica de la
levadura fue propuesta por Rothstein (1974), y después por Rodriguez-Navarro y Sancho

(1979).

1.3. Sistemas intercambiadores M'/H" descritos en levaduras

A principios de los afios noventa, ¢l estudio de la osmotolerancia y la resistencia a la
salinidad cr plantas llamd la atencién de los grupos dedicados al estudio del transporte de
iones en Ja lovadura Se wraté de establecer un modelo en estos organismaos, que permiticra
explicar come algunas plantas se defienden del estrés osmotico y salino Con este objetivo,

varios grupos se dedicaron al estudio de los efeetos de altas concentraciones de sodio y litior



sobre el crecimiento de diferentes cepas de levaduras, dichos estudios culminaron con la
identificacién de los intercambiadores M/H .

Utilizando levaduras transformadas con bibliotecas gendmicas, Fia y cols. (1992)
clonaron el gen SOD2 de Schizosaccharomyces pombe. Estos autores encontraron que en
las células donde se sobreexpreso este gen, aumentd la tolerancia al litio. La comparacion
de la secuencias de amino 4cidos de Sod2 con las proteinas intercambiadoras de £. coli
NhaA (Padan y cols., 1989) y NhaC (Ivery v cols., 1991) no mostré una alta similitud. Sin
embargo, las células de E. coli y S pombe en las que se hizo la ablacidn de los genes
NHAA y SOD2 respectivamente, mostraron un fenotipo muy similar, consistente en una
intolerancia a concentraciones elevadas de Na® o Li’, acompafiada de una mayor
sensibilidad de las células a cambios en el pH extracelular durante el cultive. Esto permiti6
concluir que SODZ deberia de codificar para un intercambiador Na/H. Posteriormente,
Prior v cols. (1996) clonaron el gen NHAI en Saccharomyces cerevisiae. Estos autores
encontraron que [z sobreexpresion o la ablacion de este gen, conferian fenotipos similares a
los reportadas para la sobreexpresion o la ablacién de SOD2 en S. pombe Sin embargo, la
ablacion de NHAT en S. cerevisiae 56lo prodwo la intolerancia a Na™ y Li", sin la respuesta
en el crecimiento de las células a cambios en el pH del medio de cultive, como el
observado para las mutantes de £ coli o S. pombe. El alincamiento de las secuencias de
amino acidos de Nhal y Sod2 mostré similitud entre estas proteinas. lo cual sugeria que
NHAI podria codificar para un intcrcambiador Na'/il', Otros autores han encontrado
diversos genes en las levaduras, sin embargo, solo los genes antes descritos tienen similitud
con otros intercambiadores Na'/H' Ello sugiere que los otres genes clonados por scleceién
de resistencia a [i° o Na' pudieran estar wnvolucrados ¢a la repulacion de los

intetcambiadores

10




Otro método empleado en la identificacidn y caracterizacién de intercambiadores M/HY
en 12 lavadura es la formacién de vesiculas de membrana plasmatica descrita por Mirer y
cols. (1976). Esta metodologia consiste en aislar y reconstituir la membrana plasmatica del
organismo que se desea estudiar en vesiculas de fosfolipidos En estas vesiculas se puede
determinar la entrada o la salida de iones (Na™ o K) impulsada por un gradiente artificial
de protones o los cambios en el pH intravesicular producidos por la imposicién de un
gradiente de cationes (Na” o K*). Utilizando esta técnica, Pefia y cols. (1991) propusieron la
existencia de un intercambiador K'/H, determinando ta acumulacién de [PRb’] en
vesiculas de membrana plasmitica de levadura, energizadas con la H -ATPasa. M4s
adelante, Ramirez v cols. (1996) y Camarasa y cols. (1996) determinaron la respuesta de
indicadores de pH fluorescentes a! generar un gradiente de potasio, y demostraron la
existencia de un intercambiador K'/H" en la membrana plasmatica de la levadura. En
ambos trabajos se observé que el intercambiador es selectivo para potasio. También se
mosité la sensibilidad de este intercambiador a la amilorida, un inhibidor del
intercambiador Nhe de la membrana vasolateral del riién (Kleyman v cols , 1987). Aunque
va existian repories anteriores de intercambiadores K*/H, como el Kefen E. coli reportado
por Munro v cols (1991) se demostrd la presencia de un sistema de intercambio K'/H' cn
Ja membrana plasmatica de células eucariotes, cn los trabajos de Peha y Ramirez (1991);
Ramircz y cols. {1996) y Camarasa y cols. (1990).

Con la liberacién de la base de datos del genoma completo de lz levadura (Suplemento
de Nature 1997) y ¢l analsis realizado por Bruno André (1995), sc han dentificado
Gnicamente tres marcos de lectura abierta de genes que pudieran codificar para
intercambiadores Na'/IT'. De acuerdo con la nomenclatura empleada en el proyecto del

enoma de la levadura, el primero de cllos s ¢l reportade como YLRIZEwW, que

o
-




corresponde al descrito por Prior y cols. (1996) como NHA!, mencionado arriba. El
segundo, el marco de lectura abierta YDR456w, comesponde al gen NHXT descrito por
Nass ¥ cols. (1997). La ablacion de este gen provoca una pérdida de la capacidad de las
células para atrapar sodio en la vacucla. La localizacién y funcidn del producto de este gen
(Nhx1) no estdn claros. Basados en la pérdida de la actividad antes mencionada Nass y
cols. (1997) propusieron que se localiza en la vacucla. Numata y cols. (1998}, mediante
técnicas de inmunolocalizacion, 1o ubicaron en la mitocondria v [o renombraron NHAZ2.
Finalmente, el mismo grupo de Nass y Rao (1998), por inmunolocalizacién y analisis de
secuencias, propusieron que el producto de este gen podia estar localizado en diferentes
organelos. Probablemente esta proteina sea la responsable de la actividad encontrada en las
mitocondrias de levadura por Manon v cols. (1992), quienes solubilizaron y reconstituyeron
esta proteina, propeniéndela como un intercambiador K'/H'. Es importante considerar que
en un reporte previo en mitocondrias de higado de rata (Kakar y cols., 1989) se demostrd
que el intercambiador localizado en estas mitocondrias no es especifico y puede mover
sodio o potasio on intercambio con protones. El tercer marco de lectura abierta, YJL09%4c,
se describird en este trabajo v {ue nombrado KA/ (Ramirez y cols., 1998)

Mediante ¢l andlisis de homologia, no parccen cxistir en ¢l genoma completo de la
levadura mas genes que pudieran codificar para prolenas intercambiadoras M7H" (Paulse
y cols., 1998). Esto no significa que no puedan existir otras, sélo que ni las herramientas
con la que contamos, ni los experimentos realizados hasta la fecha permiten predecirios.

La levadura sc sucle cultivar en medios ricos (YPD, YPG, YPAD. ctc ); los cuales
conticnen una fuente de carbono, una fuente de nitrézeno y sales mincrales. En cstas
condiciones, S cerevmiar ¢s capas de acumular concentraciones de 200 a 300 mM de

polasic v sole de 5 a 10 mM de sodio, lo que hace dificil explicar la existencia de




intercambiadores Na'/H" como los descritos por Prior ¥ cols. (1996) y Nass y cols. (1997).
Estas interpretaciones parecen responder al reciente auge que han tomado los estudios de
resistencia a la salinidad y [a osmotolerancia en plantas. Sin embargo, dada la
concentracion de potasio y la magnitud del gradiente de pH alcanzados por la levadura,
creemos que la existencia de un sistema de intercambic K'/H™ es més probable y nos
permite explicar parcialmente la regulacion del pH intracelular y de la concentracién de
potasio en la levadura. Esto no quiere decir que en condiciones de estrés la levadura no sea
capaz de expresar o utilizar un sistema de intercambio Na /H’, aunque es mas probable
explicar la osmotolerancia mediante un sistema de Na'-ATPasa (ENAZ), como ¢l descrito
por Haro y cols. (1991), para protegerse de las condiciones ambientales.

En este trabajo se demuestra que el ORF YIL{94c, nombrado KHAI {por potassium
proton antiporter uno), codifica para un intercambiador K'/H" y es responsable en gran
parte de la regulacion del pH intracelular, asi como de la concentracion de potasio en el
interior de la célula.

También sc estudié la relacién que existe entre los intercambiadores Nhal y Khal, los
transportadores Trkl, Trk2 y el intercambiador Khal, y el canal de potasio Tokl y el
intercambiador Khal, con la finalidad de conocer su papel en la regulaciéon del pll
intracetular v los niveles de cationes.

Finalmente se propone un posible mecanisme para la regulacion de la actividad de esios

intercambiadores ¢n la levadura.
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En ¢l esquema se reswmne el proceso de formacion del gradiense eleciroquimico, det
transporte de potasio y los sistemas propuestos para la salida de sodio en la levadura.



IT. MATERIALES Y METODOS

IL.1. Cepas de Saccharomyces cerevisiae empleadas en este trabajo.

Cepa

Genotipo

Caracteristicas

W303-1A

W303-1B
W3031A-nhal-LEU
W3031A-NHAIURA
W3031A-tokf:LEU
W3031B-sal4::URA
R757

R757-Atrk]
R7537-Atrkl, trk2
FY833

mal a, ade, his, feu, ura, trp.
mat o, ade, kis, lew, ura, trp.
mai a. ade, his, wra, lrp.
mat a, ade, s, leu, irp.

mat a. ade, his, ura, irp.
mat o, ade, his, lew, irp.
mat o, his, lys, ura.

mat c, his, lys, ura.

mat o, his, lys, ura.

mat a, his, ley, ura, irp.

Cepa silvestre

Cepa silvestre

Ablacion de NHA 1
Sobreexpresion de NHAT
Interrupcion de TOK
Ablacion de HAL4

Cepa silvestre

Ablaciéon de TRK
Ablacién de TRK! v TRK?2
Cepa silvestre

IL.2. Cepas de Saccharonyces cerevisiae construidas para este trabajo.

Cepa Genotipo Caracteristicas
W303-1A-khalURA mat a, ade, his, lew, trp. Interrupeidn de KHAI
W3031A-nhalLEU- mat &, ade, his, trp. Ablacidn de NHAL e
khal::URA interrupeién de KHA !
W3031A-rok!::LEU- mat a, ade, his, trp Interrupcion de TOK/ e
khal-:URA interrupcion de KHA 7

R757-khai::URA
R757-Atrkl-khal ;URA,

R757-Arrkd . trik2-khal " URA
FY833-5/T+:URA
FY833-Asird HIS

I1.3. Medios de cultivo

mat o, ks, lys.
mat o, his, lys.

mat o, ks, lys.

mat a, Ais, feu, trp.
mal a, lew, trp, ura.

Interrupcion de KHA/
Ablacidn de TRKI e
interrupcion de KHA/
Ablacién de TRK7 y TRKZ ¢
interrupeion de KHA
Sobreexpresidn de SIT4
Ablacion de SI74

YPD Extracto de levadura 1%. peplona de gelatina 1% vy glucosa 2%. Medio sélido mas

2% de agar.

YPAD: Extracto de levadura 1%, peptona de gelatina 1%, sulfato de adenina 50 myg/l v
pep g

b

SEr

plucosa 2%, Medio solido mas 2% de agar

Base mitrogenada (Yeast mitrogen Base. DIFCO) 0.67% vy glucosa 2%, sin



aminoacidos. Medio s6lido mas 2% de agar.

SD-LEU. Base nitrogenada 0.67%, glucosa 2%, sulfato de adenina 50 mg/l, L-histidina 50
mg/i, L-iicina 50 mg/l , L-wriptofano 50 mg/1 y vracilo 50 mg/l. Medic sélido mds 2% de
agar.

SD-URA: Base nitrogenada 0.67%, glucosa 2%, sulfato de adenina 50 mg/i, L-histidina 50
mg/l, L-leucina 50 mg/l, L-licina 350 mg/l y L-triptofano 50 mg/l. Medio solide mas 2% de
agar.

SD-LEU-URA: Base nitrogenada 0.67%, glucosa 2%, sulfato de adenina 50 mg/l, L-
histidina 50 mg/l, L-licina 30 mg/l y L-riptofano 50 mg/l. Medio solido més 2% de agar.
SD-URA-gal: Base nitrogenada 0.67%, galactosa 2%, suifato de adenina 50 mg/l, L-
histidina 50 mg/l, L-leucina 56 mg/l, 1.-ticina 50 mg/l y L-triptofane 50 mg/l. Medio sélido
mas 2% de agar.

Medios para marcadores de auxetrofia: Base nitrogenada (.67 %, glucosa 2 %, agar 2 % y
todos los aminodcides 50 mg/l, excepto el que se desea probar.

Medio de esporulacion. Acetato de potasio 1%, extracto de levadura 0 1%, glucosa 0.05%

y agar 2%.

II.4. Cultivo de las células

A partir de los cultivos originales obtenidos de diversas fuentes se inocularon 20 mi de
medio YPD o YPAD dependiendo del marcador de auxotrofia ade’, y se incubaron por 40 h
a 30 °C con agitacién constante (250 rpm). A partir de cstos cultivos, se aislaron colonias
individuales plaqueando las células en cajas con medio solide YPD o YPAD. Se analizé un
promedio de 10 colonias individuales de cada cepa en cajas de marcadores de auxotrofia,

para verificar ¢l genotpo de cada una, s¢ prepararon soluciones madres con glicerol y se

1§



almacenaron a -70 °C.

Para los experimentos bioquimicos y fisiol6gicos, de una placa fresca se inocularon 20
ml de medio y se incubaron por 24 h a 30 °C con agitacién constante. Después de la
incubacion se contaron las células en el cultivo con un hemocitdmetro de Neubauer y se
inocularon 200 ml de medio fresco con 5 X 10" células/ml. Este cultivo se incubé por 20 h
a 30 "C con agitacién constante. Las células obtenidas, se colectaron por centrifugacion a
1500 X g por 10 min y se lavaron 2 veces con 50 ml de agua destilada. Las células lavadas,
se pesaron y se resuspendieron en agua destilada, a razén de 0.1 g/ ml y se incubaron por 12
h a 30 °C con agitacién constante. Después de esta incubacion, se lavaron 2 veces con 50
ml de agua destilada y se resuspendieron a 0.5 g/ml en agua. Antes de utilizarlas se
permitid que se estabilizaran por una hora en hielo: estas son las células que
denomunaremos como ayunadas. También se recuperaron las células inmediatamente
después de lavarlas la primera vez y se resuspendieron a 0.5 g/ml en agua, estas son las
células sin ayunar.

Para los experimentos con DNA y RNA la preparacion de las células es basicamente 1a

misma, excepto por el ayuno y por los fiempos de incubacién.

IL3. Transformacion de las levaduras

Para ia transformacion se crecieron células a una densidad optica de 6.5 a 0.6 unidades a
600 nm, 50 ml del cullive se centrifugaron en un tubo estéril a 1500 X g por 10 min vy se
lavaron las células con 50 ml de apua destilada estéril. Posteriormente se {ransfirieron a un
tubo Eppendorl de 1.5 ml ¢stéril. se centrifugaron 10 seg cn una microfuga y se
resuspendieron en 1 ml de Tris-1ICI 25 mM pH 8.0, EDTA 1 mM v acetato de litio 100

mM  Se centrifugaron 10 seg en la microfuga y ¢l paquete se resuspendio en 500 i del



mismo amortiguador. En un tubo Eppendorf de 1.5 ml estéril se agregd 1 ug del plasmide,
50 ug de DNA de esperma de salmén, 50 pl de las células y 300 pl de Tris-HCL 25 mM
pH 8.0, EDTA 1 mM, acetato de litio 100 mM y polietilenglicol 3350 al 50%, se mezclo
bien ¥ se incubg por 2 ha 30 °C con agitacién constante. Posteriormente se agregaron 50 pl
de dimetilsulfoxido, se mezcld bien y se incubd por 15 min a 42 °C. La mezcla sc
centrifugd 5 seg en la microfuga y el paquete se resuspendio en 500 ul de agua destilada
estéril. Se sembraron 100 pt de estas células en cajas con medio selectivo de acuerdo con ¢l
marcador de auxotrofia y se incubaron a 30 °C hasta que aparecieron las colonias ( 2 a 3
dias).

Para las mutaciones dobles y triples se ufilizaron fondos genéticos con mutaciones
individuales y se siguid el procedimiento antes descrito para hacer 1a interrupcion de KHA!

en esfos fondos genéticos,

I1.6. Anilisis tipo Southern y Northern

Se aislé DNA genomico de la cepa silvesire y de las mutantes. Se recuperaron las
células de un cultivo de 10 m! de YPD o YPAD v se rompieron agitando en un vortex por 4
min, con Tritdn X 100 2 %, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris-HCl 10mM pH 8.0, EDTA 1
mM ¥ un volumen de perlas de vidrio de 0.5 mm. El homogenado se centrifugd en una
microfuga por 5 min y el sobrenadante se tratd con RNasa (30 ug/ml) por 3¢ mun a 37 °C.
Sc recuperd ¢l DNA por precipitacion con acetato de amonio (0.4 M) y etano]l 100% Ll
RNA sc aislo a partir de un cultivo de 200 ml de YPD o YPAD con una densidad optica de
()6 umdades a 600 nm (Gonzalez y cols.. 1992). El DNA cortade con la enzima de
restriceion FeoRI se corrio en un gel de agaresa al 194, sc transfirid a una membrana de

mirocclulosa (Sambrook vy cols . 1989) y se hubridizd contra un fragmento de 818 ph



amplificado por PCR del gen YJL094¢ marcado con [*’P}. La marca en la membrana se
detecté con una placa de autorradiografia después de exponer por 4 h. El RNA se corrid en
un gel de agarosa al 1%, se transfirié a una membrana de nitrocelulosa (Sambrook y cols.,
1689) ¥ se hibridizd contra un fragmento de §18 pb ampiificado por PCR del gen YJL0%4c
marcado con [*’P]. La marca en ia membrana se detectd con una placa de autorradiografia

después de exponer por 4 h.

IL.7. Cruza de cepas y analisis de esporas

Para la formacién de diploides, se mezclaron dos cepas de levadura de sexos contrarios
en medio YPD y se incubaron por 6 h a 30 °C con agitacion constante. Se sembré una
alicuota del cultive en medio sdlido SD y se incubd por 24 h a 30 °C. De las colonias que
se obtuvieron se aislo una y se guardd en glicerol.

Fara lo obtencion de esporas, se aisld una colonia de las células diploides y se crecio en
medio YPD durante la noche (12 k) a 30 °C cen agitacién constante. Al dia siguiente, se
transfirid una alicuota del cultivo a medio de esporulacién y se incubd a 25 °C con
agitacion constante. La aparicién de esporas se verificd por analisis al microscopio (de 2 a
10 dias). Una vez que se obtuvieron las células esporulando, se colecté 1 ml por
centrifugacion, se resuspendieron en 0.2 ml de agua destilada estéril con 500 U de B-
glucuronidasa y sc incubd 1 h a 30 °C con agilacidn constante. Posteriormente. se
agregaron .15 g de perlas de vidrio estériles y un mililitro mas de agua esténl. Se agité cn
el vortex durante 2 min y se verificd al microscopio que las ascas se rompieran. Las esporas

obtenidas se sembraron en medio sclectivo y se ineubaron a 30 °C por § a 10 diag

IL8. Crecimiento, composicion cclular v metabolismo de la glucosa
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Se hicieron curvas de crecimiento de a cepa silvestre v de las mutantes. Las curvas se
iniciaron inoculando 100 ml de medio YPD con 5 X 10" células/m!. Los medios se
incubaron a 30 °C con agitacidn constante v se tomaron alicuotas de 1 ml cada hora, En
estas alicuotas se contd el mimero de células con el hemocitémetro de Neubauer. Se obtuvo
el peso himedo del paquete celular, pesando directamente en una balanza analitica. Se
calcul6 Ia biomasa a partir de un extracto celular con 4cido tricloroacético, pesando en una
balanza analitica. Se determind el consumo de glucosa, determinando la cantidad de
glucosa restante en el medio después de centrifugar las células, siguiendo la reduccidn del
NADP" con ATP, hexocinasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Kunst v cols. 1984), en
una celda de 1 ml con TEA-HCI 30 mM pH 7.5 (Trietanol amina llevada al pH con HCI) v
se siguieron los cambios de absorbencia en un espectrofotémetro Shimadzu UV-160A, a
340 nm. La produccion de etanol se determind en una alicuota del medio de cultive después
de centrifugar las células, determinando la reduccién de NAD® por la alcohol
deshidrogenasa (Beutler, 1984) en una celda de 1 ml con NasP20; 50 mM pH 8.8 y se
siguieron los cambios de absorbencia en un espectrofotdémetro (Shimadzu UV-160A) a 340
ar. También se determiné el contlenido de potasio intracelular con un fotdmetro de flama
(Zeiss PF5). Se solubilizaron 100 mg de células con bromuro de cetiltrimetilamonio
(CTAB) y se determind la concentracion de potasio en el sobrenadanie después de quitar
los restos celulares por centrifugacion.

%Rb] y transporte de potasio

11.9. Transporte de |
Para determinar los pardmetros ¢inélicos del transporte de rubidie, sc incubaron 50 mg
(100 pl) de células ayunadas en 900 pl de MES-TEA 2 mM (deide morfolino-

ctanosul fimco neutralizado con trictanofenunay pll 6 O mis glucosa 50 mM por 2 min o

0




temperatura ambiente. Inmediatamente después se agregd [**Rb] (400 cpm/nmol} a
diferentes concentraciones (de 0.1 a 5.0 mM) y se incubd por dos minutos mds. Se filtraron
100 ul de esta mezcla a través de un filtro de nitrocelulosa con una porosidad de 0.45 pm,
lavande el filtro con 10 ml de 100 mM KCl. Posteriormente los filtros se dejaron secar, se
les afiadieron 5 ml de liquido de centelico v se determiné la marca incorporada a las células
en un contador de centelleo (Beckman LC&000).

El transporte de potasio se determind con un electrodo de valinomicina (selectivo para
este catién) acoplado a un electrémetro (Beckman Select Ion 2000) v a una computadora. A
10 ml de MES-TEA 2 mM pH 6.0 se agregaron 50 mg de células ayunadas y se registraron
los movimientos de potasio por 3 min. Posteriormente se agregd glucosa 50 mM y se
continud registrando por 5 min més. La concentracion de potasio extracelular se calculd a
partir de un modelo matematico, que nos permitid calibrar la respuesta del electrodo a

diferentes concentraciones de potasio.

IL10. Determinaciéon def pH intracelular y extracelular

El bombeo de protones se determind en un espectrofotémetre de doble longitud de onda
(SLM Aminco DW2C, modificado por OLIS), siguiendo los cambios en absorbencia del
plrpura de bromocresol ( 4 pg/ml) a 487-586 nm. La reaccion se inicid agregando 25 mg
de células zyunadas ¢n 2 ml de MES-TEA 2.0 mM pH 6.0 y glucosa 50 mM Los cambios
del pll se calibraron mediante adiciones consecutivas de HCi 100 mM.

El pH intracelular se determing siguicndo los cambios en la fluorescencia de células
ayunadas. cargadas con piranina En una celda de clectroporacion se colocaron 700 pl de la
suspension de eé¢lulas mas 20 pl de preanina (100 mM) y se aplicd un pulso de 1500 V. 200

vy
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5 pk con una dutacion de 4 mseg. en un clectroporador {BioRad Gene Puolser [ La
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suspension se transfirid a un tubo Eppendorfde 1.5 ml, se centrifugé, se lavo tres veces con
agua destifada para quitar e} colorante externo, y el paquete celular se resuspendio en el
volumen original con agua destilada. En una celda para el espectrofluorémetro se colocaron
2 ml de MES-TEA 2 mM (pH 6.0) y 25 mg de céiulas electroporadas. Se permitio que las
células se adaptaran al medio por 2 min y se comenzd el registro de la fluorescencia en un
espectrofhurdmetro (SLM DMX 1000) acoplado a una computadora, a 460 nm de
excitacion y 520 nm de emisién. Dos min después de iniciado el registro se afiadio glucosa
50 mM y se continué registrando por 5 min. Posteriormente se agregd KCI 50 mM v se
registrd por 2 min mas. Para calcular el valor del pH intracelular se agregd NH4OH 100
mM para obtener la fluorescencia maxima (piranina’) y 100 mM de 4cido propidnico para
obtener la fluorescencia minima (piranina ). Con el pK 7.2 de la piranina y la ecuacion de
Henderson-Hasselbalch se convierten los valores de fluorescencia a valores de pH (Pefia y

cols., 1995).

IL11. Estimacién del potencial de membrana

El polencial de membrana se estimd midiendo los cambios en la fluorescencia de ia
ditiocarbocianina-3 (DisCs 3). En una celda para espectrofluorémetro se colocaron 2 ml de
MES-TEA 2 mM {pH 6.0), CaCl; 100 pM, CCCP 10 uM, glucosa 50 mM y 25 mg de
céiulas ayunadas y sc incubé por 3 mun. Los cambios en la fluorescencia se midieron en un
cspectroflurémetro (SLM DMX-1000) acoplade a una computadora, a 540 nm de
cxcitacion y 590 nm de cmision. La determinacién sc inicid agregando 0.25 uM DisCa 3,
registrando por 3 min. Posteriormente se agregé KCl 50 mM y se registro durante 3 min
mas La estimacidn del potencial estd determunada por la intensidad de la fluorescencia

alcanzada y el apagamicnto de st fluorescencia despuds de agregar KCl o Lsta



determinacion no es cuantitativa.

1112, Sincronizacion celular y citometria de flujo

Para estimar los cambios en el ciclo celular, se determind la fluorescencia del yoduro de
propidio asociado al DNA con un citdmetro de fiujo (Becton Dickinson FACScan) v los
resultados se analizaron con el software (CELL-Quest). Las células se sincronizaron con el
método de Heichman y Roberts (1998). Se incubaron células en fase logaritmica con 5 ug
de factor de apareamiento o por 2 h a 25 °C, para detener ¢l ciclo celular. Posteriormente,
se agregé pronasa E (10pg/m!l) para Hberar a las células de la detencion y se centrifugaron a
1500 X g por 10 min, El paquete se resuspendid en medio fresco y se incubé durante 6 h a
30 °C.

Las células se prepararon para el citdmetro siguiendo el procedimiento descrito por Lew
y cols. (1992). El cultive se fijo en etanol al 70 % durante la noche a 4 °C, al dia siguiente
se incub6 con RNasa A (S pg/ml) por 4 h 2 37 °C v después por una hora mas con pepsina
(10 mg/ml). Posteriormente las células se tifieron con yoduro de propidio (50 pg/ml)
durante la noche a 4 °C y antes de aplicarias al citometro, se difuyeron a una densidad de 6

X 10° células/ml y se sonicaron por 15 seg




1L RESULTADOS Y BISCUSION

IIL1. Andlisis del marce de lectura abierto YJL094¢ (KHAY)

En la figura 1 (en el articulo) se muestra la secuencia de aminodcidos deducida de la
secuencia de nucledtidos para Khal v la comparacidn con tres secuencias reportadas para
otros intercambiadores. Este gen potencialmente codifica para una proteina de 873 residuos
con una masa molecular de 97.1 kDa y un punto isoeléctrico de 6.0. El analisis hidropatico,
utilizando una ventana de 19 aminodcidos vy el algoritmo de Kyte y Doolittle (1982) predice
entre 10 v 12 cruces transmembranales y una estructura globular en el extremo carboxilo de
la proteina. Por sus caracteristicas, esta proteina membranal puede agruparse con los otros

intercambiadores asociados a la membrana plasmética {Nass ¥ Rao, 1998).

L2, Interrupcion del marco de lectura abierta YJLO94¢ (KHAT)

La interrupcion del gen KXHA se hizo por recombinacién homéloga de un fragmento de
818 pb obtenido por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Con ¢l programa prime
del paquete para el analisis de secuencias de é4cidos nucleicos y aminvacidos GCG, y
utilizando come molde la secuencia del ORF YIL094c reportada en la base de datos del
genoma de levadura, sc discfiaron los desoxioligonucledtidos F1 y RI:

Forward I STTAGCCAGTCATGCTCAGS’ en la posicién 396
Reverse | STCCTCCAAAGCAAGAATACAATY en la posicion 1214

Con cstos desoxioligonucledtidos, sc amplificd por PCR, a partir de DNA genomico de
la cepa W303-1A, con un programa de un ciclo de desnaturalizacion (94 °C 10 min), 235
ciclos {eiesnaturalizacion (94 °C 30 sep)., alincamicnto (55 °C 45 seg) y clongacion (72 °C 2

min)]. mds un ciclo de clongacién (72 °C 10 mun). a diferentes concentraciones de MgCl,.




Con estas condiciones se obtuvo un fragmento de 818 pb (figura 1).

Este fragmento se lig6 en el vector pCR™II (Promega) para productes de PCR (figura
2) y se secuencié con sequenasa V.2 (BRL). La lectura de la secuencia confirmé que el
producto obtenido corresponde a ta regidn esperada del ORF YJL094c (no se muestran los
resultados).

Un fragmento de EcoRI del pCRTMIImA;-glgpb se subclond en el vector YIP352 (figura
3); este vector se caracteriza por carecer de origen de replicacion y solo por recombinacion
puede permanecer en la célula, Bl DNA de! vector YIP352xm4/81500 S¢ linealizd con la
enzima £g/Il; este es un sitio que se encuentra naturalmente en el gen KHAJ y se localizaa
la mitad del fragmento de 818 pb. Con el DNA linealizado se transformaron células de la

cepa W303-1A,

1113, Ydentificacién de las transformantes

De la transformacion se aislaron 50 colonias vy se replicaron en cajas de YPAD ajustadas
a diferentes valores de pH y diferentes cantidades de NaCl. Se seleccionaron 6 colonias que
pudieron crecer cn estos medios. De estas colonias se aisld el DNA gendmico y se hizo un
andlisis 1ipo Southern (no se muestran los resultados).

D¢ las scis clonas se tomd una v se cruzod con la cepa R757. De la cruza de las cepas se
aislaron esporas que pudieran crecer en medio SD-URA. Se probaron veinte esporas
nuevamente en los medios con diferentes valores de pH v diferentes cantidades de Na(l, y
a se1s de cllas se les aislo el DNA gendmico ¥ se repitié el analisis tipe Southern (no se

muestran los resultados)
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Figura 1. Amplificacion del fragmento de 8§18ph de KHAI por 1a reaccion en cadena
de ta polimerasa (PCR) En la parte superior se representa una fraccion del Cromosoma X.
El rectangulo representa el ORF para KHA/, las flechas marcadas como R1 y F1 indican la
posicién Vv sentido de los deoxioligonucledtidos empleados y el rectangulo negro el

fragmento esperado En la parte wferior se muestran las condiciones experimentales De
cada muestra se corriercn 10 1l en un gel de agarosa al 1%, tefiide con bromuroe de eudio.
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Figura 2. Clonacidn del producto de POR en ¢l vector pCR'™ML. Del producto de PCR
pg e mneubo con 003 po del veeton y 11 de ligase por 18 ha 16 °C, Con et producte de la
Dgacrdn ~¢ transfonmaren células de & colr, Se recuperd ef vector de las transformantes
obtenidas Se hiso una digestion con las ensimas LeoR1y Belll gue iberan ¢l producto de
POR del voeter thinen Ty o corta por la nutad (linea 2)
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Figura 3. Clonacién del producto de PCR en el vector integrativo YIP352. Del vector
pCRTMHKHA 813 20 pg se cortaron con FcoRI por 12 h a 37 °C. El producto de [a digestidén
se corrid en un gel de agarosa al 1% y se recuperd la banda correspondiente a 800 pb de la
figura anterior (linea 2). Del DNA recuperado 5 pl se mezclaron con 1 ug del vector
YIP352 ¥ 1 U de ligasa vy se ncubaron por 18 h a 4 °C. Con el producto de la ligacién se
transformaron células de E. colt Se recuper el plasmido de las transformantes obtenidas v
se hizo una digestidn con las enzimas EcoRI y Beill que abren ei pldsmido (linea 1), Jiberan
¢l preducto de PCR del vecter (linea 2) y lo cortan por la mitad (linea 3).

Finalmente. con este metodeologia sc seleceiond una clona denominada kha/::URA. De
esta clona y de la cepa silvestre se aisld el DNA y el RNA, y sc hicicron los andlisis tipa
Southern ¥ Northern (itgura 4 en Iz tesis y figura 2 en el articulo). En el analisis tipo
Southern se observé un fragmento de la digestién con EcoRI del DNA genémico en la cepa
silvestre, mientras que en la mutante se oblicnen dos fragmentos para la misma digeston, 1o
quc confirma ia interrupeion de KA1 Lin ol andlists tipe Northem séle se obuve una
banda para la cepa sdvestie ¥ nmguna para la cepa transformante, lo que interpretamos

COmo una eapresion constitutiva del gen en la cepa siivestie ¥y confimacion de la

nterrupeian del mismo en lo cepa mutanie



Para determinar e! fenotipo en otras mutantes con fondos gendéticos diferentes, se utilizo
el transporte de potasio como critetio para la identificacién de mutantes. Posteriormente se

realizo el andlisis tipo Southern y PCR para confirmar las interrupciones.

IIL4. Crecimiento y metabolismo de la glucosa

En 1a grafica de la figura 5 se muestran las curvas de crecimienio para la cepa silvesire y
la muante (khal:URA). En esta grafica se observa claramente la mayor tasa de
crecimiento de la cepa khal"URA con respecio a la cepa control. £n el mismo experimento
se determiné el peso hitmedo de la células a diferentes tiempos durante el cultive (figura 6).
También se determiné el consumo de ghwosa (figura 7) v la produccion de etanol (figura
8). Estos resultados muestran claramente que las células en las que se hizo la interrupcién
de KHA4! tienen un metabolismo acelerado ya que la cepa khal::URA consume mas rapido
la glucosa y produce mds etanol con respecto a las células control. En la Tabla 1 (en el
articulo) se muestra un resumen de diferentes pardmetros que se determinaron en un cultivo

de la cepa silvestre y de Ja mutante, después de 14 h,

8
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Figura 4. Anilisis tipo Southern y Northern. En [a parte superior sc representa el evento
de recombinacién esperada. En la parte inferior se mucstra el andlisis tipo Southern para cl
DNA genémico cortado con EcoRI de la cepa silvestre (linea 1) y de la mutante (linea 2).
También se mucstra e} analisis tipo Northern para el RNA total de la cepa silvestre (linea 1)

y la mutante (linea 2).
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Figura 5. Curvas de crecimiento. Se inocularon matraces con 200 ml de medio YPAD
con 5 X 10* células/ml de cada cepa y se incubaron a 30 °C con agitacién continua. Cada

hora se tom¢ una alicuota de [ ml y se conté el nimero de células con un hemocitémetro de
Neubauer
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Figura 6. Determinacién del peso hiimedo. S¢ inocularon matraces con 209 ml de medio
YPAD con 5 X 10" células/m| de cada cepa y se incubaron a 30 °C con agitagién continua.,
Despucs de 6 h de incubacion, sc tomaron alicuotas de 1 ml cada dos horas. Las alicuotas
se pusicron en tubos Eppendorf previamente tarados y se centnfugaron en una microfuga
por 30 seg. Bl peso himedo se obtuva pesando directamente los paguetes celulares en una
palansn analiuca

!



Glucosa (M)

Figura 7. Determinacién del consumo de glucesa. Se inocularon matraces con 200 ml de
medio YPAD con 5 X 10" céluias/m] de cada cepa y se incubaron 2 30 °C con agitacion
continua. Cada hora se tomaron alicuotas de 1 ml. Las alicuotas se pusteron en tubos
Eppendorf y centrifugaron en una microfuga por 30 seg. En el sobrenadante se determiné la
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cantidad de glucosa como se describe en Materiales y Métodos.

Figura 8. Determinacién de la produccion de etanol Sc inocularon matraces con 200 ml
de medio YPAD con 3 X 10 eclulas/m! de cada cepa v se incubaron a 30 °C con agitacién
coninua Cada hera s¢ tomaron alicuotas de 1| mi Las aiicuotas se pusicron en tubes
Eppendorf y centrifugaron en una microfuga por 30 seg. in el sobrenadante se determiné 1a
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En estos resultados se destacan. el incremento en el namero de células (1.26 veces con
respecto a la cepa silvestre), la biomasa obtenida (1.5 veces), la produccion de etanol (2.68
veces) v el contenido de potasio intracelular (1 96 veces). Una vez mds, estos resultados,
resaltan un incremento en el metabolismo de la cepa mutante asi como un incremento en
log niveles intracefulares de potasio.

Para ahondar en las alteraciones observadas en el crecimiento, se hizo una citormetria de
flujo {figura 9). En la figura se observa que las células de la cepa silvestre sincronizadas en
la fase Gt con factor o, luego de 6 h de ser liberadas de la detencion con pronasa, oscilan
entre las fases G1 y G2 del cicle celular (1C v 2C), mientrag que en las células de la cepa
mutante después del mismo tratamiento, la poblacién tiende a mantenerse en la fase G2 del
cicio celular (2C). Esto tltimo se puede interpretar como que las células mutantes, tienen
un cicle celular més corto. El incremento en los niveles de potasio intraceluiar junto con
una disminucion de 20% en el tamafio de las células pueden explicar Ias alteracienes
observadas en el metabolisma asi como en el ciclo celular (Pefia y Ramirez, 1986;

Marshall, 1994; Degols y cols., 1996).

I11.5. Parametros cinéticos del fransporte de [**Rb] y caracteristieas del transporte de
potasio

Con el propésito de averiguar si la acurulacién de potasio pudiera deberse a un
aumente en la actividad de los sistemas de transporte. se obtuvicron las constantes cinélicas
para ci transporle de rubidio, un analogo de! potasio para los sistemas de transporte de este
caudn. Para la cepa silvestre se encontrd una constante de afinidad de 227 pM y una

constante catalitica de 471 nmol/min/mg: para la cepa mutante una constante de altmdad de




149uM ¥ una constante catalitica de 434 nmol/min/mg (figura 3 en €l articulo). Estos
resultados no mostraron diferencias significativas para las constantes cinéticas. Esto se
puede interpretar como que los sistemas de transporte de potasio no estdn afectados, v que
la acumulacidn de potasio debe estar mediada por otro factor.

Los movimientos de potasio para ambas cepas, medidos con un electrodo selectivo, se
muestran en la figura 4 (en e articulo). En esta figura se observa que cuando se agregan las
células al medio, se produce una salida rdpida de potasio que es mayor para la cepa
silvestre. Posteriormente, cuando se agrega glucosa al medio, las células de la cepa mutante
son capaces de recuperar la totalidad del potasio liberado inictalmente, mientras que las
celulas de la cepa silvestre sélo recuperan parte de este potasio. Este resultado, junto con la
salida de potasio reporiada por Pefia v Ramirez (1991) parece indicar que la acumulacidn
de potasio observada se debe a la pérdida de la actividad de salida de potasio mediada por

el intercambrador K'/H" propuesto por estos autores.

I11.6. Determinacion del bombeo de protones y el pH intracelular

Para obtener la actividad del bombeo de protones, se determind el pH del medio
extracefular {figura 5 en ¢l articulo). En csta figura se pucde observar que la velocidad con
la que se acidifica el medio y la acidificacion total son mayores para la mutante, y quc este
camnbio se acentGa con la adicion de potasio al medio de reaccidn.

En cuanto al pll intracelular (figura 6A en el articulo), 1a cepa silvestre pucde mantener
¢l pH bien reguiado c¢n valores cercanos a 6.0 unidades aun despuds de agregar potasio al
medio de reaccion En la cepa mutante, ¢l pH intracelular ticnde a aumentar v ¢sta

alealinizacion se acentia al agregar potasio al medio



I11.7. Determinacién del potencial de membrana

En la grifica de la figura 6B (en el articuio) se muestran los resultados obtenidos al
seguir los cambios en la fluorescencia de la cianina DisCs 3. Aunque estos cambios no son
cuantiiativos, dan una idea aproximada de la magnitud del potencial de membrana. En la
grafica se observa que en la cepa mutante se obtlene una sefial mayor que en la cepa
silvestre, También se observa que la adicidn de potasio produce un cambio mds grande en
Ia seffal para la mutante. El mayor potencial de membrana observado en la mutante se
puede explicar por una salida de potasio por el canal idénico Tokl. Este incremento también
nos permite explicar parcialmente la acumulacion de potasio observada en [z mutante.

Los cambios observados en el movimiento de protones, al igual que los observados en
los movimientos y acumulacion de potasio, se pueden explicar con la pérdida del
intercambiader K'/H™ Khal {figura 7 en el articulo). En esta figura se propone un esquema
del funcicnamiento de este sistema en la levadura. En un primer paso, la H'-ATPasa genera
el gradiente electroquimico de protones (A ); en un segundo paso, el gradiente eléctrico
es utilizade para el iransporte de potasio y el colapso parcial de este gradiente debe
incrementar la actividad de la H'-ATPasa, como se observd en los resultades; finalmente,
en un tercer paso, el intercambiador K'/H" Khal puede recircular parte de los protones
transporiados por la H™-ATPasa manteniendo ¢l pH intracelular y parte del potasio
transportado por los sistemnas Trkl y Trk2, manteniendo los niveles mtracelulares de este
calién.

Con los resultados obtenidos, podemos decir que ¢l marco de lectura abierta Yil.0%4c
KHAL eodifica para una proteina que se expresa en la jevadura y tene canacteristicas

compartidas con intercambiadorss cabién/proton La pérdida de su actividad se retlen en




una pérdida de la capacidad de las células para mantener ¢] pH y los niveles de potasio
intracelulares. El desequiibrio en el pH y la concentracién imracelular de potasio provocan
una activacion del metabolismo y por consecuencia una aceleracion del ciclo celular. Estos

datos fueron reportados en Ramirez y cols. (1958).
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Figura 9. Determinacién del contenido de DNA. En la células de la W303-1A y de la
khal :URA se detuvo el ciclo celular en la fase GI con factor a como se describe en
Materiales y Métodos. Después de ser liberadas de la detencidn se incubaron por 6 h y se
fijaron con etanol al 70 %. Las células {ijadas se tifieron con yoduro de propidio vy se
analizaron en un citdmetro de flujo. Las areas representan la poblacion de las células que se
encuentran en GI (1C) y G2 (2C)
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The KHA! gene corresponding 1o the open reading frame YJLO%Mc (2.62 kb) encoding 2 putstive K*/H*
anliparter (873 amino acids) in Saccharomyces cerevisiae was disrupted by homologeus recombination. The core
protein is similat 10 the puatative Na*/H* autiporters from Enterococcus hirae (NAPA pene) and Lactocoecus
lactis (LLUPP genel and the putative K*/H™ exchanger from Escherichia coli (KEFC gene). Disruption of the
KHAY} gene resulied in an increased K™ accustalation and net influx without 2 significant difference in efflux,
as well as an increased growth rate. smailer cells, and twice the cell yield per glacose used. Flow cytometry
analysis showed 2n increase of the DNA duplication rate in the mutant. Kinetic studies of “Rb* uptake showed
the same satorable system for wild-tvpe and disruptant strains. Mutant cells also produced a greater acidi-
ficatiou of the medium coincident with en internal pH alkalinization and showed a higher oxygen consumption
velocity, We speculate that higher K™ accumulation and increased osmotic pressire accelerate the cell cycle

and metabolic activity.

Three distinct genes enceding putative Na™/H”™ antiporters
have been wdenufied by the veast genome sequencing project
(7). One of these. NHA L was recently cloned from 2 muiucopy
genomie Jibrany by sclection for increased sodium 1olerance
{24} Disruption of NHAT confen, significant N2” sensitwin, in
a stram lacking the PMR? focus A protein (NHX1) with ho-
mology to amilonde-sensiive Na™/H™ exchangers (NHE] to
NHE4) in ammal cells (1) was encoded by the veast gene
YDR450w. 35 probably localized in the yeast vacuoie. and is
mvolved in sodium tolerance {204, A PMAT mutant sirain with
NRXI disrupted lost the ability to sequester sodium in the
vacuole A third yeast gene. YJLG94c (18). exhibited homology
to penes encoding putative Na™/H™ exchangers from Enfero-
coccls urae (28) and Lectoroccus lecns (17) and a putative
K'M" exchanger from Eschenchw colr {19

It 15 Lnown from experiments with yeast membrane vesicies
that there 35 a K*-Na*/H* exchange system an the plasma
membrane of yeast (4, 25). In the prescnt work. we character-
1ize the YILOY4c gene and show that 11 prababiy cncodes the
putauve K /3" anuponer. therefore, we have named s KHA47
(patassium/hydragen wn anuporter 1), The KHAT (YILO%4c)
gene may play a vital physwlogical role i the regnlanon of
wtracellular pH. m K™ accurmulation, in cell volume control,
and possibly 1n the activauon of growth factors

MATERIALS AND METHOBS

Straans and mulabi topstrocon The wildavpe siraims wsed wose WWIALA
(MATa adel | cand 1M hes3 1128 lew2 3 112 mpd-t urad-1) and R757 (MATa
hud- 1§ A urad.52) Ananiernal Iragmem of the YILIO4c open reading frame
(ORF} s tbtaned b POR with two spenific ohgadesmmuclentides Oligade-
oxvnucleotide ¥ {TTAGCCAGTCATGCTCAG) was denved from the & e
quence ol posiuon 396 1n the AHA! peac Olgoderevnucleaude R (CCTCCA
AAGCAAGAATACAA) win denved ftum the 3 sequenoe al position 1214 n
the Af 47 pene Towl DNA from Sacchitramiees cerninge WHIZTA was ved 1y
a template Tor amphitication by PCR. which was carned out sn o Cov TempCyeler
1 with the feliewang, program one denatunng cvele far 10 mun at $44C Toliowed

* Comrespopding puthor Mahing addrevs Departamenie de Ge-
retca Molecalar, Institute de Fravlopa Celular, Unverudad Nacwo-
nal Autonoms de Mexiee, Apartade 70-242, (M510 Mcuco O F Mex-
wa Phone ($25) 022-5633 Fux (525) 622 5630 L-mail apdo thao!
unam mx, .

Spod)

25 cyclee of denaturaton for 3 s at 947 apncaling (or 45 « at S5°C. and
exenasion for 2 min at 72°0 An dlbpuckemide (nt) PCR product was obtaned
et funhied, wad bpated into the pCRIT veotar Umitregenl This subclone was
seguenced e primet exicnsion with a Sequcnase V2 kit (Upited States Bin-
chemicals) An £coR1 fragment carmemg e onginal POR product was obtained
from the p’R1D clone 2nd subclonad mie Yip3S2 (10) digested with the same
enryme The resuiung plasmid was digested with Sgfll al the naturaiiv oocuming
sate i the KH A7 gene 21 posttion 806w produce 2 Tineanzed plassmid that carmes
frapments of 417 and U at 2 recombunant ends The lincanized plasmid was
then vsed 1o translcet strarns W303JA and R7ST Potenual mutamt transfor-
manis were recognized o ther aliezed prowih on YPAD plates comtamng | M
KCior | M NaCl ar different pH vl (40, 80 and &4l

Southern and Morthern asalvsic. The agartese gel contaipmg Sgflle and
EroRl-digeaed DNA fom the wildavpe sz and 3 aodependont
Iha} URAZ mutants was dendtured and tranderred te 2 nskan membrane as
doseribed previoush (26} The DNA Plat was probed with the 816-nt PCR
trapmem labeled wub fo-UPRCTE The same patters was amcoved for the
W14 and R7%7 mutants clesch mdicating that the construction had been
msened 0 th wld-nL genamKe sequence of AHAS

Mosthern analuas was cartied out 23 previoush désanhed b (Gongalez 1 al
{8) Towal veast RMA of the wild-vpe and Mia) URAZ strams proviouslv ana-
Jyzed n Southern biMuing was exiracied fram cells grown to the log phase
{opugal densus ot 60 am {OD - e 1o T 0} m 200 m! of medium v described
b Strthl and Daves (27}

Growtk, cell composition. and glecose metabokasm YV PAD micdiuemn contmngd
25 glucose 1% peptonc 17 veast oxtract, and S0 mg of adermne sulfate per heer
Growth ook place at WFC on s gyrotors shaker, 26d for moest expenments the
cells wore golleCied near giucosw exhausuon afier 121w 1bh As spenfied, cenan
experiments were perfommed with starved celks fresuspension in weter sad 18 h
of additional <hakang) For celly i the exponienial growth phase {see Table 1),
o subCHure war momnered from an mval 0D, vf 002 wath hourly samphing
of OD. cell counis wer weight biomasy, glugose amsumptaon. ¢thanol produc-
uap and ntemal k7 ocontent

The el werr counicd in o MNeubpucy onometer For hvimass determinatian,
eeptnfuged cells were disrupted wich 10 mil of 10% nchioroacctic acd for 10
min &t foom mperature washed twice wath disulled waeer, and weoighed Eth-
aned produchion was measaicd spectroghatamatncally dunng prowth iy mon-
saning the reduct:on of NAD™ bv aeohul dehvdrogenase (3), using the syper.
salant after cemtnfuping the oeils (wee helow) The glucose remaimng in the
medwm wis meagred b the reducyon of NADPT with ATP, hexokinase, and
glugtse-&-phosphate dehvdrogenase (12)

To measore (he wnternal K oonient. 190 ;g of colls grown [or 14 b wias
dueupied by incubapon with (00l of 2 mM cenlinmethviammonium bromade
(CTAB} lor 18 mun at e Wempcraiure. The suspenunn was coninfuged, and
the CEUION concontrabon i the sUpematedr was dclermancd wih 3 Zaws PFRS
Rame plolomerer

The fermentalion jate wis measurcd by mositaning chanol producion Cells
{50 mp hwer weiphr) of varvtd cefvh weee soubaved for W min w2 mM
marpholinegrhancsulions acd-tncthanolamine (MES TLA) (pH 0% mM
giucose (final volume 1 ml) Afer ceninfugation and sdcquate dilugon the
WUPETAIARL whka Lxcd o Oaste Tlhanol A Seumited sbewt
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FIG 2 Northern hload 1ol BNA abtained {rom the wdd-tvpe (lane A) end
Ahig} URA3 (lanc 81 striny, and schematic representauan of the 2 62-kb frag-
menr carrving the KH4F DRF Amrown comovpond 1o a 88 w 8 445 RMA
isdder from GIRCO BRL The solidbax sndicales the PCR tragment, the shaded
pox ipdicates the compleic K47 ORF, and fhe apep box indigates the Yipisl
plasmid The RNA filzer was probed with the “P-labeled POR tragment

Cx conpmphien was measultd F MeMINRE it concentiaunn at WrC with +
Clark clectrode 1n 2 closed thermostated chamber connected to an axvgen
momtor and compurcr, by ung & mixtare contanmg S mg of sarved celivm 3
ml of 2 mM tartraic-MES TEA bafier (pH & )-S50 mM glucose

Cell svhchrony and flow evtometey. The cells were svnchremized ys desenbed
by Hewwhman and Roberts (9) Loganthmically growing celis were ipcubated in
the presence of & g of e-facior permifor 2 b1 25°C Pronase E {10 wgmly was
added, and the cells were selepsed {rom a-fuctor wrest b bemg transfecred o
YPAD medium without uddiins 3nd incubated for g further 6 b at 30°0

W em celts were preparcd §or Ao crbmetry anaven by o odiication of the
procedure af Lew oy ul (1%) Coultures were hixed 10 707 cthanol overnighe at 47
and digesied with RNase A lor 4 a1 37°C and then wath pepan for 1 b st 37°C
The cclbs were stained with 50 wg of promdium wodide per mf overmghe at 4°C
Tre samples wore diluted and somcated for 15 v Flutresconce wis measured
with 4 Becton Dickinson FACScan and snalvzed using CELL-Cuest safrware

¥ BAUTLRIGH

*Rh" traisport and K” uplake m the medium “RE franapor, was hes
sured mowhole ot by adding 36 mg ot stancd el (R pi o Wil of 2 mM
LS TLA tufler {pH 600030 mbd clucse aad vcub dng the Mogure Jor 2 min
Then Y Rb W added 1o s comeentrwon of 1] 32 03 04 03 1 23 dom
S oand megramon wes cartigd oot tor sfurtho Jmm Abgnvia et WKL b ek
taken Hlered through o collubow sl flier ymean oty diameter 145 pm
Sillipare b oand washed onee with 10 of B mY RO The Miners wen e
and transtermed oo sannllation salkowits S ml ot g anuliaten Guohtal and the
zacddiia v IR Wan mcasured M hywd wsiilialion counter

Poresmm uplahe was moasured by eontmuoush tecording thy atraccilular
Loneemraton with o putessium seledne electrode conneeted e an on analy
{Reckman tilenion 2006 and computer With o modute cantumng 1N mg ol
weliwm Wimb ol 2 oM tastrate-MLS TEA bafier (pH 613 Thy changes were
CaliPrated ™y addrions of 319 uM RO

Extcrnal afid maternal pH Proten pumping ¥ as measuted b monponng the
abwesrbancs change of bromocresol purple (3 pp per @) a1 387 o Ssnnmon g
dual-waveiengeh speetrophetometer {DW 2 Ot conversion} with » mixture con
1mang 25 mg of slarved el 2 mlof 2 mM artrag -MES-TLA byfier (pH
001 plus 1M glucose The changes were Laltbrated b additons of 100 mM
HCE

T antemmad pi wgs messuted by montonng the fustestenee changes of the
starved ¢l saispensiony after foadimg them wiin prranee Llcctroporation s
prorormed wa previousts FepoTted {23 wath o Bu-Rod Gete Pubeg wath a pabee
comreller atachment The cell wepenson (07 mb contazming 330 mp |wet
weight] of cells i plus 200wk of T00 MM pyranine u e placed 10 a cedl with 2 11 3-mm
gap ndone puise of 15 k4., 25 wF and 200 £] was applicd with o duration of
aboaul 310 my The cells were gentrfoged and then washed three umes with
detglled sater by centuftgagion m a microce Reduge for 10 s, sesuspended an the
orgmal 1atie (05 g of cliv per ml af water). and wsed as desenbed for the
mdradua!l exprnments A modiGoation @ the gutal repatied procedure (23)
was ncluded (1) fina! alkalinizanon of the ool was achicved b the addinen of
0 mM NHLOH instead of 1K mdv Trs bas

Metnbrape poteptial The membzance polenual was edimalicd o deseribed
previnsnh (22) by monstonng the fluofescence changes of 5.3 dipropithiacar-
boovanine [DiSCy3). Malecular Probes) al 541w 590 nm The cvanine was
added after meubauon of the starved celis 1in 2 mM anmate MES-TEA (pH 40
o b (4 plus 1w M carbuand s anude e <hlorophem hvdrazone (CCCPY 100 WM
CaCly and S mM plucose

RESULTS AND DISCUSSION

Gene and disruption. Figure 1 shows the deduced amimo
acid sequence for the YJLIS3C genc (18), here named KHAT,
and comparson with three related genes The KFAT preduct
would contamn 873 amine acxd reseducy apd have a molecular
weight of 97.1 kDaz and an soclectric poant of 6.0. 1ty hvdrop-
athy profile, umng 2 window of 19 amino 2ads and the alpe-
rithm of Kyte and Deohule (13), showed 10 2o 12 possible
membrane-spanning domains

As descrived m Matenals and Methods, an internal frag
ment of KHAJ was obtaned by PCR and cioned mto Yip352
(URA3) After hincanzation at its Bgll} site the plasmud was
transformed nto wild-type strans WALLA and RI57 with
selection for uracd prodpirophy. The mutant phenotype was
recogmzed by its fast growth and larpe colomes on plates of
tngh pH and/or salt concentration, Chromosomal DNA was
wolated from six nomingl khe! URAT mutants 1o cach genctic
background, und the disruption was confirmed s Southern

TABLE 1 Charactensues of wid-ype and Ahe] URA T straim

Amt (mg/ml) of , .
Stram Dupheatin Cell counts  Werwt  Hiomaws Cell st lr;;:':" 1 F(rrmt"’r;ul;;m rrlr R(,\(p;'mll:u:} rale
Stral time (b (1" celisy (myy (mgY Glucis Ethared (um) Ml wg et :mu o g ¢ ]
comumed  prwduced (mMy Ainmg) - manmg
Wid tvpe 158 17 181 iT] 14/ e 78 150 P T
Ahal URA4T 1w 214 bR HuR i8 54 747 647 s 1131 It

= For the determnution of cell counin wer woight bromass and ceill e «clis were grown near glucos exhaustan (33 h) Lthapol produciion and glutose
censumplion were measured in e supernatant alier munesing the ey 1o meassiement ol the nicenal b cuticonl el gema far 14 b were hanested n
centrifugation and wathed wice with distlled water snd the & contenr w s moasured as deseribed i Matcrials and Mcrhods For fermentatun and foaitation Liles
celly grevm foe 18 b wete staned and ctbuanel producion and o gen consumplion were measured ay deswnbed 1 Matenads and Mot

" Duplcaton tishe war obinened tw ineat regrosion anahae trom he sembiganthmy, () pnmath cunes

* Per mmllgram of gluoose used minus efitamd prifuced
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FIG 3 Knenes of R mansport m dntuplant snd wid-ope sttams The
cells {51t mg [wer weght]) were preincubared for 2 min ;2 mM VIES-TEA (pH
f=31 mM glucose After premeubation, vanble concensratiuns of “Rb were
Adted, 0 Measure il Fansport with an madbation toe of 2 mim s desenbed
Matenab and Methods. The most prbable ngs and K and Vo, | values were
obtaned by the penlnear regression methad

afalyary {eenults ot vhown ), The anaiyses which follow were
done with one of the W303-1A mutants KHA7 mRNA way
found 0 the parental striun, showing that the gene way ex-
prassed. and was not detected in the mutants (Fig. 23,
Growth and metabolism. As mphed by obtamng the mu-
apts m haplowd strams on nermal YNB mediom with glucose,

' Wikd-type

«hat URAJ
S
Calls
0 T T Y T T T 1
] 100 200 00 L] 500 SO0 700

Time (et

IO 4 Clamaes oof Tho poassitm Concestr iwin i ihe ool suspoosasis b
VNt s wory motered with caetoine b e tfds 0 E v Eun, contarmmg S0
st el D osbiareote MES TEA pulcripH ovm g nned solume od 1
mb o A0 The e steted 2 i adhothe whdnen of ot i MM
el 14ry oy whbod o e s ted The Bt sty Lol aed B
wddipoanis ol [ M RO

5. CEREVISIAE MUTANT LACKING 4 K™'H™ EXCHANGER 5863

4 -

kit i URAS

Wiidk-type

0
T L = —r—
a 2 4 & 8
Time (mun}

FIG 5. Changes of the pH of cell suspensions pH changes were momitared
Ty the absarhance chaages of ¥ wi of bromeresal purple ar 387 o 586 om in a
muture contumng 25 myg of cells and 2 mM terrate-MES-TEA buffer (pH 6 0)
in 3 fnad volsme of 20 mb o WC The rrcing aactad 4 | o wich the addiian
of 5 mM glucosa (G aad 15 mM KCT(K ™) was added at & min, gs indicated.
The uhanges wete walibtaied by addpomns of 100 mM HCL

Kira I distuption 1s not lethal. As shown m Table [, the mutant
strain 15 attered in several charactensties The doubimg ume
normal YPAD medium wds o hitie sherter in the mutant than
the parental stran, and ity yeeld of cells. expressed as cell
number, wet wehtl. of hiemass, appeated 0 be conwiderably
higher during the whele growth curve The cells in the expo-
rentia] phase were o hittle senatler, ethano! production was 2 6
umes hugher, the fermentahon rate was clevated by 25%, and
the resperation rate was threetold higher Mose sirkingly. con-
sidering the proposed rule of YILS4e w K7 meteboiism, the
mutant contacd tvice e conuenitabion ot K7 oy the wild
tvpe, and this difference was observed throughout the growth
curve The external pH changes over the growth period (pH 6 1)
ety and pH 31 at s 12 hy were simibar 1 the mutant and
wiid type.

Flow cytometry sralvsis ®as o pertormed  Cells synchro-
mized in the o phase with aefactor contaimed o aotorm 1C
DNA content (results not shown), & h atier release with pro-
nase. the wild fype contamed simelar 1C and 2C populations
while the mutant was fareely 20 anoandication ot more rapid
DNA replication in the mutant

Potaysium {on movements. K uptahe (av awessed with
RE Y could be doserbed as a sssle satucable system with
sirudar B and K, the murant apd wild tvpe (Fig, 3
External K movement v shown i Frg 3 addition aof cells to
1K dtree mediom resabed a4 K eflue which was Shghily
greater o the wild tvpe than n the mutant. reuptahe upon
;:qu.!\v: additron was sloss and paztial in the wild tvpe but raprd
and womphete i the musand

The external pHl change o shown o Fig 5 S previoush
determiped (53 glucose metibalim and the acnwiy ot th
H1 A TRase (21 wause oviernal widdwaton w tha wild wpe,
g the effedt was somew bat sharper i the mutant Internal
plangd membrane potcntial determinaions dig shown e Fie
b The wiernal phi s Wehor i the mustant (o the wild
tvpe T ditforenoe wos abserved both betore s atter gl
dthaush the pertarhations caused by wlucine

Lot addtten



SR RAMIREZ ET AL
pH 40 pH 6.0
A kbat URA3
621 647 knat URA3

2 200 400 €00 0 200 400 EOO
Time (sec) Time (sec)
B ¥
500 K 500 - kna? URA3
kharURaz \
§ 400 400 -
[ Wiit-type:
=
£ a0 o Wilc-type 300
&
o200 4 200
o
g
£ wad 100 4
o Oye o l ~Z~ Dye
o 100 200 300 o 100 200 390
Time (sec) Ting {sec)

FIG o lnicrnal pH {A7 50d membrant poienial 1By {A) Changes of the
niernal pH inimact celly gy andicated by the fluarewenee changes of clectro-
parated patanine are shown Incuhaton was perlormed in 2 mM tanrae-MES
TEA bufler (pH 4 0 and 6 4) & indicdted Prraming was loaded ingo the €eli by
¢lectroparation (1 5 MY 200 1 28 uF) The traaing was staned by the addinen
af 28 mg of oclls S mM glucose (Gl was 4dded ut K0y and 19 mM RQH{RT)
sav added at 56 s To obtius o reference of maamum and mmimum fluares-
fenee 30 pd of 2N MNHLOH @ wopl ol 30 propionc aad were added
tespectnvely Lo the incubation mixture alter the tracing and the values vblaimed
were recorded nnd uved 10 ugjos e, turie Flyotescones, was reeosded 4t room
temperaiure gt 460 10 52X nm {B) Membrane porcnual varnoms g andicated by
the Ruarescerice changes of DiSCE3) are shown Tntubauiom was perforied
wame bufier plus 10 M CuCl and T0M CCCP The traung was sierted by the
addipan of 05 pM of the cvumine after 20 4 Jollowed s 15 mM RCHIR 3w
Ky s indicaned Flunrescener was recorded ot $40 10 5% am

addiion were quite different in the two sirains Membrane
poienual. as measured by fluoreseence of DiSCL(3), was hugher
I the mutan: than in the wild type (insrde negative) and was
deereased hy the addinon of external potassium m both strauns

Comments, The AHAT gene sesembles that of ather known
CaLONPIOLOn antiporters. 1 expressed tn yedst. and probably
encodes 2 K °/H™ exchanger The sequence cimudaray w hgh-
€<t n the N-terminal part. and we specalase that the C-ierms-
aal parton may have a special funcuen, The kev indication for
A4} function 18 the approanmate doubhing of the K* content
1In the mutant According to the scheme in Fiy 7, the clevaied
K™ concentranon © probably related to normal K entry but
mparment of K™ exat by proton exchange and henee 10 the
«omewhat Righer mternal pH Lower eaterhat pld and higher
membrane powcntial would follow A muore detaled eaplana-

J BacTerion

K KHAl>

FIG 7 Proposed rale of KHA! Active tansport of K7 a1 the plasma mem-
branc » driven boabt HOCATPee PALAT v the 3W-coupicd carmier TRAS
Changes capected 4y a result of desnripiton of the gene and shaenee of the KHA7T
protcin ate duserined i tne tent Eseenvalh. the Lhal L R4AT mutant shuwid
shoaw {1} fo changes i the 1Mina) vate of funcie Sonstdnts of te uptehc Syalem
TRKI. (1) a higheT accumuituion of K™ hecaust of Ihe 2heper of tme of e
efflux sysicms 1or Lhe cation (m1) a greaner ingrezse of the inermal pH and &
greater deeredse of the external pH upen the addmaon of k™ and () a greater
dectease of the mémbrant porentaal upon the addiion of K-

uon of the various curves is not possibie, 1 part because the
scheme omits hnown clements such as outward-rectifving po-
tassium channels (2} and in pan because plucose causes an
mival and wansient aadification by varwus means. such as
formation of the phosphorylaled miermediates of glvcolysis
(11, 14. 23) and acidic products such & cartbonic acid. as well
as activation of the elecirogenic H™-ATPasc, these processes
aceul simultancously but with dificremt tme courses and di-
rections, and some of them arc more rapd n the mutant. To
the degree that the prmary impawment o the mutaat
K" /H™ exchange, nt appeans that thes process may be a kev
determinant of basic phenomenu such as rate of growth, fer-
mentation, and ceil cvgle The specific ways n winch these
various processes are aficcted by the K*/H™ impairment re-
main to be shown We favor the view that the higher K=
concentration 1self. 4nd thus the hpher oamotic pressurt. &
tbe key determunant (as considered for the cell cycle [6. 16])
and that more rapid cell gvcle results in more rapid metabo-

lism
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HL8. Caracterizacién de la mutante con ablacién del! gen NHAI

Como ya se menciond, el gen NHA! fue clonade por seleccidn de céluias transformadas
con bibliotecas genomicas de sobreexpresion resistentes al Li* y Na* (Prior y cols., 1996).
En colaboracién con iz Dra. Hana Sychrovd, del Instituto de Micrebiologia de la Repiblica
Checa, se estudié [a ablacion del ger MHA4/ v su participacién en [a regulacién del pH
intracelular en levaduras. Los resultados fueron publicados en Sychrova y cols. (1999).

Las células de la cepa silvestre W303-1B y de la ablacion de Nhal W303-1B-
nhal::LEU se cargaron con piranina por electroporacién. Después de permitir que las
células se recuperaran, se determind el pH intracelular (fizura 1 en e] articulo). En esta
figura se observa que las células mutantes tienen un pH mayor (0.2 unidades) que las
celulas de la cepa silvestre. También se observa que en las células preincubadas con altas
concentraciones de potasto (1 M) los valores de pH se hacen menores para ambas cepas y la
diferencia de pH inicial se hace més grande (0.4 U), aunque tiende a disminuir en el
tiempo. Estos mismos resultados se observan si se incuban las células en presencia de
sodio.

Originaimente Nbal fue descrito como un intercambiador Na'/H™ (Prior y cols., 1996);
mds adelante su selectividad no fue tan clara y se redefinié como Na"(K'VH' (Bafinelos y
cols . 1998). Este intercambiador parece estar regulado por el pH del medio y su actividad
aumenta a pH dcido En la figura 2A {en ¢f articule) se muestra el efecto de difercnies
valores de pH en ¢! medio de incubacion sobre el pH intracelular, Come sc observa a
valores de pH 4cido (3.5), la diferencia cn el piH intracelular es mayor entre la mutante v la
silvesire, comparado con la diferencia obtenida a pl 5.5 & a pH 7.5, donde ambas cepas se
compoerian 1gual En las edjulas preincubadas con KCY (figura 21 en ¢l artculo) sc observa

gue a tos tres valores de pll la diferencia entre las cepas es similar aungue los valores




iniciales son mds bajos que en las células sin potasio.

En la figura 3 (en el articulo) se muestra el efecto de ia glucosa y ef potasio sobre e] pH
intracelular en células ayunadas. En estas condiciones no se observd una diferencia en los
valores de pH inicial posiblemente debido al ayuno. En todos los casos, la adicidn de
glucosa produce una disminucién del pH intracelular y la adicién de potasio una
alcalinizacion, que es mayor en la mutante.

También se determind el cambio en el pH interno en vesiculas de membrana plasmatica
cargadas con piranina (figura 4 en el articulo). En esta figura se puede observar que los
cambios en el pH interne, producidos por la adicién de sodio o potasio al medio de
reaccidn, producen un cambio menor en la sefial en las células con ablacidn de NHAL,
comparados con los cambios observados en la cepa silvestre.

Los resultados previos (Prior y cols., 1996; Bafiuelos y cols., 1998) v los obtenidos en
este trabajo hacen suponer que Nhal debe estar involucrado en la regulacién del pH
intracelular v los niveles de cationes. Por esta razén decidimos estudiar la doble

interrupcién de NHAI v KHAT,

I11.9. Doble interrupcitén de los genes NHAI y KHAL

Para la doble interrupcion de estos genes se transformo a la cepa W303-1A-nhal: LEU
con el plasmido YIP352; 0510 con ¢l método de acetato de litio y dimetil sulféxido
(véase Materiales y Métodos). Gl fenotipo de las transformantes se obtuvo determinando
los movimientos de potasio con un electrodo selective (figura 10) v se comprobé la

nierrupeidn por Southern {figura 11).
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Figura 10. Identificacién de fenotipo de las dobles mutantes rhal-khal. 50 mg de
células ayunadas de las cepas W303-1A, kha/::URA, rhal::LEU y de las transformantes
obtcnidas se agregaron a 10 ml de MES-TEA 2 mM pH 6.0 v se registraron los cambios en
la concentracion de potasio en el medio con un clectrodo selectivo. Dos minutos después se
agrego glucosa 50 mM v sc continud registrando por 5 min més. En la gréfica se muestran
solo cuatre de las transformantes analizadas.
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Figura 11. Anilisis tipo Southern de las dobles mutantes nhal-khal. Se zisld DNA
genémico de las cepas indicadas (*) y se cortd con la enzima EcoR1. El DNA se corrid en
un gel de agarosa al 1% y se transfirié a una membrana de nitrocelulosa. L.a membrana se
hibridd contra el fragmento de PCR marcado con [32P} y se imprimid una placa de
autorradiografia

De las mutantes identificadas se seleccionaron dos y se realizaron los siguientes
experimentos.

Las dobles mutantes NHA/-KHAI muesiran un comportamicnto similar al observado
para la mulante scncilla de KHAT en lo referente a crecimiento y metabolismo de glucosa
{0 s¢ muestran los resullados)

En los experimentos realicados para determinar el potencial de membrana (figura 12},
transporte de petasio (figura 13}, pH intracelular (figura 14) y bombeo de protones (figura
15}, se observe que las dobles mutantes M A 1-KHAT muestran un comportamicnto similar
al observado para la mwanie sencilla de K747, indicando gque las mutaciones no son
aditivas y que ¢l fenotipe obtenwlo para A/ es dominante.

Estos mesultados sugicten que la participacion de Nhal en la regulacion del phH

intracelulo. asi como en los niveles de potasio, ne s tan importante como la encentrada




para Khal. Al parecer Nhal es un sistema de emergencia, que solo cuando se aumenta su
expresion tiene una funcidn en la regulactén del pH v el potasio intracelular (Prior v cols.,
1996). Actualmente estarnos tratando de determinar los niveles de expresion dei mRNA
para NFA1 en condiciones normales (sin ningtin tipo de estrés). También estamos haciendo
construcciones para expresar este gen junto con la proteina fluorescente verde y poder

obtener su localizacién en la célula asi como la de Khal.
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Figura 12. Determinacion del potencial de membrana en las dobles mutantes #hal-
khal. Sc incubaron 50 mg de células por 2 min en MES-TEA 2 mM pH 6.0, glucosa 50
mM, CaCl, 100 pM y CCCP 10 pM, El trazo se inicid con la adicién de 0.25 pM de
DisC3(3) Tres minutos despuds sc agrego KCL 50 mM y se continud con ¢l registro por tres

minutos mas.
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Figura 13. Movimientos de potasio extracelular, Se incubaron 50 mg de células en 10 ml
de MES-TEA 2 mM pH 6.0. Después de cuatro min se agregd glucosa 50 mM y se
continud con el registro por 5 min més
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Figura 14, Determinacion del pH intracelular. Sc agregaron 50 mg de células a 2 ml de
MES-TEA 2 mM pll 6.6. Sc agregd glucosa 50 mM y KCE 50 mM a los 4 y 7 minutos,
respectivamente Despuds del registro se agregd NILOH 50 mM para obtener {a

fluorescencia mdxima y derde propiénico 50 mM pary obtener la fluorescencia minima.
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Figura 15. Determinacién del bombeo de protomes. Se incubaron células de las
diferentes cepas (25 mg) en 2 ml de MES-TEA 2 mM pH 6.0, 4 ug/mi de purpura de
bromocresel por 3 min. Se agregaron glucosa 5¢ mM y KCI 50 mM después de 3 y 7 min
respectivamente. Los cambios de absorbencia del plrpura de bromocreso! se siguieron con
un espectrofotémetro de doble longitud de onda a 487-586 y los cambios en el pH se
calibraron con adiciones de HCI 0.1 N.
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Abstract

The Nhal anuperter is mivoled m reguiation of sntracellular pH in Succharonvees cerevisige. We report that deletien of the
VAT gene resuled moan macase of oy toplasmic pH m cells suspended i water or acidic buffers Addion of KCl or NaCl to
eaponentially growing cells loweed the wterna] pH but the difference between eells with or without VHAT was mantaned.
Addition of KCl o varved cells resuited w much higher sdkalimizanon ot cytaplasane pH ez stean lacking Nhalp compared
o the wild-type o Nhalp-cracspressmg sttumns The H /K "(Na® ) eschange mechanism of Nhalp was confirmed m
reconstitited plasima membraie vesicles. € 1999 Federaton of European Microbelogical Socicties  Publisfied by Elscier
Soence BY AR nghis 1ewened

Actueds Cattonfproten anuponter Ieacelinlae pH N L Sweclaronn ces cerensae

cerernvge encoding o putative Nu'/H' antiporter

I. Introduction
was cioned [7]. Charactenzation of the gene preduct

One of the crucatl and lundemental Lashs of 2
Ivimg ceil s 1o mantnn e homeostdsis of ntra-
eellulas pH and W concentiation. In Succha omvees

coerevavide, the nean system mvoled aa changes of

intigeellplar pH s a0 H -ATPase encoded by the
PAAL gene and lovared in the plasma membrane
[¥-3], The proton gradient created by tins ATPase
onecessury for wany phasiologweal reasons (] bt
15 also mdispensable for nutnem uptahe and regula-
hion of tmtracellulu concentration of different cations
and anions {3.6) Recenth, the VH 1/ gene of §

* Cortesponding author Tel +AM1423 475 20 67,
Fax 4200020475 2488 Femal swehrosaawe bomed s o

revealed s funcuon m pH-dependent sodum and
polassium  efitun Trom cells &) Alkali-cation/H
antiporiers aie supposed to play an wmportant role
in the contiol of mtracellular pH in many orgamsms,
In § corernpae. the participation of K°/H  trans-
port systemis in regulation of the proton motne toree
and in the buffering of the cytopiusmic pH has been
predicted in several tepoets {9-12]. and partally con-
firmed by dsrupuen of the K47 gene [13]. corre-
spondmy @ the open reading frame YILO9Hc, sug-
gested (0 encode a cation/proten antiporter [L415],
To study the efferts of Nhalp actviiy on mirs-
cellular pH. the cytoplasmic pH i cells lecking the
NIAD gene win esimated under dilferent condi-
tons. and compared with pH, ol wiald-type cells

ARTRT I IS0t v 1999 ) i nron of T urape i Nioebistozical Sunenes Poblnbied b booe Suaenee B3 A b reinad
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To confirm the alkak-canon/H™ anuport mechanism
of Nhalp. plasma membrane vesicles were prepared
and the HY/K {7 exchange measured The re-
sults obtained stiungly indicated that the NHAS
gene product 15 an alkali-cation/proton antiporter
which Is involved m regulanion of the wntracellular
pH.

2, Materials and methods
2.4 Strans. plosnueds, media and cultvation

The S cerevisiie strains used in this study were
W30S 1B (Meato feu2-3/112 wrad-1 trpi-1 hus3-11175
ude2-  conf-100y {16}, and ws derwvatves C23
(hafA L EU2) and B3l (enalA::HIST renadA
nhal A LEU?) [§]. For overexpression of Nhalp.
the pCSMCY plasrud {8} containing ¥A7 in the
YEp352 multicopy vector [17] was used All strains
were cultivated aerebically at 30°C in either YPD or
YNB standard hguid media supplementied with 2%
glucose. For starvathion, cells from the end of the
exponential phase of growth were collected by cen-
trifugation, washed once with distlled water. resus-
pended in water (half of the origmal culture volume),
and the suspension was shaken for 18 h at 30°C.
After starvation. 1he cells were washed again by cen-
trfugation In expenments w which buffers with dif-
ferent pH values wete used. 4 1+]1 mixture of tartaric
acid and MES was preparcd. and adjusted to the
desired pH witihv trethanolanmne

2.2 Electroporation and fliorescenee measiirentenss

Electraparation of the (luorescent dye pyranwe
into the cells was performied as previously repored
[2]. For cells giown w ¥YPD medium. the pulse voli-
age was setat 1500V, and for YNB-grown celis at
2000 V., Fluoreseence measurenments were performed
n a2 DMX-100 SLM specirofivorometer and the pH
vilues were caleulated as descuibed previousiy (2.3]
ustng 100 mM NH\OH and 00 mM propionic acid
to achieve mavmmum and minimum fluoreseence val-
ucs. respectively [3] Fluerescence measurements in
plasma membrane vesicles were carried out in 10
mM HEPES-KOH bulfer. pH 7.0 according to
[HL AN expetiments were repeated at least three

times. maximum variations were less than 0%, rep-
resentative results are shown.

2.3. Bolunon of plasme membranes and reconstitution
of vesicles

Plasma membranes from cells grown n YPD me-
dium were 1solated. and the plasma membrane
vesicles prepared f{ollowing a described protocol
[t1] wih minor changes To ebtain similar amounts
of pyranine m vesicles prepared from plasma mem-
branes of different strams, first, vesicles of soybean
lecithin (50 mg ml™!) contaming {0 mM HEPES-
KOH buffer, pH 7.0, and 2 mM pyranmne were pre-
pared by somication, and in the second step 400-pi
aliguots of these posomes were sonicated under the
same conditions with 600 ui of 10 mM HEPES-KOH
buffer. pH 7.0. and { mg of plasma membrane pro-
teins.

3. Results and discussion

The W303 wild-type sirain and its dervative C23
lacking the NH A/ gene were grown in YPD medium

54
82
c
6,0
13 W
I
[=%
58
| =
56
WK
54 T T T T 1
o] 30 g0 s 120 150
ime (sec)
Fio, i Internad pl of cell grown in YPIY medhium Ceils toaded

with puimme were pransubated wmoether water on U OECT G
10 . sinpended i water (approx 5 me ml D) and the fuores-
cenge was measured tor {50 o ¢ 25 (whaf) W W3I0R
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to the midexponential phase. loaded with pyranine
by electroporation. and after a 10-min preincubation
i water or ' M KCl. the Huorescence was measured.
Obtained valges ¢f < mternal pH are shown in Fig.
1. The intraceil !, pH of the strain without Nhalp
(C25) was about 0.2 higher compared to the wild-
type. Premncubation of cells with K* resulted in a
decrease of nteinal pH n both strams, and the dif-
ference in pH,, between the strains with (W303) and
without (C23) the VHAT gene increased to 0.3, Sim-
ilar resuits were obtained when the cells were prein-
cubaied with | M NaCl instead of KCi {not shown).
if cells were grown 1 2 YNB mummal medium all
the intracellular pH vulues were repeatedly lower by
about 0.10-0.12 compared to the YPD-grown ceils,
but the intermal pH differences between W303 and
C25 were similar {not shown).

Since the Nhaip s presumed to be a Nam(K+¥H*
antiporter [7.8]. its activity should be higher n the

ceils with hugh proton motive force (gradient of pro-
tons across the plasma membrane). ie. in the cells
suspended in acidic media. Fig. 2A shows the inter-
nal pH values of W303 and €25 cells suspended n
buffers with different pHs. At pH.... 3.5. the differ-
ence of pH,, between the two strains was the highest.
and 1t decreased with increasing pH,.. At external
pH 7.5, the miernal pH of both strains was almost
identical (Fig. 2A). These observations support the
hypothesis of dependence of the Nhalp activity on
the external pH. If the same experiment was per-
formed with cells preincubated with 1 M K< (Fig.
28), similar decreases of pH,, in buffers pH 3.5 and
5.5, respectively. as in water (Fig. 1} were observed.
With or without Kl preincubation (Fig. 2), the dif-
ference of pH,, between strains with {W303) and
without (C25, B31) the NHAJ gene was highest at
pHew 3.5, The internal pH of strains C25 (nhal) and
B3| (enal-4 nhal) was almost identical at all pH,,.,

A
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c 70~ c
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Par 2 Internal piCsatues of cells e diflerent externai pH values Cells grown in YPD medivm and loaded wiiy pyruime were premcu-
batech 1 wther water (Ao | M RCTEBY for 10 mup suspended (8 mg ml 'Y m 20 M MES-tinane acid belters adjusted wah ineth-
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Fig 3 Effects of glucose and KCT on internal pH of starved cells. Cells grown i YNB medm were starved by an overmight 2eranion,
foaded with pyranine. suspended m 2 mM MES-tartane acid buffers adjusted with triethanolarame to pH 4 0. 5 3 or 7 0. and fuorescence
changes were measired The addition of 23 miM glucose (after 30 s} and 15 mM KCT (afier 300 +) 15 wdwated W, W303 (MNHAD, CY,
C25 (nhiafy transformed wal ‘empty” sector YEp352 €N CI5 (whuf) transformed with pCSMCY -overexpressmg MHA L

values tested. suggesting that the funcuon of Na~™-
ATPases encoded by ENAS-4 did not contribute sig-
nificantly 1o the regulation of mtraceilular pH. The
internu! pH values obtained for KCl-preloaded cells
at pHow 7.5 in €25 and B31 strams were much high-
er compared to the wid-type (Fig 2B). whereas in
the absence o KCl the pH,, values at pH,,., 7 5 were
similar {Fig. 2A) Thn difference m pH,, could be
explamed by the Nhalp activiey m the W303 wild-
type strain - At alkaline pH.,., values, the activity of
Prmal B -ATPase rs stimulated 2], and the extrusion
of protons 15 higher 1w all three sivams tested In K -
preloaded cells. the sctivation of Nhalp-mediated
K efflua as o respense 1o high eaternal pH and to
alkahnization of the cell meerror by NHCl s ob-
served [8] Also in these cells. as a consequence of
the K '/H™ anuport mechamism of Nhaip. such a
massive ctlun o potassium must result 1 the milua
of potons lowenng the wternal pH Smee w K- -
prefoaded €23 uand B3] ceils Nhalp s absent, no
exchange of K’ tor H' mediated by this system
could prevent high alkalimzation of cytosol of these
straing at alkahine pH,., Siular effects of KCI (or
Nall) en the micrnal pH values of W303, C25 and
B3 cells were observed when the cells mstead of
prelomdng with ~alis were dinecdy added (o buflers

contamning | M KCI (NaCl} and the fluorescence was
measured immediately (not shown)

From the results iz Figs. | and 2. we could con-
clude that the presence of the NHA! gene influenced
the miracelivdar pH of growing cells. At acidic pH,.,
values, pH,, i the cells lacking Nhalp is always
higher, compared to the wild-type. probably due to
the fact that no protons entered cells via this ann-
porter. At alkaline pH., values, cells could use
Nhalp 10 exchange some of therr mternal stocks of
K* or Na* ions Yor external protons i order to
prevent too hugh alkahnzavon of eytosol.

To characterntze i more detal the contnbution of
Nhalp 1o the level of mienal pH, the effects of
glucose and KCI addniens on the pH,, of starved
cells were studied, Besides the C25 (whaf) and
W303 (chromosomal NHAT) striuns, o strain harbor-
ing the NHAT gene in a muolti-copy  plasimd
(C23pCOMCYD was used to see the affecs of
Nhalp overexpression. YNB-grown and overmght-
starved cells (sce Section 2) were loaded with pyr-
anine, suspended in 2 mM bulfers, and during meas-
urement of fluorescence, glucose (25 mM} and KCl
(10 mM) were added a1 30 and 300 s, respectively
The results summanzed in Fig 3 confirmed the ole
of Mbalp activity m the ternul pH regulation.
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Fig 4 Changes in Ruorcscence intensity of plasma membrune vesicles induced by Na™ and K. Vesicles (20 pb) were suspended m 2 ml
of 10 mM HEPES-KOH buffer. pH 70. and where indicated NaCi (A) or KCl (B) was added W, vesicles prepared {rom plasmz mem-
branes of W3IDF (M 251, €. veseles prepared from plasma membranes of €25 (vhai).

Smualler differences in pHs, between W303 and €25
cells were observed in the beginmng of the exper-
ment, compared to the growing cells. but even after
starvation. the internal pH of €25 was always
slightly htgher than that of W303. Additton of glu-
cose (Lo energrze the cells) had sinular effects on ph
of all three stramns Upon addition of KCI to the cells
at wewdic pH,,, values, the interna! pH of the strain
lacking Nhalp showed a hgher increase compared
to the wild-type Owverexpression of VHAA/ resulted
i a smaller alkalimization of pH,,. compared to the
wild-type. The dependence of alkalimzation degree
of intracellular pH on the presence and copy number
of Nhalp confirms its presumed ole in buflerng of
evtosole pH AL neatral pH,,,, 70 (Fig 3) or alka-
Iime pH,,, values (not shown), the alkulimtzation of
miernel pH upen the addimion of KCl was the same
in all three strams, This was not contradictory to the
proposed Tunction as starved celis contamed smali
muacellular amounts of K- 1ons. compared to grow-
g cells, und the uptahe of K upon addition of 10
mM KCI could not buld an immediately sufficient
K gradient across the iaembrane necessary for the
Nhaip-mediated K/H " exchange in the absence of
proton gradient

As all the resihs deseribed above (together with
the putative Nhitlp functon deduced from its pri-
mary structure) wdicnted the alkab cationftl anu-
port mechamsm of is actvity, we prepaed plasma

membrane vesicles from strains W303 and C23 in
order to measufe proton movement across the mem-
brane provoked by the additien of alkali cations As
described in Section 2 and dlustrated in Fig 4.
changes in flucrescence of pyranine-loaded vesicles
upon addition of alkah cations were measured, Be-
cause the fluorescence of pyranine decreases with
protonaticon [2]. the increase of fluorescence observed
after addion of NaCl to the suspension of vesicles
{whose pH,, was the same as pH.,., ) corresponded to
the alkalimzation of vesicles. re. cfilux of protons
(Fig 4A), Vesicles prepared (rom plasma membranes
containmg Nhalp (W303) showed higher changes in
fluoreseence compared to €25 vesicles mdicating the
contrthution of Nhalp to proton movements across
the membrane Simmlar results were obsened also
wpon addition of LiICL RbCL and CsCl {not shown),
Thus the Nhalp substrate speetficity 15 broad and
mcludes not only K7 and Na . as was demonstrated
by measurements of cation efflux from cells [8]. or
L1*. as was shown m Li* tolerance expetiments [7]
but also other alkall cattons (Rb* and Cs™). Never-
theless. the clieets on vesicle Nuorescence were the
highest upon additton of KCI Fig. 4B shows that
the mcrease of fluorescence. and thus alkaimization
of vesicle internal pH. depended on the concentra-
tion of KCl added With increasing amounts of KCL
the fluoiescence wereised net ondy i vesicles con-
tmnmg Nhalp (W303) but also in vesicles without
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Nhalp. suggestmg the sxistence of another system
with a lower affinity. perhaps Khal {13], contributing
in plasma membranes to K '-provoked opposite-di-
rection orientec H™ Auxes

Qur resvir are consistent with a previously parti-
ally confirmed hypothesis zbout the existence of a
plasma membrane K*/H™ antiporter required in S.
cerevisige for maintaining: (1) essential continuous
K~ fiuxes. and (2) optimum cytosohic pH [9-12}. In
thus work we demonstrated the dual functions of
Nhal winch may be involved not only in regulation
of the internal coneentration of K-, toxic Na~. Li*,
and other alkali cations, but also n the buffering of
cyvtosolic pH
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Figura 16. Seleccion de dobles mutantes kfiaf-foki Se agregaron 50 mg de células
ayunadas de las cepas W303-1A, khal:URA, (oki:LEU vy de los dos fenotipos
encontrados (A y B) 2 10 ml de MES-TEA 2 mM pH 6 0, 100 uM KCl y se registraron los
cambios en la concentracion de potasio en el medio, con un electrodo selective. Cinco
minutos después se agregd glucosa 50 M y se continué registrande por 5 min mas
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Figura 17. Andlisis tipo Southern de las dobles mutantes hlal-tohf Se wslé y cortd
IMA gendmico de las cepas indicadas (*) con la enzima feoRl B DNA s¢ cornid en un
gelde agarosaal 199 v se nanslinkd a membrana de nitroceluloss La membrana se labrida
contra el agmento de PCR mareado con [ 7Py se imprimio uma placa de autorradiogialia
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Figura 18. Consumo de oxigeno. Se agregaron 50 mg de células a 3 ml de MES-TEA 2
mM pH 6.0, glucosa 50 mM. Los cambios en la concentracién de oxigene en el medio se
siguieron con un electrodo de Clark acoplado a una computadora, en una camara a 30 °C.
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Figura 19. Espectros de absorcion de mitocondrias aisladas. La linca basc se hizo con
1.0 mg de proteina de mitocendrias en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.0.
Posteriormentie se agregd una pequedia cantidad de ditionita 2 la celda de medida y se
corricron los espectros en un espectrofotémetro SLM aminco DW2C acoplado a una
compuliadora




Con estos resultados no pudimos definir si el defecto mitocondrial estd asociado a la
pérdida de Khal y Tokl o sélo a la pérdida de Tok], por lo que decidimos hacer una nueva
construccion para interrumpir a 7OKZ. En las transformantes obtenidas con la nueva
construceidn, encontramos que el 50% de las transformantes presentan el defecto en las
mitocondrias ¥ el resto parecen normales. Este resultado no ha sido reportado por los
grupos que han estudiado TOK{ (Bertl v cols., 1993; Ketchum y cols., 1993; Fairman y
cols., 1999). Tampoco se ha demostrado la localizacién de esta proteina, ni su funcién
especifica en la [evadura.

Nuestros resultados sugieren que TokI lleva a cabo una funcién esencial en la
mitocondria y aunque es un tema diferente al que hemos venido estudiando, creemos que es
importante conocer su localizacién y funcién para poder entender c¢démo se regula el
contenido de potasic en la levadura. Por tal motivo, estamos haciendo construcciones para
coexpresar Tokl con un epitope de hemaglutinina para poder hacer inmunoleocalizacion de
esta proteina en {a célula. También estamos haciendo las construcciones adecuadas para

poder hacer una ablacidn completa del gen.
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HL11. Doble interrupcion de los genes TRK! y KHAI

Otra de las proteinas involucradas en los movimientos de iones en la levadura, es el
transportador de alta afinidad para potasio Trki descrito por Gaber y cols (1988). Las
células con ablacidn de esta protefna muestran una pérdida en la capacidad para transportar
potasio a bajas concentraciones (100 11M). La ablacién de TRK! fue hecha en la cepa R757,
que es un fondo genético diferente al que hemos estado trabajando W303-1A. Para poder
hacer la doble interrupcién TRKI y KHAI, primero se hizo y caracterizé la interrupcién de
KHAI en la cepa R757. Los resultados obtenidos para este fondo gendtico R757-
khal::URA son idénticos a los obtenidos para W303-1A-khal::-URA y no se muestran.

Con los resultados obtenidos para R757, R757-Atrk! y R757-khal::URA se realizé la
doble interrupcion R757-Atrki-khal :URA, y el fenotipo de las transformantes se obtuvo
determinande los movimientos de potasic con un electrodo selectivo. Como se muestra en
la figura 20, las transformantes dieron un fenotipo uniforme, por lo que se seleccionaron
dos de ellas y se hizo un analisis tipc Southern (figura 21) para comprobar la interrupcién.

En estas mutantes se encontrd un fenotipo similar al reportado para la mutante individual
de KHAT: alealinizacion intracelular, aumenio en la concentracion de POLASIO Y aumento en
el potencial de membrana, Con respecto al transporte de potasio, encontramos una actividad
de transporte para este ion de alta afinidad y baja velocidad (figura 22). Este resultado
sugiere que Trkl no ¢s el dnico sistema de alta afinidad como se propuso (Gaber y cols.,
1988} Al parecer en la mutante donde se eliminaron los sistemas principales de entrada y
salida de potasio Trk1 y Khal respectivamente, se expresa un nuevo sistema de transporte.
Otra interpretacién cs que dadas las condiciones de los flujos de iones en esta mutante:

ahora sc puede detectar un sistema que normalmente se expresa pero que esta oculto por la
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actividad de los otros dos.

Ko y cols. (1991) reportaron el gen TRK2 y lo identificaron como el sistema de
transporte de potasio de baja afinidad, propueste por Rodriguez-Navarro y Ramos (1984).
Este uitimo grupo cuestiond que Trk2 fuera el sistema de transporte de baja afinidad
(Ramos y cols., 1994) y actualmente no es clara la funcidn de Trk2. Dados los resultados
obtenidos con la doble mutacién TRK/-KHA! y la existencia de una mutante TRE/-TRK2,
intentamos obtener una triple mutante TRKI-TRK2-KHA. Nuestros resultados indican que
esta mutacion es letal; sin embargo, no se han agotado todos los mecanismos posibles para
lograrla. Actualmente estamos tratando de transformar diploides para confirmar si la teiple
mutacion es letal.

Una posible interpretacién para estos resultados, es que Trk2 fuera el sistema de
transporte de alta afinidad que observamos en la doble mutante Trk1-Khal. Ya que Trk2
por su baja actividad no se observa facilmente, 2 menos que los movimientos de entrada y
salida de potasio se reduzean eliminando Trkl y Khal. La inviabilidad de la triple mutante
Trk1-Trk2-Khal, también puede ser explicada en términos de la funcién de Trk2. En
condictones normales Tkl se encarga de la mayor parte de los requerimicntos de potasio
de la célula, ¥ Khal conirola la concentracion del cation y el pH intracelular. Cuando se
suprime la funcién de Khal el potasio intracelular aumenta, capturado por Trkl, que
aprovecha el aumento en el potencial de membrana que presenta esta mutante. Si se
suprime la funcion de ‘Trkl, los niveles de potasio no se afectan significativamente y la
célula pucde vivir. Si se suprime Ja funcién de ambos Trkl y Khal, cl potasic necesario
para la célula puede entrar por Trk2Z aprovechando el incremento en ¢l potencial de
membrana que se produce cuando se pierde Khal, y aunque la velocidad de transporte de

potasio ¢s baja. se compensa con fa disminucion en la salida del catidén en ausencia de




Khat. Finalmente, si se elimina la actividad de los tres genes (TRKI, TRK2 y KHA4!), la

célula es incapaz de sobrevivir, ya que no tiene ningtin sistema por €l cual pueda capturar

potasio, ain cuando fa pérdida de Khal incrementa el potencial de membrana y disminuye

la salida de potasio,
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Figura 20. Identificacién de dobles mutantes khal-trkl. Se agregaron 50 mg de células
ayunadas de Jas cepas W303-1A, khal::URA, Akl y las dobles mutantes obtenidas, a 10
m! de MES-TEA 2 mM pH 6.0, 100 pM KCl y se registraron los cambios en la
concentracion de potasio en el medio, con un electrodo selectivo. Cinco minutos despucs se
agregd glucosa 50 mM y se continud registrando por 5 min mas, solo se muestra una de las

mutantes
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Figura 21. Analisis tipo Southern de las mutantes kkal-trkl. Se aislo y cortd DNA
gendmico de las cepas indicadas (*) con la enzima EcoRIL. El DNA se comié en un gel de
agarosz al 1% y se trans{irié a membrana de nitrocelulosa. L.a membrana se hibrdé contra
el fragmento de PCR marcado con r P] y se imprimié ura placa de autorradiografia.
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Figura 22. Cinética de transporte de rubidio en las dobles mutantes Lhul-trhd. Sc
incuharon células de las diferentes cepas en MES-TEA 2 mM pi 6.0 glucosa 30 mM por
dos min. Se agregaron diferentes concentraciones de RBCLy se incuba durente dos min
més Posteriormente se Glraron 100 pl de cada muestia con {iltros de 045 um v se lavaron
dos veces con § mi KCT 160 mM. Los Glos se secaron, se los agregd hgqude de centelleo y
se contaren ¢n un contiador de centelleo




11L.12. Regulacion de los intercambiadores Nhal y Khal
111.13. §I74 fosfatasa de proteinas (Ser/Thr)

En colaboracién con la Dra. Ménica Montero-Lomeli, de 1a Universidad Federal de Rio
de Janeiro, se encontrd el gen SiT4, siguiendo la metodologia de seleccion de células
transformadas con bibliotecas gendmicas de sobreexpresion, resistentes a Li° y Na',
utilizando galactosz como substrato. En la figura 1 {en el articulo) se observa que cuando se
utiliza galactosa como fuente de carbono, las células de la cepa FY833 son mas sensibles a
concentraciones crecientes de litio. Esto es importante, ya que en trabajos previos donde se
ha utilizado este criterio de seleccion, siempre se utilizd glucosa como fuente de carbono.

Con las condiciones de seleccién de mutantes establecidas, se transformo a la cepa R757
con una biblioteca de cDNA de Saccharomyces cerevisine bajo ei promotor de galactosa.
Las transformantes obtenidas se seleccionaron en cajas de SD-Gal-URA y 100 mM de
LiCl De esta seleccion se obtuvieron 6 colonias, de las que se recuperd el inserto, se
subcloné en el vector pRN93 bajo el promotor de galactosa y se transformé a la cepa
FY833. Las seis transformantes obtenidas mostraron la resistencia a Li", por lo que se
secuencio el plasmido; encontrando la secuencia del gen 8174 en las seis transformantes. El
gen SIT4 codifica para una posible fosfatasa de proteinas. Este gen fue clonado por primeéra
vez por Sutton ¥ cols. (1991) y esta relacionado con el paso de la fase G1 a 8 en el ciclo
celular de la fevadura

En el estudio de la sobreexpresion de esta proteina encontramos que Sité confiere
resistencia al Li" (figura 2A en el articulo). También encontramos que después de un
periodo de retardo en cf ¢recimiento de las células con una ablacion de SIT4, éstas sc
recuperan (figura 2B cn cf articulo) Esto sugicre que Sit4 no se requicre para la adaptacion

de las células al o, v que posiblemente hayz mas genes involucrados en este proceso. LS




importante mencionar que Sit4 séio protege a las células del estrés por litio v no del estrés
por sodio, potasio o sorbitol.

En el analisis de la secuencia del promotor de SIT4 encontramos que conmtiene 6
elementos STRE, estos elementos estan relacionados con los sistemas de respuesta a estrés
(osmdtico, per choque de calor, de pH, de falta de nitrégeno y por etanol). En este trabajo
encontramos que Sit4 tiene un nivel de expresidn bajo en condiciones normales (sin ningiin
tipo de estrés). Cuanda las células son sometidas a estrés por sodio, litio, potasio o sorbitol,
los niveles de expresién de Sitd aumentan (figura 3A en el articulo) y el aumento es
dependiente del tiempo (figura 3C en el articulo). Estos resultados sugieren que la
sobreexpresion de Sit4 es un evento normat de a levadura cuando enfrenta algin tipo de
estrés.

Una posible explicacién para la resistencia a litio encontrada en las células con
sobreexpresion de $it4 pudiera deberse’a cambios en la expresién de ATPasas de tipo P
como las PMR2A/ENAT involucradas en la regulacién de los niveles de cationes (Haro v
cols., 1991). La transcripcién de estas proteinas estd regulada por una serie de fosfatasas de
proteinas (Proft y Serrano, 1999). En la figura 3C (en el articulo) se muestran los niveles de
expresion para ENAJ bajo diferentes tipos de estrés. El aumento en los niveles de expresion
de Sit4 corresponde a los observados para Enal bajo ios diferentes tipos de estrés,

Para saber si los cambios en la expresidon de Enal dependen dc los cambios en la
expresion de Sitd, se cuantificé la transcripcién relativa de ENAJ al sobreexpresar SIT4
(figura 4A ¥ B cn el articulo). Como se puede observar, los niveles de expresion de ENAJ
no s¢ alteran con la sobreexpresion de Sitd, mientras que lfos niveles de expresién de Enal
sl responden al estrés por sodio o litlo {figura 4C en ¢l articulo). Hstos resultados sugicren

que la expresion de PMR2A/ENAT cs independiente de 1os niveles de expreston de SITY




La sobreexpresion de Sitd4 modifica la acumulacion y los niveles de cationes
monovalentes en la levadura. En la figura 5 (en ¢l articulo) se muestra los cambios en la
concentracion intracelular de sodio y potasio (izquierda) y litio, sodio y potasio (derecha),
cuando las células se incuban a diferentes concentraciones de sodio o litio. Como se puede
observar, en las células con sobreexpresion de Sit4, el aumento en la concentracién de
cationes es menor con respecto a los controles. Por otro lado, la acumulacion de sodio y
litio no se estdn afectando con la expresién de Sit4, mientras que la concentracién de
potasio dismuinuyé (figura 6 en el articulo). Estos resultados sugieren que la sobreexpresion
de Sit4 pudiera estar modificando los sistemas de salida de potasio. Para comprobar este
punto se determing la salida de rubidio [**Rb] (figura 7 en el articulo). En efecto, las células
donde se sobreexpresa Sit4, muestran una salida mayor de rubidio cuando se exponen a
conceatraciones elevadas de sodio o litio, mientras que en las células control no se
observan diferencias.

Finalmente se determiné si la sobreexpresién de Sit4 produce cambios en el potencial de
membrana o en ¢l pH intracefular. En la figura 8 (en el articulo) se muestra la estimacion
del potencial de membrana; la sobreexpresion de Sit4 no produjo cambios significativos.
Sin embargo, cn la determinacién del pH intracelular se encontrd una ligera alcalinizacién
al sobreexpresar Sit4.

Estos resultados sugieren que los movimientos y la acumulacién de cationes, asi como el
pH intracelular pudieran estar regulados por procesos de fosforilacién v desfosforilacion de
los sistemas de transporte (Khal, Nhal, Trkl, Trk2 y Tokl) o por cambios en sus niveles
de expresion

Actualmente cstamos realizando los experimentos para medir los niveles de expresion de

NILAT ¥y KFLAT en condiciones de esirds (100 mM LICl y en presencia o ausencia de SITH




También estamos haciendo las construcciones para sobreexpresar SIT4 en las mutantes
NHAI KHA! v la doble mutante NHAI-KHAI, para tratar de integrar un mecanismo para

la regulacion de los sistemas encargados de mantener los niveles de cationes y el pH

intracelular.
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A gene, SIT4, was identified as corresponding to a
serinefthreonine protein phosphatase and when overex-
pressed confers lithium tolerance in galactose medium
to the budding yeast Saccharomyces cerevisiae. This
gene has been previously identified as a regulator of the
cell eycie and involved in nitrogen sensing. It is shown
that the transcription levels of SITY¢ are induced by low
concentrations of Li* in a time-dependent manner. Na*t
and K* at high concentrations, but not sorbitel, also
induce transcription. As a response to Na* or Li* stress,
yeast cells lower the intracellular K* content, This effect
is enhanced in cells overexpressing SITY, which also
increase ®°Rb efflux after the addition of Na* or Li* to
the extracellular medium. Another feature of SIT¢-over-
expressing cells is that they maintain a more alkaline
pH of 6.64 compared with 6.17 in the wild type cells. It
has been proposed that the main pathway of salt toler-
ance in yeast is mediated by a P-type ATPase, encoded
by PMR2A/ENAI. However, our results show that in a
sit¢ gtrain, expression of ENAJ is still induced by mono-
valent cations, and overexpression of SIT4 does not alter
the amount of ENAI transcript. These results show that
8IT4 acts in a parallel pathway not involving induction
of transcription of ENAI and suggest a novel function
for SIT4 in response to salt stress.

lathiutmn has been extensively vsed to freat manic bipolar
disorder (I, 2) Its antimamc and antidepressant effects require
days te weeks to appear, and several reports indicate that
chrame admumistration of hthiwm affects gene expression (3) In
this work we have used the yeast Secckeromyces cerevisiae as
an eukaryotic cell model to study new possible targets of lith-
1um action. Homeaostasis of Li' 1n yeast 1s maimntained by mul-
tiple transport pathways that also transpert Na ', The reute of
eniry of both cations has not been dearly defined U has been
proposed to be through the K* transporter TrkIp (4) When
yeast cells are subjected to Na* stress, its uptake 15 inhibited
by inereasing K. import through Trklp However, this does not
intubit completely Na* entry (4, 5) Twao transport systems
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pump out Na™ that has entered the cell as follows' a cluster of
up to five P-ATPases PMR2A/ENAL-4 (6, 7) and a Na*/H"
antiporter, encoded by NHAI (8, 8), From the cluster of P-
ATPases, Bnzlp is the most highly expressed {6, 7). These two
trapspoert systems are differently regulated. ENAT is induced
by osmotic stress, starvation, or high extracellular pH (10).
NHAT increases sodmm and lithium tolerance at an acidic or
reutral pH of the external medium {11). The expression of
PMRZAJENA] is regulated by several protein phosphatases
and kinases. Deletion of the genes PPZY and PPZ2 coding for
protein phosphatases increases expression of ENAL (12), whose
expression, on the contrary, is reduced by the deletion of the
pratein phosphatase calcineurin, causing hypersensitivity to
sodium and high accumulation of hthium {13). Overexpression
of a protein encoded by SIS2/HAL3 suppresses salt sensitinity
m a calaneurin-deleted strain and stimulates transcription of
the PMR2A/ENAI gene (14). Hal3p acts as an inhibitory sub-
unit of Ppzlp regulating 1ts function on salt falerance (13)
Deletion of two proten kinase homologs YCRIO01c/SATY/
HALA (16) and YJLI65c/HALS causes salt and pH sensitivity
apparently as a result of deficient Trklp and Trk2p activation
(5)

Other regulatory pathways of 10n homeostasis, which do not
regulate expression of ENAL, have recently been deseribed A
mutant strain lacking the transcnptional activator Imp2p was
described as being hypersensitive to a variety of oxidative
agents and also to Ma’ and Li'. Imp2p decs not inereases
ENAT expression (173

In this work we have searched for proteins that when over-
enpressed confer lithwm tolerance to § cerevisize 'We have
Wdentified SIT4, a type 2Aftype 2A-related protein phospha-
tase, 1nvolved 1n the cell cycle. SIT% 1s required for the late G,
cxpression of cyclins and transcription factors essential for the
excculion of START and is also required for bud emergence (18,
19) SIT4 is also mvolved in the response to nitrogen stayvation
by controlling the ceramde-induced Tor-signaling pathways
(20-22) In this work we have assigned & novel function to this
protein We demenstrate that its transcription is induced by
menovalent eations and that st affects K homeostasis and
eytoplasmie pll when overexpressed.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Straern—Excherieh eolt strnan XL Blue wens used for plasinud con-
airuclion 8 ceretraae strains RZST (IMATa, heg 15, urald 52, Iy,
Lot d) and FYR33 (MATn, hied 3200, wrad 52, lenZAl, 1y~23202, trpAGS,
CALZ Y Kandly provided by Dr M Ghedam, were used

I odutron of Cenes That Cunfer Lattiem Ressionce—Wald type steon
R757 was transformed with an expression ¢XNA hbracy under contrel
af 1 palictase-nducble promoter (249 Transtyrmed gells were plated in
matenal medium (YN pal) contamng YNI 6 7 gliter. gabetone 2%,
Hre, Urn, Lys, and mothionme D 0D3% wnd 30 my LSO, Only siv
cocombitn at, eApEos i 0 proten conlernng Iithium e danes wetr
e o oncrcome the bl atress The plaand fren me electea
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colomes was 1solated, and the DIVA insert was subcloned in pBlueSenpt
SK' and sequenced using AutoRead Sequeneing Kit and ALF DNA
Sequencer (Amersham Pharmaaa Biotech) The sequence was com-
pared with the known open reading frames from the $GData base

Characterization of Clones Resistent to Lithiim—The DNA msert of
the selected clone was subcloned 1n the expressieh vector pRN93 (kindly
donated by Dr CW Slayman from Yale University), which contans a
GAL4 promoter This plasrmd was named pRN93-8f7¢ Beth pRNS3
and pRN93-SIT4 were used to transform strain FY833 by the thium
acetate method (24}

Disrupiion of SIT4—Disruption of the entire coding region of SIT4 o
FY833 strain was carned out using the one-step gene replacement
using the HIS3MX6 moduie (25) Genorme DNA from selected siid
stramn was examined for disruphion by PCR' and Southern blot
analysis

Quanittative RT-PCR—The relative quantity of mRNA was deter-
rmned by quanutative RT-PCR Quantitative PCR analyses have been
used to study mENA levels for different transenpts (26, 27) Yeast cells
were grown in the indicated media to exponential phase and harvested
16 g of total RNA (28) were treated with 2 § unuts of DNase I (Amer-
sham Pharmacia Biotech) far 10 run at 37 °C and further ineabated at
85 °C for 10 min First strand cDNA was synthesized usig the First
Strand ¢cDNA synthesis kit from Amersham Pharmacia Brotech, and
oligonuclectide Nof-{(dT},; was used as primer The cDNA was diluted
40 times PCRs were performed with 25 pl of the diluted cDNA, 125
umits of Teg polymerase, 0 2 mw dNTP, 0 5 pu of each primer, 10 mm
Tris-HCL (pH 8 3), 50 mm KCI, 1 5 mym MgCl, in a total volume of 25 ul
cDNA was amplified using the PCR program 95°C, 1 mun, 53°C, 1
mun, 72 °C, 2 mun, ard a final step of 72 °C for 5 min The primers used
were as follows ACTIf, 5'TACGTTTCCATCCAAGCCGTTS', ACTIr,
5 AACATACGCGCACAAAAGCAGAS', SIT4f, 5 CGGGATCCATGCCT-
TACCCATACGATGTTCCAGATTACGUTGTATCTAGAGGCCCCGAC-
GAAS', SIT4r, 5 CGGAATTCTTATAAGAAATAGCCGGCTCTS!, ENA.
1f, 5'AATTTTCGATGGGCGAAGGAS', and ENALr, 5'ACCGACCTT-
CACCAGACAAATE

The amplification of ACTI mRNA was exponentzal between 17 and
22 cycles, SIT4¢ between 23 and 29 eycles, and ENAT between 22 and 28
cycles The optimal parameters used for the PCR in our conditions were
20 eycles for ACTZ, 25 for SIT4, 2nd 23 for ENA! The amplified DNA
samples were separated on a 1 2% agarose gel, stamed with ethxdium
bronude, and photographed The DNA was quanhfied by scanning the
phetograph using the Quantiscan software from Biosoft Relative quan-
tittes of SIT4 and ENAJ transeripts were calculated by using ACTT
PCR product as an nternal standard

Determenation of Intracellular Concendration of Cattons—Yeast cells
were grown o summal median (YNB-pal) tv etponentizt phase
(A,00 om0 8-1 0 and harvested Cells were washed once with water and
resuspended to a concentration of 05 g of cells per ml of water, Yeast
cells were incubated for 30 nun at room temperature, 50 mp of cells (wet
weight) were diluted 1n 1 ml of 0 medrum contauning 10 mm MES buffer
{pH 6 0 and the indicated concentrations of NaCl or Lol Alter the
indicated time cells were harvested immedately and resuspended at
4°C i 1 mlof 20 mM MgCl, and sorbital to the same esmolanty as the
mgubation ntedium Cells were eentnfuged at 3000 X g for 10 nun two
times n this mechum Yeast celis were broken with 2 mu cetyltnmeth-
ylammoenium bremde for 10 mn at 1oom temperature and centnfuged
A 3000 v ¢ for 2 nun The sopernatant was diluted 119 i distilled
water and analyzed 10 a flame photometer

Deternunation of Intracelivior pli—Intracellular pH was determined
as deseribed previously (29)

Measuroment of Rubiduon Bfflua—Yeast culls were grown 1n minn-
mal median with galactose (YNB gal) to the exponentinl phase (A4 4,
1 0~14)and hrvested Cells were washed twice with water and incu-
bted for 18 b at 3 °C with ayntation in 50 may *RECIH{270 cpmy/nmol} at
concentration o' 0 1 7 of cells per ml Afterward eeils were washed twiee
with water and reauspended to o concentration of 03 g of cellv/ml
tRBCllonded cells 110G mpE) waere aneubated s 1 oml of a medem
conting 1 ma MES-teweth mslumne bufler ipl] 6 0) and 500 ;M
NaCl or 50 my LiCl At the indivated time o sampie of 100 af was

calleeted by vacaum fiftration tuough a 0 15 2m pore size mittocel e
o Glter (VG hipone WAWYS and wivhied wath 10 mbof 100 my X0 by
tthtestion Filters were dned and tansforred o g semhilation msture,
angd 1 whisactvaly was manitersd woa sontdlation counter

'l abbioss suns ssed e PUIG palviner cweochoom se wtom BT
POR O tevevse bapeapbea PORCATES, § me pholinecth wesalinn

end, TR b thy v bty e
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Fic 1 Growth inhibition of 8. cerevisiae by Li1Cl. Ligmd YNB-
glu (C) ar YNR-gal (@) medium with diffarent concentrations of LiCl
was inoculated with strain FY833 Growth was recorded by measure-
ment of the absorbance at 600 nm, and the growth rate (growth/h)
was calculated This 15 a representative result of three different
experiments

Measurement of Membrane Potential—Changes in membrane poten-
tial were estimated with the fluorescent dye dithiccarbocyamme
(DISC3)) (34, 31), vbtarned from Molecular Probes The flucrescence of
the molecule at a coneentration of 025 uM was recorded at room
temperature at 540660 nm 1n a spectroflusrometer with & magnetic
stirrer 1n the sample compartment

ATPase Ackioity—Plasma membrane of § cerevisiae and the vana-
date-sensitive ATPase activity were measured as desertbed (32).

RESULTS

Screening for Recombinants with High Lithium Resist-
gace—S. ceremisiae cells are able to adapt to a sait stress mn a
medium contaimng gluense as the carbon source. However,
tolerance dimimshed when grown on galactose (Fig. 1). For
strains R757 and FY833 the Li* lethal growth dosage was 250
my in glucose, and in galactose medium it was 30 mM We teak
advantage of this cbservation and screened an expresswon
e¢DNA hibrary under the control of a galactose-inducible pro-
moter for clenes that conferred hithm remstance in YNB
galactose medum Among six Lthium-tolerant clones from
R757 strain, we wdentified the gene $/T¢. This gene 15 mvelved
in progression of the cell cycle from G, into 8 phase (19) It
encodes the catalytic subunit of a serine-threonine protein
phosphatase (19) wath homology to the Sex/Thr protein phos-
phatase PP§ from mammahan cells {33)

We 1solated the open reading frame SIT4 from the hbrary
plasmid and subcloned 1t \nto plasmid pRN93 under control of
the galactose promoter that was used to transform another
wild type stram named FY833 As shown n Fig, 24, overex-
pressed SIT4 also conferred resistance to hthium in this daffer-
ent strain A charactenstic effect of La* vs that at sublethal
contentrations growth 15 arrested after the first dupheation
After a period of adaptation of about 10 h celis recover growth,
This growth arrest was not seen when SIS was overexpressed
(Fg. 28)

The entire coding remon of SITY was deleted 1o abolish
pratein actiity Previous results showed that delebon causes a
slew growth phenotype and larger cells (19) Qur results
showed that ¢4 strim was able Lo grow on galactose, provided
that rich medmum was used The siff strain did not grow 1in
galactose nitrogen base mimmal media, We tested 1f s224 straun
wns able to adapt to L' stress Tn contrast to overexpression,
sitd slran (Fig 28} recovered growth after the arrest period
induced by hthium  This result indicates that SIT4 15 not
essentin] for 117 adaptatien, and ether genes nupht perform
averlapmng functions in respense to hthium stress, In Fig 2C
we show the results of companing the growth rate of the wild
type, sl -deleted cdls andd ST foveronpressing cells n the
presence of different Ll conctentrations after the arrest period
mduced by 1ot We found that the Litter 15 moze reststant to
Ia' Ttasanteresting that resistancs induced by overexpression
ol SEESwan speofic fon T s overeapression dod notancrea o

Tolewaner to N W uerese, wr wnbiztol wl tta not showny
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Fig 2. Overexpression of $IT4d confers lithium resistance, 4, §
ceremsiae strains FY833, FY833-pRNS3, and FY833-8/T4 were grown
e YNB-gal medium to mid-log phase 3 wl of a diluted eulturs (A,
~-0 03} was plated onta YNB-gal medium containing different concen-
trations of LaCl Growth was recorded after 4 days 1 plates without
LiCl or with 5 mM LiCl and for 6 days with 30 my LiCl B, growth of
FY533 (), FYB33-SITY (2], and FY833-s:4 (¥} was recorded 1n ¥YP-gal
mediem contamng 12 my LiCl C, growth rate of the above strams on
mnereasing concentrations of LaCl

Expression of SIT4 Is Dependent on Monovalent Cations—
SI7T4 1s situated on chromesome IV, 45 mtergenic region con-
tains 1558 base pawrs, and a prehmunary analysis of this region
for putative consensus with the STRE sequence shows that it
contains six STRE elements This element mediates the acti-
vation of transcription m response to a wide type of stresses
such as osmotic stress, heat shock, mitregen starvation, oxada-
trve stress, low external pH, and ethanol stress Some of these
responses are dependent on the hugh osmalanity glycerol path-
way, but game are independent (341 We investigated whether
SIT4 expression was induced by different monevalent, cations
SIT4 was found to have a very low basal Ievel of evpression,
and 11 was induced upon a stress by Lt', Na', K7, and 10 a
lesser degree by sorbitol (Fig. 34) In order to test the depend-
ence an sublethal concentrations of 1aCl, we measured SIT¢
mduction in 15 my LaCl A 2-fold induction was chserved after
ShofLa® stress (Fig 30) Thas tume period correlates with the
arrest period of growth These results suggest that overevpres-
sion of §/T7 nught be o physiological response to sait stress,
and further work on the SIT4 promoter 15 required todentify
the meuls that are responsibie for induction of expression by
salt

Guereepression of 81T4 Dovs Not Increase PMR2AVENAS
Eapression —{Ome of the main protems eantrolling Na '/la ' re-
santance 1s the Petype ATPase encoded by PME2ZATENAT The
level of PMR2AENAT ttansenplion v madulated by o vanety
of phespliitases, and its promoter has been well studied (35}
As shown in g 3, A and A the levels of PMR2ATENAL
vansunpt were mduged by Lot Nad KT and o o lower extent
by sorbital Tlwwe tesults agree with published results (6, 7,
360, The companson of A and B show that SI77 and PUYRZAY
FENAT are conconutuntly induced. With the -um to fnvestyrite
whether NI w a part of the mechaniam by whach P04 7
FNAL s nduced, we measured by KT PCR the selative quan
ty of PMRPATENAT tanenpt on g ~Lnan whepe ST

ot Noptosbress on oot S sin

LY
avereapteswed and apon o 1o’ non

R O The vebneve goaniity of PMAIATERAT trmanpt wos
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Fi6 3 Dependence of SIT4 expression on Li*, Na™, K*, and
sorbitol. FY833 was incubated for 2 h in YP-gal medium without, (fare
1) ar with the addition of 08 M Na', Li’, K*, or sorbitol (lanes 2-5,
respectively) SiT4 (A) and ENAJ (5) mENA were quantified by RT-
PCR SIT4 () mRNA was quantified after incubation for the time
indicated in ¥P-gal medium with 15 mM L1l Lare ¢ presents the
results of RT-PCR with no addition of cDNA The numbers below each
panel zepresent the relative quantity of 8174 PCR product ACT? was
used a5 annterns) standard, and SITS and ENAT PCR products were
normalized with respect to levels of the control condition (lane 1)

YPGul +Na <Lt

-

C AT
IN¢ 18 16

Fi¢ 4 Expression of ENAZ is independent of STT4, FY833 (fane
13, FY833-pRNYS Uane 2), and FYB33-S3ITH ane 1) strans wers prown
n YNB-gal medium, and SIT4 (A} and ENAT (B) mBRNA were quant
fied by RT-PCR FY838-5u4 (C) was grown wm YP-gal medum and
“tressed for 2 b wath 08 M NaCl or LiClL and ENA7 mBNA was
quantificd by RT-PCR ACT! was used as an wmternal standard, and
SIT and BNAT PCR products were normalired with respoct to levels of
the contiof conditton (fane 1)

not altered by overeapression of SITF (g 48) However,
PMRZAIENA] transeription lovel s stll induced alter n <hock
with 08 v NaCl or 0 8 M LiClon 2 s straun (Fir AC1 These
resulls <how that induction of PMR2AJENAT expression by
L', Na', and K' s independent of ST

SIT1 Modptates K Homeostases aod pli—When yeast eells
are subgectsd 4o a Na' ostress they underpo swcumulation of
asmotically activ e solutes such as glycerol and trehalose (37
38) To determme whether everexpression of SFP changes the
wtrcellular concentrations of the monovalent cations K'

Nt and Lt we deternoned thee coneentration after ineuba-
L Lon U nnn wih ey coneentrations of Nal'l or LGl
I g 7w show thie total monovalent catane level, interest

wmply, vvirropres wn of SIT'T Jeads oo Iower intracelbuliar
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Fic 5 Intracellular K, Na*, and Li* under salt stress. The
total amount of K* and Na* (feft panel) or K and Na* and k1’ (right
panel) were estimated after incubating yeast strains FYS33 (@), FY833-
pRNI3 (4), and F¥Y833-5174 {{1) with increasing concentrations of NaCl
or LiCl for 30 man The percent offotal cation ncrement was caloulated
with respect to the value obtained 1n mediura wathout added salt Data
represent mean values and S D of three independent experiments.
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Fi. 6 Effect of overexpressien of SIT4 on K7, Na*, and La*
content under salt stress. FYS33 (@), FY833-pRNG3 (&), and FYR33-
SFTHD were incabated with merensing sonepntrations of NaClor LiCl
for 30 muin The relative amount of K' and the total amount of Na® or
Li' entry were culeulated by determination of internad cation concen-
tiauons Dats represent mean values and S of three independent
axperments

uptake did not change under these conditions by overexpres-
swon of SIT4 as shown in Fig 6, however, the relative amount
of X' mside the cell was dummished m relation to contrel
conditiens These results ndrate that pvereapression of SiTH
causes a greater extrusion of K' upen Na® or Li' stress and
that o K' transport system might be imvoived In order to teat
thin hypothess we measured *Rb' offfux ma cells that had
been previously starved and preloaded with **RbCl The re-
sults showed that in 5{T7-overexpressing cells "Rb ' efflux in
the presence of 500 my NaClor 1aClwas haghly inereased (I
T) s stran showed the same Joneties as the wild type stiam
(date not =hown)

We explored if the change on K' homeostass induced by
averexpression of S1TY could mevce an alteratien of the mem-
brane potential o mteina) pHl We gbserved that everexpres-
<in of SIT dud not olter the chonges i membrane potential
produced by the addatwon ol Na’ ot L (g By, bot the itra-
collubi plchanped frem 8 171020 00 wald tvpe cells ta G 61
RO ST oo piessaner v s The s ? stean did st
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Fi¢ 7 Effect of overexpression of SIT4 on *Rb* efflux under
salt stress, FY833 (left parel) and FY833-8IT4 (right panel) were
vreloaded with **Rb”, and efflux was measared 1n the presence of 500
mat NaCl (), LiCl {A), or without addition of cations (@) Data repre-
sent mean values and S I of three :ndependent experiments
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Fi¢ 8 Fluorescence changes of DiSC,(3) induced by the addi-
tion of Na* or Li* te strains FY833 (4), FY833-PRN93 (8), and
FY833-8IT4 (C). Starved cells (25 mp) were presncubated for 2 min n
10 m MES-tnethanolamine buffer (pEL 60), 108 mM glucose, 100 wm
CuCly, and 10 pit carbonyl cyanude p-chlorophenylhydrozone 025 um
M8C (2} was added, and fluorezeence was recorded at room tempera-
ture 6t 510-600 nm Where indicnted 100 ma NaCl or LaCl was ndded

shaw any sigmificant alteration i pll as compared with the
wild type strain The alkahimzation of the cytoplasm was not
caused by an altered funchon of the plasma membranc -
ATPase, smee the speadic actvity of ts enzyme 1 purfled
plasma membranes from SIT9-overexpressing cells and wild
type cells was the same (0 338 and 0373 nmol/min/myz of pro-
tem at pI1 5 5, respectively),
IASCUSSION

Cellular processes are lighly regulated by a wade vanety ol
syl L tnnduction pathways Protem kinzes und phisaphata
e modiate thise cvents SITF encodes o proteis with homel-
i to the oof vt sebanits of mmmalian PPG protem phos-
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phatases (33) and regulates the cell cyele (19) Our si#4 strains
are viable and show an Increased abundance of unbudded cells
(21) However, st#d 1s lethal 1n ssd? (a gene of unknown func-
tzon) deletant, whereas temperature-conditional alleles of SIT¢
arrest in G, when shifted to the nonpermissive temperature
(19). 1t has been recently reported that sit4 mutants of the
veast Rluyveromyces lactis regulate drug resistance (39} In
this work we demonstrate for the first tume that SITY plays a
rale 1n monovalent cation homeostasis. Our results show that
growth was arrested by sublethal Li* ¢oncentrations, but after
an adaptation penod wild type cells were able to recover
growth. Diverse regulatory mechanisms must be turned on
during the penod of adaptation to La™ stress. Our results pont
out that induction of expression of SITY is a regulatory mech-
amism, because on overexpression, hthium did not cause this
growth arrest This idea is reinforced by the fact that SI74
transeript 1s induced by low lithium congentrations and that its
time-dependent expression correlates with the arrest period
mduced by lithsum The results obtaned with overexpression
of 5774 mught represent physiological changes dunng adapta-
taon to La™ stress.

ENAIIs Induced by a SIT4-independent Pathway--ENAT is
2 P-type ATPage that has been proved to be involved in the
main pathway of Na®/Ia" tolerance (6, 7}, A link has been
suggested between SIT¢ and ENA, mediated by SIS2/HAL3
Ferrando et af (34) reported that $752/HALS suppressed salt
sensitivity in a caleineurin-deleted background by stimulating
transcription of the PMR2A/ENAT gene. On the other hand,
5152/ HAL3 15 also a suppressor of the lethal sit4-ssd? pheno-
type described above (19) These results led us to test if SIT¢
was egsential for PMR2A/ENA T induction of transenption. We
found that overexpression of S/7T4% did not minuc the effect of
81852/ HAL3Z as 1t does not increase PMR2A/ENAT expression
We have also shown that PMRZA/ENAI 15 still induced by Na™
and La* in a sie¢ strain. These dasa indicate clearly that tran-
seriptran of ENAT 1s wmduced by salt in a pathway independent
of SIT4.

Overexpression of SIT4 Stimulates REY Efffux Induced by
Sait and Alters the Intraceliula; pH— To date the 1ole of
mternal monevalent cations in cellular physiclogy 15 not
known K* and Na' regulate the activity of many enzymes, but
the effect of altered monovalent cation homeostasis has not
been studicd On the other hand, 1t has been shown that hagh
extracellular K' concentrations alleviate Na'/La' stress (5)
Upon Na* stress yeast cells undergo zeeumulation of solutes to
overcome turgor pressure (37, 38) and also undergo an incrense
of intracellular Na* and a decrease of intracellular K* (40, 41}
The fact that SI7 regulates total entien content upon an Na!
or Lr' stress by lowening the mtracellular content of K* mdi-
cates that the regulation of homcostasis by SITF 18 mediated
wiaa K efflux transporter. The inerepned K* loss does not lead
to a change of the electrical membrane potential, but it main-
tamns the total monovalent cation content low after a Na' or
Li' stress Oncantnguing physielogical response of overespres-
sion of SITH 15 the elevated eytoplasmue pil Further work w
necessary to test 1f this effect leads to altered K' homeogtosis
orifit s involved i another function regulated by S99, as cell
eycle control {19} However, st 1s pessible that the efflux may
proceed through one of the cattonfil' exéhange systems 1o
perted before {8, 42, 413)

Two homologs of SIT{ have been found i mammaban s
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sues. PP6 expression was preferentially found in the human
testis, heart, and skeletal muscles, whereas in the mouse PFV
was found m the bram (33) Our work mn yeast leads to the
proposal that the involvement of these mammalian genes dur-
ing lithium treatment should be studied
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Figura 23. Electroforesis y analisis tipo Western de las mutantes kald y khal. En un gel
de acrilamida al 10% se corrieron las membranas plasmaticas (100 pg) (A) de las cepas
W303-1A (linea 1), khal::URA3 (linea 2} y hal4::URA {(linea 3). Posteriormente se
transfirid a una membrana de nitrocelulosa y se hibridé con un anticuerpo policlonal contra
la ATPasa de levadura donado por ia Dra C. Slayman de la Universidad de Yale. Un
segunde anticuerpo se utilizé para hacer [a deteccion (B).

Tabla {

Actividad de fTa H"-ATPasa en células permeabilizadas con toluene nmoles de ATP
hidrolizados (min.mg) .

Cepa ] -Glucosa® +Glucosa”
W303-1A 8.3 £025 19.1 +2.4
khai::URA 295+ 28 | 291+1.02
haid: URA 32428 | 29.6 + 1.85

“Células sin preincubacion.
B . . . e
Células preincubadas 30 nun cn presencia de glucosa 50 mM antes de la permeabilizacion.

Resultados promedio de 3 experimentos diferentes.

Tabla 11

Actividad de ATPasa en la membrana plasmatica aislada
p

Cepa __pmol de ATP min g
W303-1A 3427043
khal URA 6377117
hald URA _ 533 1..003

Promuedio de 3 expernnmentos diferentes
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Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que Khal pudiera estar regulado por
fosforilacién o desfosforilacién (figura 24). También sugieren que pudiera existir alguna
interaccion de Hal4 y Khal para poder explicar los resultados obtenidos con la 1I™-ATPasa
(figura 24). Actualmente estamos haciendo las construcciones para obtener la ablacion de
los genes HAL4 v KHAI, con ¢l objeto de ver si las mufaciones son aditivas. También
tenemos una construceion de Khal con un epitope de hemaglutinina con la que esperamos
poder hacer experimentos de inmunoprecipitacién y asi poder determinar si Khal se

fosforila y si esta fosforilacién se pierde cuando se elimina Hal4.

Figura 24. Modelo para pesibles mecanismos de fosforilacién de Khal. Se plantean dos
posibilidades: (izguierda) que la actividad de Khal y de otros sistemas de transporte,
depende de un proceso de fosforilacion mediado por Hald. (derecha) que la actividad de
Hal4 dependa de una interaccion directa con Khal.
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1V. DISCUSION GENERAL

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten concluir que el papel fisiologico
de Khal consiste en regular ¢l pH intracelular, asi como los niveles de potasio (Ramirez y
cols., 1998), v que esta proteina puede estar regulada por fosforilacién y desfosforilacién
(Masuda y cols., 2000; Calahorra y cols., en preparacién}. Aunque desconocemos su
localizaciéon exacta, se inflere que se encuentra en la membrana plasmatica por las
modificactones que produce en los flujos de iones. Tampoco sabemos si su funcién
depende de fosforilacién o desfosforilacion. En cuanto a [as modificaciones observadas en
el ciclo celular para las mutantes carentes de este gen, creemos que se deben principalmente
al aumento del pH intracelular, ¢ a la concentracién de K*, 0 a ambos. Sin embargo,
debemos considerar que de existir alguna interaccion de Khal y Hald o Sit4, éstas dltimas
podrian ser las responsables de maodificar el ciclo celular.

En el caso de Nhal, esta proteina pareciera pertenecer a un sistema de respuesta a estrés,
va que el pH y los niveles de jones intracelulares solo se ven afectados cuando se
sobreexpresa, mientras que en una oélula carente de este gen sélo se observa una ligera
modificacidn del pH intracetular (Sychrova y cols., 1999). Para este transportador si se sabe
que estd localizado en la membrana plasmitica (Kinclova y cols, 2000), pero se
desconocen los niveles de expresion en condiciones normales de cultivo (libre de cualquier
tipo de estrés para la célula), o bajo estrés. Dadas las caracteristicas de la sccuencia de
residuos en el extremo carboxilo terminal de csta proteina, creemos gue al igual que Khal,
pudicra estar regulado por fosforilacion y desfosforilacidn (Hald y/o Sitd), aunque no
tenemos evidencia, Es posible también que este gen tenga un papel marginal, ya que hasta
la fecha, sdlo se le ha podido demostrar algin papet cuando se le sobreexpresa.

Para ¢f gen TOAK !, encontramos que pudicra ser esencial para ¢l {uncionamiente de la




mitocondria; sin embargo, los resultados con las dobles mutantes son preliminares, v no se
ha medido la respiracion en las mutantes simples del gen. Es necesario producir una
ablacién completa del gen para corroborar los resultados que tenemos y localizar la
proteina en la célula, También, el hecho de que sea esencial en las mutantes Trk]A-Trk24,
podria implicar al menos dos cosas: una es que en ausencia de los dos transportadores
normales, tomara su papel, y fuera capaz de transportar K hacia adentro. La otra es que, si
como parece ser, las mutantes de los tres genes son letales, es posible que no exista otro
transportador de K. hacia dentro de la levadura, contrario a lo que han sugerido Mulet y
cols. (1999), en cuyo caso podria ser Tokl quien desempefie esta funcidn.

Finalmente, nuesiros resultados nos permiten apoyar la propuesta de Ramos y cols.
{1994), en el sentido de que Trk2 puede llegar a comportarse como un sistema de alta
afinidad y baja velocidad. Tomando en cuenta los resultados propuestos para la regulacion
de Trk! y Trk2 por Hald4 y Hal3, estamos considerando la posibilidad de interaccidn de
Khal y Hal4 para explicar los resultados obtenidos con las mutantes de Trkl y Trk2.
Creemos que un experimento concluyente de estos resultados puede ser la interrupcion de
Trk1-Trk2 y Hal4, donde esperamos obtener un efecto letal por la pérdida de los tres genes,

similar al que obtuvimos para Trk1-Trk2-Khal.
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V. CONCLUSIONES

i

Khal se expresa en la levadura y juega un papel central en la regulacién del pH y 1a
concentracién de potasio intracelulares. La pérdida de esta funcién modifica el ciclo

celular.

. Nhal cuando se sobreexpresa, participa en la regulacién del pH y la concentracién de

potasio intracelulares, pere no parece jugar un papel central en este fendmeno.

. Trkl no es el tinico sistema de transporte de potasio de alta afinidad en la levadura; en

las mutantes de este gen, Trk2 en conjunto con Trk1l y Khal parecen ser esenciales para

la levadura.

. Tokl no tiene una funcion determinada en la levadura.

. Sit4 cuando se sobreexpresa modifica los niveles intracelulares de potasio, posiblemente

por desfosforilacién de los intercambiadores Khal y/o Nhal.

. Hal4 regula la actividad de Khalp y debe formar parte de un sistema de regulacién

general para todos los sistemas de transporte en la levadura.
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En el esquema se propone un modelo de los procesos de transporte de potasio, los
sistemas para la salida de sodio y potasio y la regulacién de éstos en la levadura, basado en
los resultados oblenidos en este trabajo

1




VL PERSPECTIVAS

1.

10.

Es necesario definir la localizacion de Khal en la célula, haciendo proteinas de fusién
con laproteina fluorescente verde.

Demostrar si Khal se fosforila, por inmunoprecipitacion en una proteina de fusién con
un epiiope de hemaglutinina,

Conocer 1a estequiometria y Ia selectividad de Khal, purificindola y recontituyéndola
en liposomas.

Conocer los niveles de expresion de Khal, determinando el mRNA en condiciones de
estrés.

Conocer los niveles de expresién de Nhal, determinando ¢l mRNA en ausencia o
presencia de estrés {cambios del pH o la salinidad, con KC! 0 NaCl, en presencia y
ausencia de Khal,

Demostrar que existe otro sistema de transporte de potasio de alta afinidad y que este
puede ser Trk2, haciendo mutaciones de Khal y Trk2.

Demostrar que el conjunto Trk1, Trk2, y Khal es esencial, para aclarar s1 hay o no otro
sisterna de transporte de cationes monovalentes.

Conocer la localizacién de Tokl en la célula, haciendo proteinas de fusién con la
proteina fluorescente verde.

Conocer Jos niveles de expresién de Khal y Nhal en una ablacion de SIT4.

Conocer el efecto de ia perdida de Khaly Nhal en la sobreexpresion de SIT4.

. Hacer la triple interrupcién de Trkl, Trk2 y Hald, que deberia ser letal como la

interrupcion Trk1, Trk2 vy Khat, st es que Khal es regulada por Halg,

T



ANEXO
Durante el tiempo en el que realice mis estudios para obtener el grado de doctor, fui

invitado a participar en otros proyectos cuyos resultados fueron publicados.

1. Edmundo Chavez, Mertha Franco, Horacio Reyes-Vivas, Cecilia Zazueta, Jorge Ramirez,
and Raymundo Carrillo. 1998. Hypothyroidism renders liver mitochondria resistant to the
opening of membrane permeability transition pore. Biochim. Biophys. Acta, 1407:243-
248,

2. Patricia Thomé-Ortiz, Antonio Pefia and Jorge Ramirez. 1998. Monovalent cation fluxes
and physiological changes of Debaryomyces hansenii grown at high concetrations of KC1
and NaCl. Yeast 14:1355-1371.

3. Angélica Morales, Adela Cuéllar, Jorge Ramirez, Felipe Vilchis, and Vicente Diaz-
Sanchez. 1999. Synthesis of steroids in pancreas: evidence of cytochrome P-450sce
activity. Pancreas, 19:39-44.

4. Ariane Afteia, Robert van Lis, Jorge Ramirez, and Diego Gonzélez-Halphen. 2000.
Polyromella spp. Growth on ethanol extracellular pH affects the accumulation of
mitochondrial eytochrome ¢550. Eur. J. Biochem. 267:2850-2858.

5. Edmundo Chavez, Antonio Pefia, Cecilia Zazueta, Jorge Ramirez, Noemi Gareia and

Raymundo Carrille. 2000. Inactivation of mitocondzial permeability transition pore by
octylguanidine and octylamine. J. Bionerg. Biomem. 32:193-198.
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