UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

UACPyP del CCH

TRANSPORTIE IDIE
ANMINOACIDOS BN
VESICULAS DBE
N E MBR AN A
PLASMATICA
D B Saccharomgees cerevisiae

Tesis para obtener el grado de:

Docster en [nvestigneién Biomédican Béision

Presenta:

M em CR MARTHA CALAHORRA FURRTES

México, D.IF. 1993.

o ms.f;.n DR ORIGEN | TESI CON |



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



El presente trabajo se desarrollé en el Departamento de Microbiologfa del Instituto de

Fisiologfa Celular bajo la direccién del Dr. Antonio Pefia Dfaz.

L . |
/sz*/ | P CON o

Dr.Anto)lib Peiia D. M en CQ Martha 'C(alahorra I,




RESUMEN

Se prepararon vesfculas de membrana plasmdtica de levadura de células cultivadas
en un medio con prolina como fuente de nitr6geno. n este medio se expresan todos los
acarreadores de aminodcidos, a diferencia del medio al que se adiciona amonio como tal
inhibe la expresién de muchos de ellos. La membrana se incorporé a dos tipos de liposomas,
unos de fosfatidilcolina-fosfatidilserina y otros con lipidos de E.coli, ambos contenfan
citocromo oxidasa de corazén de res como generadora de una fuerza protonmotriz utilizada
para el transporte de aminodcidos.

En presencia de valinomicina y potasio predominaba un gradiente de pH y en su
ausencia predominaba el potencial de membrana. Al medir transporte de leucina se observé
que ambos componentes del potencial electroquimico son importantes.

El transporte de dcido glutdmico disminuydé en ausencia de un potencial de
membrana, en ambos tipos de vesfculas, de lo que se concluyé que- el transporte de este
aminodcido se necesitan ambos componentes del potencial electroquimico contribuyendo
proporcionalmente mds el potencial de membrana que el gradiente de pH.

El transporte de arginina en ausencia de un potencial de membrana no se observo,
por lo tanto el gradiente de pH parece que no juega un papel importante en el transporte
sino mas bien esta mediado exclusivamente por el potencial de membrana.

Kl transporte de estos aminodcidos se lleva a cabo bdsicamente a través de la
permeasa general y la leucina compiti6é por la entrada de dcido aspdrtico y viceversa. Con
arginina no hubo competencia, por lo que tal vez este aminodcido esté entrando por un

acarreador especffico.



SUMMARY

Plasma membrane vesicles were isolated from S.cerevisiae cells grown in a medium
with proline as nitrogen source. In this medium all the amino acid carriers are expressed,
in contrast to the ammonium added medium where the expression of most of them is
inhibit. The membrane was incqrporated into two kinds of liposomes, one kind was with
phosphatidilcholine-phesphatidilserine and the other was made with E.coli lipids; both
contained beef heart cytochrome oxidase. Cytochrome oxidase was incorporated in order to
generate the proton motive force for the transport of amino acids.

In the presence of valinomycin and potassium, where the pH gradient predeminated,
or under conditions where the membrane potential predominated, leucine was transported.
Thus it is concluded that both components of the electrochemical potential were important,
for the transport of this amino acid.

In the absence of a membrane potential, the transport of glutamic acid is low in
either kind of vesiclev. This amino acid needed both components of the electrochemical
gradient, Perhaps being the membrane potential more important.

Arginine was not transported in the absence of a membrane potential, sugesting that
the pH gradient played no role in this transport. The membrane potential seems to be the
main source of energy for the transport of arginine.

These amino acids enterer mostly through the general permease because there was
a competitive inhibition between leucine and aspatic acid for the entrance. This inhibition

did not occur with arginine, so arginine might be entering by its own specific carrier.
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TRANSPORTE DE AMINOACIDOS EN VESICULAS
DE MEMBRANA PLASMATICA DE

Saccharomyces cerevisiae.

INTRODUCCION

Las levaduras poseen una gran versatilidad en cuanto a la utilizacién de diferentes
fuentes de compuestos nitrogenados para su subsistencia. Entre los compuestos nitrogenados
se encuentran los aminodcidos, los cuales siguen varios caminos para ser metabolizados por.
las células. En el primero, después de ser transportados al interior celular, pueden ser
incorporados sin modificacién alguna, a ciertos constituyentes celulares, como por ejemplo,
las protefnas. Los aminodcidos pueden ser degradados por la célula, liberando el nitrégeno
que poseen para utilizarlo en la sintesis de otros compuestos nitrogenados. Por iltimo, el
esqueleto carbonado también puede ser utilizado por la célula para propésitos sintéticos;
en este caso el compuesto nitrogenado estd actuando también como una fuente de carbono *
(1,2).

En Saccharomyces cerevisiae, la utilizacién de las fuentes nitrogenadas ha sido
estudiada desde los puntos de vista de transportg, bioquimico, enzimoldgico y genético, En
esta especie de levadura, a diferencia de otras como Brettanomyces, Candida, Kloeckera,

Rodotorula y Pichia, existen aminodcidos que no son utilizados como fuente de nitrégeno,

como la lisina, la histidina, la glicina y la cistefna (3).



Los sistemas de transporte

Las levaduras y en general todos los microorganismos eucariotes, presentan una
multiplicidad de acarreadores para el transporte de aminodcidos con diferentes grados de
especificidad. En general se sintetizan dos clases distintas de sistemas de transporte; el
primero muestra especificidad por uno o algunos aminodcidos relacionados qufmicamente.

A estos acarreadores se les llama también permeasas especificas, de las cuales se han
caracterizado 16 cinética y/o genéticamente. Doce de ellas son constitutivas y 4 son
adaptativas (4). ] otro sistema de transporte, llamado permeasa general de aminodcidos
(General Amino acid Permease: GAP), se encarga de la entrada de una variedad amplia de
aminodcidos diferentes y transporta todos los aminodcidos bdsicos y neutros.

Los sistemas de transporte de microorganismos eucaribticos se diferencfan de los
gistemas andlogos de bacterias y de células de mamfferos bdsicamente en que median un
transporte unidireccional del exterior al interior de la célula, y en que son regulados por
un mecanismo de retroalimentacién conocido como transinhibicién (5). La transinhibicién
consiste en la capacidad de los aminodcidos intracelulares de inhibir la ertrada de ellos
mismos, 0 de otros aminodcidos del medio; el grado de inhibicién aumenta al aumentar la
concentracién intracelular del aminodcido. La funcibn de la  transinhibicién es,
aparentemente, la de evitar la entrada masiva y unidireccional de los aminodcidos, lo cual
pudiera causar que la célula se lisara (4).

La permeasa general parece estar implicada principalmente en el catabolismo de los

aminodcidos, ya que es reprimida si las células se cultivan en presencia de amonio. Esta



inhibicién es reversible y ocurre a través de dos mecanismos independientes; ya sea por
inactivacién de las permeasas presentes en la membrana o por la represién de la sintesis
de nuevas permeasas. En éste altimo caso, Grenson (6) reporté que la actividad de la
permeasa general de aminodcidos, requiere de la integridad de dos genes separados, el
GAP1 y el NPR1 (Nitrogen Permease Reactivato;'). Las mutaciones en el GAP1 inactivan
especificamente a la GAP1 y parecen afectar al gene estructural de esta permeasa (6,7). Las
mutaciones en el gen NPR1 afectan a distintas permeasas sensibles al amonio, e inactivan
comp’letamente a la GAP1. La protefna c.odiﬁcada por el gene NPR1 es necesaria para la
reactivacion de la protefna GAP1. Esta protefna es inactivada continuamente por un proceso
regulador que es a su vez mediado por el producto de dos genes no ligados llamados MUT2
y MUT4 o también llamados NPI1 y NPI2 (Nitrogen Permease Inactivator) respectivamente.
Dentro del gene GAP1 existe un sitio lamado PGR, que es un sitio receptor donde actia
continuamente un control negativo de los productos de MUT2 y MUT4,

El producto del gene NPR1 parece ser responsable ya sea de proteger a la permeasa
contra el proceso de inactivacién, o de catalizar un efecto de reactivacién. Se crée que
amonio actia inactivando a NPR1, o activando a MUT2 y MUT4.

Cuando las levaduras se cultivan en un medio con prolina se alcanza un balance entre
el efecto negativo del sistema MUT2-MUT4 y el efecto positivo del producto del gene NPR1.
Si a este cultivo se le adiciona iones amonio, la permeasa se inactiva progresivamente por
el sistema MUT2-MUT4,

Ademds de la regulacién por inactivacién-reactivacién de la GAP1, parece. habef un

segundo mecanismo de regulacién que reprime la sintesis de la permeasa en levaduras
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cultivadas en un medio con amonio (8). Esta represién parece estar mediada por el producto
del gene GDHCR (Glutamate Deshidrogenase Catabolic Represor) que inhibe, la
transcripcién del gene GAP1 y de todas las enzimas y protefnas que se encuentran sujetas
a represion catabdlica del nitrégeno, el procesamiento de la protefna, o la traduccién del
ARN_ de GAP1. El producto del gene GDHCR incluso puede afectar la modificacién
postraduccional necesaria para producir una protefna GAP1 activa. Recientemente Jauniaux
y Grenson (9) encontraron que probablemente el control de la sintesis de la permeasa
general se ejerza al reprimir la transcript.:ién del ARN,,.

En Saccharomyces ellipsoideus se ha reportado que el amonio inhibe el transporte de
la leucina (10), y en las bacterias fijadoras de nitrégeno, disminuye la entrada de todos los
aminodcidos (11). Eis posible que el amonio inhiba, ademds de la permeasa general, a una
gran cantidad de permeasas, tanto en las levaduras como en otros microorganismos.

Se sabe que la permeasa general es capaz de transportar a todos los aminodcidos
incluyendo al glutamato, al aspa.rtato (12) y a la prolina (13).

A diferencia de los otros sistemas de transporte de aminodcidos, la permeasa general
se encuentra bien caracterizada; antes se pensaba que constaba de 3 polipéptidos de peso .
molecular de 53,000, 45,000 y 30,000, ademds de una protefna peripldsmica de 14,000 D,
asociada a ella laxamente (14); actualmente se ha deducido su secuencia de aminodcidos a
partir del gene y se ha observado que consta de un solo polipéptido de 65,578 D por lo que
se sugiere que pertenece a la clase de una sola pr(.)befna transportadora .que media tanto el
reconocimiento del sustrato como su translocacién, como se ha demostrado para la B

galactosido permeasa de E.coli (9).



Generalidades de los transportadores de los aminoacidos

Para la gran mayorfa de los aminodcidos se ha encontrado dos sistemas de transporte,
uno de alta y otro de baja afinidad; este ha sido el caso de la lisina (15,16,17), la histidina
(16), la metionina (16,19), la glicina (14,20,21,22,23) y la prolina (13,24,25).

En el caso de la leucina, Bussey y Umbager (26) fueron los primeros en demostrar la
existencia de un transportador especifico en S.cerevisiae con un valor de Kt de 30uM y en
el que tanto la isoleucina como la valina lo inhibfan competitivamente. Subsecuentemente,
Kotyk (16) y Ramos y cols. (27) identificaron dos componentes para la entrada de leucina
en S.cerevisiae, uno de baja afinidad (Kt de 2.0-4.5 mM) y otro de alta afinidad (Kt de 84uM)
y sugirieron que el sitio de alta afinidad era la permeasa general. En protoplastos se observé
lo mismo (28), lo cual indicaba que la pérdida de la pared celular no parecfa afectar los
pardmetros cinéticos.

Calderbank (19) encontré que el transporte de la leucina no obedece a los modelos
descritos por Michaelis-Menten para dos sistemas de transporte, y sugirié que la entrada
de este aminodcido implica un proceso que opera totalmente separado o en conjuncién con
otro sistema de transporte que sf obedece a la cinética de Michaelis-Menten.

Para el transporte de arginina y lisina (29) se encuntré una protefna peripldsmica de
5,000 D, capaz de unir a estos aminodcidos, y necesaria para el transporte. Sin embargo, la
importancia de esta protefna es dudosa, ya que tanto las cepas mutantes en este transporte
como la cepa silvestre sintetizaban esta protefna ‘en'cantidades iguales.

Con el transporte de arginina, se encontré un acarreador de alta afinidad con una Kt



de 10uM y que era inhibido competitivamente por la lisina, la ornitina y la canavanina (15);
por ello se pensé que era un transportador especifico de aminodcidos bdsicos. Posteriormente
se identificaron dos componentes para el transporte de arginina en S.cerevisiae (30,31)
encontrandose ademds del transporte de alta afinidad descrito por Grenson, uno de baja
afinidad (Kt de ImM). Keenan y Rose (31) reportaron que en células cultivadas en dcido
oleico existe una mayor afinidad para la acumulacién de arginina, encontrando un
componente de alta afinidad con una Km de 2x 10° M y Vmax de 2 nmol/min/mg y uno de
baja afinidad con una Kmde 2.1 x 10 y Vmax de 37 nmol/min/mg. Si las células se cultivan
en dcido linoleico, las constantes cambian a Km de 1.3 x 10? y Vmax de 5.5 nmolas/min/mg
y una Km de 9.2 x 10* y Vmax de 220 nmolas/min/mg, respectivamente. De estos datos se
concluyé que el transporte se altera en presencia de las dobles ligaduras en los dcidos
grasos, tal vez por que habfa mayor fluidez; y que el sistema de alta afinidad requiere
residuos monoinsaturados. Por esta razdn, estos autores encontraron ademds del transporte
de alta afinidad descrito por Grenson, uno de baja afinidad.

Iin el caso de los aminodcidos dicarboxflicos, se describen también dos sistemas de

transporte relativamente especificos. Para el glutamato se identificaron tres sistemas de °

transporte; uno de ellos es la permeasa general. Ninguno de los otros dos se caracterizé
cinéticamente (12,16). Bn 1984, CalderbanK describi6 a los sistemas para el transporte del
glutamato, encontrando para el de alta afinidad una Kt de 20uM y para'el de baja afinidad
una Kt de 3.3mM (19).

A pesar de que los sistemas de transporte de aminodcidos en S.cerevisiae parecen

operar independientemente unos de otros, al menos desde el punto de vista cinético, existen
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algunas evidencias que sugieren que algunos de ellos comparten elementos comunes (2). En
; general existe una gran controversia en cuanto al nimero y tipo de transportadores, y
parece ser que depende de las condiciones de crecimiento de las células, asf{ como de su

estado metabdlico.

La energizacion del iransporte

El transporte de los aminodcidos depende de la energfa que se obtiene de la hidrélisis
del ATP; en la membrana de la levadura hay una ATPasa que bombea protones al exterior.
Esta enzima ya ha sido bien caracterizada, purificada, reconstitufda y su gen ha sido
secuenciado y clonado, no sélo de S.cerevisiae (32,33,34), sino también de otros hongos, como

Neurospora crassa (35,36) y Schyzosaccharomyces pombe (37).

+
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Esquema del mecanismo general de 1a hidrélisis de ATP y transporte de aminodcidos.
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La ATPasa es capaz de transportar electrogénicamente protones al medio externo al
hidrolizar ATP; estos protones expulsados generan un potencial electroquimico, el cual es
aprovechado por diferentes acarreadores para transportar hacia el interior celular diversos
metabolitos como Ca**, K*, fosfato, azicares y aminodcidos (38,39,40,41,42,43,44).

La entrada de metabolitos se puede llevar a cabo en un cotransporte con protones,
mediante un sistema simportador, como en el caso de los aminodcidos, aziicares y fosfato;
o mediante un sistema uniportador, como el que se propone para el K* (45,46).

Kl potencial electroqufmico de la Ie\;adura estd dado por una distribucién desigual de
protones y otros iones a través de la membrana, que ¢s esencialmente impermeable a ellos.
El potencial resulta del establecimiento de una diferencia de las cargas eléctricas internas
y externas, que se conoce como potencial de membrana (AY), y de un componente quimico,
conocido como gradiente de protones (ApH). La fuerza protonmotriz comprende ambos
valores y se calcula con la siguiente ecuacién:

Ap=-23RT.ApH + A¥
I

si se toman en cuenta las constantes y se hace el cdlculo a 30°C, la ecuacién se reduce a:

Ap = AY - 60 ApH

En cuanto a la energizacién especffica en el caso del transporte de los aminodcidos

por la permeasa general, ha habido una investigacién extensa, sobre todo por Eddy (20).

Este autor propuso que el transporte de glicina se lleva a cabo mediante el cotransporte con -

~ H', a rafz de que en las levaduras del género Saccharomyces, con el metabolismo limitado |
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por inhibidores de la glucélisis y la respiracién, la entrada de leucina, lisina, fenilalanina,
glicina y aminoisobutirato, era mayor a pH 4.5 que a pH 7.5, y la entrada iba acompaiiada
por 1 o 2 equivalentes de H* y de 3 equivalentes en el caso del glutamato (41,47,48), En
estos mismos trabajos se observé que, junto con la entrada de H* que acompaiia la captura
del aminodcido, es posible observar un eflujo de K*, y se llegé a la conclusién que en
levaduras carentes de "energfa metabdlica", la entrada de los aminodcidos se lleva a cabo
por cotransporte con H*, y la entrada de carga eléctrica se balancea mediante la salida de
K*, por lo que si este catién agregado al medio de incubacién produce inhibicién de la
entrada de aminodcidos. Sin embargo, Peiia (49) demostré que al adicionar K* a la levadura
que se encuentra a pH bajo, se acelera la hidrélisis del ATP y el bombeo de protones, y se
alcaliniza el medio intgrno. Cuando se preincuba a las levaduras con K, el proceso favorece
la entrada de aminodcidos y no la inhibicién como observé Eddy. De la Pefia (50) también
demostré que el Apy+ a pH externo de 4.5 es de -150 mV y a pH externo de 7 es de -90 mV.
Al adicionar 200 mM de K* en el medio, hay un incremento del ApH a pH 4.5 de -105 mV
a-111 mVyapH7de -17 mV a -35 mV, pero como el A¥ disminuye, se obtiene una
disminucién del Apy+ de un 15%. Un problema de estos experimentos es que 200 mM de K* -
es una concentracién muy alta, sin embargo, a concentraciones mds bajas, el potencial
electroquimico de protones también disminuye.

Ein los mismos experimentos de Eddy, cuando las levaduras disponfan de energfa los
efectos del pH o del K* sobre el transporte de glicina no eran tan claros (20), por lo que se
concluyé que con energfa suficiente, la célula expulsa inmediatamenté por la ATPasa los H*

que entran. Sin embargo, no se demostré que se acelerara el bombeo de protones, ni que se
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acidificara el interior de la levadura. Es necesario, sin embargo, tomar en cuenta que el
transporte de aminodcidos sf se inhibe cuando se agrega simultdneamente potasio al medio,
pero ésto puede deberse a que este catién disminuye el potencial de membrana de la
levadura (51).

Retomando estos trabajos, Ballarin-Denti y cols. (22) estudiaron el influjo de protones
y eflujo de K* durante el transporte de glicina en S.cerevisiae. Se encontré que existe una
acumulacién de aminodcidos independiente de energfa, que es 100 veces menor que en las
células con energfa. A un pH externo de 45 hay acumulacién del aminodcido, ya que el pH
interno de la levadura es 6.5, y el gradiente de pH favorece termodinamicamente el
transporte; esto no sucede cuando el pH externo es 7.5. Cuando se adicionaba glicina a
células "carentes de energfa", estos autores observaron una salida de K' y entrada de H* con
una estequiometrfa de aminodcido/prot6n/potasio de 1:1:1, diferente de la estequiometria
observada por Eddy de 1:2:2, respectivamente. Se calculé el pH interno mediante NMR de
32p y ge obtuvo un valor de 6.6-6.9 y una estequiometrfa de Gli/H* de 1:1. Cambiando el pH

interno y graficando contra el transporte a un pH externo constante de 5.7, la

estequiometrfa fue de 1:3. Cuando se graficaron los cambios en el pH externo contra el .

transporte a un pH interno constante de 6.7 la estequiometrfa es de 1:1. En las células con
metabolismo normal no se observaron cambios en los flujos de H* o K* al adicionar glicina.
El pH interno calculado para éstas células fue de 7.2-7.4.

Los trabajos de Ohsumi y Anraku (52) sobre transporte de aminodcidos en vacuolas

de levadura coinciden con la hip6tesis de Eddy, pero hay resultadoes que no encajan en dicho

esquema al estudiar el efecto de los cationes. Kotyk reporté que ni el Na* ni el K* participan
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en el transporte de aminodcidos (53). Resultados obtenides en el laboratorio, estudiando el
transporte de leucina en S.cerevisiae, indican que en células sin energfa metabélica, con o
sin la adicién de inhibidores de la glucdlisis y la respiracién, la entrada de leucina no es
mayor a pH bajo que a pH alto (54). También se ha observado que el K* juega un papel
complejo en el transporte de aminodcidos, aumentando la captacidn después de 1 hr de
preincubacién de las células en presencia de este catién. Este incremento no puede
explicarse tinicamente en términos de la neutralizacién de la carga eléctrica neta de la
membrana. Kotyk (55) encontré que el Af‘l’ se forma de inmediato y tiene poca variacién
conforme transcurre el tiempo, por lo que el aumento del transporte de K* no es por cambios
en el AY, sino probablemente por un aumento en la cantidad de acarreadores; lo mismo se
reporté para el transporte de sulfato (56). Sin embargo, el cambio del pH interno, cuando
ge incuban levaduras en presencia de potasio, no es inmediato, ya que tarda alrededor de
30 minutos (49).

Este conjunto de resultados contradictorios nos llevé a estudiar el transporte de
diferentes aminodcidos como la leucina, la arginina y el dcido aspdrtico en vesfculas de
membrana plasmética de S.cerevisiae en las cualgs el metabolismo ya no es un factor que
afecte el transporte. En las vesfculas también se puede controlar tanto el medio interno
como el externo, y estudiar las caracterfsticas cinéticas del transporte de aminodcidos en
funcién del estado metabélico de las levaduras. No debe pensarse en términos de modelos
cinéticos rigidos, sino mds bien en esquemas sujetos a mecanismos regﬁlatorios de diversa
{ndole. No se tiene respuesta a muchas preguntas concernientes a la ﬁsiologfa; ni a los

mecanismos moleculares, en particular por razones metodolégicas, ya que los flujos de
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solutos acoplados a los de H* se deducen de la alcalinizacién del medio externo. Adn no hay
métodos suficientemente sensibles para medir la acidificacién interna de la célula, ya que
los factores metabélicos producen gran incertidumbre en la medida de los flujos de H*. Para
poder medir ésto se necesita controlar tanto el pH interno como el externo, lo cual es posible
al trabajar con vesfculas de membrana. Otra informacién que no existe para la levadura,
es si los transportadores de los aminodcidos son semejantes para los acfdicos, los neutros
y los bésicos; en especial en este aspecto, y en relacién con los bdsicos, creemos contar con

informacién interesante derivada de los experimentos con las vesfculas.

Las vesiculas de membrana

La utilidad del uso de vesiculas de membrana plasmética para los estudios de

transporte se ha demostrado ampliamente, sobre todo en sistemas epiteliales o en otros tipos

de células animales. Sin embargo, en los hongos, solamente en el caso de Neurospora crassa,

cuya membrana se vesicula ficilmente, se habfan podido realizar estos estudios (57,58,59).
En el caso de las levadura, especialmente Saccharomyces cerevisiae, habfa sido dificil
obtener preparaciones de vesfculas selladas (60,61,62). Finalmente, Franzusoff y Cirillo (60)
lograron una preparacién mixta, fusionando vesfculas de fosfolipidos con membranas de
levadura.

Una manera de comprobar que las vesiculas se encuentran selladas es determinando

si son capaces de generar y mantener un potencial de membrana y un gradiente de pH. Para
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medir los gradientes transmembranales se han utilizado métodos indirectos, como la
determinacién de la distribucién de cationes lipofilicos como el tetrafenilfosfonio (TPP*) y
el trimetilfenilfosfonio (TMPP*), los cuales se equilibran de acuerdo con el potencial de
membrana por su carga y por su transporte pasivo a través de la membrana (62). También
se han utilizado los colorantes fluorescentes para la deteccién y medicién del potencial (63,
64,65) y para el gradiente de pH (59, 66-69).

El objetivo principal de esta tesis fue estudiar el papel que juega el gradiente
electroquimico o fuerza protén-motriz enl el transporte de aminodcidos, para ver si éste
depende del potencial de membrana y/o el gradiente de pH. Los datos obtenidos
contribuirfan a lograr una visién mas clara de los sistemas de transporte de Saccharomyces
cerevisiae.

En distintos tipos celulares el papel que juegan el AY y el ApH es diferente. En la
bacteria fotosintética Chromatium vinosum, el potencial de membrana es el principal
contribuyente en el transporte de los aminodcidos (69), y en un bacilo alcaléfilo, el
transporte de leucina también estd energizade en un 100% por el potencial de membrana
(70). En contraste, en Streptococcus cremoris, ambos componentes del potencial
electroqufmico son importantes, en diferentes proporciones, dependiendo del aminodcido
transportado (71). Parece que en las levaduras ambos componentes son importantes, cada
uno en diferente grado, dependiendo de las condiciones metabélicas en que se encuentre la
célula, |

El tratamiento previo a que se someten las: levaduras es un factor importante en la

expresién, tanto de la permeasa general como de los acarreadores especfficos, debido a la
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alta capacidad de adaptacién que tienen las levaduras a medios ambientes cambiantes, ya

que las levaduras hacen uso de una serie de sefiales diferentes para aumentar el transporte
de diversos metabolitos. Para controlar la expresién de transportadores se cultivaron a las
levaduras en el medio 6ptimo para aumentar el transporte y de ahf obtener la membrana

plasmdtica para formar las vesfculas.

15

-



METODOLOGIA

Cultivo de las células.

La levadura Sabchammyces cerevisiae de la cepa DC XII, donada por M. Opekarova
(Institute of Microbiology Czechoslovak Academy of Science), se cultivé durante 20 hrs a
30°C bajo agitacién continua en un medio descrito por Opekarovd y cols (29). El medio
contiene 2 g/l de KH,PO,, 1 g/l de K,HPQ,, 0.3 g/l de citrato de Na, 0.1 g/l de MgCl,, 0.1 g/l
de MnSQ,, 0.1 g/l de CaCl,, 0.1 g/l de ZnSO,, 3 g/l de extracto de levadura y 50 mM de
glucosa; pH 5.5-6. La tnica diferencia con el medio original consisti6 en que se adicioné 2
mg/ml de prolina, en lugar de amonio, a fin de evitar la inactivacién que éste produce sobre

los sistemas de transporte (6).

Purificacion de la membrana plasmatica.

Las células se colectaron del medio de cultivo por centrifugacién a 3000 rpm durante

6 min. y se lavaron dos veces con agua desionizada; después se siguié el método de |
purificacién descrito por Franzusoff y Cirillo (60) con algunas modificaciones. La técnica

consistié en lavar las células con un amortiguador que contenfa 0.25 M de sacarosa, 10 mM
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de imidazol, 1 mM de EDTA, 2 mM de mercaptoetanol, 1 mM de PMSF y 0.02 % de NaN,

a pH 7.4. Las células se resuspendieron en este mismo amortiguador (8 gr peso hiimedo en

40 ml) y se rompieron con perlas de vidrio de 0.25-0.3 mm en un homogeneizador de células

(B. Braun melsungen A. G.) enfriado con CO,, durante 90 seg en lotes de 20 ml. Se llené la

= mitad del homogeneizador con perlas de vidrio y lo dem4s de células. Una vez rotas todas
| las células, se decant6 la suspensién final para quitar las perlas y el liquido se sometié a
una serie de centrifugaciones diferenciales, alternado con sonicaciones en un sonicador de

bafio, cambios de pH, congelacién en un b.éﬁo de hiclo seco-acetona y descongelacién en un

baiio de agua a temperatura ambiente (fig.1). En la dltima centrifugacién las membranas

se resuspendieron en 10 mM de Tris/HCl pH 7.0 y se guardaron en nitrégeno liquido.

Determinacion de proteinas.

La protefna se determiné mediante la técnica de Lowry (72) utilizando albimina de

suero bovino como estAndar.

Ensayo enzimatico.

La determinacién de la actividad de la ATPasa en la preparacién de la membrana

plasmédtica se midié por la deteccién colorimétrica del fosfato inorgénico liberado, utilizando
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una modificacién del método de I'iske y Subbarow (73). La reaccién se inicié agregando la
membrana (10-20 pgr de protefna) a 350 pl del medio, que contenfa 50 mM de MES, 50 mM
de H,PO/TEA pH 7.0, 2,6 mM de MgCl, y 8 mM de ATP, y se incub6 a 30°C durante 10
min. La incubacién se detuvo con la adicién de una solucién que contenfa 12 gr de molibdato
de amonio, 28 ml de H,S0,, 40 gr de SDS cbp 1 It de agua y 250 pl de ELON. Se preparé
un estdndar de fosfato para cada ensayo. Después de 15 min se leyd la reaccién a una

longitud de onda de 700 nm en un espectrofotémetro Shimadzu UV 160A.

Formacion de liposomas.

Se prepararon liposomas de fosfatidilcolina de soya (Sigma Chem. Co.) 30 mg/ml y
fosfatidilserina (Avanti Chem.) 1 mg/ml en un aniortiguador 5 mM de MES/TEA, 5 mM de
H,PO, pH 7.0, con o sin 50 mM de KCl segin se requiri6, sonicandose a claridad,
generalmente 15 seg., en un sonicador de vastago (Branson Sonic, modelo B 12). A estos

liposomas se les denominé PC-PS.

También se prepararon liposomas con fosfolipidos extrafdos de E.coli (Sigma Chem

Co.) 33.3 mg/ml, en el mismo amortiguador y por el mismo procedimiento. A estos liposomas

se les llamé PE debido a que el 656% de los lfpidos son fosfatidiletanolamina.
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Incorporaciéon de citocromo oxidasa y formaciéon de las

vesiculas.

A los liposomas PC-PS se les incorporé por dilucién (74) la citocromo oxidasa purificada
de corazén de res, a una concentracién de 29 pg/ml. Después se adicioné membrana
plasmdtica a una concentracién de 1 mg/ml; se congelaron en un bano de hielo seco-acetona
y se descongelaron a temperatura ambiente, dos veces. Posteriormente se sonicaron en un
sonicador de vdstago (modelo B 12) hasta claridad, generalmente 15 seg.

A los liposomas PE se les incorporé la citocromo oxidasa por didlisis del detergente
octilglucésido segin se indica en la técnica de Van Leewen (75), quedando 33.3 mg/ml de
lipido y 2 mg/ml de citocromo oxidasa. La membrana plasmitica (1.6 mg/ml) se incorporé
de la misma manera que en los liposomas PC-PS en una relacién de 20:1 lipido protefna

respectivamente.,

Medida del consumo de oxigeno.

El consumo de oxfgeno de la citocromo oxidasa se midi6é polarogréficamente con un
electrodo de oxfgeno de Clark (Yellow Springs Instruments) conectado.a un graficador. Se
adicionaron 40 ul (60 pg de protefna) de vesfculas con citocromo oxidasa incorporada a '3 ml
de amortiguador 5mM de MES, 56 mM de H,PO,/TEA pH 7.0 y 150 pg de citocromo c. La |

reaccién se inici6 adicionando 5 mM de ascorbato, 5 ptM de TMPD a pH 7.0. Cuando se
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indica, se desacoplé adicionando 3 puM de CCCP.

Medida del transporte de aminoacidos.

El transporte de aminodcidos se midié a 30°C adicionando 700 ul de vesiculas (600
ug de protefna en las vesfculas PC-PSy 500 pg en las PE) a un volumen final de 1 ml de
amortiguador (65 mM de MES/TEA, 5§ mM de H,PO, pH 7.0). La reaccién se inicié
adicionando el amino4cido radioactivo, ya sea “H leucina 50 pM (act.esp. 79 nCi/pmola), *Hd
arginina 10 pM (act.esp. 873 nCi/nmola), °H ac. aspdrtico 50 pM (act.esp. 149 nCi/nmola)
o "C 4cido glutdmico 100 pM (act.esp. 49 pCi/umola). Al minuto de haber adicionado el
aminodcido se agregdé el sustrato de la citocromo oxidasa que contenfa 50 mM de ascorbato,
50 pM de TMPD y 34 pg de citocromo ¢. A diferentes tiempos se tomaron alicuotas de 100
pl que se filtraron inmediatamente en filtros de 0.3 pm de nitrocelulosa (Millipore) y se
lavaron con 5 ml de 50 mM de LiCl frfo. Los filtros se dejaron secar y se transfirieron a

viales con liquido de centelleo, que se contaron en un contador Packard Tri-Carb 300.

Medida del potencial de membrana.

La formacién del potencial de membrana en las vesfculas se estimé por el

apagamiento de la fluorescencia de la dipropiltiocarbocianina DiSC,(3) a las longitudes de
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onda de 540-590 nm (51). Estas longitudes de onda no corresponden a los mdximos de
excitacién y emisién de la cianina, pero se utilizaron para evitar la dispersién de luz que
puede observarse si se utilizan los méximos, que son muy cercanos.

Las vesfculas (20 pg de proteina de membrana) se adicionaron a una celdilla con 5
mM de MES/TEA, 5 mM de H,PO, pH 7.0, en un volumen final de 2.0 ml, que contenfa 250
nM de cianina . Se inicié la reaccién adicionando el sustrato, ascorbato 5 mM, TMPD 5 pM

y 3.4 pg de citocromo ¢ . [l potencial generado se colapsé adicionando 2.5 pM de CCCP .
Medicion del gradiente de pH.

Se prepararon liposomas de la manera anteriormente descrita pero cargdndolos con

2 mM de 8-hidroxi-1,3,6-pirenotrisulfonato (piranina) (68,76); con estos liposomas se.

formaron vesfculas de la misma manera anteriormente descrita. Las vesfculas se pasaron
por una columna de 0.7 cm de didmetro y 25 de largo de Sephadex G 25 fino, equilibrado
con el mismo amortiguador, para capturar el colorante libre que no fue atrapado en el
interior de las vesfculas.

Las vesfculas (20 pg de protefna de membrana) se adicionaron a una celdilla conb mM
de MES/TEA, 5 mM de H,PO, pH 7.0 en un volumen final de 2 ml con 2.6 pM de
valinomicina y 50 mM de KCl. Se inicié la reaccién adicionando el sustrato (ascorbato-
TMPD-citocromo ¢). Se midié el cambio .de la fluorescencia de la piranina. Las longitudes
de onda utilizadas fueron 460-520 nm. En donde se indica, el gradiente de pH se colaps6

agregando 2.5 uyM de CCCP.
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RESULTADOS

Una vez purificada la membrana plasmética, se le midi6 su actividad de ATPasa para
determinar la calidad de la preparacién y por lo tanto las condiciones en que se encuentra
la enzima después de la purificacién. Los valores de actividad se encontraron generalmente
alrededor de 1 pmola/min/mg. Las preparaciones con valores de actividad inferiores se
descartaron.,

Al estudiar las vesfculas, se encontré que si se usaban los liposomas que se formaban
con una mezcla de fosfatidilcolina (30 mg/ml) y fosfatidilserina (1 mg/ml), las vesiculas eran
mas estables que cuando se usaban los liposomas hechos solamente con fosfatidilcolina.

Al medir el consumo de oxfgeno de la citocromo oxidasa, en presencia y en ausencia
de CCCP, incorporada en las vesiculas se encontré que las vesiculas de PC/PS tenfan un
con£r01 respiratorio de 1.4 (fig.2A). Las vesfculas PE tenfan valores similares de control

respiratorio (1.37) (fig.2B).

Generacion del AY y ApH

Se determiné la capacidad de la citocromo oxidasa incorporada a las vesiculas para
generar una fuerza protén-motriz (alcalina y negativa en el interior, con respecto al exterior)

tanto en las vesfculas PC-PS como-en las PE, y ver si se podfa utilizar para energizar el
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Fig.2.- Oximetxria de las vesiculas PC-PS y PE.
L.as vesfculas (60 pM de proteina de membrana) se adicionaron a un
medio que contenfa 3 ml de 5 mM de Mes,5 mM de H,PO/TEA pHl 7.0, 5
mM de ascorbato, 0.5 mM deTMPD y 150 UM de citocromo c. 6 UM de CCCP
se adicionaron donde se indica. Los ntimeros entre paréntesis indican
los natomos gr/pg de citocromo oxidasa. |

a) Ves{culas PC-PS b) Vesiculas PE
c.r = 1.4 c.r = 1.37
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transporte de aminodcidos con este sistema. Iin otros experimentos se encontré que con este
gistema es posible energizar el transporte de Rb* (65).

Siguiendo el apagamiento de la cianina fluorescente DiSCy(3), también se demostré
la formacién de un potencial de membrana al adicionar un sistema donador de electrones
a las vesfculas de membrana plasmética con citocromo oxidasa incorporada. Al adicionar el
sustrato a la suspensién de vesfculas se formé un potencial de membrana considerable
detectado por el apagamiento de la fluorescencia del DiSC(3),. liste potencial podfa ser
anulado al adicionar CCCP posteriorme.nte a la energizacién (fig.3a). En presencia de
valinomicina y KCl no se generé un potencial (fig.3b). El potencial también se colapsé al
adicionar valinomicina después de la energizacién, en vesiculas cargadas con 50 mM de KCl
(fig. 3c).

También se observé la generacién de un gradiente de pH en presencia de valinomicina
y K* (fig.4b), detectado por el incremento de la fluorescencia de la piranina. liste gradiénte
se podfa colapsar con CCCP. En ausencia de valinomicina y K* s6lo se pudo obtener un

gradiente muy pequeiio (fig.4a).

Transporte de leucina

En estas vesfculas, se puede medir el transporte de aminodcidos en dos condiciones,
utilizando la misma fuente de energfa. En una de ellas, sin agregar valinomicina y K*, la

diferencia de potencial eléctrico de la membrana es el componente predominante del
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Las vesfculas (50 jlg de protefna) se adlc1onaron a 2 ml de SOmM
de Mes, 50 mM de H,PO,/TEA pll 7.0 y 2.5 UM de cianina. La reaccidn

"se comenzd con la adicién del sustrato (S) {1 mM de ascorbato/TEA

pH 7.0, 0.1 mM de TMPD y 150 uM de. citocromo ¢), donde se indica
se ad1c1ono 2.5 mM de CCCP para colapsar el poLonc1a1 '

En presencia de 50 mM de KC1 y 2.5 HM de valinomicina, desde el
principio.

Las vesiculas se prepararon con 50 mM de KCl vy el potencial se
colapsd con valinomicina.

L}
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Fig.4.- Deteccidn de un gradiente de pH.

Las vesiculas (50 jg de proteina) cargadas con piranina 2 mM se
adicionaron a una cuveta con 2 ml de volumen final del mismo

amorltiguador de la fig.3. La reaccidon se comenzd adicionando el mismo
sustrato indicado en la fig.3

a) En ausencia de valinomicina y KCl.

b) En presencia de valinomicina 2.5 UM y KCL 50 mM. El CCCP 2 pM se
adiciond donde se indica.
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potencial electroqufmico, En la otra, al agregar valinomicina y K*, predomina el gradiente
de pH.

En las vesfculas de PC/PS se estudid el transporte de leucina energizado en presencia
o ausencia de valinomicina y K* y se observé que en ambas condiciones existe una rdpida
acumulacién de la leucina al adicionar el sistema donador de electrones (fig.5). En estas
vesfculas se observé un aumento del 10% en la condicién donde predomina el potencial de
membrana:

En las vesfculas de PE la incorporacién de leucina fue de 12 nmolas/mg de protefna
en presencia de valinomicina y K* mientras que en su ausencia fue de 4 nmolas/mg de
protefna (fig.6). La incorporacién de leucina en estas vesfculas es mayor que en las vesiculas
de PC-PS, en donde solo se observé una entrada de 1 nmola/mg de proteina . En ambas si
se agrega CCCP desde el principio, no hay transporte del aminodcido, su adicién a las

vesfculas que ya habfan acumulado leucina, causa eflujo del aminodcido.

Efecto del pH

Dado que la propuesta general es que el transporte de los aminodcidos esta impulsado
por la diferencia de concentracién de protones entre el exterior y el interior de la levadura
(ApH), se estudié el efecto del pH sobre el transporte de aminodcidos en las vesfculas PC-PS.

Laidea era que al aumentar el niimero de protones en el exterior, aumentarfa el transporte,

ya que con esto, aumentarfa la contribucién del gradiente de protones. Para esto se utilizé
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Fig. 5 ~ Trangporte de leucina en las vesiculas PC-PS.
Las vesfculas se adicionaron a 50 mM de H;PO,/TEA pH 7.0, 5mM de
MgS0,, 50 UM de leucina *'[H]). En presencia (X} o en ausencia (0) de
S0 mM de KC1l y 2.5 UM de valinomicina. El sustrato (50 mM
ascorbato/TEA pH 7.0, 0.5 mM de TMPD y 290 pM de citocromo c) se
adiciond donde se 1nd1ca al igual que 6 UM de CCCP.
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Fig;G.— Tranaporte de leucina en las vesiculas PE.
: Las condiciones son las mismas que la figura anterior.
(0) Control (X) 10 pM de valinomicina, 50 mM de KC1,
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el mismo amortiguador para todos los pHs probados, consistente en una mezcla de 5mM de
MES, 56 mM de H,PO/TEA a pH 6.0, 7.0 y 8.0. Se determiné el potencial de membrana y
el gradiente de pH en las vesfculas a esos pHs externos.

Se prepararon vesfculas con un pH interno de 6 y se colocaron en los diferentes pHs
externos, Primero se estudié el efecto del pH sobre la generacién del potencial eléctrico y del
gradiente de pH. Se encontré que el potencial de membrana (fig.7A) es semejante a los tres
valores de pH; sin embargo, el gradiente de pH (fig.7B) mostré cambios, siendo mucho
mayor a un pH externo de 6.0, que a pH I‘7.0. A pH 8.0 no se generé un gradiente,

Cuando el pH interno de las vesiculas era de 7.0, los resultados fueron similares a los
anteriores (fig.8A), aunque el gradiente de pH fue un poco menor que en las vesfculas
preparadas con pH interno de 6.0 (fig.8B).

Se descarté un efecto directo del pH sobrellos compuestos fluorescentes, ya que en
ambos casos, con la cianina (fig.9) y con la piranina (68,76), la fluorescencia fue menor a pH
6.0 que a pH 7.0 y 8.0,

Las variaciones del pH no tuvieren efecto significativo sobre la actividad de la

citocromo oxidasa, ya que aunque su actividad 6ptima en las vesfculas con pH interno de

7.0 se encontré con pH externo de 6.0 y disminuyé6 cuando el pH externo se modificé a 7.0
y 8.0, la tasa de acoplamiento, o sea, el control respiratorio, di6 valores de 1.3 a pH 6.0
externo y 1.1 a pH 8.0 externo.

Bl transporte de leucina se midié en las vesfculas PC-PS con pH interno de 7.0 y a
los diferentes pHs externos, encontrdndose 'que a todos los pHs existe un transporte

semejante (fig.10).
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(B) . |
Las vesiculas se prepararon a un pH interno de 6.0 en 5 mM de
Mes/H,PO,/TEA ¥y se adicionaron a una celda con un volumen final de 2
,, : ml del mismo amortiguador, en las mismas condiciones utilizadas en la
[ig. 3 para el AY y en la fig.4 para el ApH, a: (a) pH 6.0, (b) pH
: 7.0, v (c) pH 8.0. La reaccién se inicidé con la adicién de sustrato
L Y se colapsé con la adicidn de 2.5 UM de CCCP.
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FLUORESCEDNCTIA
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Fig.8.- Efecto del pH sobre la generacidédn de un AW (A) y un ApH
(B).

L.as vesiculas se prepararon a un pH interno de 7.0 con el mismo

amortiguador y se adicionaron a las celdas en las mismas condiciones
que en la figura 3, en el mismo amortiguador a : (a) pH 6.0, (b) pl
7.0y (c) pH B8.0. Se utilizaron las mismas condiciones de sustrato y

cccp.,
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Transporte de acido aspartico

Como ejemplo de un aminodcido cargado negativamente se estudié el transporte del
dcido aspdrtico. Kste transporte se observé al ser energizado por la adicién del sustrato
donador de electrones, en las vesfculas de PC-PS con la citocromo oxidasa incorporada, a un

pH interno y externo de 7.0 (fig.11). La incorporacién fue de 0.4 nmolas/mg de protefna,
Il efecto de la valinomicina sobre el transporte del 4cido aspdrtico fue muy

inconsistente en ambos tipos de vesfculas. Por lo que decidimos utilizar el dcido glutdmico.

Transporte de acido glutamico

El transporte de dcido glutdmico se realizé en las vesiculas de PE (fig.12). Se observa
una incorporacién de 6.9 nmoles/mg de protefna. Al realizar el transporte en presencia de
valinomicina y potasio, o sea en ausencia de un potencial de membrana, se observé una
disminucién en la incorporacion del aminoédcido, siendo de 5.9 nmoles/mg de protefna. Esto
representa una disminucién del 14.5%. Las grdficas no parten del mismo nivel y es algo que

se obtiene consistentemente, si se normalizan la disminucién es de un 7.3%.

Transporte de arginina

En las vesiculas PC-PS se '‘pudo observar una incorporacién de arginina de 0.8
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Fig.1l1.- Transporte de &cido aspartico en vesiculas PC-PS.
lLas vesiculas se adicionaron en 50 mM de H,P0,/TEA pH 7.0, 5SmM de
MgS0,, 50 UM de &cido aspartico *[H}. El sustrato (50 mM ascorbato
/TEA pit 7.0, 0.5 mM de TMPD y 290 UM de citocromo c), se adiciond
donde se indica al igual que 6 UM de CCCP,
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Fig.12.- Transporte de &cido glutdmico en vesiculas PE.
(0) Control (X} con 10 UM de valinomicina y 50 mM de KC1l
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nmolas/mg de protefna,la cual no se obtuvo en presencia de valinomicina y potasio (fig.13).
En las vesfculas de PE (fig.14) se obtuvo una captacién de 0.2 nmolas/mg de protefna en

ausencia de un potencial de membrana.

Especificidad del transporte

Para estudiar la especificidad del transporte y explorar la posibilidad de que se
estuviera midiendo m4ds de un sistema de transporte, se hicieron experimentos de
competencia. Se utilizaron leucina, aspdrtico y arginina. Se encontré que el transporte de
aspdrtico (50 nM) en presencia de leucina (50 pM) produce una inhibicién (Ifig.15).

En cambio, el transporte de arginina (10 pM) (fig.16) en presencia de 50 pM de
leucina, no parece competir por el transporte. Tampoco se observé inhibicién aumentando

la concentracién de arginina hasta 25 pM.

Efecto de la arginina sobre el AV y ApH.

Dado los resultados que se obtuvieron en el transporte se quiso ver si se detectaba
algin cambio en el AY o en el ApH ocasionado por la entrada del aminodcido. Se observo que
la arginina desde 10 tM hasta 250 nM, disminuye el potencial de membrana, detectado con

la cianina, en un 30% aproximadamente, mientras que el gradiente de pH no varfa a estas
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Fig.l4.- Transporte de arginina en vesiculas PE.
El transporte se realizd segin se indica en la metodologia
{0) Control {X) con 10 pM de valinomicina y 50 mM de KC1
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Fig.15.~ EBfecto de la leucina sobre el transporte de aspirtico.
El transporte se realizd segin se indica en la metodologia.
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Fig.16.- Efecto de la leucina sobre el transporte de arginina.
El transporte se realizd seguin se indica en la metodologia.
(O} Control (X) con 50 UM de leucina
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concentraciones (fig.17).

Efecto del acido glutamico sobre el AY y ApH.

Si se adiciona el dcido glutdmico a las vesfculas no se observa un cambio en el
potencial de membrana medido por fluorescencia, sin embargo, a concentraciones entre 60
uM y 100 uM el gradiente de pH disminuyé en un 50%. A concentraciones menores no se

modific6 y a concentraciones mayores (hasta 500 uM) se recuperd (fig.18).

Efecto de los aminoacidos sobre la actividad de la citocromo

oxidasa.

Se midi6 el consumo de oxigeno de la citocromo oxidasa incorporada en las vesfculas
de PL, en presencia de arginina y dcido glutdmico, debido a que con estos aminodcidos se
detectaron cambios en el AW y ApH respectivamente.,

Con la arginina no se observan cambios en la actividad de la citocromo oxidasa. En
cambio con el dcido glutdmico se observa que la actividad de la citocromo oxidasa se
incrementa a partir de 100 uM de 4cido glutz’lmic.:o adicionado (tabla 1). Esto coincide éon
las concentraciones en las cuales se observa una recuperacion del ApH medido con piranina

(fig.17). El incremento méximo observado en la actividad fue de un 28 %.
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Fig.17.- Efecto de la arginina sobre el AY y ApH

Se utilizaron las mismas condiciones para la medicién del AY y ApH adicionando diferentes

concentraciones de arginina.
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Iig.18.- Efecto del acido glutdmico sobre el ApH.
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Concentracién del amino- 4cido glutdmico  arginina

dcido (pM) natmgQO,/min/pg  natmgQO,/min/pg

0 5.65 5.48

10 5.50 5.48

50 5.35 5.31
100 6.34 5.48
200 6.40 5.48
300 7.20 5.48
400 7.20 5.48

Tabla 1.- Efecto del dcido glutdmico y la arginina sobre la actividad de la citocromo
- oxidasa.
Se midié el consumo de oxigeno de la citocromo oxidasa en vesfculas de PE como se indicav |

en la metodologfa, adicionando las diferentes concentraciones del aminodcido al medio de

reaccion.
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DISCUSION

¥n los microorganismos eucariontes, la entrada de aminodcidos estd catalizada
por una gran cantidad de acarreadores diferentes con diversos grados de
especificidad. Esta heterogeneidad estd determinada no sélo por la variedad de
protefnas implicadas en el transporte mismo, sino también por una regulacién en la
sfntesis y actividad de cada una en respuesta a cz_imbios del medio ambiente y a las
necesidades metabdlicas.

No obstante que, principalmente a partir de los trabajos de Eddy (47), se ha
intentado asignar un mecanismo general al transporte de los amino4cidos, pareceria
probable que haya, no sélo diversidad en los acarreadores, sino también distintos
mecanismos para el transporte y para los enlaces con los elementos de aporte
energético de la célula, como la diferencia de potencial transmembranal y el gradiente
de pH. De hecho, muchos de los estudios realizados han involucrado a un solo
aminodcido, y a partir de ésto se han establecido generalizaciones (Ballarin Denti et
al. (22)). El sistema que se utiliz6 debe considerarse como una primera aproximacion
para definir diferencias en el mecanismo del transporte de diferentes tipos de
aminodcidos.

Este trabajo pretendié aprovechar la ventaja que ofrecen las vesfculas de
membrana plasmdtica de levadura para hacer estudios de transporte (65,91). Hubo,

desde luego, algunas particularidades del sistema a estudiar que tuvieron que ser
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tomadas en cuenta. Por ejemplo, se sabe que la-presencia de amonio en el medio
inhibe a la permeasa general y a los acarreadores especificos. Sin embargo, al cultivar
las células en un medio con prolina como fuente de nitrégeno, se ha visto un aumento
en la entrada de muchos aminodcidos (6); es por ello que en este trabajo las células
fueron cultivadas en un medio con prolina, en ausencia de amonio, en un intento de
asegurar la expresién de todos los acarreadores.

Lia purificacién de las membranas se llev6 a cabo con las modificaciones ya
descritas (77) a la técnica de Franzusoﬂ; y Cirillo (60). Con esta técnica no existe
contaminacién importante por ningin otro tipo de membrana, y la plasmaditica se
obtiene en muy buenas condiciones. Esto fue evaluado midiendo la actividad de la
ATPasa de protones de la membrana plasmédtica y la sensibilidad a diferentes tipos
de inhibidores; el procedimiento mostré alguna contaminacién pequefia por membrana
mitocondrial.

En la preparacién de los liposomas se utilizaron distintas mezclas de
fosfolipidos, empezando con fosfatidilcolina (PC) y fosfatidilserina (PS), ya que existe
una dependencia entre la actividad de los acarreadores y el medio ambiente lipidico
que los rodea (71); también se utilizaron los lipidos de E.coli de Sigma Co. La
membrana de [FK.Coli s8e encuentra constituida principalmente . pbr

fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilglicerol (PG), y cardiolipina (CL) en una

proporcién de 75/15/15 % por peso respectivamente. Diferentes autores han obtenido

mejores resultados con estos lfpidos que con asolectina (75,78,79).

IE1 papel que juegan las cabezas polares de los fosfolipidos ha sido estudiado
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para el acarreador de lactosa en K.coli (78), el acarreador de leucina dependiente de
Na* de Pseudomonas aeruginosa (79), el acarreador de leucina de Streptococcus
cremoris (71), en vesfculas de membrana plasmédtica de Kluyveromyces marxianus, en
donde el transporte de D-galactosa aumenta al incorporar a las vesfculas los l{pidos
extrafdos de E.coli (75) y para otros tipos de transportadores, en su mayorfa de
bacterias, Se ha observado que al aumentar la cantidad de PE o PS aumenta la
actividad de los acarreadores.

Chen y Wilson (78) proponen que el grupo amino de la cabeza polar, tanto de
la PEE como de la PS tienen un papel importante en la activacién del acarreador a
través de la formacién de hidrégeno entre el acarreador y el lipido. El PG también
puede formar puentes de hidrégeno por su grupo hidroxilo de la cabeza polar con el
acarreador, y también observaron un aumento del transporte, aunque menor que con
PE. Estos autores encontraron que si se bloquéa el grupo amino de las cabezas
polares de PE y PS por trinitrofenilacién o metilacién, se reduce considerablemente
la actividad del acarreador, lo cual es congruente con la hip6tesis de que los puentes
de hidrégeno son importantes en la interaccién lipido-proteina.

No se pueden formar liposomas de pura PE, ya que la PE no puede asumir una
forma vesicular estable a pH neutro, ya que a este pH la cabeza polar de la PE tiene
carga parcial negativa (79,80), al igual que la PG que estd ionizada con una carga
negativa (78). La presencia de PC estabiliza a la PE en una conﬁguraci.én de bicapa
donde se cree que se mezclan al azar (80).

No sélo son importantes las cabezas polares, sino también la composicién de
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los dcidos grasos de las cadenas de los fosfolfpidos. Los monoinsaturados influyen en
la actividad del algunos sistemas, siendo més activos los 4cidos grasos con 16 a 18
carbonos; ésto puede deberse a que el largo de la cadena determina el grosor de la
bicapa lipfdica, aunque tampoco se descarta un efecto a nivel molecular (81).

También la carga de superficie influye en la actividad aparente de los
translocadores, en Saccharomyces carlsbergensis, Cerbén (82) encontré que con la
incorporacién de PS a las células, los sistemas de transporte de alta afinidad se
activan, mientras que los de baja aﬁnida(i se inhiben como resultado de la presencia
de un alto potencial de superficie negativo.

No hay un consenso sobre el requerimiento de lfpidos para obtener una méxima
actividad de las protefnas transportadoras de membrana, pero sf se sabe que la
naturaleza de las cabezas polares asf como la longitud y otras caracteristicas de las
colas no polares son un factor crftico sobre el efecto en la actividad de los
transportadores (83).

Los estudios realizados para definir el efect';o de cada uno de los componentes
de los fosfolipidos sobre las protefnas de la membrana, sin embargo, no ofrecen un
esquema légico a seguir para los experimentos de reconstitucién. Por estas razones
se probaron distintos factores, como el enriquecimiento de los liposomas de PC con
PS o PE. Sucedi6, por ejemplo, que en los liposomas con PE no se incorporaba la
citocromo oxidasa por el método de dilucién (74). En los trabajos donde se reporta
incorporacién, los métodos involucran la didlisis de detergentes, inicialmente

desoxicolato y ahora generalmente octilglucésido (71, 75). En este trabajo, bajo esas
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o condiciones de di4lisis se perdfa la actividad de la ATPasa, y por lo tanto existfa la
posibilidad de que los acarreadores también se inactivaran, por lo que se prepararon
liposomas con lipidos de E.coli que estdn constituidos por un 65% de PE, y se
incorporé a la citocromo oxidasa por didlisis del octilglucésido para posteriormente
fusionar los liposomas con la membrana. En cambio, en los liposomas con PS la
citocromo oxidasa se incorporé muy bien por dilucién, y se encontré ademads que habfa
un mejor acoplamiento, medido por medio del contr.ol respiratorio, en comparacion con
los liposomas de PC. Eytan y Broza (84) ol)bservaron que la carga de los liposomas es
importante para la unién inicial con la citocromo oxidasa, pero no es importante para
la orientacién de la enzima en ellos. La incorporacién de la citocromo oxidasa en
liposomas bésicos la desnaturaliza parcialmente, y no es asf en los liposomas acfdicos.

Por estas razones, se decidié hacer los liposomas ya sea con una mezcla de
PC/PS 30:1, que fue la proporcién 6ptima encontrada para la citocromo oxidasa, o con
lfpidos de E.coli, en donde se obtenfan controles respiratorios similares.

Con el sistema de vesfculas se pudo medir el transporte en dos condiciones, una
en la que predomina el potencial de membrana, con la simple adicién del sustrato, y
otra donde predomina el gradiente de pH, cuando se agrega valinomicina y potasio
en el exterior. El uso de antibiéticos y la presencia de ciertos cationes permite variar
los componentes del potencial electroqufmico; por ejemplo, la nigericina, a
concentraciones muy bajas, debido al intercambio de protones del inﬁerior por el
catibn monovalente del exterior, colapsa el ApH y deja el AY intacto (85,86). El

-------

inconveniente de la nigericina es que actia como desacoplante y en nuestras




condiciones no se logré encontrar una concentracién no desacoplante.

Otra manera de obtener exclusivamente un potencial de membrana es, en
ausencia de citocromo oxidasa, generar un potencial de difusién con valinomicina y
potasio. Bajo estas condiciones se obtiene sélo un transporte transitorio que dura
pocos segundos (87); muy probablemente, en estas condiciones, el potencial generado
se disipa con rapidez. La incorporacién de la citocromo oxidasa nos permitié obtener
mejores resultados, posiblemente porque se establece un equilibrio de flujos entre el
bombeo de protones y el transporte de los aminodcidos, que compensa tal vez el hecho
de que las vesfculas no estén perfectamente selladas,

Al mismo tiempo, tanto nuestros experimentos (65,91), como los de Opekarovd
y cols. (87), en donde el potencial generado es transitorio, y que permiten observar

una entrada de los aminodcidos, seguida de una salida, indican que los sistemas de

transporte de éstos, se encuentran orientados en ambos sentidos, promoviendo la

entrada y la salida de los aminodcidos.

Los eventos del transporte en vesfculas se miden convenientemente en el
intervalo de segundos a minutos, debido a que el flujo de un soluto es mas rdpido
cuanto mds pequeiio es el volumen de la vesfcula (88). En nuestros experimentos, los
eventos ocurrieron en el lapso de minutos, lo que permitié manipular las condiciones
con relativa facilidad.

El transporte de la leucina se observé tanto en la condicién en donde sélo

existfa un potencial de membrana, como en la que actuaba el gradiente de pH, siendo

s6lo un 10% la diferencia observada en las vesfculas PC-PS, y de m4s del doble en las
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vesfculas de PIS. Muy probablemente ambos compohentes del potencial electroquimico
son importantes para el transporte de leucina en estas levaduras, aunque en las
vesfculas de PE se transporta mds con el ApH. Debido a que no se observa una
diferencia en los gradientes de pH en ambos tipos de vesiculas, segin las
estimaciones hechas con piranina, la diferencia se podrfa explicar como una activacién
del acarreador, segiin la propuesta de Chen y Wilson (78) o de acuerdo con el modelo
propuesto por Ballarin-Denti y cols. (22) para el mecanismo de transporte de los
cotransportadores, en donde primero ser une el protén al acarreador, en el lado
externo de la membrana; luego se puede unir o no un segundo protén, dependiendo
de si el aminodcido se transporta con uno o dos protones y posteriormente se unirfa
el aminodcido y de esta manera el acarreador cruzarfa la membrana liberando
primero los protones del lado interno de la membrana y después el aminodcido, para
dejar el translocador libre y listo para un nuevo ciclo de fransporte. El acarreador,
al estar mds activo por la presencia de PE y tener un mayor gradiente de pH
atraparfa mas eficientemente a los protones, y por lo tanto, transportarfa mds
rapidamente al aminodcido. A diferencia de otros microorganismos (70) donde se
transporta sélo por el potencial.

En las vesfculas de PC-PS, con la idea de que al aumentar el nimero de
protones en el exterior aumentamos la contribucién del gradiente de pH, se sometié
a las vesfculas a diferentes plls externos. ista idea se refuerza porque éncontramos
que el potencial de membrana se mantenfa prdcticamente igual a todos los pHs, tanto

en las vesfculas con el pH interno de 6.0 como de 7.0; sin embargo no se genera el
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gradiente de pH a pH externo de 8.0, lo cual es una ventaja para trabajar
exclusivamente con el potencial de membrana. Otra posibilidad, desde luego, es que
los distintos fosfolfpidos favorezcan alguna conformacién o caracterfstica del
acarreador, que lo vuelva mds activo.

El transporte de leucina se observé a los diferentes pHs, en vesfculas con un
pH interno de 7.0. A pH externo de 6.0 el transporte fue 42% mayor que a 7.0. Se
puede concluir que el gradiente de protones sf estd generando un mayor transporte
del aminodcido. A pH externo de 8 también hay transporte, aunque mediado tal vez
por el potencial de membrana. El transporte a pH 8.0 fue 66% menor con respecto al
transporte a pH externo de 6.0.

Las vesfculas también fueron capaces de transportar aminozicidos cargados,
como el dcido aspdrtico, dcido glutdmico y arginina. Los aminodcidos acfdicos se
transportan bien en las vesfculas enriquecidas con PS y en las de PE aiin cuando
estas tienen carga negativa, (79,80); esto puede deberse al incremento de la
concentracién de protones en la vecindad del acarreador (82). La distribucién de
protones estd predicha por la teoria de Gouy-Chapman de la doble capa sobre los
potenciales electrostdticos adyacentes a las membranas cargadas. Los amino4cidos
dcidos son cotransportados con protones; segin el modelo propuesto por
Ballarin-Denti y cols. (22), ésto explicarfa porqué un aminodcido con la misma carga
que la carga de superficie de nuestra preparacién de membranaé, se puede
transportar.

Con base en lo anterior, durante el proceso de transporte, la membrana se
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despolarizarfa por la entrada de protones en cotransporte con los aminodcidos, sobre
todo los neutros y los bdsicos, y con ello, también el medio externo se alcalinizarfa.
Serfa posible que esta alcalinizacién se observara con técnicas semejantes a las que
existen para la deteccién de AW y ApH. Sin embargo, si los protones desaparecen del
medio acompaiiando al soluto, su desaparicién pﬁede pasar desapercibida, ya sea
porque la solucién externa tiene una alta capacidad amortiguadora, o porque la
citocromo oxidasa responde inmediatamente a los cambios de pH bombeando mds
protones al exterior. Para probar la primera posibilidad se decidié disminuir la
concentracién del amortiguador que era de 50 mM a 5 mM. Desde el punto de vista
metodol6gico no se detect ningiin cambio en el AY o en el ApH al transportarse la
leucina. Sin embargo, se pudieron observar cambios en el ApH durante el transporte
del dcido glutdmico a concentraciones entre 60 y 100 uM; a concentraciones mayores,
la recuperacién que se observa tal vez se deba a un aumento en la actividad de la
citocromo oxidasa para compensar el movimiento de protones hacia adentro durante
el transporte. Se pudo observar que la actividad de la citocromo oxidasa se
increment6 un 28 % en presencia de las altas concentraciones del 4cido glutdmico que
corresponden a las concentraciones donde se observa la recuperacién del ApH.

Con el 4cido glutdmico los resultados parecen indicar que en ausencia del
potencial de membrana existe una entrada menor del amino4cido en ambos tipos de
vesfculas. Esto no es lo que se esperarfa, ya que el aminoécido, alltener carga
negativa al igual que el potencial, deberia entrar mds facilmente al anularse el

potencial. Sin embargo, la disminucién del transporte en ausencia del potencial de
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membrana es pequeiia, y ello tal vez se deba a que se utilizan ambos componentes del
potencial electroqufmico para el transporte.

Ein el caso de la arginina, en ausencia de un potencial de membrana no hubo
transporte, y con los fluoréforos se pudo detectar una disminucién del AY con la
adicién del aminodcido mientras que el ApH no se modific. Parece ser que el
transporte estd mediado principalmente por la parte electrica del potencial
electroquimico, como se reporté ﬁara Ch,romatiu.n vinosum (69). Estos resultados
estarfan a favor de que la arginina se tra;lsporta por un sistema uniportador con un
potencial negativo en el interior que provee la energfa para la entrada del aminodcido
cargado positivamente sin que haya un acoplamientoe con un cotransporte con
protones. Sin embargo, existe un reporte indicando que en Candida wutilis la arginina
se transporta con un protén (4).

Se supuso que la arginina podfa entrar por la permeasa general, ya que
estdbamos utilizando concentraciones cercanas al valor de la Km para este acarredor.
Sin embargo, al hacer experimentos de conipetencia, se observé que en presencia de
leucina no se inhibe el transporte de arginina, por.lo que parecen ser dos sistemﬁs de
transporte diferentes. Esto es similar a lo observado con P.cyclopium (89). Es posible
que la arginina esté entrando por algiin acarreador especffico, tal vez semejante al
de alta afinidad de las células cultivadas en 4cido oleico por Keenan y Rose (31).

Por otra parte, en presencia de leucina se inhibe la entrada dei aspartico y

viceversa, lo que puede indicar que estdn entrando por el mismo acarredor, como

sucede en el caso de Penicillium cyclopium, en donde el transporte de leucina y 4cido
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glutdmico se sobreponen en especificidad (89). Se piensa que en este caso estd
actuando la permeasa general, por donde también se ha visto que entran los
aminodcidos dicarboxf{licos (12,16), aunque Grenson (6) ha propuesto que solo entran
los bdsicos y los neutros.

Por razones que no hemos podido dilucidar se obtuvieron resultados
incongruentes con el efecto de la valinomicina sobre el transporte del 4cido aspdrtico,
tanto en las vesfculas de PC-PS, como en las PE, y lo mismo le sucedié a otros
autores sin tener una explicacién de ésto.(69).

La informacién que podemos obtener soi)re los mecanismos cinéticos del
transporte mediado por acarreadores pueden derivarse de la medicién de la velocidad
del proceso en funcién de variables experimentales apropiadas. Las caracterfsticas
cinéticas de los sistemas de transporte se encuentran relativamente bien estudiadas
aunque todavia existen dudas sobre la especificidad de algunos de éstos sistemas por
los sustratos. Sin embargo, en el transporte a través de la membrana es més diffcil
establecer la dependencia exacta de la velocidad del transporte en diferentes
condiciones o factores. Il problema surge de la dependencia del flujo del soluto por
la composicién de las dos fases acuosas y de la dificultad de conocer y controlar las
fuerzas o gradientes transmembranales. No existe un acuerdo sobre los valores
medidos de AY y ApH en la levadura, por lo que no se ha podido predecir
cuantitativamente la acumulacién de protones en el transporte de aminodcidos. Iil
consenso es que estos transportes se llevan a cabo junto con protones, .pero adn

quedan muchas preguntas sin contestar sobre la fisiologfa y los mecanismos del
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cotransporte. Ademds, el andlisis del flujo de solutos en términos de las propiedades

del acarreador pueden complicarse por la heterogeneidad de las vesfculas (88). Esta

heterogeneidad reside en que, aunque las vesfculas siempre se preparen igual, no se

puede saber si todas poseen la misma cantidad de membrana plasmdtica y por lo

- | tanto, la misma cantidad de acarreadores, o la misma cantidad de citocromo oxidasa,
o si existen liposomas a los cuales no se les incorporé membrana, etc.

De todas formas, los resultados seiialan algunds hechos interesantes, y al
menos abren una nueva posibilidad de estudio de los sistemas de transporte. Tal vez
los datos mds importantes se refieran al hecho de que la arginina parece
transportarse por un sistema que depende del AY, y no, del ApH. Ademsds, su
transporte no parece inhibirse por la presencia de un aminodcido neutro, la leucina.
Esta, a su vez, sf compite con los aminodcidos acfdicos. De aquf resulta que tal vez
los aminodcidos bédsicos entren, no sélo por un sistema de transporte diferente, sino

también por un mecanismo distinto al de los neutros y los acfdicos.
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CONCLUSIONES

-I] sistema de vesfculas desarrollado permitié tener un modelo con el cual se podfan
hacer estudios de transporte a través de una membrana sin que el metabolismo de

la célula interviniera,

-La incorporacién de la citocromo oxidasa a las vesiculas, ya sea por dilucién o por
didlisis del detergente, proporcioné una herramienta itil para la generacién de un
Apg+ con la misma polaridad que el de la célula (negativo y alcalino en el interior)
que podfa proporcionar la energfa necesaria para el transporte secundario de

aminodcidos.

-Con la incorporacién de lfpidos de E.coli a las vesfculas se lograron tasas de |

acumulacién de aminodcidos mds altas que las obtenidas con asolectina,

-La leucina se transporté tanto en presencia de un potencial de membrana sin ApH
o de un gradiente de pH sin AY, por lo que ambos componentes del potencial

electroqufmico contribuyen de igual manera en el transporte de este aminodcido.

-Kl dcido glutdmico, en presencia exclusivamente de un gradiente de pH se transporté

menos que en presencia s6lo del potencial de membrana en ambos tipos de vesfculas.
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Parece ser que se utilizan ambos componentes del potencial electroquimico,

. contribuyendo tal vez un poco mds el potencial de membrana.

-La arginina no se transporté en ausencia de un potencial de membrana, y el
o gradiente de pH, en este caso, no jugé un papel importante en el transporte, por lo
que el transporte de arginina estd mediado exclusivamente por el potencial de

membrana.

-El transporte de los aminodcidos se lleva a cabo bédsicamente por la permeasa
general y la leucina compitié por la entrada de dcido aspdrtico y viceversa. Con
arginina no hubo competencia, por lo que tal vez este aminodcido esté entrando por

su acarreador especifico.
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Vesicles from yeast plasma membrane were prepared according to Franzusoff and Cirillo ((1983) J. Biol.
Chem. 258, 3608), with slight modifications. When Mg-ATP was added, this preparation was able to
generate a membrane pofential, that was sensitive to inhibitors of the yeast H *-ATPase and uncouplers, and
could be decreased by the addition of permeant anions, as measured by the fluorescence changes of the dye
oxonol V. The addition of ATP could also generate a pH gradient, detectable by the fluorescence changes of
the monitor aminochloromethoxyacridine, This gradient was sensitive to inhibitors of ATPase and uncou-
plers, and could be increased by the addition of permicant anjons to the incubation mixture. When (he
vesicles were loaded with KQY, an increased rate of K* efflux was produced upon the addition of ATP.
Cytochrome oxidase from bovine heart could be reconstituted into the vesicles and was shown to generate a
membrane potential difference, negative inside, evidenced by the fluorescence gquenching of the cyanide
dipropylthiacarbocyanine and the uptake of tetraphenylphosphonium. Besides, in these vesicles, K* and
Rb*, but not Na* or NH} could decrease {he quenching of fluorescence and the uptake of tetraphenylphos-
phonium produced when the electron-donor system was present, kn the vesicles in which cytochrome oxidase B
was incorporated, upon the addition of cytochrome ¢ and ascorbate, the uptake of %Rb* could be
demonstrated also, This uptake was found to be saturable and inhibited by K*, and to a lesser degree by
Na*. The results obtained indicate that these vesicles are reasonably sealed and capable of generating and
; maintaining 8 membrane potential. The membrane potential could be used to drive ions across the
| membrane of the vesicles, indicating the presence and functionality of the monovalent cation carrier. The
K vesicles, in general terms seem to be suitable for studying transport of jons and metabolites in yeast.
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——em Introduction
Abbreviations: Mes, 4-morpholinecthanesullonic acid; 1799, a °

2:1 adduct of hexafluoroacetone and acetone; DCCD, di- :

TN
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cyclohexylcarbodiimide, EDTA, ethylenediamine tetraacetic
acid, FCCP, carhbonylcyanide wifluoromethoxyphenylhydra-

The plasma membrane of yeast has a H*-
ATPase that generates an electrochemical poten-

-"f'\_%'-' zone; CCCP, carbonylcyanide m-chlorophenylhydrazone: PC, tial gradient which drives diflerent transport sys- ;5' :

:§ i phosphatdylcheline tems |1]). This ATPase has been characterized and A

% H 1 X ? * “ L) - i ' ,
'. 'JE,,; i Correspondence: A. Pena. Instituto de Fisiologia Cellular, isolated from several species of )""’.S' [2-3], anfi z
; "*;' ] Universidad Nacional Autdma de México, Apar}ado 70-600, from Neum.rpnm crassa [(,] In all kinds of fungx. b
‘ & 04510 México, DF, México. the general characteristics of the enzyme are simi- L
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lar {7), with a molecular mass of 105000 kDa, and
an optimal pH around 6.0, differently to the
mitochondnal ATPase of these microorganisms,
which has an optimum pH around 9.0. Besides, it
is inhibited by diethylstilbestrol and vanadate, and
not by oligomycin and azide. Both ATPases are
inhibited by DCCD and Dio 9 {2,7]. The gene of
this ATPase has been cloned and sequenced [8].

It has been possible to reconstitute the isolated
plasma membrane ATPase of yeast and fungi into
liposomes [9-12]. By this procedure, or by using
inside-out vesicles from Neurospora crassa [13,14],
it was possible to show that the enzyme works as a
proton pump capable of generating an electro-
chemical potential gradient, that has been pos-
tulated as responsible for driving the {ransport of
several metabolites, such as Ca?*, K*, amino acids
and sugars {15~19].

With several microorganisms and other biologi-
cal systems, the use of membrane vesicles has been
also useful in the characterization of solute trans-
port. In the fungus Neurospora crassa, its plasma
membrane can be vesiculated by rather simple
procedures [14,20]). With yeast , and especially in
the case of Saccharomyces cerevisiae, it had been
difficult to obtain a preparation of sealed plasma
membrane vesicles. These preparations [21], when
tested in our laboratory, gave low ATPase activi-
tiecs and were not sealed (unpublished results).
However, Franzusoff and Cirillo {22], by a modifi-
cation of the procedure of Fuhrmann et al. [21],
obtained plasma membranes from Saccharontyces
cerevisiaze and prepared from them vesicles that
could be used to study the transport of sugars,
Anaother preparation reported recently by Ahlers
[23]), appears to be sealed and might be useful also
for studies on solute transport.

Since the study of Matsushita et al. [24], a
bacterial cytochrome oxidase could be incorpo-
rated into vesicles of Escherichia coli, to drive the
transport of lactose by generating a membrane
potential. Receuntly, Driessen et al. [25] and Hirata
et al. [26], achieved similar results with vesicles of
Streptococcus cremoris, and a thermophilic bacteri-
um, respectively, and could demoustrate .the up-
take of amino acids, driven by the clectrochemical
potential generated by cytochrome ¢ oxidase,

In this report, results are presented of an at-
tempt to determine the ability f vesicles prepared

ey

by the procedure of Franzusoff and Cirillo [22), to
generate a membrane potential by different means,
and that of transporting ions.

Materials and Methods

Cells. Saccharomyces cerevisiae was obtained
commercially (La Azteca, S.A.). The cells (30 g of
packed cells) were incubated for 8 h at 30°C
under vigorous acration in 1 1 of the medium
described by De Kloet et al, [27), placed in a 2 |
Erlenmeyer flask. After this incubation, the cells
were centrifuged and washed twice by centrifuga-
tion with deionized water, and resuspended in 400
ml of water. They were then aerated overnight (15
to 18 h) by bubbling air through the suspension in
a glass cylinder. In the morning, the cells were
centrifuged and washed once with water.

Preparation of plasma membranes. They were
obtained according to the procedure of Franzusoff
and Cirillo [22], with an additional resuspension
of the membranes in buffer B (10 mM Tns, 1 mM
EDTA, 2 mM 2.mercaptoethanol, 0.1 mM phenyl-
methylsulfonyl fluoride, 0.02% NaN;, pH 7.5) at
the end of the procedure, and centrifugation at
140000 % g during 40 min, resuspending them fi-
nally at a ratio of 10 to 20 mg of protein per ml of
the same buffer. The additional washing was in
order to eliminate the pyrohosphatase and phos-
phatase activities found.

Preparation of the plasma membrane vesicles.
The procedure of Franzusoff and Cirillo [22] was
followed with minor modifications. Liposomes of
acetone-washed phosphatidylcholine (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) were prepared by
sonication (Branson B-12 sonicator) until the solu-
tion was clear, usually for 40 s at a concentration
of 47.6 mg per ml in 10 mM Mes-triethanolamine
buffer (pH 6.5), 1 mM EDTA, that contained
besides either 20 mM sucrase, or 10 mM KCl.
Then, 31.5 mg of liposome lipid was mixed with 4
mg of protein, to a final volume of 1.0 ml of the
same medium used to prepare the liposomes. The
mixture was stirred and twice (rozen in an aceton¢
bath cooled with solid CO,, and thawed afterwards
at room tempuature Then the mixture was soni-
cated in a bath sonicator (Bransonn. 32) for vart-
able times, usually 10 min, unless specified
otherwise, until the mixture clarified. When cyto-
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chrome oxidase was used, the same procedure was
used, but the medivm was changed to 100 mM
phosphoric acid, neutralized to pH 7.0 with tri-
cthanolamine.

Preparation and incorporation into the vesicles of
cytochrome oxidase from bovine heart. The methods
used were described elsewhere [28). Reconstitution
was achieved by mixing the enzyme preparation
with the vesicles,

Enzymatic assays. The ATPase activity was
measured in 350 ul of a reaction medium contain-
ing 10 mM Mes-tricthanolamine buffer (pH 6.5),
10 mM MgSO,, 6 mM ATP, 1 mM EDTA and 20
mM sucrose. The amount of protein was 100 pg.
The reaction was started by the addition of ATP
and the mixture was incubated for 10 min at
30°C. The reaction was stopped by the addition
of 100 u! of 30 percent trichloroacetic acid and
the tubes were transferred to an ice bath, They
were centrifuged, and hydrolyzed phosphate was
measured by the method of Fiske and SubbaRow
[29).

Use of fluorescent probes. The generation of a

membrane potential and of a pH gradient were -

followed by the quenching of the fluorescence of
oxonol V [30,31) or dipropylthiacarbocyanine and
9-amino-6-chloro-2-methoxyacridine {9,10,23),
resp. The vesicles (200 pg protein/ml) were added
1o a cuvelle containing a buffer, and either 20 mM
sucrose, 10 mM KCl, or 10 mM potassium acetate,
To follow the internally positive membrane poten-
tia] generated by ATP, 5 mM MgSO, and 2 pM
oxonol V were included, and the reaction was
started by the addition of 5 mM ATP. The wave-
lengths used to measure fluorescence were 580640
nm, In the vesicles to which cytochrome oxidase
was incorporated, the membrane potential, expect-
ed negative inside, was followed by the fluores-
cence quenching of dipropylthiacarbocyanine {32).
The vesicles were added to the incubation medium
containing the cyanine, followed by cytochrome c,
ascorbate, and tetramethyl-p-phenylenediamine,
The fluorescence of the cyanine was followed at
540-580 nm. To follow the pH changes, the mix-
ture contained 1.5 mM MgSO, and 1.5 uM
aminochloromethoxyacridine; the reaction was
started by the addition of 1.5 mM ATP. The
wavelengths for excitation and emission were 400
and 440 nm, respectively.
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Measurement of *H-tetraphenylphosphonium up-
take, The vesicles (7.5 pg protein) in a final volume
of 500 i} were incubated for 5 min with *H-tetra-
phenylphosphonium, After incubation, they were
passed through a Sephadex G-50 fine column, as
described for the measurement of ion uptake (sce
below). The radioactivity of the vesicles was then
mecasured in a scintillation counter,

Measurement of ion transport, To measure K*
efflux, vesicles were prepared in a medium with 50
mM KCl, and passed through a column of 22 X 0.6
cm of Scphadex G-50 fine, to eliminate external
potassium, Then thecy were placed in a K*-free
mcdium, and the efflux of the cation was followed
by means of a K* electrode (Orion), connected to
a pH meter and a recorder. To measure the influx,
the vesicles were incubated as indicated under
individual experiments in the presence of %Rb*
and, at the indicated times, samples were taken
and placed on top of an insulin syringe filled with
1 ml of a suspension of Sephadex G-50, fine, from
which excess liquid was previously removed by
suction. Then the syringe, placed inside a test
tube, was centrifuged for 2 min to 3500 rpm. The
volume coming out of the syringe was measured to
correct results for dilution, an aliquot was taken
and placed in a filter paper to dry. The filter paper
was then placed in a scintillation vial with a
scintillator and counted,

Protein determination. Protein was measured by
the technique of Lowry et al. [33), with bovine
serum albumin as standard,

Reagents. Most reagents were obtained from
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, Oxonol V
and dipropylthiacarbocyanine were obtained from
Molecular Probes, Junetion City, OR. Scphadex
was obtained from Pharmacia Fine Chemicals.
Aminochloromethoxyacridine was a kind gift from
Dr. P. Overath, Max Planck Institute for Biology,
Tubingen, 1799 was kindly provided by Dr. P.G.
Heytler, DuPont de Nemours, Wilmington, DE.
3H-Tetraphenylphosphoniim was kindly donated
by Drs. HR. Kaback and N. Carrasco, Roche
Institute of Molecular Biology, Nutley, NJ,

Results

The plasma membrane obtained by the method
of Franzusoff and Cirillo [22] was found to con-
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tain, besides the ATPase, substantial phosphatase
activity that could be evidenced by using ADP
and p-nitropheny! phosphate as substrates, as well
as a pyrophosphatase, tested with pyrophosphate
as substrate, These activities could be inhibited by
molybdate and NaF, respectively, and were
eliminated by an additional washing by centrifu-
gation at 140000 X g during 40 min (results are
not shown). The ATPase activity of the plasma
membrane preparation, measured at pH 6.5, varied
between 0.6 and 1.0 pmol - (min~'-mg~') (not
shown). This activity was similar to that of other
reported preparations [7,22,23], and was inhibited
between 5 and 10 percent with 10 pg of oligomy-
cin, varying from one preparation to another. Ef-
fective inhibitors were vanadate and diethylstil-
bestrol; triphenyltin and DCCD were partially
effective, as found later with vesicles (Table I),
even if used at rather high concentrations, or if, as
in the case of DCCD, the membranes were prein-
cubated for 20 min with the inhibitor. Azide was
ineffective as an inhibitor,

Differently to the report of Franzusoff and
Cirillo {22], sonication for 7 s after freezing and
thawing twice, did not produce funciional vesicles.
It was also observed that, with the recommended

TABLE I

ATPase ACTIVITY OF PLASMA MEMBRANE VESICLES
FROM YEAST, PREPARED ACCORDING TO FRANZU-
SOFF AND CIRILLO [22]. EFFECTS OF INHIBITORS

The activity was measured as described under Methods. The
inhibitors used were added at the indicated concentrations 2
min belore starting the reaction with ATP, except for DCCD,
that was preincubated 20 min with the vesicles. Results are the
mean of two experiments,

Experimental conditions Activity
specific relative
(nmol (% of
‘min"Ymg~") control)
Control \ 936 100
Oligomycin, 10 ug 893 95
100 pM vanadate 922 10
300 pM NaN, 908 97
500 pM diethylstilbestrol 324 33
500 pM triphenyltin m 83 -
143 uM DCCD 797 as
10 pM FCCP 1008 108
Nigericin, 10 pg + 10 mM KCl 1033 110

procedure, the vesicles were not able to generate a
potential gradient. This problem, however, scemed
to be due to the sonicator used (Branson B32),
and could be solved with longer sonication times,
in the order of minutes. After sonicating for 3 to 5
min the fusion of the liposomes and the plasma
membranes was shown by centrifugation in a Per-
coll gradient from 1.019 to 1.14 g-mi~! for 45
min at 70000 X g (showing one band, data not
shown), and by the ability of the vesicles to form
both an electric potential and a pH gradient. It

" was also tested that sonication of the plasma

membranes for up to 15 min, did not produce any
decrease of the ATPase activity, Although with
rather short sonication times (from 3 to 5 min) it
was possible to obtain a satisfactory preparation,
but due to the variability of the procedure, it was
decided to use 10 min for this sonication slep as
the usual procedure.

When vesicles were prepared, the ATPase activ-
ity varied also from 0.6 to 1.0 pmol-(min™'-
mg ') (Tables I and II); it was always similar to
the activity observed in the membrane prepara-
tion. The ATPase activity showed the same seusi-
tivity to inhibitors as the plasma membrane pre-
parations (Table I). This enzyme preparation was
also relatively insensitive to DCCD and triphenyl-
tin. One interesting fact, however, is that the
ATPase activity of the vesicle preparation was
stimulated by lysophosphatidylcholine (Table 1I),
and this stimulation was not observed with the
plasma membrane preparation. Besides, a small

TABLE Il

EFFECTS OF LYSOPHQSPHATIDYLCHOLINE ON THE
ATPase ACTIVITY OF PLASMA MEMBRANES AND
VESICLES OF §. cerevitiae

The experimenl was carried out as described under Methods.
Lysophosphatidylcholine (lysoPC) was added at & concentrd®
tion of 0.01 percentl,

Specific activity Percent
(nmol-min~".mg=')  activity
Plasina membranes
Coutrol 836 100
Lysol’c 844 101
Vesicles '
Control 796 {8.4]
LyswoPC 929 117
I
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but consistent stimulation was observed also with
FCCP and nigericin in the vesicles (Table 1), indi-
cating alieady some degree of coupling of the
ATPase aclivily to proton pumping, as reported
for the reconstituted preparations of the enzymes
into liposomes {9-11,34), '
Preliminary experiments with the vesicles re-
sulting from the fusion of liposomes and plasma
membranes, prepared in 100 mM KCl, showed
that, when the vesicles were incubated in a K *-free
medium and valinomycin was added, a diffusion
potential, negative inside, was gencrated and it
was sensitive 1o uncouplers (results not shown), as
could be evidenced by the fluorescence quenching
of dipropylthiacarbocyanine. ATP added to the
incubation mixture was not expected (o penelrate
into the vesicles, but to be hydrolyzed by those
enzymes with their active sites oriented toward the
outside of the vesicles. If, as it happens with the
isolated enzyme when reconstituted into liposomes
[9-11], the ATPase were anisotropically inserted
in the vesicles, by hydrolyzing ATP from the
oultside, it would be expected to pump protons
into the vesicles, generating a membrane potential,
positive inside, and a pH gradient, acid inside. In
this case, it ought to be possible to monitor the
membrane potential gradient with a ncgatively
charged probe, like oxonol V |30,31), and the pH
gradient with aminochloromethoxyacridine [10,23).
Fig. 1 shows the results of one experiment in
which several sonication times were used 10 obtain
the vesicles, following the quenching of amino-
chloromethoxyacridine upon addition of ATP.
The plasma membranes, when mixed with the
liposomes, and subsequently frozen and thawed,
without sonication, did not produce any quench-
ing of the fluorescence upon addition of ATP. In
this particular experiment, it was enough to soni-
cate for 2 min to obtain maximal activity in the
generation, by the addition of ATP, of what can
be interpreted as a pH gradient, that was sensitive
to vanadate. Further sonication times up to 15
min, did not produce any change in the quenching
of the fluorescence. However, this minimal sonica-
tion time varied from one experiment to another;
besides, it was found that the mixture of lipo-
somes plus the plasma membranes became trans-
Jucent at a sonication time that varied between 5
and 10 minutes. For this rcason, and because of
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Fig. 1. Effect of the sonication timg on the ability of the
vesicles prepared to generate a pH gradient with ATP, as
monitored with 1.5 pM aminochloromethoxyacridine. The
vesicles (400 pg of protein in a final volume of 2.0 ml) were
incubated in 20 mM sucrose, 1.5 mM MgSO,, 10 mM Mes-tri-
ethanolamine buffer (pH 6.5) in the presence of 100 mM
NaNO,. The reaction was started by the addition of 1.5 mM
ATP. The mixture of plasma membranes and liposomes was
frozen and shawed twice, before sonication duning the indi-
cated times. Vanadate concentration was 100 p M. The fluores-
cence was followed at 400-440 nm,

the difficulty to reproduce perfectly constant con-
ditions, a sonication time of 10 min was chosen
thereafter as the standard procedure for the pre-
paration of the vesicles. The quenching of the
fluorescence of aminochloromethoxyacridine upon
the addition of ATP, on the other hand, indicated
that protons, as expected, were pumped into the
vesicles, generating a pH gradient, acid inside,

A membrane potential, positive inside, detected
by the fluorescence changes of oxonol V was
consistently observed; it was only slightly inhibited
by oligomycin and completely by vanadate, dieth-
ylstilbestrol and triphenyltin. Besides, the quench-
ing could be reversed by the uncoupler 1799, and
partially by nigericin. These results agreed with
the fluorescence changes of aminochloromethoxy-
acridine produced upon the addition of ATP, indi-
cating the pumping of H* into the vesicles, and
the generation of a membrane potential, positive -
inside (results not shown). Nigericin produced also
a partial reversion of the quenching, probably by
an uncoupling effect (not shown). All these results
could be rcproducod if the vesicles were prepared
and incubated in either 10 mM KCl or 10 mM ,
potassium acetate.
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Fig. 2. (A) Effect of NO; and SCN~ on the quenching of
fluorescence of oxonol V (580-640 nm) after the addition of
ATP to the plasma membrane vesicles of yeast, The vesicles
were incubated as described under Methods, in the same
medium used for Fig. 1, but with 5§ mM MgSO,, and 2 uM
“oxonol V, and the reaction was started by the addition of §
mM ATP. Where indicated, 100 mM of either NaNQy or
NaSCN was included in the mixture. Vanadate concenlration
was 100 pM. (B) Effect of nitrate on the quenching of the
Muorescence of aminochloromethoxyacridine by vesicles of
plasma membrane from yeast upon the addition of ATP. The
experiment was pesformed as described under Methods, in 20
mM sucrose, 10 mM Mes-triethanolamine (pH 6.5).

The addition of a permeant anion, like NOy,
or SCN7, produced a decrease of the quenching
values of oxonol V, as expected from the ability of
these anions to move across membranes with their
negative charge (Fig. 2A), neutralizing partially
the membrane potential, positive inside. On the
other hand, the quenching of aminochlorometh-
oxyacridine that can be interpreted a the result of
a pH gradient, was increased by these same an-
ions, which, by relicving the membrane potential,
allow the further pumping of protons and higher
pH gradients (Fig. 2B). It can be observed that the
pH gradient generated was also reversed by the
uncoupler 1799, One of the inhibitors of this
ATPase that has been reported is DCCD [2,7}.
The experiment carried out to determine its action
on the generation of an electrochemical potential
gradient revealed that, even with large concentra-
tions and with a preincubation of 20 min, no
complete inhibition of the pH gradient generated
could be achieved (not shown). This agreed partly
with a relative insensitivity of the ATPase activity
to this ionophore (see below),

Valinomycin, especially if compared to nitrate,
produced only a small decrease of the quenching
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Fig. 3. Effects of valinomycin on the electric potential and pH
gradient, as monitored by oxonol V and aminochloromethoxy-
acridine, respectively, in plasma membrane vesicles from yeast
upon the addition of ATP. The experiment was carried out as
in Fig. 2, but the vesicles were prepared and incubated in a
medium in which 10 mM KCl was used instead of 20 mM
sucrose, A tracing with nitrate is included for comparison.

of oxonol V even when the incubation was carried
out by preparing and incubating the vesicles in 10
mM KCI (Fig. 3); similar results were obtained
with vesicles prepared and incubated in potasstum
acetate (results not shown). These changes were

expected to be at least as large as those observed

with nitrate, but they were smaller than those
produced by the permeant anion. This behavior of
the antibiotic is consistent, however, with only a
small stimulating effect (less than 10 percent) on
the ATPase activity, observed when the vesicles
were prepared in KCl and incubated in a K*-free
medium (not shown),

The experiments to incorporate cytochrome
oxidase into the vesicles proved to be successfull;
we were fortunate to find that the enzyme pre-
paration used could be inserted in the membrane
without the use of detergents, other than the
Tween-20 used in the isolation procedure [28). The
experiments to define the characteristics of the
insertion of cytochrome oxidase showed a rea-
sonable degree of coupling of respiration. The
respiratoty ratio wnh/w:thout 2 uM FCCP varied
between 1.8 and 2.5, in comparison to what could
be obtained with liposomes prepared from PC
without the membranes, in which this ratio could
reach a value close to 5.0 [28].
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The addition of a substrate (ascorbate/tetra-
methyl-p-phenylenediamine /cytochrome ¢) to the
inserted cytochrome oxidase could produce a
membrane potential demonstrable by the distribu-
tion ratio of tetraphenylphosphonium between the
vesicles and the medium (Table HI), and the
quenching of the fluorescence of dipropylthia-
carbocyanine (Fig. 4). Moreover, as expected from
the presence of a monovalent cation carrier from
the plasma membrane, this potential could be
partially reversed by K* and Rb*, but not by
Na* or NH; . Both the quenching of fluorescence
and the uptake of tetraphenylphosphonium were
reversed by FCCP and CN ~ (Table 111, Fig. 4).

The transport of monovalent cations was
studied in two different ways; the first one con-
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Fig. 4. Detection of a membrane potential in yeast plasma
membrane vesicles with cytochrome oxidase incorporated; ef-
fects of monovalent cations., After sonication of the vesicles,
375 pg of plasma membrane protein was added per ml, and the
mixture was frozen in liquid nitrogen, After thawing at room
temperature, the mixture was sonicated for § min, Then 25 ul
(170 pg) of cytochrome oxidase in 50 mM potassium phos-
phate buffer (pH 7.0), 0.5% Tween 20 were added, The incuba-
tion mixture was: 50 mM phosphoric acid-triethanolamine (pH
7.0), 40 p! (15 pg of plasma membrane protein), in s final
volume of 2.0 ml, room temperature. 0.5 pM dipropylthia-
carbocyanine was added, and then 200 pg cytochrome ¢ at (1),

and the reaction was started by the addition of 3 mM ascor-
bate-triethanolamine (pH 7.0) and 0.3 mM tetramethy)-p-pheo-

ylenediamine at (2). At the indicated times either 5 mM
monovalent cations, 1 pM FCCP, of 200 pM NaCN were.
added. Fiuor—wencc was followed n; 540 580 nM,
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TABLE 111

UPTAKE OF TETRAPHENYLPHOSPHONIUM BY
PLASMA MEMBRANE VESICLES FROM YEAST WITH
CYTOCHROME OXIDASE INCORPORATED

The vesicles were prepared and incubated as described for Fig.
4, during 5 min, in the presence of 2 pM *H-tetraphenylphos-
phonium and the indicated additions. 500 gl was the final
volume and 7.5 pg of vesicle protein were used. After incuba.
tion, the amount of radioactive tetraphenylphosphonium re-
maining in the vesicles was measured as described under
Methods,

Condition nmol-mg~’
Complete system 10.9
No ascorbate 2.1
400 pm NaCN 2.1
1 pM FCCP 24
5 mM KCl 45
5 mM RbCl 6.9
5 mM NaCl 9.1
3 mM ammonium 11.3

sisted in measuring the cfflux of K* from vesicles
loaded with this cation, by means of a K* elec-
trode. Fig. 5 shows that the vesicles were reasona-.
bly sealed; after a rapid initial increase of the K*
concentration in the medium, due probably to the
ion already out of the vesicles, a slow efflux was
observed. The presence of ATP-Mg in the medium

0p=
+ ATP
-~ 4O
: ”
: Control
+
4
2 min
Ol -1

Fig. 5. Effect of ATP on the efflux of K* in yeast plasma -~
membrane vesicles. Vesicles were prepared as described for - -
Fig. 1, mSOmMKCl.andpusedthrouglnmlmnnofleO?" L
“cm of Sephadex G-50. Then, 200 g of membrane protein were

sdded where indicated, to & final volume of 50 ml of 10 mM
Mes-triethanolamine (pH 6.5), 100 mM sucrose, oonuumng 1

mM ATP.Mg where indicated, The K * cona.-atutmn chnnga* o

were followed with a K* electrode (Onon)
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Fig. 6. Uptake of ¥Rb* by yeast plasma membrane vesicles
with cytochrome oxidase incorporated; Effects of K* and
Na*, Vesicles were prepared and incubated as described for
Fig. 4, but the indicated concentrations of RbCl were used,
and 7.5 pg of vesicle protein (20 pl) were used in a final
volume of 500 ul. Incubation lasted for 10 min, at the end of
which, the mixture was passed by centrifugation through a
Sephadex G-50 column and the radioactivity remaining tn the
vesicles was counted as described under Methods. When pre-
sent, the concentrations of sodium and polassiumn ions were §
mM and 0.5 mM, respectively.

produced an increased efflux of the cation, prob-
ably because of the membrane potential, positive
inside, generated by the membrane ATPase.

In another test, the vesicles to which cyto-
chrome oxidase was incorporated, were assayed
for their ability to take up “Rb*. The process
could be energized by the addition of ascorbate,
and tnhibited by an uncoupler (not shown). Fi-
nally, it was also confirmed that the uptake pro-
cess was saturable, as shown by the data of Fig. 6.
This figure shows also that Rb* transport was
inhibited by K* and to a lesser extent by Na*, as

expected from the properties of the monovalent
cation carrier in yeast [34).

Discussion

The preparation used in this work, showed
propertics similar to those described by Franzu-
soff and Cirillo {22}, except for the fact that, in
our hands, it showed activities of phosphatase and
pyrophosphatase, that could be removed by an
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additional centrifugation. The activity seemed to
be due to the plasma membrane ATPase, since it
was inhibited by vanadate and diethyistilbestrol
contrary to the vacuolar enzyme, and not by
oligomycin, which distinguished it from the
mitochondrial activity [7,36,37). The activity of the
preparation was similar to that of other reported
preparations {7,22,23].

Since the preliminary experiments, it was found
that the vesicles could generate and maintain a
diffusion potential, when loaded with KCl and in
the presence of valinomycin (not shown). This
fact, added to the sensitivity of the ATPase of the
vesicles to FCCP, nigericin and lysophosphati-
dylcholine, suggested already that the vesicles were
more or less sealed, and that the enzyme might be
working as a proton pump in this preparation, to
generatlc a membrane potential and a proton
gradient,

Only a small activation of the ATPase activity
was observed when the uncouplers and other iono-
phores were added; this could be due to a poor
scaling of the membranes; however, this is prob-
ably not so, for several reasons: (a) the vesicles,
when loaded with K¥, could maintain for several
minutes a diffusion potential; (b) the efflux of K*
shown in Fig. 5 was slow; (c) a potential gradient
could be generated both by ATPase and cyto-
chrome oxidase, and (d) ion transport could be
demounstrated (Figs. 5 and 6). Also small stimula-
tions by ionophores and uncouplers were reported
for this ATPase when reconstituted into liposomes
[11]. It is possible that the low stimulation pro-
duced by uncouplers was due to an inadequate
insertion of the ATPase in the vesicles, or also to
ion transport systems present in the preparation
(of which at least monovalent cation transport
could be demonsirated).

Experiments, performed to define the char-
acteristics of the electrochemical potential dif-
ference generated by ATP between the inside and
the outside of the vesicles, confirm that the elec-
trochemical potential difference consists of an
electric component, positive inside, as well as a
pH gradient, acid inside the vesicles, Besides, the
addition of permeant anions was found to de-
crease the positive potential generated by ATP,
and this coincided with an increase of the pH
gradient. These results indicated that the ATPase
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was at least partially coupled and capable of gen-
craling 8 membrane potential,

The membrane preparation appears to have
some advantages over that reported by Fuhrmann
¢t al. [21), as well as that of Peters and Borst-
Pauwels {38]. Those preparations were tried and
found to have a low ATPase activity (not shown),
and it was not possible to gencrate a membrane
potential in them, most probably because they
were lcaky. Another vesicle preparation from the
plasma membrane of Saccharomyces cerevisiae has
been reported by Ahlers [23], and it seems also
adequate to be used in solute transport studies.

The possibility to incorporate cytochrome
oxidase into the vesicles made more interesting
this membrane preparation, especially because the
procedure was found to be extremely simple; in
fact, it was only necessary to mix the enzyme with
the vesicles to get a reasonable degree of incorpo-
ration of the functional enzyme, that was also
capable of generating 8 membrane potential, nega-
tive inside, which could be verified both by the
fluorescence quenching of dipropylthiacarbocya-
nine and the distribution of tetraphenylphos-
phonium. This is a very convenient way to develop
a membrane potential that has the same polarity
observed in the whole cell {7,20], and might be
used to drive ions inside, as postulated for yeast
[1,7,16].

The study of ion movements seems to confirm
that the carrier for monovalent alkali cations is
present in these vesicles. This was indicated by the
following facts: (a) the increased efflux of K*
produced in the vesicles by the addition of ATP,
(b) the uptake of Rb*, apparently driven into the
vesicles by the membrane potential generated by
cytochrome oxidase, (c) the saturability of this
system by Rb*; (d) the possibility to inhibit this
transport more or less selectively by K*, and to a
much lower degree by Na*, and (e) the fact that
K* and Rb*, but not Na*, were able to produce a
decrease of the membrane potential, as seen both
by the quenching of fluorescence of the cyanine,
and by the decrease of the uplake of tetraphenyl-
phosphonium by the wvesicles with cytochrome
oxidase incorporated. However, the value of kinetic
constants is difficult to determine from our experi-
ments. Several factors may influence the results,
such as the presence of other carriers, and the
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orientation of the yeast membrane fragments in
the vesicles, which most probably is produced at
random during the fusion process.

The preparation with the incorporated cylo-
chrome oxidase can also be interesting, because it

shows that monovalent cations (Rb*) can be taken .

up in the absence of ATP, just by gencrating a
membrane potential, As in intact cells, transport
of monovalent cations appeared to be driven by a
membrane potential; the transport was sclective
and sécemed more or less saturable, Besides, as
shown in the vesicles with cylochrome oxidase
incorporated, it might not necessarily be coupled
to the hydrolysis of ATP in an exchange for H*
(39).

In summary, the results obtained in this work
arc an indication that this preparation may be
used as an adequate model to start the study of
ion transport in vesicles of plasma membrane of
yeast, that secem to preserve the components of at
least some of the solute transport systems present
in the cell,
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Yeast plasma membrane vesicles were obtained by the fusion of liposomes with purified yeast membranes by means of

the freeze thaw-sonication techtique. Beel heart mitochondria eytochrome-c oxidase was incorporated into the vesicles.

Addition of substrate (ascorbite/TMPD/cytochrome ¢) generated & membrane potential negative inside, and an alkaline

pH gradient inside the vesiele, that served uas the driving Force for leucine transport. Both ApH and Ay could drive leucine

teansport. When ApH was inercased in the presence of valinomyein and potassium, at the expense of iy, leucine uptake
increased by (0%,

Amino acid teansport; Leucine transport; Electrochemical potential; Proteoliposome; Membrane vesicle; (Yeast)

1. INTRODUCTION

It is generally accepted that the transport of
amino acids into yeast is driven by protonmotive
force. Most of the evidence for this hypothesis
comes from studies with intact cells (for review see
[1]). Studies with whole cells, however, are often
complicated by cellular metabolism and/or the dif-
ficulties encountered <luring the estimation of the
components of the protonmotive force in the cells.
The interference of metabolism and cell compart-
mentation can be overcome by employing plasma
membrane vesicles. Since Kaback developed a pro-
cedure for the isolation of closed bacterial
cytoplasmic membrane vesicles, this approach has
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Microbiology, Instituto de Fisiologla Celular, Universidad Na-
cional Auténoma de México, Apartado 70-600.04510, Mexico
City, Mexico

Abbreviations: CCCP, carbonylcyanide-mi-chlorophenylhydra-
zone; DiSCi(3), dipropylthiacarbocyanine; PC, phosphatidyl-
choline; PS, phosphatidylserine; TEA, triethanolaminc;
TMPD, N,N,N',N -tetramethyl-p-phenylenediamine
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been widely used in studies of solute transport in
bacteria (for review see {2]). Reasonably sealed
plasma membrane vesicles from Saccharomyces
cerevisiae were prepared only recently using the
technique of fusion of membranes with liposomes.
Transport studies performed in such a system
demonstrated a specific transport of D-glucose
[3,4], transient protonmotive-force-driven leucine
uptake {5] and membrane potential-driven ion
transport {6]. To obtain more information on the
role of protonmotive force on the transport of
amino acids in yeast, a system is necessary which
would generate and maintain for a reasonable long
time period a membrane electrochemical potential
difference of the same polarity as in whole cells.
Such a system has been developed by Matsushita et
al. [7] and by Driessen et al, [8,9], who
demonstrated an accumulation of sugar and a
large number of amino acids in bacterial mem-
brane vesicles that have been fused with
cytochrome-¢ oxidase proteoliposomes. The pro-
tonmotive force was generated by cytochrome ox-
idase with ascorbate/TMPD/cytochrome ¢ as the
clectron donating system. In this study we

00145793/89/$3.50 © 1989 Federation of European Biochemical Societies 235
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demonstrate that a similar system can be used in
amino acid transport studies in yeast.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1, Yeast and its cultivation

Saccharamyces cerevisiae DC XH was grown for 20 h
30°C in a yeast semisynthetic medium [LO] in which NH{ was
replaced by proline (2 mg/ml). After harvesting, the cells were
washed twice with distilled water and kept overnight at 4°C.,

2.2, Preparation of protoplasts

Protoplasts were prepared essentially according 10 Kovie et
al, [H]). After 1 I incubation with snail gut enzyme or 40 min
with Iylicase (Sigma Chemical Co., St. Lonis, MQ), 95-98%% of
the cells were converted to protoplasts. They were washed twice
with 50 mM Tris-HCEL, pH 7.4, containing 0.9 M sorbitol,
1O mM MgSOy, and preincubated for 1 hin the same medium
with 0.8% glicose at 30°C,

2.3, Preparation of plusnta membrane
Plasma membranes were prepared from the protoplasts by
the concanavalin A method used by Opekarovi et al. [5).

2.4, Liposome preparation

A mixture of acctone washed phosphatidylcholine (Sigma)
(60 mg ml™") and phosphatidylserine, | mg/m! (Avanti
Chem), in 50 mM Hi PO/ TEA, pH 7, was sonicated 1o clarity
using a probe sonifier (Branson Sonic B-12).

2.5. Purification of cytochrome-c oxidase

Cytochronie-c  oxidase was purified from beef heart
mitochondria using the method described by Ramirez et al.
[12].

2,6, Fusion of plasma membranes with liposomes and
cyltochrome oxidase incorporation

Cytochroine-c oxidase was incorporated into the liposomes as
previously described by Ranirez et al. [12]. The resulting pro-
teoliposomes (0.8 ml) were mixed with 0.5 ml yeast plasma
membranes (1.8 mg protein). The mixture was rapidly frozen in
tiquid nitrogen and then thawed slowly at room temperature.
The turbid mixture was briefly sonicated at 4°C.

2.1, Determmination of AyY and ApH

The membrane potential (interior negative) was determined
by the fluorescence quenching of dipropylthiacarbocyanine
(DiSC;(3)) as deseribed by Calahorra e al. [6]. The pH gradient
was determined by the fluorescence changes of 8-hydroxy-1,3,6-
pyrenetrisulfonate (pyranine), Liposomes in which 2 mM of
dye was enclosed [13] were fused with plasma membranes as
described above and the hybrid vesicles were passed through a
Sephadex G 25 column to remove the external fluorescent pro-
be. 10 x4l of the vesicles were added to a cuvelte with 2 mi fijinal
volume of 50 mM H3PO4/TEA, pH 7.0, with or without
2.5 #M valinomycin and 5 mM KCl, The ApH formation was
started by the addition of 1 mM ascorbate/TEA, pH 7.0,
0.1 mM TMPD and 150 xp cytochrome ¢. Fluorescence was
measured at 467-510 nm.
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2.8, Transport assay

The  wvesicles  were  dilited  with 2,0 m] of 50 mM

FhPO/TEA, pH 7.0, 5 mM MghO, to a final concentration of

0.8 mg protein per ml, At zero time, 50 4M [*H]leacine (spec.
act, 0.2 CiZmmol; 7.4 x 10° Bg/mol), was added. 1 min later,
50 miM ascorbate/TEA, pH 7.0, T mM TMPD and 290 xg
cytochrome ¢ were added. Aliquots of 100 g1 were withdrawn
at intervals and diluted with 2.0 ml of ice-cold 100 mM LiClL,
The suspension was filtered through 0.30 zm celhtose nitrate
filters (Millipore) ard washed once with 2.0 i of LiCL Filters
were dried and transferred to scintillation vials with § ml of a
scintillation cocktail and measured with a Packard liguid scin-
tillation counter.

2.9, Protein determination
Protein was assayed according to Lowry ct al, [14], using
bovine serum albumin as standard.

3. RESULTS AND DISCUSSION

Cytochrome-c oxidase incorporated into plasma
membrane vesicles proved to be a powerful tool
for generating a protonmotive force (alkaline and
negative inside), which was able to drive the
transport of a number of amino acids in bacterial
vesicles [15]. Until now, however, only one report
appeared on cytochrome oxidase functionally in-
corporated into yeast plasma membrane vesicles.
Using a simple and efficient method for reconstitu-
tion [12], Calahorra et al. [6] demonstrated **Rb*
uptake into yeast plasma membrane vesicles with
this respiratory enzyme incorporated. In this work
we used the same method for reconstructing a
system in which transport of amino acids in yeast
an be studied.

We found that, as compared with vesicles con-
taining only phosphatidylcholine (data not
shown), cytochrome-¢ oxidase cmbedded lipo-
somes prepared from the mixture of phosphatidyl-
choline and phosphatidylserine in a ratio 60:1
form more tightly sealed vesicles after fusion with
the yeast membranes. This was demonstrated by
higher values of respiratory control [12] and mem-
brane potential formed in these vesicles.

On addition of the electron donating system to
the suspension of yeast plasma membrane vesicles
with cytochrome oxidase, a considerable mem-
brane potential was formed, as demonstrated by
the fluorescence quenching of the cyanine
DiSC;(3) (fig.1A). This membrane potential could
be abolished by CCCP. Considerably lower
fluorescence quenching was observed (negligible
Ay formation) in the presence of valinomycin and
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Fig.2, Leucine uptake by yeast plasma membrane vesicles with
eytochrome-¢ oxidase incorporated. Vesicles were prepared as
_,__? deseribed in section 2 and added in the following medium:
~4 Substrate . 5 mM MgSQy, 50 M ["H]leucine, 50 mM HiPOQ./TEA, pH 7.0,
CCCP . I0Osec valinomyain - K in the presence (@) or absence (0) of 50 mM KCl and 2.5 M
' l valinomycin, The substrate (50 mM ascorbate/TEA, pH 7.0,
0.5 mM TMPD and 290 g cytochrome ¢) was added as

Fig.1. (A) Detection of a membrane potential in yeast plusma
membrane vesicles with cytochrome oxidase incorporated.
Effect of K* and valinomycin. Vesicles (50 xg prolein) were
added to 50 mM H,PO4/TEA, pH 7.0, and 0.5 M cyanine in a
final volime of 2 ml. The reaction was started by the addition
of substrate {1 mM ascorbate/TEA, pH 7, 0.1 mM TMPD,
150 ug cytochrome ¢) when indicated by the arrow; and
collapsed with 2.5 kM CCCP. Where indicated, the experimeirn
was performed in the presence of 5§ mM KCl and 2.5M
valinomycin. (B) Detection of a pH gradient. Vesicles (50 g
protein) loaded with 2.0 mM pyranine were added in a cuvette
with 2.0 ml final volume 50 mM H\ PO./TEA, pH 7.0. The
reaction was started by the addition of substrare as in A. The
addition of 5 mM KCl and 2.5 M valinomycin generated an
atkaline pH gradient inside that collapsed with 2 4M CCCP as
indicated by the arrow.

potassium ions. The generation of the other com-
ponent of the protonmotive force (ApH),
monitored by pyranine (fig.1B), showed no pH
gradient formation, unless valinomycin and
potassium were present. This pH gradient, again,
could be abolished by CCCP.

In our vesicle preparation, it is thus possible to
create two sets of conditions for energizing amino
acid transport, one with the protonmotive force
consisting predominantly of Ay in the absence of
valinomycin and potassium, and another with it
consisting essentially of the pH gradient, in the
presence of the ionophote and K™*.

The leucine transport cnergized by the proton-
motive force generated by cytochrome-c¢ oxidase

indicated, 6 xM CCCP was added as indicated,

was assayed under both sets of conditions. On ad-
dition of a suitable electron donor system, a rapid
leucine accumulation was observed (fig.2). In the
presence of K* and valinomycin (‘ApH’ condi-
tiens), uptake was approximately 10% higher than
in their absence (‘4¥’ conditions). No leucine up-
take occurred in the presence of CCCP. Further,
addition of the uncoupler to the vesicles in which
leucine had already accumulated caused its efflux.

Protonmotive force formed on plasma mem-
brane is the driving force for amino acid uptake in
yeast, as shown for whole cells (review {1]), and
demonstrated in yeast plasma membrane vesicles
energized with valinomycin mediated diffusion
potential [5]. The system we report in this work
confirms these findings, and similarly, as in
bacteria [15], opens the possibility of studying the
role of particular components of the protonmotive
force in energization of transport processes in
yeast.
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ANMINO ACID UPTAKE INTO YEAST PLASNMA MEMRBRANE VESICLES DRIVEN
BY INCORPORATED CYTOCHROME C ONIDASE |
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INTRODUCTION

Study of trmsport encrgization has advanced considerably with 1he use
of vesicles prepored from huecterial plasimo membrane, In },tunsl such o system
appears to be even more appealing since inner memhranes®and the l‘:osullin[:
compartmentation complicate energizntion studies in intnet cells, We 1:0pm‘t
on on attempt to construct sealed plasma membrane vesicles from Saceha- &
romyees eopevigiae  with incorporated bovine hesrt mitochondrin cyt.ucln'omq
oxidase. On addition of an clectron donor o cansiderable membrane pihitent-
inl  AY ) is formed in the vesicles nccompanied by an enhmnced nptlllcv. of
leucine., a ' .

- .

MATERIALS AND METHODS <

Plosma membranes from Sacclarompecy coreniaiae  DC X1 wepre [impnrud
as in ref, 1, Liposomes wepre prepored by sonication of phosphatinylcholine
(PC) (50 mg/ml) in 50 mM II3I’(J41'1‘EA. pil 7.0, :l‘lw debris was l'f;l'll(wl}l] by
eentrifugation al 30 "C (20 min, 38 000 2). Cytochrome oxidast isoluted ne-
cording to rel. 2. was fused with resonicoted liposomes (0.2 wmp/ml) at 4 e,
The resulting proteoliposomes were mixed with yeust plasma membrances
(1.8 - 4.8 myg protein/i0 mg PC), frozen, thowed und sonigated (1), AY
was determined from distribution of tetraphenylphosphonium ('I‘l’l'i) ucei'os
the membrane using o 'l‘l’l’* - selective eleetrode, For tramsport 'us;'su_\' the
membrone vesicles were diluted to o final concentration of 1 5 4 mi; pro-
tein/ml into 50 wM II3|'04I'I‘EA. phH 7.0, 10 mM NgsO, and clectron donor
(25 mM nscorboate, 2.5 M tetrwmethyliphenylenediomine, 2.8 myg eytochrome
c/mb). After 30 sec MC“lnlmlec] anino acids (38 IuM) were added. Samples

were taken and measured ay in orefl, 3,

RESULTS AND DISCUSSION
The assumption thel amino ancid teansport fito yeast cells is driven by
protonmotive force (pmf) on the plasma wembrune can best be confirmed by

using ycast plasma membrane vesicles on which the transport energizution
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3
A

~amino aeids (3). We constructed a similar system usingy yeast plasown waembra-

oo Driessen A, de Viel] W, Kondnas WH (19386) Ewe J Blochem 154,

104

enn by clearly defined. Cytochrome oxidase incorporated intoe bacterial mem-

hrane vesleles generates a large pmf which drives the uptake of several

nes. On addition of electron donor to the vosicles a sizable AY is formed,

e gy ." * [} .
Che decrease of TPP concentration after 5 win corresponds to AT of

41 mM. The uptake of two amino acids (leucine, clutamate) was tested in
the system (Fig. 1). Assuming that under non-energized conditions exter-
nal and internal leuecine equitibeates a specilie internal volume of 2, Iul/mg’
protein was estimated. Generation of AT caused about 40 % increasein
leuchie uptake. By contrast, glutamate equilibrated only to an fi‘htm'nu'l vo-
lame of L. ,ulhng and energization caused its exteusion, probubly due to
its negative charge, In bacterial vesicles Driessen et al, (3) demonstrated
after energization a manifold inerense in leucine accumulation, t’\"lmt_c.vm' the
conditiones nsed, in our system we achieved only 10 - 40 % increase of leu-
cine uptake in response lo a considerable AV « This might be due to an
incomplete fusion of membranes with proteoliposomes or due to the. fnet that
oml on the plasmalemmma may not be the only driving lorce necessary for .‘

iy

amino acid uptake. Both possibilities are under study.
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Fig, 1. Leucine (e,0) and glatamate (A, A) untake into the vesicles under
cnergized (e, 4 ) and non-eneegized (0, A) conditions,
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