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Evidencias cinéticas y genéticas muestran que en Saccharomyces cerevisiae, la incorporacion de los
aminoacidos de cadena ramificada L-leucina, L-isoleucina y L-valina es mediada por al menos tres
sistemas funcionalmente distintos: la permeasa general de aminoacidos GAP1 (inactiva en presencia de
iones amonio) y dos sistemas de transporte mas especificos S1 y S2, previamente descriptos para el
transporte de L-leucina.

En células silvestres cultivadas en medio conteniendo L-prolina, cada uno de los aminoacidos de
cadena ramificada exhibe un solo sistema de transporte de aita afinidad y muy alta capacidad. Una
mutante gap7 muestra dos sistemas de transporte para leucina con valores de Ky y Jusx Similares a
aquellos descriptos previamente como S1 y S2, y un solo sistema de transporte de baja afinidad- aita
capacidad para isoleucina o valina. Una cepa mutante defectiva en los sistemas S1 y S2 que
transportan leucina fue aislada a partir de la parental ya deficiente en la permeasa general de
amingécidos, GAP1. La mutante fue seleccionada como una cepa espontanea resistente a trifliorieucina
(TFL™). Esta mutante fue cruzada con una cepa testigo gap7, y el analisis de tetradas indicé que la
resistencia completa a TFL dependi6 de la presencia de al menos dos genes mutantes no ligados,
denominados /et (leucine transport). La mutacion /et? inactiva completamente el sistema de transporte
de leucina de alta afinidad-baja capacidad definido cinéticamente como S1. Aunque la mutacion /et2
caus6 una marcada disminucidn en la Jy, del sistema S2 de baja afinidad, el transporte residual de
leucina en la mutante gap7letilet2 tuvo el mismo Ky que el de la cepa parental gapTLET1LET2.
Resultados similares se obtuvieron para los unicos sistemas de transporte de isoleucina o valina. La
mutante gapiletilet2 exhibi6 una marcada disminucidn en el crecimiento sobre medio minimo
conteniendo leucina, isoleucina o valina como unicas fuentes de nitrogeno. Ademas, la asimilacion de
metionina, fenilalanina, serina, treonina y norleucina estuvo impedida severamente, mientras los
aminoacidos basicos y acidos sostuvieron un crecimiento normal. Esto indica que al menos una de las
permeasas de leucina tiene una considerablemente amplia pero aun limitada especificidad. La reversion
del gen gap1? restaurd el transporte de los aminoacidos de cadena ramificada. La cepa revertante fue
sensible a TFL cuando crecio en prolina, pero resistente cuando amonio fue ta fuente de nitrégeno.

La segregante (sensible a TFL) gap7let2 exhibié para cada uno de los aminoacidos de cadena
ramificada, solamente un sistema de transporte de alta afinidad-baja capacidad. Esta cepa mostro
parametros cinéticos para el transporte de leucina muy similares a aquellos caracterizados para el
sistema S1 en la cepa gap?’. Cada uno de los sistemas de transporte de alta afinidad de los
aminoacidos de cadena ramificada es inhibido competitivamente por los otros dos aminoacidos de
cadena ramificada. Ademas, metionina, norleucina y TFL actdan como inhibidores competitivos del
transporte de leucina por el sistema de alta afinidad. En la mutante gap?l/et2 la deficiencia en la
actividad de S2 resuita en la pérdida de la capacidad de crecer significativamente en medios de cultivo
conteniendo treonina, serina y norleucina como unicas fuentes de nitrégeno y un crecimiento reducido
sobre los aminoacidos de cadena ramificada individuales, metionina y fenilalanina. Por lo tanto, el gen
LET1 codifica la permeasa de L-aminoacidos de cadena ramificada de alta afinidad-baja capacidad S1,
y posiblemente transporte también metionina y -fenilalanina. La permeasa LET1 (S1) es primariamente
responsable de la acumulacion intracelular de TFL a niveles toxicos, porque este sistema no es
detectable en la mutante resistente a TFL gap1letilet2. En contraste, la segregante gapflet1 exhibio
para cada uno de los aminoacidos de cadena ramificada solamente un sistema de transporte de baja
afinidad- alta capacidad. Esta cepa mostro para el transporte de leucina un valor de Ky muy similar a
aquel caracterizado para el sistema S2 en la cepa gap7 aungue con un valor de Jna mas alto. Un unico
sistema de transporte de baja afinidad -alta capacidad para isoleucina o valina mostro similares
caracteristicas. Esta cepa crece normalmente como la cepa gap? sobre todas las fuentes de nitrogeno
ensayadas. Isoleucina, valina, metionina, alanina y norleucina son inhibidores competitivos del
transporte de leucina por el sistema S2. Los valores de Ki estan en el orden de los valores de Ky
determinados para el transporte de leucina, isoleucina y vaiina. DL-TFL es un inhibidor competitivo del
sistema S2 pero el valor Ki es mas grande que el valor de Ky para el transporte de leucina. Por lo tanto.
el sistema S2 de baja afinidad- alta capacidad tiene una relativamente amplia especificidad.
transportando no sélo los aminoacidos de cadena ramificada sino también metionina, alanina, serina.
treonina y norleucina. Estos resultados sugieren que el gen LET2 codifica un componente asociado a la
optima actividad del sistema S2.

La regulacion de la actividad de transporte por la fuente de nilrégeno presente en el medio de cultivo
indica que la permeasa LET1 (S1) no esta sujeta a la represion catabodlica por nitrégeno nmi a la
inactivacion catabolica por nitrogeno (NCI). En contraste. en la cepa gap? la actividad de transporte de
L-leucina por S2 es regulada negativamente por los 1ones amonio. Mas aun, en esta condicion, el
transporte de L-leucina por el sistema S2 en las cepas gap? y gaptlet1let2 exhibié parametros cinéticos
similares. En la segregante gap7let1 el comportamiento regulatorio fue diferente. Las actividades de
transporte de los aminoacidos de cadena ramificada por S2 fueron mas altas que aquellas obtenidas en
las células mutantes gap7 o gapftlettlet2 crecidas en los medios de cultivo conteniendo L-prolina o
iones amonio como unicas fuentes de nitrogeno. Estos resultados sugieren una tercera mutacion
ademas de let1 y let2 que podria interferir con la incorporaciéon de los aminoacidos de cadena ramificada
o de una interaccidn entre los productos de los genes LETTy LET2.

Palabras claves: levadura, Saccharomyces cerevisiae, permeasa, transporte de aminoacidos.
incorporacion. L-leucina, L-isoleucina. L-valina. aminoacidos de cadena ramificada. LET7. LET2
trifldorleucina.



Transport systems of neutral amino acids in Saccharomyces
cerevisiae, wild type and mutant transport-defective strains

Summary

Kinetic and genetic evidence show that the uptake of L-branched-chain amino acids into
Saccharomyces cerevisiae is mediated by at least three functionally distinct systems: the general amino
acid permease GAP1 (inactive in the presence of ammonium ions), and two transport systems more
specific S1 and S2, previously described for L-leucine transport.

Wild type cells grown in medium containing L-proline as nitrogen source, exhibit a single transport
system for each of the L-branched-chain amino acids of high-affinity and very high-capacity A gap?
mutant shows two transport systems for leucine with Ky and Jmax values similar to those previously
described as S1 and S2, and a single low affinity-high capacity transport system for isoleucine or valine.
A strain mutant defective in systems S1 and S2 transporting L-leucine was isolated from the parental
strain already deficient in the general amigo acid permease, GAP1. The mutant was selected as a
spontaneous, trifluoroleucine-resistant (TFL™) strain. This mutant was crossed with gap? tester strain.
and tetrad analysis indicated that full resistance to TFL was dependent upon the presence of at least two
unlinked mutant genes, denominated Jet (leucine transport). The /et7 mutation completely inactivates the
high affinity-low capacity leucine transport system kinetically defined as S1. Although the /et2 mutation
caused a marked decrease in the Jna, Of the low affinity system S2, residual transport in the gap1let1iet2
mutant had the same Ky as in the gap7LET1LET2 parental strain. Similar results were obtained for the
single transport system of L-isoleucine or L-valine. The gap 1/et 1/et2 mutant exhibited a marked decrease
in growth on minimal medium containing leucine, isoleucine or valine as a sole nitrogen source.
Moreover, assimilation of methionine, phenylalanine, serine, threonine and norleucine, was severely
impaired, whereas basic and acidic amino acids supported normal growth. This indicates that at least
one of leucine permeases has a fairly broad, but yet iimited specificity. Reversion of the gap? gene
restored branched-chain amino acids transport. The revertant strain was sensitive to TFL when grown on
proline but resistant to TFL when ammonia was the nitrogen source.

The gap1let?2 (TFL-sensitive) segregant exhibited for each of the L-branched-chain amino acids only
one transport system of high affinity-low capacity. This strain showed transport kinetic parameters for L-
leucine very similar to those characterized for system St in a gap? strain. Each of the high-affinity
transport systems for the L-branched-chain amino acids is inhibited competitively by the other two
branched chain amino acids. In addition, methionine, norleucine and trifluoroleucine act as competitive
inhibitors of the high affinity transport system of leucine. In mutant gap7/et2 the deficiency in L-leucine
S2 activity results, in the loss of its ability to grow significantly in culture media containing threonine.
serine or norleucine as the sole nitrogen source and in a decreased growth on individual branched chain
amino acids, methionine and phenylalanine. Therefore, the gene LET1 encodes for the high affinity-low
capacity L-branched-chain amino acids permease S1 and very likely for methionine and phenylalanine
as well. The LET1 permease (S1) is primarily responsible for the intraceliular accumulation of TFL up to
toxic levels, because this system is not detectable in the TFL-resistant mutant gap7letilet2. In contrast,
the gap1let1 segregant exhibited only one system transport of low affinity-high capacity for each of the L-
branched-chain amino acids. This strain, showed a transport Ky value for leucine very similar to that
characterized for system S2 in a gap strain although with the higher Jna value. A single low affinity-high
capacity transport system for isoleucine or valine shown similar characteristics. This strain, alike gap1
strain grows normally on all nitrogen sources assayed. Isoleucine, valine, methionine, alanine and
norleucine are competitive inhibitors of the leucine transport system S2. The Ki values are of the same
order as the Ky values determined for leucine, 1soleucine and valine transport. TFL is a competitive
inhibitor of the S2 system but its Ki value is larger than the Ky value for -leucine transport. Therefore, the
low affinity-high capacity system S2 has a relatively broad specificity, transporting not only branched-
chain aminoacids but also methionine, alanine, serine, threonine and norleucine. These results suggest
that LET2 encodes for a component which is associated to optimum activity of transport system S2.

Regulation of transport activity by the nitrogen source indicates that S1 permease is not subject to
nitrogen catabolite repression (NCR) nor to nitrogen catabolite inactivation (NCI). In gap? strain the
leucine transport S2 activity is negatively regulated by ammonium ions. Moreover, under this condition
leucine transport by S2 system in gap7 and gap1let1let2 strains, exhibited similar kinetic parameters. in
the segregant gapftlet? the regulatory behaviour was different. The branched-chain amino acids
transport activities by S2 were higher that those obtained in gap1 or gap1letilet2 mutant cells grown in
culture media containing L-proline or ammonium ions as sole nitrogen source. These results suggest the
existance of a third mutation, besides /et7 and /et2 which could interfere with the L-branched chain amino
acids uptake or of an interaction between the products of the genes LETT and LET2.

Key words: yeast, Saccharomyces cerevisiae. permease, amino acid transport, uptake. L-leucine. L-
isoleucine, L-valine. branched-chain amino acids. LET1. LET2, trifluoroleucine.
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I. INTRODUCCION

I. 1. La levadura Saccharomyces cerevisiae como modelo experimental

Las levaduras son organismos eucariotas considerados ideales para estudios
biolégicos y bioquimicos. A diferencia de las bacterias, poseen cromosomas contenidos
en un nucleo, mitocondrias, aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico. De esta manera
los procesos metabdlicos son considerablemente similares a los observados en células
de animales y plantas. Aunque las levaduras son genéticamente mas complejas que las
bacterias, comparten con éstas muchas de sus ventajas técnicas; los métodos
cuantitativos desarrollados para bacterias, que permitieron por ejemplo un rapido
progreso en la genética molecular de organismos procariotas han sido aplicados
directamente a las levaduras.

De las diferentes especies de levadura la mas estudiada y conocida es
Saccharomyces cerevisiae.

Las propiedades que hacen a la levadura S. cerevisiae particularmente (til para
estudios bioldgicos incluyen: su naturaleza unicelular, la sencillez en las técnicas de
mantenimiento y cultivo de las células, al no ser patdgenas son faciles de manejar en el
laboratorio, un rapido crecimiento, tanto en medios complejos como sintéticos con
diferentes fuentes de carbono y de nitrégeno y con una elevada produccién de biomasa,
una fase de crecimiento exponencial prolongada y la relativa facilidad en el aislamiento
de mutantes y su evaluacién por plaqueo replicativo.

En S. cerevisiae, a diferencia de la mayoria de otros microorganismos, tanto la
fase haploide como la fase diploide, tienen formas vegetativas estables e
independientes. Su sistema genético facilita la aplicacién de las técnicas de clonado de
genes e ingenieria genética, los genes estructurales correspondientes a alguna
caracteristica genética pueden ser identificados por complementacién utilizando
bibliotecas de ADN contenidas en plasmidos. En las células de levadura, los plasmidos
pueden ser introducidos como moléculas replicantes independientes del genoma o por
integracion al mismo. En este ultimo caso las secuencias clonadas pueden ser dirigidas
a una localizacion especifica en el genoma reemplazando una secuencia normal de
ADN. De esta forma genes normales pueden ser reemplazados por alelos mutados o

portando una disrupcién génica. En este ultimo caso los fenotipos de las células han



contribuido al conocimiento de la funcion de ciertas proteinas in vivo. Estas técnicas
han sido utilizadas en el analisis de la regulacién, estructura y funcion de los genes. Las
virtudes de este organismo como sistema modelo, se ponen de manifiesto por el hecho
que los genes de mamiferos son introducidos en levaduras para el analisis sistematico

de las funciones de sus productos.

I. 2. Caracteristicas de las células de levaduras

I. 2. 1. Asimilacién de carbono

Las levaduras son organismos heterétrofos capaces de utilizar carbohidratos y una
amplia variedad de otros compuestos organicos como nutrientes. De todos estos
compuestos derivan los esqueletos carbonados, necesarios para sintetizar los
constituyentes celulares y para proveer la energia requerida por las reacciones
bioquimicas. Glucosa, fructosa y manosa son utilizadas por mas de 400 especies de
levadura (Barnett, 1976).

Las levaduras del género Saccharomyces son anaerdbicas facultativas capaces
de utilizar glucosa en condiciones aerobicas o anaerdbicas. Durante el crecimiento
aerodbico de S. cerevisiae, la respiracidén contribuye en menos del 10% en el catabolismo
de la glucosa, que se refleja en una baja velocidad de consumo de oxigeno y una muy
alta velocidad de consumo de glucosa (Gancedo y Serrano, 1989). En anaerobiosis la
glucosa es metabolizada a etanol, pero el crecimiento celular es 10 veces menor que en
condiciones aerobicas.

El glicerol también puede ser utilizado como fuente de carbono bajo condiciones
aerobicas por S. cerevisiae (Barnett, 1976) pero en menor grado que la glucosa. En
medio completo con 2% (v/v) de glicerol solamente es utilizado un 10% del mismo, y
mucho menos en medio minimo (Wills, 1990). El medio completo con glicerol es
comunmente usado para distinguir cepas normales de mutantes petite (deficientes

respiratorias que carecen de citocromos), que no crecen sobre este medio.

I. 2. 2. Asimilacién de nitrégeno
Las levaduras puden utilizar una gran variedad de compuestos nitrogenados que
captan de su entorno. Estas sustancias puden ser usadas como fuente general

denitrégeno o proveer metabolitos para propédsitos biosintéticos. La figura [ 1



esquematiza el destino de diferentes compuestos nitrogenados utilizados por S.

cerevisiae.
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Figura |. 1: Esquema general de las principales reacciones involucradas en la utilizacion
del nitrogeno en Saccharomyces cerevisiae crecida sobre una variedad de compuestos
nitrogenados (Grenson, 1992). (1) glutamato sintetasa; (2) glutamato deshidrogenasa

anabdlica; (3) glutamato deshidrogenasa catabdlica; (4) glutamina sintetasa.

Cuando los aminoacidos son utilizados como fuente general de nitrégeno su

concentracion intracelular es crucial, porque la mayoria de las enzimas que catalizan el

primer paso de los caminos metabdlicos tienen una baja afinidad por sus sustratos. La

remocion enzimatica del grupo a-amino por desaminaciéon o transaminacion produce

iones amonio o glutamato, o0 ambos. El glutamato y los iones amonio, representan los

productos mayores del catabolismo y son interconvertibles por la accion de las




glutamato deshidrogenasas anabdlica y catabdlica respectivamente. Los dadores finales
de nitrégeno para biosintesis son glutamato y glutamina, esta ultima formada a partir de
glutamato, amonio y ATP por la accion de glutamina sintetasa.

La degradacion de la arginina, la prolina y del y-aminobutirato (GABA) han sido
extensamente estudiados, cada uno de los cuales es inducible bajo condiciones
especificas y todos sujetos a represion catabodlica por nitrégeno (Grenson, 1992; Wiame
y col., 1985).

Una caracteristica que distingue el género Saccharomyces de otras levaduras, es
su incapacidad para usar nitrato o nitrito como unica fuente de nitrégeno. Otros
compuestos como etilamina, cadaverina o lisina, son utilizados como diagnéstico para
identificar especies de Saccharomyces, por ejemplo: S. cerevisiae no puede asimilar
estos compuestos como fuente de nitrégeno, mientras que todos ellos pueden ser
usados por S.kluyven y S.unisporus (Kreger-van Rij, 1984). Para S. cerevisiae,
L-histidina no es una fuente catabolizable de nitrégeno y resulta téxica en
concentraciones mayores que 1,0 mM (Ljungdahl y col., 1992). En cambio los iones
amonio son utilizados por todas las especies de levadura; por esta razén, es la fuente
de nitrégeno de uso corriente en los laboratorios para la preparacion de los medios de
crecimiento.

S. cerevisiae puede utilizar como fuente de nitrégeno el grupo amino libre de la citosina
y la adenina, pero no los atomos de nitrogeno presentes en los nacleos pirimidinicos y
purinicos (Wiame y col., 1985). Los cuatro atomos de nitrégeno de la alantoina puden
usarse como fuente de nitrogeno luego de transformarse en dos moléculas de urea y
una de acido glioxilico (Cooper,1982; Wiame y col., 1985). La degradacion de la urea es
compleja y catalizada por la enzima urea amidoliasa, en una reaccion en dos pasos
produciendo urea carboxilada, seguida de la hidrélisis de esta ultima produciendo iones

amonio y didxido de carbono (Cooper 1982; Wiame y col., 1985).

I. 2. 3. Ciclo de vida sexual de la levadura
Las levaduras presentan un ciclo de vida haploide-diploide (Figura |. 2). Las
células haploides, denominadas a y «, se reproducen vegetativamente a lo largo de un

ciclo mitético tipico por un proceso de gemacién.
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Figura I. 2. Ciclo de vida sexual de la levadura

Este ciclo de proliferacion solo se interrumpe en respuesta a dos tipos de
estimulos ambientales. El primero de ellos es la ausencia de nutrientes en el entorno y
el segundo es la presencia de células del tipo sexual opuesto, en este caso las células
en fase G1 inician un proceso de conjugacion que resulta en una fusion celular y
nuclear para dar lugar a un individuo diploide a/a. Al igual que las formas haploides,
estas células diploides en presencia de suficientes nutrientes pueden proliferar
asexualmente por gemacién hasta que en determinadas circunstancias,
fundamentalmente cuando se enfrentan a una privacion de fuente de nitrogeno, sufren
una division reduccional (meiosis) originando cuatro ascosporas haploides incluidas en
un asca, dos de cada tipo sexual, que en condiciones adecuadas germinan,
completando el ciclo biolégico. EI genoma haploide de S. cerevisiae esta constituido por

16 cromosomas que estan siendo caracterizados tanto fisica como genéticamente.



I. 3. Transporte a través de la membrana plasmatica

I. 3. 1. Estructura y funcion de la membrana plasmatica

La capa mas externa de la envoltura de la célula de levadura es la pared celular,
que mantiene su estructura y rigidez y es libremente permeable a solutos mas
pequenos que 600 Da (Scherrer y col., 1974).

La membrana plasmatica forma una bicapa lipidica de aproximadamente 7,5 nm
de espesor y contiene una mezcla de lipidos polares y de proteinas que, por sus
interacciones, gobiernan la estructura de la membrana. En el clasico modelo de Singer y
Nicholson (1972), los lipidos no solo difunden libremente dentro del plano de la
membrana, sino que sufren movimientos transversales y de rotacion. Las proteinas de
la membrana no presentan movimiento lateral debido a la asociacidon con otras
proteinas o con elementos del citoesqueleto o de la matriz extracelular. Tanto las
proteinas como los lipidos estan dispuestos asimétricamente a través de la membrana.

La composicidn de lipidos de la membrana plasmatica es compleja y esta
altamente regulada. Varios autores han sugerido que los mismos desempefan una
funcion en la actividad de las proteinas de la membrana plasmatica. Los principales
lipidos que la componen son: glicerofosfolipidos, esfingolipidos y esteroles, estos
ultimos son rigidas moléculas hidrofobicas compactas, con un grupo hidroxilo polar
donde el ergosterol es el componente mas abundante en contraste con eucariotas
superiores donde el colesterol es el principal componente (van der Rest y col., 1995).

De esta manera, la membrana plasmatica forma una barrera relativamente
impermeable a las moléculas hidrofilicas. Proteinas especializadas median entonces la
captacion selectiva y/o secrecion de solutos a través de la membrana, participando en
la incorporacion de varios nutrientes presentes en el medio externo: iones, azucares,
aminoacidos y vitaminas y controlando la liberacidn de etanol y una variedad de
compuestos productos de la fermentacion que son excretados al medio externo
(Suomalainem, 1968).

El transporte de solutos en células de levadura ha sido estudiado desde 1930
(Collander y col., 1931), pero el mecanismo del proceso de transporte de solutos cobré
impulso después de las propuestas de la teoria quimiosmotica de Mitchell (1963). Se
han estudiado en detalle algunos de los mecanismos que participan en el transporte

mediado por la membrana plasmatica, sitios especificos de unidn para ciertos sustratos



0 grupos de compuestos estructuralmente relacionados. Estos sitios de union
corresponden a sistemas transportadores, permeasas o transportadores, cuyas

actividades tienen los rasgos caracteristicos de enzimas.

I. 3. 2. Diferentes clases de procesos de transporte

Puesto que los nutrientes tienen que entrar en la célula a través de la membrana,
las propiedades de permeabilidad de dicha membrana son importantes en la nutricion
celular. Basicamente hay tres clases de procesos de transporte de solutos a través de
membranas biologicas: difusién simple, difusion facilitada y transporte activo.

La difusion simple, es gobernada por la ley de accién de masas y la molécula de
soluto pasa a través de los dominios lipidicos de la membrana sin la participacion de
una proteina transportadora, depende del tamano de la molécula y de su solubilidad
lipidica, el proceso no es saturable con respecto a la concentracién de sustrato, no es
selectivo y no es afectado por la temperatura ni por inhibidores metabdlicos. La difusion
simple es raramente observada como medio de transporte de solutos en levadura y ha
sido descripta para el transporte de diéxido de azufre (Stratford y Rose, 1986).

La difusion facilitada es una variacion de la difusién simple donde una proteina
transportadora de membrana participa en el proceso. Por consiguiente éste es saturable
con respecto a la concentracidbn de sustrato, muestra especificidad vy
estereoespecificidad de sustrato, sustratos que usan sitios de unién comunes compiten
unos con otros de acuerdo a sus afinidades. La velocidad de transporte depende de la
temperatura y como el soluto no es concentrado intracelularmente, no es un proceso
sensible a inhibidores metabdlicos ya que no depende de energia. Este tipo de
transporte ha sido descripto para hidratos de carbono (Cartwright y col.,1989).

El transporte activo es la forma mas frecuente de incorporacion de solutos en
levadura, y como en el caso de la difusién facilitada es mediado por una proteina
transportadora, la caracteristica distintiva es el requerimiento de energia metabolica,
que hace posible la acumulacion de metabolitos contra gradiente de concentracion y por
lo tanto, es sensible a inhibidores metabdlicos. En S. cerevisiae, aminoacidos, amonio,
urea, alantoina, purinas, pirimidinas, iones y vitaminas son transportados activamente
(Cartwright y col.,1989; Cooper, 1982; Horak, 1986, 1997).



I. 4. Transporte de aminoacidos

En microorganismos eucariotas, los sistemas de transporte de aminoacidos
comparten caracteristicas tanto de los sistemas bacterianos, como de los sistemas de
células de mamiferos. Los primeros son altamente especificos para un dado aminoacido
o un reducido grupo de aminoacidos estructuralmente relacionados, mientras que los
segundos son de amplia especificidad.

Los microorganismos eucariotas entonces, poseen generalmente dos tipos de
sistemas de transporte de aminoacidos: sistemas especificos para un aminoacido o un
grupo de aminoacidos estructuralmente relacionados y sistemas generales que
transportan un gran numero de aminoacidos.

Sin embargo, los sistemas de transporte de los microorganismos eucariotas
difieren de los sistemas bacterianos y de los de células de mamiferos en por lo menos
dos aspectos: median un flujo practicamente unidireccional del medio externo al interior
de la célula y sus actividades se regulan por un mecanismo de retroinhibicion (Grenson,
1992; Horak, 1986, 1997).

En S. cerevisiae, la unidireccionalidad en la incorporacién y acumulacion de los
aminoacidos, determina la irreversibilidad del proceso, ya que no se produce salida ni
desplazamiento del aminoacido previamente acumulado por su permeasa especifica
(Crabeel y Grenson, 1970, Grenson, 1992; Ramos y col, 1975), siendo la unica
excepcion L-prolina que puede ser intercambiada por prolina externa (Horak y Rihova,
1982).

En levaduras, la excrecion de aminoacidos al medio externo solo ocurre bajo
determinadas condiciones y cuando estos son sobreproducidos por encima de un
determinado umbral, por ejemplo: una alterada regulacion de biosintesis de
aminoacidos; por mutaciones que evitan el catabolismo del sustrato, cuando el
crecimiento ocurre en presencia de intermediarios metabdlicos ¢ cuando el crecimiento
es detenido en condiciones donde continua la biosintesis de aminoacidos (Grenson,
1973). Las permeasas no estan directamente involucradas en la salida de sus sustratos
y la misma, es mediada por mecanismos diferentes de los sistemas de transporte

caracterizados (Grenson, 1973,1992).



I. 4. 1. Sistemas de transporte de aminoacidos en S. cerevisiae

El numero de sistemas de transporte en la membrana plasmatica es
sorprendentemente alto. En muchos casos, un sustrato es transportado por varias
permeasas con diferentes afinidades, especificidades, capacidades y regulaciones.

Algunos aminoacidos son transportados por dos permeasas: un transportador
especifico y una permeasa general de aminoacidos (GAP1), pero otros son
transportados por dos y hasta tres sistemas especificos con muy diferentes valores de
Kr y Jmax. LOS transportadores de alta afinidad permiten a las células recolectar trazas
de aminoacidos del medio de cultivo que resultan sumamente utiles para suplir una
auxotrofia para un cierto aminoacido.

Por lo tanto, esta multiplicidad y diversidad de transportadores le permiten a la
levadura acumular aminoacidos para biosintesis y catabolismo bajo una amplia variedad
de condiciones y en un amplio rango de concentraciones externas.

La regulacion de los sistemas de transporte es tal, que solo algunos estan
presentes en forma permanente, son las permeasas constitutivas mientras que otros
solo se desarrollan bajo ciertas condiciones son los sistemas adaptativos o inducibles.

A partir de analisis cinéticos y/o genéticos se han caracterizado al menos 12
sistemas de transporte de aminoacidos constitutivos y 4 sistemas adaptativos (Horak,
1986). Algunos de los genes que codifican estos sistemas han sido clonados y deducida
la secuencia de aminoacidos, todas contienen 12 estructuras de a-hélice
transmembrana, caracteristica distintiva de las permeasas (Tabla |. 1).

La idea de un sistema de transporte que acumula todos los aminoacidos fue
originada en los trabajos de Halvorson y Cohen (1958). Surdin y col. (1965), mostraron
que la acumulacion de un gran numero de aminoacidos era dependiente de la expresion
de un unico sistema de transporte. Pero Grenson y col. (1970), fueron
quienes presentaron evidencias cinéticas y genéticas de la presencia de una
permeasa general de aminoacidos en S. cerevisiae. Estos autores encontraron que en
medio minimo amonio, mutantes resistentes a canavanina, analogo toxico de arginina,
designadas can1, recobraban la sensibilidad a canavanina cuando las células crecian en
un medio conteniendo una fuente pobre de nitrogeno, como L-prolina. A partir entonces
de la mutante can?, fueron aisladas dobles mutantes canigap?, resistentesa

canavanina sobre medio con prolina. La mutacion gap? produce una disminucion en la



Tabla I. 1. Genes de permeasas de L-aminoacidos clonados y secuenciados

10

Gen | Cromo | Amino Referencia Permeasa Ky Jmax
soma acidos (M) (nmol min"' mg" prot)
HIP1 Vil 603 Tanaka y Fink, histidina 20 11
(1985)
CAN1 \) 590 Hoffmann, (1985) arginina 10 23
lisina 170 17
LYP1 XIv 611 Sychrovay lisina 25 8
Chevallier, (1993)
PUT4 nd 627 Vandenbol y col., prolina 31 40°
(1990) 4-aminobutirato
(adaptativa)
TAT2 XV 592 Schmidt y col., triptofano
(1994)
TAT1 ] 619 Schmidt y col., tirosina
(1994) triptofano
GNP1 v 663 Zhuy col., (1996) glutamina 590 16°
DIP5 xXVI 609 André, (1995) aminodacidos 30 40
dicarboxilicos
UGA4 nd 571 André vy col., 4-aminobutirato
(1993) (inducible)
GAP1 XI 602 Jauniaux y general de
Grenson, (1990) aminoacidos
(adaptativa)
L-arginina 7.6
L-lisina 3.1
L-triptofano 9-13
L-glutamato 1000 20°
D-histidina 25 16
D-serina 500
L-ornitina 4

"Andre, (1995) y Horak, (1986,1997).
2 Jmax €xpresada en nmol / min por mg de peso seco.



capacidad de transporte de aminoacidos basicos y neutros cuando las células son
crecidas con prolina como fuente de nitrégeno. Una disminucion similar en la velocidad
de transporte, en una cepa normal, fue observada cuando prolina era reemplazada por
iones amonio. Grenson y col. (1970), concluyeron que S. cerevisiae posee una
permeasa general de aminoacidos, GAP1, cuya actividad es inhibida por iones amonio.
Como las velocidades de transporte de aminoacidos acidos y de prolina no se afectaron
por la mutacion gap17, los autores propusieron que estos sustratos probablemente no
eran transportados por la GAP1. Sin embargo, estudios posteriores demostraron que la
GAP1 es capaz de transportar todos los aminoacidos, incluyendo glutamato y aspartato
(Darte y Grenson, 1975), prolina (Lasko y Brandriss, 1981) y y-aminobutirato (GABA)
(Grenson y col., 1987). Este sistema puede también transportar los D-enantiomeros
(Rytka, 1975), caracteristica que lo distingue de los sistemas de transporte especificos
que tienen una marcada preferencia por los L-isomeros de los aminoacidos. La GAP1
es el principal transportador de glicina, alanina, fenilalanina, triptofano y tirosina
(Cooper, 1982; Greasham y Moat, 1973), de analogos toxicos de aminoacidos y de
intermediarios en la biosintesis de aminoacidos como citrulina y ornitina (Grenson y col.,
1970).

La existencia de sistemas de transporte especificos en S. cerevisiae fueron descriptos
por primera vez por Grenson y col. (1966), en células en crecimiento exponencial en un
medio conteniendo iones amonio y glucosa. Estos autores encontraron que la
incorporacion de L-arginina es mediada por un sistema de alta afinidad con un
Kr = 10 uM, que es inhibido competitivamente por D-arginina, L-canavanina, L-lisina y
L-ornitina y por lo tanto constituiria un sistema de transporte de todos los aminoacidos
basicos. La seleccion de mutantes resistentes a canavanina (analogo toxico de
arginina), con una velocidad de transporte de L-arginina muy reducida confirmé que el
producto de un unico gen CAN17 constituye el sistema funcional de transporte de los
aminoacidos basicos.

Ademas de este sistema de alta afinidad, Chan y Cossins (1976) y Keenan y Rose
(1979) describieron un sistema de transporte de arginina de baja afinidad con un
Kr = 1 mM (Chan y Cossins, 1976) pero sin deteminar su especificidad.

El transporte de L-lisina es también mediado por dos sistemas distintos (Grenson,

1966; Keenan y col., 1982; Kotyk y col., 1971). El sistema de baja afinidad (Ky =200 uM)
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es el codificado por el gen CANT ya que esta ausente en mutantes can?. El sistema de
alta afinidad (Ky = 25 uM) es especifico para lisina, producto del gen LYP1, y no es
detectado en mutantes lyp7, aisladas como resistentes al analogo téxico de L-lisina,
L-tiosina, que presentan una reduccion de 50 veces en el transporte de L-lisina
(Grenson, 1966).

Crabell y Grenson (1970), demostraron que la incorporacion de L-histidina se
efectia por dos sistemas diferentes de transporte al obtener un grafico bifasico de
Lineweaver-Burk. El sistema de alta afinidad (Kr = 20 uM) es especifico para L-histidina
y una mutante designada hip1, aislada por seleccidén de una auxoétrofa de histidina,
incapaz de crecer cuando el medio de cultivo se suplementa con bajas concentraciones
de histidina, presenta una reduccién de 10 veces en la capacidad del sistema de aita
afinidad. La actividad del sistema de baja afinidad (Kr = 500 uM) no es afectado por la
mutacién hip7 y es inhibido competitivamente por L-tirosina, pero no por L- triptofano o
L-fenilalanina. Sin embargo, los datos cinéticos de Calderbank y col. (1984) se ajustan
mejor a un modelo que consiste en un sistema de transporte de alta afinidad y un
componente de difusion. Una explicacion alternativa fue propuesta por Cooper (1982),
ya que histidina inhibe la actividad del sistema de aminoacidos basicos en forma mixta,
sugirid que este transportador podria ser responsable del transporte de histidina con
baja afinidad.

Gits y Grenson (1967) y Kotyk y col. (1971), demostraron la existencia de dos
componentes para el transporte de L-metionina, uno de alta afinidad (Ky = 3-12 uM) y el
otro de baja afinidad (Ky = 0,6-0,8 mM). Los unicos sustratos del sistema de alta
afinidad son probablemente L-y D-metionina y sus analogos, L-etionina y DL-
selenometionina. La mutacidon mtp7(metp1) que inactiva este sistema es recesiva y fue
aislada por la resistencia de las células a la accion inhibitoria sobre el crecimiento de L-
etionina (Gits y Grenson, 1967). El sistema de transporte de metionina de baja afinidad,
funcional en la mutante mip1, presenta la misma especificidad de sustrato que el de alta
afinidad y es sensible a la accion inhibitoria de L-serina y L-treonina (Gits y Grenson,
1967).

Sin embargo, Verma y col. (1984), demostraron que S. cerevisiae tiene un sistema
de transporte de L-serina especifico e inducible por serina, cuya actividad depende del

estado del metabolismo celular del nitrégeno y, ademas cepas con y sin el sistema



GAP1 funcional, presentan similares velocidades de acumulacion de L-serina. Por otra
parte, Calderbank y col. (1984), indicaron que L-serina y L-treonina son transportados
por sistemas unicos aunque no necesariamente idénticos con valores de Ky de 0,58 vy
0,21 mM respectivamente. La posibilidad que estos dos aminoacidos quimicamente
relacionados podrian no compartir el mismo translocador, fue sugerida por Gregory y
col. (1982), debido a que la incorporacién de L-asparagina es inhibida competitivamente
por L-treonina pero no por L-serina.

El sistema de transporte de L-cisteina no se relaciona con ninguno de los dos
sistemas de transporte de L-metionina. Kotyk y col. (1971), midieron un valor de
Kr = 0,25 mM, posteriormente Ono y Naito (1991), determinaron un valor de Ky = 83 uM
siendo inhibido competitivamente por homocisteina y no competitivamente por
L-metionina. El sistema de transporte de cisteina fue desreprimido solamente cuando
las células se incuban sin fuente de azufre.

El transporte de aminoacidos dicarboxilicos en S.cerevisiae involucra al menos
dos sistemas cinéticamente distintos y relativamente especificos (Kotyk y col., 1971).
Darte y Grenson (1975), identificaron tres sistemas de transporte para la incorporacion
de glutamato, uno de ellos es altamente especifico y constitutivo para aminoacidos
acidos (aspartato, glutamato y a-aminoadipato) con un valor de Kr = 30 uM para el
transporte de glutamato (Darte y Grenson, 1975; Joiris y Grenson, 1969); otro sistema
transporta aspartato, glutamato, alanina, ademas de asparagina y glutamina (Grenson y
Dubois, 1982) siendo posiblemente el sistema GAP1 (Cartwright y col., 1989) y un
tercer sistema de transporte de glutamato con un Ky = 112 uM cuya actividad y/o
sintesis es regulada por la fuente de nitrogeno presente en el medio de cultivo (Darte y

Grenson, 1975).
Calderbank y col. (1984), determinaron las caracteristicas cinéticas de dos

sistemas de transporte de aminoacidos dicarboxilicos detectables en células creciendo
en presencia de amonio, con Ky de 20 uM y 3,3 mM para la incorporacién de glutamato,
pero se desconoce si estos dos sistemas estan relacionados a los descriptos por Darte
y Grenson (1975).

Un sistema relativamente espécifico para asparagina y glutamina (Ky = 350 uM y
440 uM respectivamente) y capaz también de transportar treonina, histidina, triptofano y

probablemente serina, pero no aspartato, fue descripto por Gregory y col. (1982).



Grenson y Dubois (1982), demostraron que ademas del sistema de transporte
especifico descripto por Gregory y col. (1982), existe un sistema de baja afinidad que
transporta glutamina y asparagina que corresponde a uno de los translocadores de
aminoacidos dicarboxilicos.

Magafia-Schwencke y Schwencke (1969), fueron los primeros en estudiar la
cinética del transporte de prolina en S. cerevisiae (S. chevalieri). Estos autores
demostraron que en condiciones de ayuno de nitrdgeno las células acumulan L-prolina
a través de un sistema de transporte especifico (Ky = 25 uM). Este sistema no se
detecta en células creciendo en una fuente rica de nitrégeno (amonio, glutamina y
asparagina). El sistema es especifico para L- y D-prolina y L-alanina y es
competitivamente inhibido por analogos estructurales de L-prolina: L-azetidina 2-
carboxilato, sarcosina y 3,4 dehidro DL-prolina (Magana-Schwencke y Schwencke,
1969; Magana-Schwencke y col., 1973). Lasko y Brandriss (1981), aislaron mutantes
put4 defectivas en el sistema de alta afinidad de prolina, sin embargo, subsiste un
transporte residual de prolina por uno o mas sistemas de baja afinidad
competitivamente inhibido por L-histidina. Parte de esa actividad es mediada por el
sistema GAP1, ya que la mutacion gap? no inactiva completamente el transporte de
prolina de baja afinidad. Copper (1982) sugirié también la participacién del sistema de
transporte de aminoacidos basicos. Mas recientemente, Grenson y col. (1987)
presentaron evidencias cinéticas y genéticas, que el y-aminobutirato es transportado por
el sistema PUT4 con alta afinidad.

Varios estudios mostraron que en la incorporacién de alanina y glicina estan
involucrados dos componentes cinéticamente distintos (Ballarin-Denti y col., 1984,
Calderbank y col., 1985; Eddy y col., 1970b; Kotyk y Rihova, 1972). La GAP1 es
responsable de la incorporacion de estos aminoacidos con alta afinidad, pero se

desconoce la especificidad y la funcidn fisiolégica del sistema de baja afinidad.

l. 4. 2. Sistemas de transporte de leucina
En S. cerevisiae (Ramos y col., 1977, 1979, 1980; Stoppani y Ramos, 1978) y S.
carisbergensis (Wainer y col., 1988) han sido descriptos dos sistemas de transporte de

L-leucina, en células crecidas en medios complejos.
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Un sistema de alta afinidad y baja velocidad maxima denominado S1, opera
preferentemente a bajas concentraciones externas de L-leucina, y otro sistema, de baja
afinidad y alta velocidad maxima opera preferentemente a altas concentraciones de L-
leucina.

Los sistemas S1y S2 estan caracterizados por sus parametros cinéticos Ky y Jmax
siendo este ultimo, dependiente del estado metabdlico de las células.

Estos sistemas pueden caracterizarse en protoplastos preparados a partir de
células enteras, sin modificacion en los valores de Ky (Kotliar y Ramos, 1983), lo que
sugiere que las entidades relacionadas con la afinidad de los sistemas estan localizadas
en la membrana plasmatica.

En el estudio de los requerimientos energéticos de la incorporacién de L-leucina se
demostré que los sustratos capaces de activar la transferencia mitocondrial de
electrones y la fosforilacion oxidativa, estimulan el transporte concentrativo y la
acumulacion del aminoacido (Ramos y col., 1975, 1977; Stoppani y Ramos, 1978).

Ensayos realizados con cepas silvestres y mutantes deficientes respiratorias,
permitieron distinguir el aporte energético mitocondrial del citoplasmatico, y estudiar el
efecto de protondforos, de inhibidores metabdlicos y de la H*-ATPasa de membrana
plasmatica (Ramos y col., 1975, 1977, 1980; Stoppani y Ramos, 1978).

Ademas, la directa proporcionalidad entre el grado de inhibicién del transporte de
L-leucina por agentes alquilantes, y las velocidades de su penetracion a través de la
membrana plasmatica de S. cerevisiae, excluyeron la posibilidad que grupos sulfhidrilos
de los sistemas de transporte de leucina estuvieran expuestos sobre la superficie
externa de la membrana plasmatica (Ramos y col., 1983).

Estudios sobre el pHi y el ApH en diferentes condiciones metabdlicas, sugirieron
que no hay una relacion estricta entre el ApH y el transporte de L-leucina en S.
cerevisiae : en general a mayor ApH a través de la membrana se verificd un aumento en
la velocidad de transporte por cada uno de los sistemas (Bongioanni y Ramos, 1988).

Por otra parte, Grenson y col. (1970), demostraron que en células crecidas con
prolina como fuente de nitrdgeno, el transporte de L-citrulina, que utiliza el sistema
GAP1 exclusivamente, fue inhibido por L-leucina.

Posteriormente, Kotliar y col. (1990, 1994), utilizando la cepa silvestre de S.

cerevisiae MMY2 y su mutante isogenica MMY2/H3 gap1, crecidas en diferentes medios



de cultivo, establecieron la participacion de los sistemas GAP1, S1y S2 en el transporte
de L-leucina, a partir de sus parametros cinéticos, especificidades y sensibilidades a la
fuente de nitrégeno presente en el medio de crecimiento. Stella y col. (1992), estudiaron
las actividades de los tres sistemas en relacidn con la concentracién intracelular de
protones y el ApH a través de la barrera de permeabilidad.

Con respecto a la especificidad de los sistemas S1 y S2, éstos son fuertemente
inhibidos por L-isoleucina, L-valina y L-norleucina, aminoacidos estructuralmente
relacionados con L-leucina (Kotliar y col., 1994). Sin embargo, debido a la superposicion
de las actividades de los sistemas S1 y S2, la especificidad de sustrato de cada sistema
no pudo ser estudiada en mas detalle y otros autores asumieron tacitamente que L-
isoleucina y L-valina son también sustratos de estos sistemas.

En Schizosaccharomyces pombe Sychrova y col. (1989), mostraron que el
transporte de L-leucina es mediado por dos sistemas en células crecidas en medio
complejo YPD. El sistema de alta afinidad es inhibido competitivamente por
L-isoleucina, L-valina, L-fenilalanina y L-cisteina.

Por otra parte, las propiedades del transporte de L-isoleucina y L-valina en S.
cerevisiae han sido poco estudiadas. El transporte de L-valina exhibe dos componentes,
siendo uno de ellos el sistema GAP1 (Ferreras y col., 1989). Tullin y col. (1991),
identificaron un sistema de alta afinidad, denominado BAP1, que transportaria los
aminoacidos de cadena ramificada en condiciones de represién de la GAP1. En
mutantes bap? operan sistemas de baja afinidad para el transporte de estos

aminoacidos.

I. 4. 3. Mutaciones pleiotrépicas que afectan el transporte de aminoacidos

Aunque desde un punto de vista cinético, los sistemas de transporte de
aminoacidos en S. cerevisiae parecerian operar independientemente unos de otros, hay
evidencias que sugieren que podrian tener elementos en comun.

Sorsoli y col. (1964), aislaron una mutante cuyo crecimiento no fue inhibido por
altas dosis de los analogos de metionina o fenilalanina, etionina o p-fluorfenilalanina
respectivamente. En esta cepa la incorporacion de metionina, leucina y serina
disminuy6. La naturaleza pleiotropica de esta mutacidn recesiva, fue puesta de

manifiesto por una disminucion de 40 veces en la incorporacion de un hidrolizado de



algas radiactivo. Una mutacion similar designada aap? fue descripta por Surdin y col.
(1965) y las cepas aap? fueron resistentes a los efectos inhibitorios de etionina,
canavanina, tienilalanina y p-fluorfenilalanina. En 1971 Grenson y Hennaut, aislaron una
mutante designada apf? con el mismo fenotipo, resistente a la inhibicién del crecimiento
por tiosina, D-norleucina, L-azetidina 2-carboxilato, cicloleucina y cicloserina ademas de
los otros analogos ya mencionados. Esta mutante, en contraste con una cepa normal,
puede usar glicina como fuente de nitrégeno pero no prolina. El crecimiento fue lento
cuando glutamato, aspartato, valina, triptofano, fenilalaniana o serina fueron usadas
como fuentes de nitrogeno. La mutacién apff es alélica a la aap? y afecta
pleiotropicamente la actividad de la GAP1 y de varias permeasas especificas
(arginina, lisina, histidina, glutamato, leucina, metionina, serina, valina y prolina) que
presentan una reducida Jmax pero sin variar el valor de Ky, mientras que la incorporacion
de pirimidinas y adenina es normal. Por lo tanto, distintos sistemas de transporte de
aminoacidos poseen un factor comun para el desarrollo de su actividad normal.

Horak y Kotyk (1993), realizaron un analisis funcional de la mutacién apf1
mostrando que ni el potencial de membrana o0 el ApH fueron afectados, tampoco
encontraron cambios en el contenido intracelular de ATP y en la actividad de la
H'-ATPasa medida por su capacidad de hidrolizar ATP y extruir protones. En forma
independiente Ljungdahl y col. (1992), aislaron la mutante shr3 (resistente a altas dosis
de L-histidina), alélica a la mutante apf1. El gen SHR3 fue clonado y secuenciado y a
partir de datos cinéticos, genéticos y de inmunofluorescencia, mostraron que la proteina
SHR3 es una proteina integral del reticulo endoplasmatico y que su interaccién con
dominios estructurales de las permeasas de aminoacidos son necesarios para el
procesamiento y transporte efectivo de las mismas desde el reticulo endoplasmatico a
la membrana plasmatica. Por consiguiente, defectos asociados con mutaciones en el
locus APF1/SHR3 producen la reduccion de proteinas de transporte de aminoacidos en
la membrana plasmatica, como consecuencia de su defectiva translocacién desde el
reticulo endoplasmatico a la membrana plasmatica.

Roon y col. (1977 a y b), aislaron mutantes denominadas amt” defectivas en el
transporte de amonio y aminoacidos (triptofano, alanina y prolina) y que crecen
pobremente con glutamina como fuente de nitrogeno. El hallazgo que esta mutacion
afecta tanto a la GAP1 y a ciertos sistemas especificos sugiri6 la posibilidad que



diferentes permeasas compartan uno 0 mas componenetes estructurales y propusieron
que la mutacidon amt’ podria restringir el acople de energia metabdlica para la
incorporacion de esos sustratos.

Banerjee y col. (1984), aislaron una mutante de S. cerevisiae termosensible, que a
la temperatura restrictiva es defectiva pleiotropicamente en el transporte de
aminoacidos. La incapacidad de esta mutante para acumular aminoacidos se debe a
una disminucién en la actividad de la fosfofructoquinasa (PFK). Esta deficiencia produce
una disminucién en la formacion de ATP, que lleva a una disminucion en la actividad de
los sistemas que dependen de energia. No se puede descartar que un fenomeno similar

sea el responsable del comportamiento de la mutante amt”

I. 5. Regulaciéon del transporte de aminoacidos

Los sistemas de transporte de aminoacidos de miroorganismos eucariotas estan
controlados y modulados por diferentes tipos de sistemas de regulacién, que pueden
agruparse en dos niveles distintos: 1) a nivel de la expresién de los genes estructurales
y de la sintesis de las permeasas y 2) a nivel de sus actividades. Mientras la represion y
la induccién son, probablemente, los Unicos mecanismos de regulaciéon del primer tipo,
en el segundo caso los mecanismos abarcan la inactivaciéon, la transinhibicion, la
retroinhibicion y la regulaciéon que se ejerce por compartimentalizacion intracelular de los

nutrientes incorporados (Horak, 1986).

I. 5. 1. Regulacién de la sintesis de permeasas

En S. cerevisiae, la sintesis de permeasas de aminoacidos es controlada por
varios procesos regulatorios, algunos de los cuales son generales y otros mas
especificos.

La expresién de genes de permeasas puede ser constitutiva (que ocurre sin la
adicion de un efector exdégeno) como es el caso de la mayoria de las permeasas de
aminoacidos y de la permeasa de ureidosuccinato-alantoato UEP1/DALS o inducible
(dependiente de una molécula efectora inductora) como la permeasa UGA4, especifica
para el acido y-aminobutirico (GABA) (Grenson, 1992).

Un mecanismo regulatorio general denominado represion catabdlica por nitrégeno

(NCR), opera en células crecidas en fuentes ricas de nitrégeno (amonio, asparagina y
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glutamina) y controla la sintesis de un cierto numero de permeasas tanto constitutivas
como inducibles (Grenson, 1992) y se comenta en la seccion I. 5. 2.

Los transportadores especificos de aminoacidos como la permeasa de arginina,
CAN1 (Grenson y col., 1966); la permeasa de lisina, LYP1 (Grenson, 1966); la
permeasa de metionina, MTP1 (Gits y Grenson, 1967) y la permeasa de arginina, HIP1
(Crabeel y Grenson, 1970) son insensibles a la NCR y son sintetizadas en células
creciendo en medio minimo conteniendo iones amonio sin la adicion de ningun
inductor.

Para estudiar los procesos regulatorios diferentes de la NCR, es decir la
regulacion especifica de la sintesis constitutiva o inducible de los transportadores
sensibles a la NCR , las células de S. cerevisiae, son crecidas con prolina o urea como
unica fuente de nitrégeno, en ausencia de NCR.

Algunos de los aspectos del mecanismo de sintesis constitutiva de las permeasas
GAP1, PUT4 y UEP1/DALS fueron estudiadas por varios autores (Bysani y col., 1990;
Jauniaux y Grenson, 1990; Rai y col., 1989; Vandenbol y col., 1989). Ellos identificaron
en las secuencias de DNA 5’ proximal de estos genes dos pequefias regiones de un
pentanucleétido 5'-GATAA-3’ requeridas para su optima expresion y que son esenciales
para la actividad UAS (upstream activating sequences). La expresion constitutiva del
gen UEP1/DALS, requiere del producto del gen GLN3. Mutantes g/in3 presentan bajos
niveles de glutamina sintetasa y tienen también niveles mas bajos de otras enzimas del
metabolismo del nitrdgeno (Cooper y col.,, 1990; Mitchell y Magasanick, 1984). El
comportamiento de estas mutantes sugirid6 que GLN3 podria ser un activador
pleiotropico de la expresion de varios genes que participan en el metabolismo del
nitrédgeno. E! analisis molecular del gen GLN3 revelé que la proteina contiene una
region rica en residuos de cisteina con propiedades in vitro de unién al DNA y que
probablemente se une a las secuencias UAS GATAA de varios genes de permeasas
(Stanbrough y Magasanik, 1996).

La permeasa UGA4 de S. cerevisiae, especifica para GABA es inducible (Grenson
y col., 1987) y es coinducida con las enzimas catabdlicas del GABA: GABA
transaminasa (UGA1) y succinato semialdehido deshidrogenasa (UGA2). El proceso de
induccion se demostré a nivel del RNAm, por la acumulacién de los genes transcriptos
UGA4 y UGAT después de la adicion de GABA a células en crecimiento (André, 1990).
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En la sintesis inducida de los productos de los tres genes participan distintas
combinaciones de proteinas regulatorias positivas y negativas, especificas vy
pleiotropicas (André, 1990; André y Grenson, 1990; Coornaert y col., 1991; Ramos, F. y
col., 1985; Vissers y col., 1989, 1990). El producto del gen regulatorio, UGA43, ejerce
un control negativo sobre la expresion de la permeasa UGA4 y mutaciones en el mismo

hacen constitutiva la expresién de la permeasa UGA4 (Vissers y col., 1989).

I. 5. 2. Inactivacion y represion catabdlica por nitrogeno (NCl y NCR)

La permeasa GAP1, exhibe la mayor actividad en células crecidas en una fuente
pobre de nitrogeno como prolina o urea, y no es activa en células crecidas con iones
amonio (Grenson y col., 1970). Esta situacion es el resultado de un doble control que
involucra: la inhibicidn de la actividad de la permeasa (NCI) y la represion de su sintesis
(NCR). Estos mecanismos regulatorios pueden perderse separadamente como
resultado de mutaciones.

En la inactivacion catabolica por nitrogeno (NCI), después de la adicion de iones

amonio a un cultivo de células creciendo en prolina, la GAP1 sufre una rapida y
completa inactivacion. Esta inhibicidn de la actividad de la permeasa es reversible y
puede ser suprimida por varias mutaciones (Grenson, 1983a): las mutaciones pgr estan
localizadas en el gen GAP1 y afectan especificamente a esta permeasa (Grenson y
Acheroy, 1982), mientras que las mutaciones npi71 y npi2 son independientes del locus
GAP1. En estas mutantes, debido a la ausencia de inactivacién, puede observarse la
represion de la sintesis de la permeasa disparada por iones amonio. mientras las
células estan en crecimiento se detiene un incremento posterior en la actividad de la
permeasa. Como consecuencia de esta doble regulacién, la permeasa GAP1 es activa
en células creciendo con iones amonio sélamente cuando ambos mecanismos de
control se suprimen por mutaciones apropiadas. Las mutaciones npi1 y npi2 son
pleiotropicas, ademas de inactivar el proceso inactivante de la GAP1, también afectan
de la misma manera a las permeasas. de prolina PUT4, de ureidosuccinato/alantoato
UEP1/DALS (Grenson, 1983a), de glutamina GNP1 (Grenson y Dubois, 1982) y las
permeasas de metilamina-iones amonio MEP1 y MEP2 (Dubois y Grenson, 1979;
Grenson y Dubois, 1982). El analisis funcional y molecular del producto del gen NP/1



21

demostré que es requerido para la inactivacién y degradacion de la GAP1 y que es
idéntico al producto del gen RSP5, una proteina ligasa (enzima E3) ( Hein y col., 1995).

Por otra parte, las mutaciones que anulan especificamente la inactivacion por
amonio de una permeasa (la mutacion prr esta localizada en el gen PUT4, mientras que
la mutacion gar esta en el gen UGA4), probablemente afecten un sitio receptor de NCI
de las permeasas y fortalecen la idea que la NCI, se debe a una modificacién quimica
de la permeasa (Grenson, 1992).

Para que la permeasa general de aminoacidos sea activa en células
desreprimidas, es necesaria la integridad del gen NPR1 (reactivador de las permeasas
de nitrogeno) (Dubois y Grenson, 1979; Grenson, 1983b; Grenson y Dubois, 1982).
Mutaciones en el locus NPRT1 tienen un efecto pleiotropico, las permeasas que
requieren la proteina NPR1 son todas sensibles a los iones amonio (Grenson, 1992).
Las mutaciones npi1 y npi2, suprimen el efecto de las mutaciones npr1 y ademas, el
producto del gen NPR1 no es necesario para la actividad de las permeasas. El conjunto
de estos datos llevaron a Grenson y col. a la conclusién que el producto del gen NPR1
es una proteina reguladora que ejerce un control positivo sobre la actividad de estas
permeasas y que es exclusivamente requerido para contrarrestar el efecto inactivante
de los productos de los genes NPI. La idea anterior, se refuerza por el hecho que la
proteina NPR1 tiene dominios de proteina quinasa (Vandenbol y col., 1990) que podria
actuar directamente fosforilando las permeasas. Stanbrough y Magasanik (1995)
demostraron que la activacion de la GAP1 es producida por fosforilacion.

La represion catabodlica por nitrégeno (NCR) de la sintesis de la GAP1 fue

estudiada por Grenson y col., en cepas mutantes npi1 y npi2, que anulan el mecanismo
de inactivacion de la permeasa. Estos autores demostraron claramente que la sintesis
de la GAP1 es reprimida en células creciendo en presencia de iones amonio. En células
silvestres creciendo con prolina la transcripcién del gen fue alta, pero muy baja con
iones amonio 0 asparagina como fuente de nitrégeno (Jauniaux y Grenson, 1990). EI
mismo resultado se obtuvo con las permeasas sensibles a amonio PUT4 (Jauniaux y
col., 1987) y UEP1/ DALS (Rai y col., 1987). De esta manera la represion catabdlica por
nitrdgeno, actuaria alterando la transcripcion de los genes de permeasas o reduciendo
la estabilidad de los transcriptos. La posible molécula efectora de la NCR podria ser

glutamina, ya que en mutantes g/n1's con la glutamina sintetasa termosensible



(reducida sintesis endégena de glutamina a la temperatura restrictiva), se produce la
desrepresion de varias permeasas y enzimas, aun en presencia de altas
concentraciones de amonio (Grenson, 1983a) y la represion es restaurada por adicion
de glutamina al medio de cultivo. En las mutantes g/n1®°, se acumulan los genes
transcriptos de las permeasas PUT4 (Jauniaux y col., 1987) y GAP1 (Jauniaux y
Grenson, 1990) a la temperatura restrictiva aun en presencia de iones amonio.

También, el producto del gen URE2/GDHCR (Coschigano y Magasanik, 1991) ha
sido identificado como una proteina reguladora negativa que interviene en la represion
de la sintesis de las permeasas GAP1 y PUT4 y de enzimas del catabolismo de
compuestos nitrogenados como NAD-glutamato deshidrogenasa, arginasa, alantoinasa
y urea amidoliasa (Dubois y col., 1977). En condiciones de represion, la mutacion
gdhCR produce insensibilidad a la represion por iones amonio de las enzimas
nombradas y aumenta fuertemente la acumulacion de los genes transcriptos de las
permeasas GAP1 (Jauniaux y Grenson, 1990) y PUT4 (Jauniaux y col., 1987).

En la Figura |. 3 se resume la regulacion de la GAP1 (Grenson,1992).

NCR

gen GAPI

B RNAm GAP1

Permeasa GAPI1
activa

Permeasa GAP1
inactiva

reactivacion inactivacion

Figura |. 3. Regulacion de la sintesis y actividad de la permeasa GAP1 en S. cerevisiae.
En la parte superior del esquema se representa la represion de la sintesis de la
permeasa y en la inferior las caracteristicas del proceso de inactivacion -reactivacion.
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I. 5. 3. Transinhibicion y retroinhibicién

Una de las caracteristicas de los sistemas de transporte de aminoacidos en
levadura es su unidireccionalidad. Para evitar la acumulacién indefinida de los
sustratos, que conducirian a la lisis, las células han desarrollado mecanismos de
inhibicion de la actividad de las permeasas, conocidos como retroinhibicion y
transinhibicién. Precargando las células de levadura con histidina, se produce una
rapida inhibicion de la incorporacion posterior de histidina, mientras que no se produce
efecto precargando con otros aminoacidos (Crabeel y Grenson, 1970; Kotyk y Rihova,
1972). La GAP1 es retroinhibida por la preacumulaciéon de sus sustratos; esta inhibicion
es no competitiva, ya que los valores de Ky no varian, mientras que los valores de Jmax
disminuyen (Grenson, 1992). Para cada permeasa, la especificidad de sustrato y del
retroinhibidor es la misma; la Unica excepcién es la permeasa de prolina que es
transinhibida por todos los aminoacidos (Horak y Rihova, 1982). El transporte de la
mayoria de los aminoacidos en S. cerevisiae, es inhibido cuando se bloquea la sintesis
de proteinas con cicloheximida. Este hecho, puede deberse a la retroinhibicion de las
permeasas por los aminoacidos sintetizados por las células (Grenson y col., 1968) ya
que, si las levaduras se ayunan de fuente de nitrdgeno para bloguear la sintesis de

proteinas, se produce una muy alta actividad de transporte (Grenson y col., 1970).

I. 5. 4. Compartimentalizacion intracelular de los aminoacidos

En S. cerevisiae, los aminoacidos son transportados y almacenados en las
vacuolas como una reserva de nitrdgeno. Wiemken (1975) y Durr y col. (1979),
analizaron cuantitativamente los reservorios citoplasmatico y vacuolar, en células de
S.cerevisiae creciendo en medio minimo, observando que los aminoacidos basicos se
localizan casi exclusivamente en las vacuolas, los aminoacidos acidos, glicina, treonina
y prolina en su mayor parte en el citoplasma y los aminoacidos restantes repartidos un
50% en el citoplasma y un 50% en la vacuola. Estudios cinéticos realizados en
vesiculas de membrana vacuolar indicaron la presencia de siete sistemas
independientes de contratransporte H'/aminoacido con estrecha especificidad de
sustrato, todos impulsados por una fuerza protén motriz establecida por hidrélisis de
ATP (Sato y col., 1984 a y b). Para verificar si la compartimentalizacion celular es la
causa del flujo unidireccional en el transporte de aminoacidos, Opekarova y col. (1993)
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estudiaron el transporte de arginina en vesiculas de membrana plasmatica obtenidas de
celulas que sobreexpresaban el gen CAN7 (permeasa de arginina) y en una mutante
deficiente en la permeasa can? de S. cerevisiae. Estos experimentos mostraron que la
asimetria cinética de la permeasa de arginina es la responsable para retener el sustrato
en las vesiculas una vez que ha sido incorporado. Ni la adicion de arginina al medio
externo, ni la anulacion de la fuerza protdn motriz por desacoplantes lleva a un eflujo
significativo de la arginina acumulada. Por lo tanto, el influjo unidereccional no esta

relacionado a la comparimentalizacion celular.

l. 6. Mecanismo de acoplamiento de energia en el transporte de aminoacidos

l. 6. 1. Hipotesis quimiosmotica

La hipétesis quimiosmatica desarrollada por Mitchell para explicar la transduccién
de energia en mitocondrias, cloroplastos y membranas bacterianas (Mitchell, 1963) fue
posteriormente utilizada, para la interpretacion del transporte activo de nutrientes
(hidratos de carbono y aminoacidos) a través de la membrana plasmatica en células
eucariotas.

El concepto quimiosmético en su forma mas general postula que la fuerza
impulsora del transporte activo de un soluto es un gradiente electroquimico de iones: H"
en el caso de la mayoria de los miroorganismos procariotas (Ramos, S. y col., 1976) y
eucariotas y Na' en todas las células de mamiferos (Christensen, 1985). En el primer
caso la incorporacion del nutriente esta ligada con la captaciéon de H' por medio de un
transportador especifico al que se unen ambos, proceso denominado cotransporte (el
ion impulsor y el soluto se mueven en la misma direccion) y el gradiente de protones es
generado por un sistema de membrana identificado como H'-ATPasa que expulsan H'
al medio extracelular acoplada con hidrélisis de ATP.

De esta manera, el gradiente electroquimico de protones (Au w+ / F = Ap) viene
dado por la ecuacion:

Ap=AY -23 RTApH/F

donde Ap es la fuerza protén motriz, AV es el potencial de membrana y ApH la

diferencia (pH, - pHe) a través de la membrana.
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En un gran numero de experimentos se observé que cuando S. cerevisiae es
suspendida en un medio sin fuente de energia externa o cuando es cultivada en
condiciones aerdbica o anaerébica en presencia de un sustrato fermentable, se produce
un descenso del pHe (Riemersma y col., 1974; Sigler y col., 1978). La acidificacion del
medio externo esta relacionada a la glucdlisis mas que a la respiraciéon (Sigler y col.,
1978, 1981).

La caracterizacion de una H'-ATPasa dependiente de Mg2+ en membrana
plasmatica de levadura Schizosaccharomyces pombe (Delhez y col., 1977; Dufour y
col., 1980) y S. cerevisiae (Peters y Borst-Pauwels, 1979, Serrano, 1980; Willsky, 1979)
con distintas propiedades de la mitocondrial (Schatz y col., 1967) y de membrana de
vacuola (van der Wilden y Matilde, 1978) permitid demostrar que es el componente
responsable del transporte electrogénico de protén. La H'-ATPasa de membrana
plasmatica es inhibida por ortovanadato, DCCD y DES que también inhiben la extrusion
de protones y por el antibiético DIO 9, pero es practicamente insensible a oligomicina,
ouabaina y azida (Bowman y col., 1978; Delhez y col., 1977; Dufour y Goffeau, 1980;
Dufour y col., 1980; Goffeau y Slyman, 1981, Peters y Borst-Pauwels, 1979; Serrano,
1978,1980; Wilisky, 1979).

El transporte de H* dependiente de ATP fue demostrado por reconstitucion de
ATPasa purificada de membrana plasmatica en liposomas de S. cerevisiae (Malpartida
y Serrano, 1981 a y b), S. pombe (Villalobo, 1982; Villalobo y col., 1981) y S.
carisbergensis (Lichko y Okorov, 1984).

Cid y Serrano, (1988) utilizando mutantes con una ATPasa termosensible
demostraron que no hay transporte de leucina o histidina a la temperatura restrictiva
mientras que la actividad de transporte se restablece a la temperatura en que la H'-
ATPasa acidifica el medio, constituyendo una evidencia de la relacion entre el proceso
de acidificacién del medio externo y el transporte de nutrientes como los aminoacidos.

Aunque existe un acuerdo general en que muchos sistemas de transporte estan
impulsados por el Ap, hay evidencias de que algunos aminoacidos como L-prolina son
escasamente transportados en condiciones de anaerobiosis, sin que los valores del
ApH y del AY esten reducidos significativamente (Horak y Kotyk, 1986). Horak y Kotyk
han sugerido que la actividad de los sistemas de transporte no dependen estrictamente

de la diferencia total del gradiente electroquimico, sino que han enfatizado la
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importancia de gradientes locales de pH, cuyos valores podrian diferir de los medidos

considerando una distribuciédn uniforme de protones dentro de la célula.

I. 6. 2. Cotransporte de aminoacidos, la funciéon del potasio

Eddy y col. (1970a) observaron que en S. carisbergensis semiayunada la
velocidad inicial de transporte de glicina era estimulada al disminuir el pH de la
suspension de levadura y se producia el eflujo de dos equivalentes de K’ y el transporte
del aminoacido era inhibido no competitivamente elevando la concentracion externa de
K'. Datos similares se obtuvieron con el metabolismo energético bloqueado (Eddy y
col., 1970b) donde las células retienen la capacidad de acumular glicina a bajas
concentraciones contra su gradiente a un pH. relativamente bajo y a baja concentracién
extracelular de K', produciéndose un influjo de dos H'y la expulsion de dos K* (Eddy y
col., 1971; Seaston y col., 1976). Una compensacion estequiométrica de carga por K*
también fue detectada para el transporte de glicina en S. cerevisiae (Ballarin-Denti y
col., 1984) y para glicina, L-lisina, L-arginina y L-glutamato en C. utilis (Eddy y col.,
1977) cuando la bomba de protones no esta en funcionamiento.

Estos datos llevaron a la conclusién que la acumulacion de aminoacidos bajo
ciertas condiciones es un proceso impulsado por el flujo combinado de H* y K hacia
sus gradientes idnicos a través de la membrana plasmatica. Varios investigadores
demostraron que el movimiento compensatorio de los iones K' tiene solamente una
funcién facultativa. La incorporacion de glicina en presencia de glucosa no acelera el
recambio de K* (Eddy y col., 1970a), la incorporacién de glicina en presencia de K* fue
menor cuando la levadura fermenta glucosa comparada con condiciones de ayuno y la
incorporacion de glicina fue inhibida parcialmente por DNP en células energizadas con
glucosa. EI DNP impide el transporte activo de glicina en suspensiones de levadura
bloqueadas en su metabolismo energético porque anula el gradiente de protones
(Mitchell, 1963; Seaston y col., 1976). Las investigaciones de Ramos y col. (1977, 1980)
sobre el efecto de conductores de protones en el transporte de leucina, en cepas p’
deficientes respiratorias de varias especies de Saccharomyces constituyeron una
importante confirmacién de que el aminoacido es concentrado por las células a
expensas de un gradiente de H' y que la salida de K' sirve simplemente para neutralizar

el influjo de H* cuando la bomba de protones no esta en funcionamiento.



I. 7. Objetivos

El transporte de L-leucina en S. cerevisiae es mediado por la permeasa general de
aminoacidos, GAP1, inactiva en medios conteniendo una fuente rica de nitrégeno como
los iones amonio o una fuente compleja, y al menos por otros dos sistemas mas
especificos, cinéticamente caracterizados y definidos como S1 y S2 (Ramos y col.,
1980; Kotliar y col., 1994). La multiplicidad de permeasas, transportando L-leucina,
constituye una dificultad en el estudio del transporte del aminoacido por cada una de
ellas. En el caso de sistemas multiples, para soslayar este inconveniente, se inactiva
selectivamente cada una de las permeasas transportando un dado aminoacido,
seleccionando mutantes resistentes a la inhibicion del crecimiento, en presencia de
analogos toxicos, que se incorporan a las células por las mismas permeasas que los
sustratos naturales. Utilizando esta metodologia se obtuvo la cepa MMY2/H3 gap7, que
permitié determinar las propiedades cinéticas de S1 y S2, sin interferencia de la GAP1
(Kotliar y col., 1994).

Por otra parte, experimentos de inhibicidn de la entrada de L-leucina por otros
aminoacidos estructuralmente relacionado, en la cepa MMY2/H3 gap?, mostraron la
misma especificidad de los sistemas S1 y S2. Debido a la superposicion de las
actividades de S1 y S2, no se pudieron estudiar individualmente otras propiedades. Por
consiguiente, el aislamiento y caracterizacion de mutantes defectivas en el transporte
de L-leucina por los sistemas S1 y/o S2, es un paso clave y previo al clonado de genes
estructurales y/o regulatorios asociados con el transporte del aminoacido.

Estudios sobre el transporte de L-leucina en Schizosaccharomyces pombe,
mostraron que L-isoleucina, L-valina, L-fenilalanina y L-cisteina son inhibidores
competitivos del transporte de L-leucina por el sistema de alta afinidad S1 (Sychrova y
col., 1989). Debido a que en S. cerevisisae, la especificidad de los sistemas de
transporte de L-leucina no fue estudiada en mas detalle, algunos investigadores
asumieron tacitamente que L-isoleucina y L-valina son también sustratos de los
sistemas S1 y S2. Sin embargo, no se presentaron evidencias experimentales de que
los aminoacidos de cadena ramificada sean transportados por S1 y S2. Ademas, el
transporte de L-isoleucina y L-valina en S. cerevisiae ha sido poco estudiado. Ferreras y
col. (1989), demostraron que en S. cerevisiae var. ellipsoideus, el transporte de L-valina

exhibe dos componentes, relacionando los mismos con la GAP1. Tullin y col. (1991),
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identificaron un sistema de alta afinidad denominado BAP1 (branched-chain amino acid
permease), que transportaria los aminoacidos de cadena ramificada, en condiciones de
represion de la GAP1.

Considerando estos antecedentes y de acuerdo a la informacion fragmentada
disponible, el objetivo de esta tesis fue el de estudiar exhaustivamente el proceso de
transporte de los L-aminoaciodos neutros y, en particular, de los aminoacidos de
cadena ramificada: leucina, isoleucina y valina en cepas silvestres, en mutantes gap71 y
en dobles o triples mutantes: gap1TFLR, defectivas en el transporte de L-leucina por los
sistemas S1, S2 o de ambos. La mutante gap1TFLR fue aislada a partir de la cepa gap?
por la resistencia a trifluorleucina, analogo téxico de leucina. Los resultados de este
estudio permitiran establecer si las mutaciones presentes en simples, dobles o triples
mutantes, defectivas en el transporte de L-leucina seran también defectivas en el
transporte de L-isoleucina y L-valina, asi como establecer las relaciones entre los
sistemas GAP1, S1 y S2 de transporte de L-leucina y el/los sistema/s de transporte de
L-isoleucina y L-valina.

Con el fin de cumplir con los objetivos expuestos, se decide realizar el siguiente
plan de investigacion:

1- Caracterizacion cinética de los sistemas de transporte participantes.

2- Especificidad de los mismos.

3- Relacion actividad de transporte/pH externo.

4- Regulaciéon de la actividad de los sistemas transportadores por la fuente de

nitrégeno del medio de cultivo.

5- Genes relacionados con la actividad de transporte por los sistemas S1y S2.
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Il. MATERIALES Y METODOS

Il. 1. Cepas

En este trabajo se utilizaron las siguientes cepas de Saccharomyces cerevisiae
provistas por el Profesor Dr. James R. Mattoon, Director del Biotechnology Center de la

Universidad de Colorado, Colorado Springs, USA.

Cepa Genotipo

MMY?2 Mat a ura3

MMY2/H3 Mat a ura3 gap1

MMY2/H3/LT1 Mat a ura3 gap1let1 let2

MMY2/LT1/GAP1 Mat a ura3 let1 let2

KE3-R23 Mat a lys2 gap1

KE-5 (diploide) Mat a/a gap1/gap1 LET1/let1 LET2/let2
lys2ILYS2 URAS3/ura3

Las cepas haploides MMY2/H3, MMY2/H3/LT1 y MMY2/LT1/GAP1 son isogénicas
de MMY2, excepto para las mutaciones mencionadas y fueron aisladas por el Dr.
Natalio Kotliar, becario externo del CONICET, en el laboratorio del Prof. Dr. J. R.
Mattoon. La cepa MMY2/H3 deficiente en el gen estructural de la permeasa general de
aminoacidos (GAP1), fue obtenida a partir de la cepa normal MMY2 por su resistencia a
la inhibicién del crecimiento en presencia de D-histidina 10 mM en medio minimo
prolina, como fue descripto por Rytka (1975) (Kotliar y col.,, 1994). A partir de la cepa
MMY2/H3 se obtuvieron 38 mutantes resistentes a la inhibicidn del crecimiento en
presencia de trifliorleucina (TFL), analogo toxico de leucina, en medio minimo amonio.
De estas mutantes so6lo una, denominada MMY2/H3/LT1 resistente a TFL 50 uM,
mostré un lento crecimiento sobre leucina como unica fuente de nitrégeno y una
incorporacion disminuida del aminoacido. La cepa MMY2/LT1/GAP1 deriva de la cepa
MMY2/H3/LT1 y fue aislada por reversion de la mutacion gap? por su crecimiento en
medio minimo con citrulina 1 mM como unica fuente de nitrogeno y la recuperacion de

la sensibilidad a D-histidina 10 mM en medio minimo prolina. La cepa KE3-R23 tiene un
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93,75 % del contenido genético de MMY2/H3 y fue obtenida a partir de la misma por
cuatro cruces sucesivos.

El analisis genético de la mutante MMY2/H3/LT1 fue realizado y facilitado por el
Prof. Dr. J. R. Mattoon. La cepa MMY2/H3/LT1 se cruzé con la cepa KE3-R23 (sensible
a la presencia de TFL en el medio de cultivo), la diploide KE-5 que es homocigota para
la mutacion gap? se esporuld y se analizaron 14 tetradas por su crecimiento en medio
MA en presencia de varias concentraciones de TFL (rango 0-100 uM). Los resultados
de la Tabla Il. 1 muestran que la segregacién del caracter de resistencia a TFL no
corresponde a un unico gen mutado (23: 2R).

Tabla ll. 1. Segregacion de la resistencia a TFL.

Tetrada Segregacién en medio minimo amonio Genotipo
conteniendo TFL
25 uM 50 uM 75 uM 100 uM
(P)KES-3 A r S S S LETILET2
B r/S S S S LET1LET2
C R R R R let1let2
D R R R R let1let2
(T) KES5-17 A R R r/R S let1LET2
B r/R Sir Sir S LET1let2
C r S S S LET1LET2
D R R R R let1let2
(NP) KES-1 A R R R/r S let1LET2
B R r/S r/S S LET1let2
C R Sir S S LET1let2
D R R R/r S let1LET2
KE3R23 Sir S S S LETILET2
MMY2/H3/LT1 R R R R let1let2
KES5 r/R S S S

Tetradas tipo parental (P): KE5- 3 y 31, tipo no parental (NP): KES- 1, 6 y 25, tetratipo (T):
KES- 9, 11, 17, 18, 20, 23, 26, 29 y 30. Las células crecieron en placas con medio MA
sélido con concentraciones de TFL entre 0 -100 uM durante 48 horas. En medio MA
todas las cepas crecen, en medio MA + TFL se evaluaron segun la siguiente escala S:
sensibilidad (no se produce crecimiento), r. débil resistencia (crecimiento escaso) y R:
resistencia (igual crecimiento que en ausencia de TFL).

La relacion entre los diferentes tipos de tetradas, T: P: NP, 9 :2 :3, indicd que al

menos dos genes que segregan independientemente, denominados LET (leucine
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transport), estan mutados en la cepa MMY2/H3/LT1. La mutacion denominada /et
produce la resistencia a TFL hasta 75 uM, pero a concentraciones mayores de TFL se
recobra la sensibilidad, mientras que la otra mutacion let2 produce débil resistencia a
TFL (hasta 50 puM) y sensibilidad a mayores concentraciones. Cepas altamente
resistentes contienen ambos genes mutados (/et? let2) mientras que cepas sensibles

contienen los correspondientes alelos normales (LETT1LET?2).

Il. 2. Medios de cultivo y mantenimiento de las células

Los medios de cultivos empleados para el crecimiento celular fueron los

siguientes:
Medios complejos composicion por litro
YPD extracto de levadura 10 g, peptona 20 g y glucosa 20 g.

Wickerham (1951) |extracto de malta 3 g, extracto de levadura 3 g, peptona

10 gy glucosa 10 g.

Medios minimos composicion por litro

MA (minimo amonio) | biotina 0,4 mg, pantotenato de calcio 10 mg, i-inositol
200 mg, tiamina. HCI 88 mg, piridoxina. HCI 24 mg,
nicotinamida 5 mg, ZnSO4. 7HO 17,4 mg, CuSO,.
5H,O0 1mg, FeSO4. 7H0 7,3 mg, MgSO4. 7HO 1 g,
KH2,PO4 4 g, NaH,PO4 12 g, acido succinico 11,8 g,
glucosa 20 gy (NH4).SO4 3 g.

MP (minimo prolina) [L-prolina 1g como fuente de nitrbgeno en lugar de
(NH4)2S0q.

Los medios minimos utilizados fueron los descriptos originariamente por Vavra y
Johnson (1956) con algunas modificaciones. Para suplir los requerimientos auxotroficos
de las cepas, los medios minimos fueron suplementados con uracilo 10 mg I'" ylo L-
lisina 40 mg I'". El pH final fue de 4,5 ajustado con HOK 3 M.
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Todos los medios solidos contenian 30 g " de agar y en los medios minimos
solidos el pH final fue 5,0. En algunos experimentos, se utilizd una variedad de
aminoacidos agregados, individualmente, como uUnica fuente de nitrdgeno, a la
concentracion indicada en cada caso
Para el mantenimiento de las células se realizaron repiques periédicos en tubos
conteniendo YPD agar inclinado. Las células se dejaron crecer durante 48 horas a
30 °C y al cabo de ese tiempo se guardaron a 4 °C hasta el momento de su uso.

Los medios de cultivo y todo el material empleado en la siembra de las células se
esterilizaron por autoclavado a 1,1-1,3 atmodsferas de presion durante 15 minutos. Los
repiques y siembras se realizaron en condiciones estériles utilizandose luz UV y/o un

flujo laminar.

Il. 3. Cultivo y condiciones de crecimiento
Il. 3. 1. Medio liquido

En todos los experimentos se prepard iniciaimente un precultivo de las células en
5 ml del medio requerido a partir de los tubos YPD-agar, que luego se utilizé para
inocular el mismo medio liquido empleado en la experiencia. Con este fin se utilizaron
erlenmeyers con el respectivo medio liquido ocupando el 20 % del volumen total. El
volumen de precultivo sembrado fue 1-3 % del volumen final del medio de cultivo.
Todos los precultivos y cultivos crecieron hasta alcanzar el final de la fase exponencial,
en condiciones aerdbicas, con agitacion constante, en un agitador New Brunswick
modelo G-10 ( New Brunswick Scientific Co. Inc., N. Y. USA) operando a 200-250 rpm,
a una temperatura constante de 30 °C.

Las células se cosecharon por centrifugacion a 3000 x g durante 5 minutos a 4 °C,
en centrifuga Sorvall modelo RC-5 y lavadas dos veces con agua destilada. Las células
asi obtenidas, denominadas “células del medio”, se utilizaron inmediatamente para los
ensayos de transporte. En otros casos, las células se resuspendieron nuevamente en
50 ml de agua destilada y se mantuvieron en condiciones de aireacion constante
durante 18 horas, con el fin de agotar las reservas endégenas de energia. La
suspension fue centrifugada y el sedimento obtenido constituye las denominadas
“células ayunadas”. Si las células ayunadas son preincubadas con glucosa 5 mM

durante 15 minutos a 30 °C, se denominan “células energizadas”.



Il. 3. 2. Medio sélido

En los experimentos donde se comparo el crecimiento celular en placa, utilizando
diferentes aminoacidos como unica fuente de nitrogeno, las células fueron primero
cultivadas en medio minimo liquido con prolina como Unica fuente de nitrdgeno durante
28 horas. Cada cultivo fue diluido convenientemente para obtener una As;o 0,2 y una
alicuota de 10 ul se sembr6 en cada medio minimo soélido conteniendo sélo un

aminoacido como fuente de nitrégeno

ll. 3. 3. Curvas de crecimiento

El conocimiento de la curva de crecimiento es requerido para los estudios
experimentales, ya que las condiciones fisioldgicas celulares en un medio nutritivo
adecuado, varian en los diferentes estadios del crecimiento.

El cultivo de levaduras exhibe una curva de crecimiento caracterizada por tres
fases: fase inicial o de induccién (fase lag), fase exponencial de crecimiento en la cual
la velocidad de division del microorganismo es constante (fase log) y fase terminal
estacionaria.

El crecimiento celular se siguié midiendo la turbidez de la suspension de levadura
en un espectrofotémetro (Beckman, modelo DU-65) a 570 nm en funcién del tiempo. El
tiempo transcurrido entre la division de una célula y la divisién siguiente, se conoce con
el nombre de “tiempo de generacidén”; en el caso de un cultivo de levaduras, el tiempo
total de generacién para todos los individuos del cultivo es casi constante y se
denomina “tiempo de generacion medio” (G). Los tiempos de generacion se calcularon a
partir de las curvas de crecimiento, usando las lecturas de densidad Optica como
medida del niumero de células. Dicha constante puede determinarse a partir de la
pendiente en un grafico de In (A s70 nm) €n funcion del tiempo. Se aplico la siguiente
expresion:

0,693 (t- to)

G: tiempo de generacion

t: tiempo

A: absorbancia a 570 nm a tiempo t

Ag: absorbancia a 570 nm a tiempo cero



34

Il. 4. Suspension celular de trabajo

El sedimento de células se resuspendid en agua destilada y la concentracion
celular se estim6é midiendo la absorbancia a 570 nm de una alicuota de la suspension
de levaduras diluida 1:100. El dato obtenido se interpolé en una curva standard, trazada
con concentraciones conocidas de suspension celular. El valor de dicha concentracion
se considerd aproximado y se verificd en cada experimento, mediante el método de
pesada de una alicuota de la suspensién de levaduras, que se seco en estufa a 104 °C,

durante 24 horas, hasta constancia de peso.

Il. 5. Ensayo de incorporacion de L-'*C-aminoacidos de cadena ramificada

Un m! de mezcla de reaccion, conteniendo 5 mg de peso seco de células en
amortiguador ftalato acido de potasio (FHK) 20 mM, pH 45 y el L-"*C-aminoacido
(leucina, isoleucina o valina) 0,05 6 1,0 mM, se incubd a 30 °C con agitacion constante.
A los tiempos indicados en cada caso, se tomaron alicuotas de 200 ul de la mezcla de
reaccion que se filtraron inmediatamente a través de filtros Schleicher & Schull 3362 de
0,45 um de diametro de poro. Los filtros conteniendo las células se lavaron tres veces
con 2,0 ml de FHK 20 mM a 4 °C. El tiempo requerido para tomar la muestra, filtrarla y

lavarla no superé los 7 segundos.

Il. 6. Recuperacion y analisis del '*C acumulado en las células

Luego de incubar las células con L-"*C-isoleucina o L-'*C-valina como se indico en
el punto anterior, se tomaron muestras de 0,5 mi a 10 y 15 minutos, que
inmediatamente se diluyeron con 0,5 ml de solucion amortiguadora FHK 20 mM a 4 °C.
Las suspensiones se centrifugaron inmediatamente en centrifuga Eppendorf modelo
5414 (Eppendorf G, Hamburgo, Alemania). El sedimento de células se lavo dos veces
con la misma solucién amortiguadora y los sobrenadantes se reunieron para determinar
posteriormente su radiactividad. Las células se incubaron con 0,5 ml de una mezcla
metanol / agua, 9:1 (v/v) durante dos horas para la extraccion de aminoacidos. Al cabo
de ese tiempo, la suspension fue centrifugada y, tanto en el residuo de levaduras como
en el sobrenadante metandlico, se midié la radiactividad. De esta manera se pudo

diferenciar la fraccion '*C-no soluble (aminoacido incorporado a proteinas) de la
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fraccion soluble en metanol / agua (aminoacidos solubles). Para verificar que la marca
soluble pertenecia a los aminoacidos ensayados, se realizdé una cromatografia de los
sobrenadantes (previamente concentrados y resuspendidos en agua) sobre papel
Whatman N° 1. El solvente de corrida utilizado fue la mezcla n-butanol : acido acético :
agua (25:4:10). La cromatografia se corrié aproximadamente durante 5 horas, luego el
papel se dejé secar y se reveld con solucidon de ninhidrina 2% en acetona para
observacion visual, dando la tipica coloracion azul violacea para la reaccion con los
a- aminoacidos. El papel se corté en fracciones de 1,0 cm, a los que se les midid la
radiactividad. La radiactividad de la fraccion '*C-no soluble, se determiné
resuspendiendo el residuo de levaduras en 0,2 ml de agua destilada y colocando la

misma en 5 mi de liquido de centelieo Bray (1960).

Il. 7. Determinacion del contenido intracelular de aminoécidos libres

Las células de levadura fueron cultivadas y cosechadas segun la técnica
descripta. Las células se lavaron dos veces con agua destilada libre de amonioa 4 °C y
se resuspendieron en 10 ml de la misma a 4 °C, de modo de obtener una suspension
de aproximadamente 6 mg ml". De dicha suspension, una porcion se utilizo para la
determinacién del peso seco y del resto se tomaron muestras de 1 ml que fueron
centrifugadas, los sobrenadantes se descartaron y los precipitados se extrajeron dos
veces con metanol /agua (9:1). Al cabo de dos horas, las muestras fueron centrifugadas
y los extractos metandlicos se evaporaron en desecador al vacio. Los residuos se
disolvieron en solucién amortiguadora de citrato de sodio 50 mM, pH 2,2 y analizados
sus contenidos de aminoacidos, empleando un analizador de aminoacidos Beckman
119CL.

Il. 8. Determinacion de parametros cinéticos

Para determinar las velocidades iniciales de transporte de cada aminoacido se
tomaron muestras entre 0 y 4 minutos, de la manera descripta anteriormente, rango en
el cual la incorporacion es lineal. Las velocidades se calcularon a partir de la pendiente
de la regresion lineal para cada concentracion externa del aminoacido ensayado.

Cuando se trabajé con el sistema GAP1 desreprimido, el calculo de las velocidades
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iniciales se realizé hasta 1-2 minutos, dependiendo del aminoacido ensayado, debido a

la rapida saturacion que presenta dicho sistema en estas condiciones experimentales.

Il. 9. Ensayos de inhibicion del transporte de los L-'*C-aminoacidos

Para determinar el efecto de diferentes aminoacidos sobre el transporte de los
L-"*C-aminoacidos de cadena ramificada, a la suspension celular de trabajo se le
adicioné simultanemente (tiempo cero) el aminoacido competidor y el aminoacido
radiactivo ensayado, al cabo de 3 minutos de incubacion las muestras fueron
procesadas como se describioé en Il. 6. La concentracion del aminoacido competidor fue

diez veces mayor que la del aminoacido radiactivo.

Il. 10. Efecto del pH extracelular sobre el transporte de L-"*C-leucina

La entrada de L-'*C-leucina se midié utilizando una mezcla de reaccién, en la cual
las células fueron resuspendidas en solucion amortiguadora de FHK 20 mM de
diferentes pH (3,0-6,0). Al cabo de 3 minutos de incubacion las muestras fueron

procesadas como se describid previamente.

Ii. 11. Determinacion del pH intracelular

El método utilizado se basa en la medicion de la distribucion intra-extracelular de
un acido débil como el acido benzoico (Bongioanni y Ramos, 1988). Las medidas se
realizaron en condiciones analogas a las descriptas para el estudio de la incorporacion
de L-"*C-leucina (amortiguador, filtracion, lavado, etc), reemplazando el aminoacido por
el acido'*C-carboxi-benzoico 50 uM. La concentracion intracelular del acido (Ci) se
determino a partir de la radiactividad retenida en la membrana filtrante y el volumen de
agua intracelular, 2 pl mg'1 de peso seco de células (Cooper, 1982). La concentracion
externa del acido (Ce) se calculd por diferencia entre los umoles iniciales de acido "c-
carboxi-benzoico presentes en la muestra y los umoles retenidos en el filtro, el volumen
extracelular se consideré igual al volumen de muestra tomado (0,2 ml).

La concentracion intracelular de protones (H'), se calculé mediante la siguiente

ecuacion:
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(H')i=[CilCe (1/ (H")e+ 1/ Kg) - 1/ Kg]

donde (H"). es la concentracion extracelular de protones determinada por la solucion
amortiguadora del medio y K4 es la constante de disociacion del acido benzoico (6,31 x
10 M).

El gradiente de la concentracion de protones, ApH se calcul6 de acuerdo a : ApH =

pH; - pHe, donde pH. corresponde al valor de pH de la solucién amortiguadora.

Il. 12. Medida de la salida de protones

Las células (6 mg ml") se resuspendieron en 5 ml de FHK 4 mM y glucosa 5 mM,
la modificacién del pHe a 30 °C se siguid en un pHmetro Corning modelo 130. La
concentracién de protones liberados al medio se estimaron a partir de una calibracion

previa con pulsos de HCI.

Ii. 13. Determinacion de la radiactividad de las muestras

La actividad total de '*C de las muestras retenidas en las membranas filtrantes,
fue determinada en un contador de centelleo liquido Tracor Analytic Delta 300 (Tracor
Analytic, lllinois, USA). Los filtros, una vez secos, se transfirieron a viales de vidrio
conteniendo 5 ml de la mezcla centelleadora compuesta por 2,5-difenil oxazol (PPO) 2,5
gy 1,4-bis 5-fenil-2-oxazoil benceno (POPOP) 50 mg por litro de tolueno.

En el caso de determinar la radiactividad de muestras acuosas se empled el
liquido de Bray como mezcla centelleadora (Bray, 1960), conteniendo PPO 4g;, POPOP
0,2 g; naftaleno 60 g; etilenglicol 60 ml; metanol 100 ml y dioxano hasta completar 1

litro.

Il. 14. Preparacion de protoplastos

Las células de levadura fueron cuitivadas, cosechadas y lavadas segun la técnica
descripta. Las células se resuspendieron en concentracion aproximada de 30-50
mg ml”', en solucion amortiguadora Tris-HCI 100 mM pH 9,3 conteniendo 1% de
2-mercaptoetanol y se incubaron durante 30 minutos con agitacion a 30 °C.
Posteriormente la suspension se centrifugd a 4 °C, el sedimento se lavé con sorbitol

1M . Las células pretratadas se resuspendieron a la misma concentracién anterior en el
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estabilizador osmotico sorbitol 1 M conteniendo 3-4% (p/v) de la enzima Helicasa
(Laboratorios IBF, Industrie Biologique Francaise) y se incubaron a 30 °C. La
transformacioén de células en protoplastos se siguié en funciéon del tiempo por medida de
densidad 6ptica de la suspension, diluyendo alicuotas de la mezcla de reaccion 1:10 en
agua (pH 9,3) o en sorbitol 1 M, verificandose la lisis de los protoplastos en agua.
Cuando el 90 % de las células fueron convertidas en protoplastos (60 min), determinado
por observacion microscépica y recuento de alicuotas diluidas (camara de Neubauer),
se centrifugaron a 2500 g durante 5 minutos y el precipitado se lavé dos veces con
sorbitol 1 M a 4 °C. Los protoplastos asi obtenidos se conservaron en frio hasta su
posterior utilizaciéon. El contenido de proteinas de los protoplastos se determind por el

método de Lowry (1951) utilizando albumina bovina como standard.

il. 14. 1. Coloracion de PAS

La coloraciéon de PAS (acido peryodico de Schiff) permitio diferenciar células
enteras cuya pared celular se tine de color rojo, de protoplastos que carecen de la
misma y por lo tanto no se tinen. Esta metodologia se utilizd debido a que en el
transcurso de la preparacidon de protoplastos, las alicuotas diluidas en agua de la
mezcla de reaccién mantenian la turbidez, por lo tanto 0 no se habia llevado a cabo la
transformacidon de células en protoplastos o eran protoplastos en agua.

Los extendidos de levaduras enteras y protoplastos se fijaron con carnoy (acido
acético: etanol: cloroformo, 1:6:3) y luego se sumergieron en acido peryédico 0,5 %
durante 5 minutos. Posteriormente se lavaron con agua y se sumergieron en reactivo de
Schiff (fucsina basica reducida con anhidrido sulfuroso) durante 5 minutos, se lavaron
nuevamente y una vez secos se observaron al microscopio.

Se comprobdé que en el extendido de la mezcla de reaccidon en agua habia
protoplastos, ya que no se observé tincién y ademas los bordes eran poco definidos y
difusos. Por el contrario, en el extendido sin tratamiento enzimatico las células se
tineron de rojo.

A este respecto, Kovac y col., (1987) observaron que si el pH de la suspensién en
agua es menor que 4-5, los protoplastos no se lisan pero se hacen no viables y se

deforman y si el pH es neutro o alcalino los protoplastos se lisan. Por lo tanto, durante
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el seguimiento de la formacion de protoplastos el agua para resuspender las alicuotas

fue alcalinizada.

il. 14. 2. Entrada de L-'*C-leucina

Se suspendieron protoplastos (aproximadamente 1 mg de proteinas) en
amortiguador FHK 20 mM, pH 4,5, conteniendo sorbitol 0,8 M en tubos cénicos
Eppendorf de 1,5 ml de capacidad, a 30 °C en bafno termostatico con agitacion
constante. Los ensayos de incorporacion se iniciaron por el agregado de L-"*C-leucina a
la suspension, siendo el volumen final de la mezcla de reacciéon de 0,2 ml. Al cabo de 4
minutos, la reaccion se detuvo por dilucién con sorbitol 1 M enfriado en bafo de hielo e
inmediata centrifugacidn en centrifuga Eppendorf durante 1 minuto. Los sobrenadantes
se descartaron y los sedimentos se lavaron dos veces con sorbitol 1 M frio. Para
determinar la radiactividad, los sedimentos lavados conteniendo los protoplastos, se
tomaron dos veces con 0,25 ml de solucibn metanol/agua 9:1 y se transfirieron
cuantitativamente a viales de vidrio conteniendo 5 ml de liquido de Bray como mezcla

centelladora.

il. 15. Tratamiento osmotico

Las células fueron sometidas al tratamiento de “shock osmético”, descripto por
Schwencke y col., (1971). Las células de levadura (1 g peso humedo) cultivadas,
cosechadas y lavadas como se describio, se resuspendieron en 30 mi de una solucion
hiperténica (Tris-HCI 100 mM pH 7,5 contenindo manitol 0,8 M, EDTA 0, 5 mM y 2-
mercaptoetanol 1 mM). La mezcla se incubd 10 minutos a 30 °C con agitacién vigorosa
y luego se centrifugd a 6000 g durante 7 minutos, se descartd el sobrenadante y las
células se resuspendieron rapidamente en 30 ml de solucion hipoténica fria de MgCi,
0,5 mM. La mezcla se incub6 10 minutos en bano de hielo con suave agitacion y al cabo
de ese tiempo, se centrifugd nuevamente. El sedimento resultante corresponde a
“células tratadas o shockeadas” y el sobrenadante se denomina “fluido del tratamiento

osmotico”.
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il. 16. Diseio experimental

En todos los casos T, es el tiempo de adicion del L-'*C-aminoacido a la
suspension de células en agitacidén, en el bano de incubacion a 30 °C. Las muestras
que se toman inmediatamente después de T, se denominan muestras a T, Estos
valores representan los valores de unidén del aminoacido a la barrera de permeabilidad.

Las muestras a T+ t se consideran la expresion de otros procesos. En general si t
es mayor de 4 minutos, los valores son los de incorporacion total del aminoacido y son
el resultado de la entrada, acumulacion y salida del mismo de las células. Cuando t es
menor 0 igual a 4 minutos, T+ t corresponde a la entrada, transporte o influjo, ya que
en ese intervalo no hay eflujo. Para cada una de las determinaciones se verifico la
linealidad de la incorporacion durante 4 minutos. Para el analisis cinético del transporte
de los aminoacidos estudiados, la ecuacion de Michaelis-Menten describe
adecuadamente el proceso de transporte. Sin embargo, como el transporte es medido
en células enteras los valores de K, Yy Vmax NO tienen el mismo significado como en el
caso de una reaccién enzimatica. De esta manera, los valores aparentes de Km ¥ Vmax
calculados a partir de los graficos de dobles reciprocas se refieren como Kry Jmax.

En todas las determinaciones se tomaron muestras por duplicado y cada
experimento fue realizado al menos tres veces, los valores presentados son su

promedio. La desviacion de estos valores con respecto a la media fue menos del 10%.

Il. 17. Origen y calidad de los reactivos empleados

Los aminoacidos radiactivos uniformemente marcados, L-'“C-leucina, L-'*C-
isoleucina, L-'“C-valina y L-"*C-citrulina y el acido '*C (carboxi)-benzoico fueron de New
England Nuclear, USA.

El extracto de levadura, el extracto de maita, la peptona y el agar fueron obtenidos
de Difco Laboratories, Detroit, MI, USA.

Los L- y D-aminoacidos, analogos toxicos de aminoacidos, a-D(+) glucosa, FHK,
PPO y vitaminas de Sigma Chem, Co., St. Louis, USA. EI POPOP de Nuclear Chicago,
Mass. USA. La 5,5.5-triflior-DL-leucina fue de Fairfield Chem, Blythewood, SC, USA.

Todos los demas reactivos fueron obtenidos de Merck, Darmstadt, Alemania o de

Sigma Chem, Co., USA.
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lll. Sistemas transportadores de L-leucina en S. cerevisiae cepas gapt y

MMY2/H3/LT1 gap1TFL®

La incorporacion de L-leucina en S. cerevisiae es mediada por la permeasa
general de aminoacidos GAP1, y al menos por otros dos sistemas mas especificos,
cinéticamente caracterizados y definidos como S1 y S2 (Ramos y col, 1980; Kotliar y
col, 1994). Estudios sobre el transporte de L-leucina en la cepa MMY2/H3 gap1 (Kotliar
y col, 1994) permitieron la determinacion de las propiedades cinéticas de S1 y S2 sin la
interferencia de la actividad de la GAP1. Sin embargo, no se pudieron caracterizar
individuaimente otras propiedades de S1 y S2 debido a la interferencia de la
superposicidon de sus actividades.

Por consiguiente, el aislamiento y caracterizacibn de mutantes de levadura
deficientes en el transporte, es un paso clave, previo al clonado de genes estructurales
y/o regulatorios, asociados a diferentes permeasas. El estudio de estas mutantes
proveera nueva informacion sobre los procesos mediados por multiples sistemas y
seran utiles para clarificar la complejidad genética de los sistemas de transporte.

A partir de la cepa MMY2/H3 gap? fue aislada la cepa mutante MMY2/H3/LT1
resistente a la inhibicion del crecimiento, en medio MA en presencia de TFL 50 uM.
Esta mutante fue seleccionada entre otras 37 resistentes a TFL, por su lento
crecimiento en medio soOlido sobre leucina como unica fuente de nitrdgeno y por
presentar un disminuido transporte del aminoacido, con respecto al observado en la
cepa parental MMY2/H3. Por lo tanto, teniendo en cuenta estas observaciones previas,
se consider6 de sumo interés estudiar en la cepa mutante MMY2/H3/LT1 las
propiedades del transporte de leucina en células crecidas en diferentes medios de
cultivo, sus parametros cinéticos, especificidad y efecto del pH extracelular. Dado que la
cepa parental MMY2/H3 ha sido extensamente caracterizada (Stella, 1990; Stella y
col,1992; Kotliar y col, 1994; Saenz, 1995), la mutante MMY2/H3/LT1 se comparo con la
cepa KE3-R23 gap? (congénica de MMY2/H3) que fue utilizada como cepa parental en
el analisis de tetradas, obtenidas del cruce MMY2/H3/LT1 x KE3-R23.
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fil. 1. Curvas de crecimiento

Teniendo en cuenta que el estado fisiologico de las células de levadura varia con
la fase y el medio de crecimiento, es importante conocer las curvas de crecimiento de
las cepas KE3-R23 y MMY2/H3/LT1.

A partir de las curvas de crecimiento realizadas en cada uno de los medios de
cultivo MP, MA e YPD, se calcularon los tiempos de generacion medios (G). Los

resultados obtenidos se presentan en la Tabla Il . 1.

Tabla lll. 1. Tiempos de generacion medios (G)

Medio de G(min)
cuitivo KE3-R23 MMY2/H3/LT1
MP 381 406
MA 203 238
YPD 150 160

Los tiempos de generacidn fueron calculados como se indica
en Materiales y Métodos.

Las curvas de crecimiento, asi como los valores de G en cada uno de los medios
de cultivo ensayados en ambas cepas, son similares a los hallados en cepas silvestres
y mutantes gap? crecidas en estas condiciones (Stella,1990; Bermudez Moretti, 1994,
Saenz, 1995). En consecuencia el fenotipo de resistencia a TFL de la cepa
MMY2/H3/LT1, tanto en el medio MA como en el medio MP, no afecté el transporte y/o
utilizacion de esas fuentes de nitrogeno.

El tiempo requerido para alcanzar el final de la fase exponencial de crecimiento fue
de 28-30 horas en el medio MP y de 17-18 horas en los medios MA e YPD. Los
ensayos de transporte de leucina se llevaron a cabo en células que alcanzaron ese
estadio en el desarrollo celular.

Por otra parte, para determinar el efecto de las mutaciones /et7let2 en la cepa
MMY2/H3/LT1 sobre la velocidad de crecimiento de un cultivo, cuando la fuente de
nitrégeno es leucina, se midieron los tiempos de generacidn en células crecidas en

medio MLeu a diferentes concentraciones del aminoacido. Es de esperar que exista una
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correlacién en la velocidad de crecimiento y la capacidad de transporte de leucina por
los sistemas presentes en cada una de las cepas estudiadas.

Como se observa en la Tabla Ill. 2, tanto en la cepa silvestre MMY2 como en las
mutantes gap? cepas MMY2/H3 y KE3-R23, las velocidades de crecimiento son
aproximadamente constantes a las concentraciones 10 y 4 mM de leucina.

La importancia de la GAP1 en el transporte de leucina 1 mM se pone de
manifiesto en el aumento de los valores de G (aproximadamente en 90 min) en las
cepas gap1.

Las mutaciones let7let2 presentes en la cepa MMY2/H3/LT1 aumentaron el

tiempo de generacion en 180 min a las tres concentraciones de leucina ensayadas.

Tabla Ill. 2. Tiempos de generacién medios (G) en medio minimo leucina

G (min)
Cepas Medio minimo leucina
10 mM 4 mM 1 mM
MMY2 299 289 325
MMY2/H3 319 339 432
KE3-R23 305 326 438
MMY2/H3/LT1 501 518 599

Las células crecieron en medio minimo con leucina como unica
fuente de nitrégeno a las concentraciones indicadas en cada caso.
Los tiempos de generacién se calcularon como se indica en
Materiales y Métodos.

IIl. 2. Entrada e incorporacion de L-'*C-leucina

ll. 2. 1. Medios complejos

Se estudié la incorporacion de L-'*C-leucina en la cepa MMY2/H3/LT1 crecida en
medios complejos como Wickerham e YPD conteniendo una fuente de nitrogeno de
composicién quimica no definida (Figura Ill. 1). Para estudiar el transporte de L-'C-
leucina en esta mutante se emplearon las concentraciones externas 0,05 y 1,0 mM del

aminoacido, utilizadas para la caracterizacién de los sistemas S1 y S2 respectivamente.
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pmol L- 14 c.leucina/ g. ps
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tiempo (min)

Figura Ill.1: Incorporacion de L-leucina en células de la cepas KE3-R23 (o) y
MMY2/H3/LT1(e) crecidas en medio YPD. En la cepa MMY2/H3/LT1 la incorporacion
de L-leucina se midi6 a 30 °C (m) y 0 °C (4) en células crecidas en medio Wickerham

Las concentraciones de L-'*C-leucina externa fueron de 0,05 mM (A) y 1,0 mM (B).
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Los valores de la incorporacion pueden representarse en forma lineal en ambos
medios de cultivo y a las dos concentraciones externas del aminoacido.

La Figura Il. 1 muestra que en células crecidas en medio YPD, la cepa
MMY2/H3/LT1 presenta una reducida incorporacion de L-leucina, comparada con la
obenida en la cepa KE3-R23 para ambas concentraciones ensayadas. En la cepa
MMY2/H3/LT1 los valores de L-leucina 0,05 y 1,0 mM incorporados fueron 1,18 y 7,75
umol/g.ps respectivamente, a los 10 minutos, mientras que en la cepa KE3-R23 fueron
5,96 y 27,72 umol/g.ps.

En células de la cepa MMY2/H3/LT1 crecidas en medio Wickerham se obtuvieron
resultados similares a los encontrados por crecimiento de las células en medio YPD. Si
se tiene en cuenta que en ambos medios de cultivo y luego de 10 minutos de
incubacion, la L-leucina permanece distribuida homogéneamente como tal en el
reservorio soluble (Ramos y col, 1975), y considerando que el contenido de agua
intracelular es de 2 ul mg'1 (Cooper, 1982), se pueden calcular las concentraciones
intracelulares de L-leucina; sin considerar que ademas del aminoacido incorporado, las
células poseen un reservorio enddégeno de leucina.

Los valores presentados en la Tabla lll. 3 indican que las células de ambas cepas

han realizado un proceso de transporte concentrativo del aminoacido.

Tabla Ill. 3. Concentraciones intracelulares de L-'*C-leucina en los medios complejos

Cepa L-leucina ¢ | Concentracién intracelular (mM)
(mM) YPD Wickerham
KE3-R23 0,05 2,98 n.d
1,0 13,86 n.d
MMY2/H3/LTA1 0,05 0,59 0,47
1,0 3,88 2,70

Los valores fueron calculados a partir de los datos de
incorporacion de L-leucina a 10 minutos de la Figura lll. 1.

Por lo tanto, la baja capacidad de transporte de L-leucina en la mutante
MMY2/H3/LT1 no se debe a un proceso de difusidén, ya que ademas no se detectd
transporte de L-leucina a 0 °C (Figura Ill. 1). El ligado inespecifico fue de 36 y 271
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nmol/g.ps para L-leucina externa 0,05 y 1,0 mM respectivamente, y permanecié

constante durante el tiempo de medida.

lIl. 2. 2. Medios minimos

En la Figura lll. 2 se observan los resultados del estudio de la incorporacion de
L- leucina 0,05 y 1,0 mM en células de las cepas KE3-R23 y MMY2/H3/LT1, crecidas en
medios minimos conteniendo prolina o iones amonio como fuente de nitrégeno.
Comparando los trazados de incorporacion de L-leucina 0,05 mM luego de 10 minutos
de incubacién de ambas cepas, se observa una reduccion entre 5 y 2,5 veces en los
valores de acumulacion del aminoacido en células de la cepa MMY2/H3/LT1, crecidas
en los medios MP y MA respectivamente. Las concentraciones intracelulares de
L-leucina presentadas en la Tabla lll. 4 indican que las células de ambas cepas han
concentrado el aminoacido, excepto en células crecidas en medio MA ensayadas a una

concentracion externa de L-leucina 1,0 mM.

Tabla lll. 4. Concentraciones intracelulares de L-'*C-leucina en los medios minimos

Cepa L-leucina Concentracion intracelular (mM)
(mM) MP MA
KE3-R23 0,05 2,21 0,51
1,0 9,54 1,53
MMY2/H3/LT1 0,05 0,47 0,26
1,0 2,80 0,95

Los valores fueron calculados a partir de los datos de incorporacién de
L-leucina a 10 minutos de la Figura Ill. 2.

Por otra parte, puede inferirse de la Figura lil. 2 que tanto los valores de
incorporacion como los de velocidades iniciales de transporte de L-leucina (Tabla lll. 5)
en la cepa KE3-R23 es fuertemente afectada por la calidad de la fuente de nitrogeno
presente en el medio de cultivo. La presencia de una buena fuente de nitrégeno como
los iones amonio durante el crecimiento, produce una reduccion entre 4-5 veces en la
actividad de transporte de leucina a las dos concentraciones externas ensayadas, al

compararlas con las maximas desarroliadas en los medios YPD o MP.
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Figura Ill. 2: Incorporacion de L-leucina en células de las cepas KE3-R23 (o, 4) y
MMY2/H3/LT1 (e, A) crecidas en medios minimos. La incorporacion de L-leucina se

midié en células crecidas en los medios MP (o, @) y MA (A, 4). Las concentraciones de
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L-'*C-leucina externa fueron de 0,05 mM (A)y 1,0 mM (B).
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Tabla Ill. 5. Velocidades iniciales de transporte de L-"*C-leucina en los medios minimos

Cepa L-leucina ex Velocidad inicial (pmol g ' min™")
(mM) MP MA
KE3-R23 0,05 0,43 0,12
1,0 1,85 0,36
MMY2/H3/LT1 0,05 0,09 0,05
1,0 0,56 0,28

Los valores fueron calculados a partir de las pendientes de los trazados
de la Figura lll. 3 hasta 4 minutos.

Esta diferente actividad de transporte de L-leucina dependiente de la fuente de
nitrdgeno presente en el medio de cultivo, fue demostrada en la cepa parental
MMY2/H3 gap1 (Stella,1990; Kotliar y col, 1994; Saenz,1995).

En la cepa mutante MMY2/H3/LT1 este efecto es menos significativo y se puede
observar en la Tabla Ill. 5 que si bien las velocidades iniciales de transporte de L-
leucina 1,0 mM son practicamente las mismas en células de ambas cepas crecidas en
medio MA, en la cepa KE3-R23 se produce una inhibicidon de 5 veces, mientras que en
la cepa MMY2/H3/LT1 es de 2 veces, con respecto a los valores obtenidos en medio
MP.

Ill. 3. Efecto de activadores e inhibidores metabodlicos

Para determinar la dependencia energética del transporte de leucina en la cepa
MMY2/H3/LT1, se mididé su entrada en presencia de glucosa y etanol, y de inhibidores
del metabolismo energético. En la Tabla lll. 6 muestran los resultados obtenidos. La
presencia de glucosa o etanol en el medio de reaccion no estimuld el transporte de L-
leucina, en células energizadas.

El protonoforo DNP (dinitrofenol) y la NaNj; (azida soédica) que inhibe la
transferencia de electrones de la cadena respiratoria a nivel de la citocromo oxidasa,
inhibieron el transporte de L-leucina entre un 36-53%.

Sin embargo, el consumo simultaneo de glucosa, previno en cierto grado la

inhibicion del transporte por DNP y NaN3.
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Tabla lll. 6. Efecto de activadores e inhibidores del metabolismo energético

% Inhibicion

Adiciones (mM) L-'*C-leucina
0,05 mM 1.0 mM

glucosa 5 0 2
etanol 10 0 12
DNP 0,05 44 53
NaN;3 0,05 38 36
glucosa S5+ DNP 0,05 12 28
glucosa 5 + NaNj 0,05 14 19

Células energizadas de la cepa MMY2/H3/LT1 crecidas en medio
Wickerham. Los valores controles del transporte a 3 minutos de
L-"*C-leucina 0,05 y 1,0 mM fueron 0,34 y 1,70 umol g

IIl. 4. Parametros cinéticos

Se investigaron las cinéticas del transporte de L-leucina en células de ambas
cepas crecidas en los medios MP (Figura Ill. 3) y MA (Figura lll. 4). Los valores de los
parametros cinéticos Kr y Jmax S€ presentan en la Tabla lll. 7.

La velocidad inicial de transporte de L-leucina en funcion de su concentracion
externa produjo curvas hiperbdlicas.

La representacion de los datos, segun el analisis de Eadie-Hofstee (v en funcion
de VIS), es claramente bifasica en células de la cepa KE3-R23 crecidas en los dos
medios de cultivo, indicando la operacion de dos sistemas cinéticamente caracterizables
S1y S2 (Figuras Ill. 3 - llI. 4). Los valores de Kr y Jmax SOn semejantes a los descriptos
en la cepa MMY2/H3 (Kotliar y col,1994).

El mismo tipo de analisis de los datos cinéticos obtenidos para la cepa
MMY2/H3/LT1 condujo a una representacion lineal, consistente con la operacién de un
solo sistema obedeciendo una cinética de Michaelis-Menten. No se detecté actividad de
transporte de leucina correspondiente al sistema S1 de alta afinidad en células crecidas
en ambos medios de cultivo. El valor de Ky determinado en la cepa mutante TFL® es
similar al del sistema S2 descripto en la cepa KE3-R23, pero el valor de Jmax fue
sustancialmente inferior en células provenientes del medio MP aunque similar a las

provenientes del medio MA.
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Figura lll. 3: Cinética de transporte de L-leucina en células de las cepas KE3-R23 (A) y
MMY2/H3/LT1 (B) crecidas en medio MP.
Inset: (A) Representacion de Eadie-Hofstee.

(B) Representacion de Linewever-Burk.
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Figura lll. 4: Cinética de transporte de L-leucina en células de las cepas KE3-R23 (A) y
MMY2/H3/LT1 (B) crecidas en medio MA.
Inset: (A) Representaciéon de Eadie-Hofstee.

(B) Representacion de Linewever-Burk.
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Tabla lll. 7. Parametros cinéticos del transporte de L-leucina

Cepas Medio de | Krq Jmax 1 Krz2 Jmax 2
cultivo (uM)  (umolmin'g™) | (MM)  (umolmin" g™
KE3-R23 MP 47 0,71 0,38 2,64
KE3-R23 MA 51 0,25 0,53 0,57
MMY2/H3/LT1 | MP 0,31 0,64
MMY2/H3/LT1 | MA 0,41 0,44

Los valores de los parametros cinéticos se calcularon a partir de las
representaciones de las Figuras IH. 3y Ill. 4.

Estos resultados sugieren que la resistencia a TFL en la cepa MMY2/H3/LT1 se
relaciona con la pérdida del sistema de alta afinidad de transporte de leucina, mutacion
let1, mientras que la disminucion en la actividad de transporte de L-leucina por el
sistema S2, produciendo la ausencia de desrepresion en las células crecidas en medio

MP, con la mutacion fet2.

ll. 5. Especificidad

Con el fin de estudiar la especificidad del sistema de baja afinidad-baja capacidad
presente en la cepa MMY2/H3/LT1, se llevaron a cabo experimentos de la entrada de
L-'*C-leucina en presencia de varios aminoacidos no radiactivos, agregados
individualmente a la mezcla de reaccion.

Los resultados de la Tabla lll. 8 indican que en las dos cepas el transporte de
leucina es fuertemente inhibido por los aminoacidos estructuralmente relacionados,
isoleucina y valina asi también como por metionina y el analogo de cadena lineal de
leucina, norleucina; los porcentajes de inhibicion (50-75%) aumentan con el incremento
de la concentracion externa de leucina.

Sin embargo, DL-TFL produce una inhibicién diferencial sobre el transporte de
leucina a bajas concentraciones: 40% en la cepa KE3-R23 y 8% en la mutante
MMY2/H3/LT1. Para la concentracion externa 1,0 mM los porcentajes de inhibicidbn son

similares (50%).



Tabla ill. 8. Efecto de varios aminoacidos sobre el transporte de L-leucina

% Inhibicion
Adiciones L-'*C-leucina 0,05 mM L-'*C-leucina 1,0 mM
KE3-R23 MMY2/H3/LT1 KE3-R23 MMY2/H3/LT1
L-leucina 68 44 79 71
L-isoleucina 63 42 78 72
L-valina 36 23 65 69
L-norleucina 75 55 86 70
DL-TFL 40 8 48 49
L-metionina 53 43 69 69
L-prolina 0 2 15 18
L-citrulina 1 3 9 6
L-alanina 39 - 65 61
L-serina 48 74 71
L-norvalina 62 - 74
L-fenilalanina 39 65
L-treonina 43 66
L-glutamato 18 48
L-aspartato 20 51
L-glutamina 20 47
L-asparagina 55 61
L-arginina 9 25
L-histidina 2 19
L-lisina 10 - - 11

Las células crecieron en medio MP. Los valores controles luego de 3 minutos de
incubacién fueron: 1,44 y 0,31 umol g'1 para las cepas KE3-R23 y MMY2/H3/LT1
respectivamente para la concentracion externa de L-leucina 0,05 mM, y de 6,28 y
1,96 umol g para las cepas KE3-R23 y MMY2/H3/LT1 respectivamente para la

concentracion externa de L-leucina 1,0 mM.
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Por otra parte, citrulina que es transportada exclusivamente por el sistema GAP1

(Grenson y col, 1970) y prolina que es transportada por el sistema altamente especifico
PUT4 (Lasko y Brandriss,1981) no produjeron efectos inhibitorios significativos. Ambos

aminoacidos fueron utilizados como controles negativos.

Teniendo en cuenta resultados previos (Kotliar y col., 1994) y que en la cepa KE3-
R23 gap1, excepto citrulina y prolina, el resto de los aminoacidos inhibieron el
transporte de leucina a las dos concentraciones externas ensayadas, se decidié indagar
el efecto de otros aminoacidos sobre el transporte de L-leucina 0,05 mM en la cepa

KE3-R23 y de L-leucina 1,0 mM en la cepa MMY2/H3/LT1 (Tabla lli. 8).
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En las dos cepas, el transporte de leucina fue inhibido por alanina, norvalina,
fenilalanina, treonina, serina y asparagina entre 39-74%. En cambio, glutamina,
glutamato y aspartato causaron 50% de inhibicion del transporte de leucina en la cepa
MMY2/H3/LT1 y solamente 20% de inhibicién en la cepa KE3-R23. Histidina, lisina y

arginina, no produjeron inhibiciones significativas.

lll. 6. Efecto del pH externo

Se investigd la dependencia de la actividad de transporte de L-leucina con el pH
extracelular (pHe), en células de ambas cepas crecidas en medio MP. La respuesta a
cambios en el pHe fue diferente en las dos cepas, como puede observarse en la Figura
I 5.

En la cepa KE3-R23, la actividad de transporte de L-leucina a las dos
concentraciones externas ensayadas depende de las variaciones de pH. en el rango
3,5-6,0. Los valores maximos se obtuvieron a pH 5,5y 6,0 para L-leucina 0,05y 1,0 mM
respectivamente, y corresponden a un incremento de aproximadamente el 50% en los
valores de entrada de L-'*C-leucina. En el rango de pHe 4,5-6,0 los valores de entrada
del aminoacido no se modificaron significativamente.

En la cepa mutante MMY2/H3/LT1, el transporte de L-leucina 0,05 mM es 6ptimo a
pH 3,5 que corresponde a un valor de entrada de 0,40 umol g", un 70% mayor que el
obtenido a pH 6.0. El transporte de L-leucina 1,0 mM depende débilmente del pHe, con

una entrada maxima a pH 4,5.
lll. 7. Determinacién del pH intracelular

A pHe 45 el valor de pH intracelular (pHi), determinado por el método de
distribucion del acido benzoico (Bongioanni y Ramos, 1988) fue de 6,16, siendo ApH de
1,66 6 98 mV. Estos valores son similares a los determinados para la cepa parental
MMY2/H3 (Stella y col, 1992, Saenz,1995) y al de otras cepas de levadura (de la Pefia
y col, 1982; Bongioanni y Ramos, 1988).
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Figura lll. 5. Efecto del pH externo sobre el transporte de L-leucina en las cepas KE3-
R23 (o) y MMY2/H3/LT1(e). La entrada de L-leucina se midié a 3 minutos en células
crecidas en medio MP. Las concentraciones de L-'*C-leucina externa fueron de 0,05
mM (A) y 1,0 mM (B).
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L. 8. Actividad de la H'-ATPasa

Se ha demostrado que el transporte de aminoacidos en levadura es un proceso
impulsado por un gradiente electroquimio de protones, generado por la H'-ATPasa de
membrana plasmatica (Horak, 1986). Para establecer si el transporte disminuido de L-
leucina en la mutante MMY2/H3/LT1 se debe a una baja actividad de la H'-ATPasa , se
midié su actividad en funcion de la salida de protones después de la adiciéon de glucosa
5 mM, en células suspendidas en FHK 4 mM (Figura Ili. 6), concentracién que permite

una medida eficiente de la acidificacion del medio externo (Stella, 1990).
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Figura Ill. 6. Medida de la actividad de la H'-ATPasa de membrana plasmatica en la

cepa mutante MMY2/H3/LT1.
Para medir Ila salida de protones, células crecidas en medio MP se ayunaron como se

describié en Materiales y Métodos y se suspendieron en FHK 4 mM en presencia de
glucosa 5 mM a 30 °C.

En células ayunadas el agregado de glucosa 5 mM provoca una salida neta de
protones que aumenta con el tiempo de incubacion (Figura lil. 6), y que luego de 10
minutos corresponde a 152 nmol/mg.ps, siendo este valor semejante al encontrado por
Stella (1990) en la cepa diploide JB65 (169 nmol/mg.ps) en las condiciones en que el

transporte de L-leucina es mediado por los sistemas S1y S2.
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IIl. 9. Determinacion del contenido intracelular de leucina

Baichwal y col. (1983) aislaron una mutante SK103, resistente a TFL, en la que la
enzima o-IPM (a-isopropil malato) sintetasa, del camino biosintético de leucina y
codificada por el gen LEU4 , es insensible a la retroinhibicidon por leucina, el producto
final de la via. Las mutantes conteniendo el alelo LEU4 ™" producen 15 veces mas
leucina que una cepa normal y por lo tanto el aumento del reservorio intracelular de
leucina, esta asociado a la resistencia a la inhibicion del crecimiento en presencia de
TFL. Teniendo en cuenta que cuando las células son precargadas con un dado
aminoacido, su transporte posterior disminuye, seria posible entonces, que una elevada
concentracion de leucina intracelular produjera la inhibicion de las permeasas de leucina
reduciendo su transporte.

Con el fin de descartar la posible presencia del alelo LEU4™  en Ia cepa mutante
MMY2/H3/LT1, se determinaron los reservorios intracelulares solubles de aminoacidos
en esta cepa y en su parental MMY2/H3 y también en la cepa KE3-R23 (Tabla lll. 9) .

Tabla lll. 9. Concentraciones intracelulares de aminoacidos libres

Aminoacidos (mM) KE3-R23 MMY2/H3 MMY2/H3LT1
leucina 1,37 0,23 0.38
isoleucina 2,12 0,43 0,86
valina 7,27 0,85 1,30
glicina/alanina 40,23 7.18 527
treonina/serina 42,99 2,35 2,14
fenilalanina 0,67 0,06 nd
metionina 0,50 n.d n.d
tirosina 2,63 0,10 0,51
histidina 4,17 0,56 0,56
lisina n.d 2,15 3.28
arginina 4,34 3,34 4,34
prolina 13,52 13,48 1,62
aspartato 5,99 3.66 423
glutamato 36,60 47,81 38,34

Las células crecieron en medio MP y el reservorio intracelular de
aminoacidos se analizb como se describié en Materiales y Métodos. n.d: no
determinado.



58

En la Tabla Ill. 9, se observa que los valores de las concentraciones de leucina,
isoleucina y valina, no difieren en mas de dos veces para las cepas MMY2/H3 y su
mutante TFLR MMY/H3/LT1. Los reservorios de los otros aminoacidos mostraron
diferencias similares entre las cepas, excepto para prolina. Por consiguiente, es
improbable que la cepa mutante MMY2/H3/LT1 contenga el alelo LEU4™

Las diferencias mas significativas se detectaron en el contenido de la mayoria de
los aminoacidos analizados entre las dos mutante gap? cepas MMY2/H3 y KE3-R23.
Sin embargo, a pesar de estas diferencias el transporte de L-leucina no resultd

afectado, ya que los parametros cinéticos de ambas cepas son similares.

lll. 10. Crecimiento celular en placa y transporte de aminoacidos

Las ceélulas de levadura puden utilizar como nutrientes para el mantenimiento de
sus funciones fisiolégicas, una amplia variedad de compuestos nitrogenados y en
especial, los aminoacidos. El transporte de estos nutrientes exégenos al interior de las
células, constituye entonces el primer paso para su metabolizacion posterior.

Una metodologia utilizada para indagar las consecuencias fisiolégicas de una
mutacion que afecta el transporte de uno o varios aminoacidos, es evaluar su
crecimiento cuando éstos son utilizados como fuente de nitrégeno. A este respecto, el
crecimiento puede ser imposible, lento 0 no aiterado como consecuencia del tipo de

mutacién y de la actividad de las permeasas de aminoacidos.

lll. 10. 1. Aminoacidos como fuente de nitrégeno

Se analizé el crecimiento celular en medio soélido, utlizando diferentes
aminoacidos como unicas fuentes de nitrdgeno. Los resultados obtenidos para las
cepas estudiadas pueden observarse en la Tabla lil. 10.

Los resultados demostraron que la levadura S. cerevisiae no utiliza lisina como
fuente de nitrogeno (Kreger-van Rij, 1984) y tampoco el analogo de leucina y-metil-
leucina. Todas las cepas mutantes crecieron de manera similar a la cepa normal MMY2
cuando prolina, arginina, glutamina, asparagina, glutamato, aspartato, alanina y o-

aminobutirato, fueron las fuentes de nitrégeno.
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Tabla lll. 10. Crecimiento celular con aminoacidos como unicas fuentes de nitrégeno

Aminoacido MMY2 MMY2/H3  KE3-R23  MMY2/H3/LT1 MMY2/LT1/GAP1
normal gap1 gap1 gaplletilet2 lettlet2

prolina 3/4 3 3 3 3
arginina 5 5 5 5 5
citrulina 4 1 1 1 4
gutamina 4 4 4 4 4
asparagina 5 5 5 5 5
glutamato 4 4 4 4 4
aspartato 4 4 4 4 4
o-aminobutirato 4 4 4 4 4
tirosina 4 2/3 2/3 2/3 4
triptofano 5 3/2 3/2 3/2 5
alanina 3 3 3
leucina 4 3 3 1 3
isoleucina 4 0 4
valina 4 3/4 3/4 1 4
norleucina 3 3 3 2/1 3
norvalina 4/3 3 3 2 4/3
treonina 4 3 3 1 4
serina 1 3/4
metionina 3 2/3 2/3 1 2/3
fenilalanina 3 2 2 0 3
cisteina 2/3 2/3 2/3 2 2/3
y-metil-leucina 0 0 0 0 0
lisina 0 0 0 0 0

Las células crecieron en medio minimo solido durante 3 dias, con la adicion de un unico
aminoacido (1mM), como fuente de nitrégeno. La produccién del crecimiento se evalud
por medio de una escala empirica. Crecimiento 5: muy intenso; 4: denso; 3: moderado;
2: escaso; 1: trazas y 0: no crecimiento.
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Por lo tanto, la mutacion gap7, las mutaciones letflet2 o la combinacion
gapiletilet2 no afectaron la capacidad de transporte de los aminoacidos mencionados
anteriormente.

Por otro lado, las cepas mutantes gap7 no crecieron en presencia de citrulina, en
contraste con la cepa normal MMY2 y la revertante MMY2/LT1/GAP1, resultado
esperado ya que este aminoacido es transportado casi exclusivamente por el sistema
GAP1 (Grenson y col.,1970).

La mutacién gap? produjo un crecimiento algo mas lento sobre el resto de las
fuentes de nitrogeno estudiadas, en particular sobre tirosina y triptofano sobre los
cuales fueron observados los efectos mas significativos. En cambio, en la revertante
let1let2 no se observaron diferencias en el crecimiento con respecto a la cepa normal, lo
que demuestra la importancia de la GAP1 en el transporte de estos aminoacidos.

Sin embargo, a diferencia de lo observado en las mutantes gap?, la mutante
gaplletilet?2 practicamente no crece sobre las siguientes fuentes de nitrégeno: leucina,
isoleucina, valina, treonina, serina, metionina y fenilalanina y presenta un mas lento
crecimiento sobre norleucina y norvalina. Por lo tanto, las mutaciones /et afectaron la
actividad de transporte y/o utilizacion de un amplio grupo de aminoacidos, tanto

hidrofébicos como hidrofilicos, en el caso de serina y treonina.

lll. 10. 2. En presencia de analogos toxicos

Otra metodologia que se utilizd para evaluar la funcionalidad de las permeasas
especificas de aminoacidos, fue el analisis del efecto de analogos toxicos de
aminoacidos sobre el crecimiento celular. Cepas normales son sensibles a la presencia
de analogos tdxicos en el medio de cultivo y no crecen, mientras que la resistencia a la
inhibicion del crecimiento puede ser causada por un defecto en la permeabilidad, que
también afecta la incorporacion normal del aminoacido o por una mutacion relacionada
con el proceso de regulaciéon de la actividad de transporte de la permeasa, que puede
ser especifica para una dada permeasa o causar un efecto pleiotropico sobre la
actividad de varias permeasas.

En la Tabla Ill. 11 se muestran los resultados obtenidos.



61

Tabla lll. 11. Crecimiento celular en presencia de analogos téxicos

Medio MP MMY2 MMY2/H3  KE3-R23 MMY2/H3/LT1 MMY2/LT1/GAP1
normal gap1 gapt gaplletilet2 let1let2

L-canavanina ' S S S S S

B-2-tienilalanina 2

L-etionina *

Azaserina *

D-norleucina®

Azaleucina ®

B-cloroalanina 2

A »w 0V DV XD DV D
w o o no nu nonu

DL-TFL®

w o nuo nuo nu nuoon
w nw O 0 nu nu on
w nu 0 D OV O n

|

Las ceélulas crecieron durante 48 hs en medio minimo sélido con prolina 10 mM como
fuente de nitrogeno y las adiciones individuales indicadas a las siguientes
concentraciones: (1) 40 pg/mi; (2) 100 pg/ml; (3) 50 pg/ml; (4) 9,7 mM y (5) 100 uM. El
crecimiento de las células se compard con el producido en medio MP sdélido en
ausencia de analogo téxico. R: resistentes, S: sensibles.

Todas las cepas resultaron sensibles a la presencia de L-canavanina y [-
cloroalanina, analogos toxicos de arginina y alanina respectivamente y por lo tanto, no
hubo crecimiento celular, indicando que las mutaciones gap?, let o la combinacién
gapilet no afectaron la permeasa especifica de arginina (Grenson y col., 1966) y el
transporte de alanina.

Las cepas normal MMY2 y la revertante MMY2/LT1/GAP1 let1let2, son también
sensibles a la presencia en el medio de cultivo de los demas analogos toxicos
ensayados, indicando que éstos son transportados por la GAP1. Unicamente las cepas
con actividad de la permeasa general de aminoacidos, fueron sensibles a la presencia
de D-norleucina y azaleucina y no crecieron. Por lo tanto, la GAP1 es el sistema
principal de su transporte ya que, las cepas que son gap? fueron resistentes y
crecieron.

Los analogos toxicos de fenilalanina, metionina y serina: f3-2-tienilalanina, L-

etionina y azaserina, respectivamente, produjeron la inhibicion del crecimiento en las
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cepas gap1, debido a la presencia de sistemas de transporte mas especificos para
estos aminoacidos.

En contraste, la cepa MMY2/H3/LT1 gap1letilet2 es completamente resistente a
estos analogos toxicos. Estos resultados concuerdan con los ensayos de crecimiento,
utilizando los aminoacidos anteriores, individualmente, como unica fuente de nitrégeno
y que las mutaciones /et afectaron la actividad de transporte de estos aminoacidos.

Ademas, en medio MA con TFL las cepas MMY2/H3/LT1 gaptletilet2 y MMY2/
LT1/GAP1 let1let2 son resistentes, indicando que la GAP1 se encuentra reprimida en la
revertante y que presenta el mismo fenotipo que la cepa MMY2/H3/LT1 gap1letilet2.

Gits y Grenson (1967), caracterizaron dos sistemas especificos para el transporte
de metionina en medio MA. El sistema de alta afinidad es inhibible por etionina y
utilizaron este analogo para obtener mutantes defectivas en este sistema denominadas
metp1. E! transporte de leucina, isoleucina, valina, serina y treonina, entre otros
aminoacidos, no se vid afectado por la mutacion mtp?1 (metp1), siendo entonces la
permeasa de alta afinidad altamente especifica para metionina. Estos autores sugieren
que el sistema de transporte de metionina de baja afinidad podria corresponder a una
permeasa que ademas de metionina transporta serina y treonina.

Teniendo en cuenta los resultados de Gits y Grenson (1967) y los del presente
trabajo, es mas probable que el gen LET2 esté relacionado con el sistema de transporte
de metionina de baja afinidad descripto por los autores mencionados.

Como se comentd en la Introduccion, han sido aisladas varias mutaciones que
afectan el transporte de leucina entre otros aminoacidos. Las mutaciones alélicas aap1
(Surdin y col., 1965), apf1 (Grenson y Hennaut, 1971) y shr3 (Ljungdahl y col., 1992),
aisladas en varios laboratorios como resistentes a una variedad de analogos toxicos de
aminoacidos, afectan la actividad de la permeasa general de aminoacidos y también la
actividad de varias permeasas especificas de aminoacidos, con disminucion de los
valores de Jmax, Sin modificar apreciablemente los valores de Ky (reducido transporte de
prolina, arginina, lisina, histidina, glutamato, leucina, metionina, serina y valina)
(Grenson y Hennaut, 1971). La caracteristica distintiva de esas mutantes, es que no
pueden crecer con prolina como fuente de nitrogeno y, ademas, dobles mutantes

gaplapfl son incapaces de crecer con glutamato o aspartato como fuentes de
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nitrogeno. Las caracteristicas fenotipicas de la cepa MMY2/H3/LT1 gap1letilet2 (Tabla
lll. 9), no son compatibles con la presencia de esas mutaciones.

La mutante MMY2/H3/LT1 es también diferente de las mutantes raa descriptas por
McCusker y Haber (1990), que son resistentes a TFL y otros analogos téxicos de
aminoacidos, cuando las células crecen en medio minimo con urea, pero no cuando
crecen con prolina como fuente de nitrégeno. Mas aun, la mutante raa4 no crece
cuando prolina es la fuente de nitrogeno.

Todas las cepas analizadas son competentes respiratorias, ya que ademas de
crecer con prolina cuya metabolizacion es mitocondrial, presentan buen crecimiento en
medio YPGlicerol 3%, descartandose entonces alguna lesidén mitocondrial como la
observada en mutantes rho, que presentan una disminucion en la actividad de
transporte de leucina (Ramos y col., 1975).

Por otra parte, Stella y col. (1995) obtuvieron a partir de una cepa gap7/eu2 una
mutante resistente a TFL y deficiente en el transporte de leucina, cepa gap? leu2 lep1,
que recobrd la actividad de transporte de leucina al transformarla con una biblioteca de
fragmentos de ADN. La secuencia del fragmento clonado (LEP7) es homodloga con la
del gen SAC3 (Bauer y Koélling, 1996). La mutacién sac3, cuyo fenotipo de crecimiento
es la sensibilidad a bajas temperaturas, suprime otra mutacion, act7-1, termosensible a
37 °C que produce deficiencia en la biosintesis de actina (Novick y col., 1989). De esta
manera, el desarrollo de la resistencia a TFL resulté en defectos en un gen que
indirectamente afect6é el transporte de leucina. El fragmento clonado LEP1/SAC3 no
restauré el transporte de leucina en la cepa MMY2/H3/LT1 (Stella, comunicacién
personal) y adicionalmente, todas las cepas de este trabajo crecen tanto a 14 °C en
medio YPD, como a 37 °C en medio MP, descartandose la presencia de mutaciones

termosensibles.

. 11. Conclusiones

En este capitulo se caracteriza el transporte de L-leucina en la cepa mutante
MMY2/H3/LT1 gap1letilet2. Se determiné que:

- tanto en los medios MA y MP, como en el medio complejo YPD, las velocidades
de crecimiento celular son similares a las de cepas silvestres y gap7, mientras que en

medio minimo con leucina a diferentes concentraciones, como unica fuente de
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nitrogeno, el tiempo de generacion aumenta en 180 min con respecto al de las mutantes
gapT,

- la actividad de transporte de L-leucina disminuy6 considerablemente, tanto en
células crecidas en el medio minimo con prolina, como en las provenientes de los
medios complejos YPD y Wickerham, a las dos concentraciones de L-leucina
ensayadas, al compararlas con las obtenidas para la cepa KE3-R23 gap?, en esas
condiciones experimentales el transporte de L-leucina es concentrativo;

- en medio MA la actividad de transporte de L-leucina se redujo so6lo cuando se
ensayo a la concentracion 0,05 mM al compararla con la obtenida en la cepa KE3-R23
gap1, mientras que a la concentracion 1,0 mM se obtuvieron valores similares en
ambas cepas. En este ultimo caso el aminoacido no es concentrado por las células;

- si bien la actividad de transporte de L-leucina es el doble en células crecidas en
medio MP que en medio MA, la dependencia del transporte de L-leucina por la fuente
de nitrégeno presente en el medio de cultivo es menos importante que la observada
para la cepa parental;

- por estudios cinéticos, tanto en células crecidas en medio MP como en medio
MA, un unico sistema media el transporte de L-leucina, siendo de baja afinidad y baja
capacidad, no detectandose actividad de la permeasa S1, en contraste con los dos
sistemas caracterizados en la cepa parental,

- el valor de la constante de afinidad es similar al determinado para el sistema S2
de la cepa parental pero de menor Jmax para células crecidas en medio MP.

- el transporte de leucina es inhibido por DNP y por NaN3;

-el transporte de leucina es inhibido no sélo por los aminoacidos de cadena
ramificada y los analogos de cadena lineal norleucina y norvalina, sino también tanto
por aminoacidos hidroféficos como alanina, metionina y fenilalanina, como por los
hidrofilicos serina, treonina, glutamina y asparagina y los aminoéacidos acidos glutamico
y aspartico;

- el efecto inhibitorio diferencial de TFL sobre el transporte de L-leucina 0,05y 1,0
mM son concordantes con la operacion de solamente un sistema de baja afinidad;

- el transporte de L-leucina es poco dependiente de las variaciones del pHe;
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- ni el pHi determinado a pHe 4,5, ni la actividad de la H-ATPasa se encuentran
modificados, por lo cual es improbable que el fenotipo de resistencia a TFL haya
afectado el potencial de membrana o el gradiente electroquimico de protones;

- el analisis genético de la resistencia a TFL en 14 tetradas obtenidas del cruce
MMY2/H3/LT1 x KE3-R23, indica que al menos dos genes, que segregan
independientemente son responsables del desarrollo de una completa resistencia a
TFL. Los putativos genes mutantes responsables de la resistencia a TFL se designaron
let1y let2,

- por los estudios cinéticos y el analisis genético, la permeasa de leucina de alta
afinidad y baja capacidad es primariamente responsable de la acumulacion de TFL a
niveles toxicos, ya que este sistema no es detectado en la mutante MMY2/H3/LT1
resistente a TFL,

- el componente mayor de la resistencia a TFL esta asociado con la mutacion let1
que inactiva la funcién de transporte de alta afinidad;

- la disminucion de la velocidad de transporte de leucina por el sistema S2 de baja
afinidad, en células crecidas en medio MP, es atribuida a la mutacion /et2,

- por los estudios de crecimiento en placa con diferentes aminoacidos como unica
fuente de nitrégeno y en presencia de analogos toxicos, las mutaciones /et afectaron la
actividad de transporte y/o la utilizacion de isoleucina, valina, metionina, fenilalanina,
treonina y serina;

- las caracteristicas fenotipicas de la mutante MMY2/H3/LT1 no son compatibles

con la presencia de otras mutaciones: apf1 (aap1, shr3); raa;, rho’; lep1 (sac3) y LEU™
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IV. Sistemas transportadores de L-isoleucina y L-valina en las cepas MMY2,
MMY2/H3, KE3-R23, MMY2/H3/LT1 y MMY2/LT1/GAP1

Teniendo en cuenta que la cepa MMY2/H3/LT1 presenta un crecimiento deficiente
sobre L-isoleucina y L-valina, se considero de interés la caracterizacion de los sistemas
transportadores de estos aminacidos y su relacion con los sistemas de transporte de
L-leucina. Para conocer la contribucion de la permeasa general de aminoacidos, GAP1,
en el transporte de isoleucina y valina, se utilizaron las cepas MMY2 normal y las
mutantes gap?7 MMY2/H3 y KE3-R23. El estudio del transporte de ambos aminoacidos
en la mutante MMY2/H3/LT1 gapfletilet2, deficiente en el transporte de leucina,
permitid establecer si las mutaciones let7/et2 también afectan el transporte de

isoleucina y valina.

IV. 1. Entrada e incorporacion de L-'*C-isoleucina y L-'*C-valina

Para todas la cepas, el estudio del transporte de ambos aminoacidos de cadena
ramificada se realizd en ausencia de fuentes de energia exégenas, en células crecidas
en los medios MP, MA y YPD.

IV. 1. 1. Cepa normal MMY2

Las figuras IV. 1 y IV. 2 muestran las caracteristicas de la incorporacién de
L-"*C-isoleucina y L-'*C-valina, respectivamente, en células de la cepa silvestre MMY2
crecidas en los diferentes medios de cultivo.

La incorporacion de ambos aminoacidos aumenta linealmente con el tiempo de
incubacion, por lo menos, hasta los 6 minutos en los tres medios de cultivo y a las dos
concentraciones externas ensayadas. Las excepciones corresponden a la
concentracion externa 0,05 mM para células crecidas en medio MP, donde se produce
una rapida entrada de los aminoacidos hasta aproximadamente los 2 minutos, para
luego permanecer casi constante.

La mayor incorporacion de L-'*C-isoleucina y L-'*C-valina se produce en células
crecidas con una fuente pobre de nitrégeno como L-prolina, donde la permeasa general

de aminoacidos, GAP1, exhibe la maxima actividad.
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tiempo (min)

Figura IV.1. Incorporacion de L-"*C-isoleucina en células de la cepa MMY2 crecidas en
los medios MP (e), MA (A) y YPD (m). Las concentraciones de L-'*C-isoleucina externa
fueron 0,05 mM (A) y 1,0 mM (B).
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Figura IV.2. Incorporacion de L-"*C-valina en células de ia cepa MMY2 crecidas en los
medios MP (e), MA (a) y YPD (m). Las concentraciones de L-valina externa fueron 0,05
mM (A) y 1,0 mM (B).
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En cambio, el crecimiento de las células en presencia de iones amonio o de una
fuente compleja de nitrégeno, condicion donde la actividad de la GAP1 sufre un proceso
de represion/inactivacion, se produce una disminucidn considerable en los valores de
captacién de ambos aminoacidos a las dos concentraciones externas ensayadas. Sin
embargo, en células crecidas en medio YPD, se obtuvieron mayores valores de
incorporacién de los aminoacidos con respecto a los obtenidos para el medio MA.
Ademas, en medio YPD, a la concentracion externa 0,05 mM de isoleucina y valinay a
partir de los 6 minutos de incubacion, la concentracion de los aminoacidos acumulada
es similar a la observada en el medio MP.

Al final de las incubaciones, las concentraciones milimolares intracelulares de
L-"*C-isoleucina fueron: 2,4 (0,05) y 53,2 (1,0) para el medio MP; 0,9 (0,05) y 2,0 (1,0)
para el medio MA y 3,2 (0,05) y 18,3 (1,0) para el medio YPD. Las concentraciones
milimolares intracelulares finales de L-'*C-valina fueron: 2,4 (0,05) y 51,5 (1,0) para el
medio MP; 0,8 (0,05) y 8,4 (1,0) para el medio MA y 2,1 (0,05) y 13,9 (1,0) para el
medio YPD (entre paréntesis se indican las concentraciones externas de los L-"C-
aminoacidos utilizadas). Las relaciones de concentracion (intracelular-extracelular)
alcanzadas al final de las incubaciones demuestran que el proceso de transporte de
ambos aminoacidos es concentrativo.

En la Tabla IV. 1 se observa el efecto de la fuente de nitrogeno presente en el
medio de cultivo sobre las velocidades iniciales (vi) de transporte de L-"*C-isoleucina y

L-'*C-valina en todas las condiciones ensayadas.

Tabla IV.1 : Efecto del medio de cultivo sobre la velocidad inicial de
transporte de L-'*C-isoleucina y L-'*C-valina en la cepa silvestre MMY2

Medio Velocidad inicial (vi)
de L-'*C-isoleucina L-"*C-valina
cultivo 0,05 mM 1,0 mM 0,05 mM 1,0 mM
MP 6,45 18,70 4,60 18,78
MA 0,13 0,30 0,16 1,54
YPD 0,82 2,95 0,47 2,69

Las v/ (umol min"g '1) se calcularon a partir de los datos de las Figuras IV.1y IV. 2.
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Estos resultados muestran la importancia del transporte de isoleucina y valina por
la GAP1 con alta velocidad en células crecidas en medio MP. El hecho de que el
transporte de los dos aminoacidos es concentrativo, tanto en medio MA como en medio
YPD, en condiciones de ausencia de actividad de GAP1, indica la presencia de otro/s
sistema/s de transporte de isoleucina y valina que son mas activos en medio YPD que

en presencia de iones amonio.

IV. 1. 1. 1. Recuperacion y analisis del '*C acumulado

El primer paso en el estudio de un proceso de transporte mediado, a través de las
membranas bioldgicas, consiste en asegurarse que la sustancia transportada existe en
la misma forma molecular o idnica en ambos compartimientos. Por lo tanto, luego de
incubar las células con L-'*C-isoleucina o L-'*C-valina durante 10 y 15 minutos, se
procedidé a la recuperacion y analisis de la marca incorporada como se describid en
Materiales y Métodos.

El ensayo se realizd en la cepa silvestre MMY2, en células crecidas en medio MP
en el cual la permeasa general de aminoacidos, GAP1, alcanza su maxima actividad.
Se utilizaron dos concentraciones externas de los L-'*C-aminoacidos: baja
concentracion 0,05 mM, donde se esperaria que el aminoacido fuera utilizado para
propositos anabolicos (incorporacion directa a proteinas) y alta concentracion 1,0 mM,
donde se esperaria que el aminoacido fuera utilizado para propésitos catabdlicos.

A la concentracion externa 0,05 mM y luego de 10 minutos de incubacion, la
marca total acumulada (que implica las fracciones solubles y no-solubles) de isoleucina
y valina fue de 5,57 y 5,10 umol g'1 respectivamente, mientras que a los 15 minutos fue
de 4,94 y 4,80 umol g'1 respectivamente, produciéndose entonces una pequena pérdida
de la marca con el aumento del tiempo de incubacion y en forma concomitante, un
aumento similar de la radiactividad en el sobrenadante luego de la separacion de las
células. En estas condiciones experimentales, solo el 16% (10 min) y 21% (15 min) del
'“C acumulado se encuentra en la fraccion insoluble en metanol/agua.

A la concentracion externa 1,0 mM la marca total incorporada por las células
aumento con el tiempo de incubacion, siendo de 111,78 y 143,55 umol g'1 alos 10y 15
min respectivamente, para L-'*C-isoleucina y de 100,40 y 133,64 pmol g a los 10 y 15

min respectivamente, para L-"*C-valina. Estos valores se correlacionan con una
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disminucion proporcional de la marca presente en el sobrenadante luego de la
separacidon de las células. La marca extraida presente en la fraccién soluble también
aumenté con el tiempo de incubacion, siendo para L-'*C-isoleucina de 104,32 (10 min) y
131,76 (15 min) pmol g”' y para L-'*C-valina de 93,96 (10 min) y 124,41 (15 min)
pmol g y solamente entre el 6-8% del '“C incorporado permanece en la fraccion
insoluble en metanol/agua.

Como la eficiencia de la extraccion fue menor a la concentracion externa 0,05 que
a 1,0 mM del aminoacido, en proporcion hay una mayor incorporacién de los
L-"*C-aminoacidos a proteinas cuando se utilizan bajas concentraciones.

Los perfiles de los analisis cromatograficos de las fracciones solubles de
L-"C-isoleucina y L-"*C-valina se muestran en las Figuras IV. 3 y IV. 4, respectivamente.
Todo el material radiactivo presente en las fracciones solubles para ambos

aminoacidos, se resolvieron en un unico pico con Ry idénticos al de los patrones.

IV. 1. 2. Cepas gap1: MMY2/H3 y KE3-R23

La cepa MMY2/H3 mutante gap7, isogénica a MMY2 excepto para la mutaciéon
mencionada, permite investigar el efecto de la fuente de nitrogeno del medio de cultivo
sobre la actividad residual de transporte de L-isoleucina y L-valina, como se muestra en
las Figuras IV. 5 y IV. 6, respectivamente. Por otra parte, fue posible conocer la
contribucion de la GAP1 en la actividad total de transporte de ambos aminoacidos en
células crecidas en medio MP.

Los valores de incorporacidn de ambos aminoacidos radiactivos, aumentan
linealmente con el tiempo de incubacidn en los tres medios de cultivo y a las dos
concentraciones externas ensayadas.

En la cepa MMY2/H3, las concentraciones milimolares intracelulares de
L-'*C-isoleucina a los 10 minutos fueron las siguientes 2,5 (0,05) y 15,9 (1,0) para el
medio MP; 0,9 (0,05) y 2,1 (1,0) para el medio MA y 3,4 (0,05) y 20,5 (1,0) para el
medio YPD. Las concentraciones milimolares intracelulares finales de L-'*C-valina
fueron : 2,1 (0,05) y 14,0 (1,0) para el medio MP:; 1,4 (0,05) y 11,0 (1,0) para el medio
MA y 2,3 (0,05) y 14,8 (1,0) para el medio YPD (entre paréntesis se indican las
concentraciones externas de los L-'"*C-aminoacidos utilizadas). En todos los casos, el

proceso de incorporacion de los aminoacidos fue concentrativo.
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Figura IV. 3. Recuperacion y analisis de L-"*C-isoleucina acumulada en células de la
cepa MMY2.
Las células fueron crecidas en medio MP e incubadas con 0,05 mM (A) y 1,0 mM (B) de

L-"*C-isoleucina durante 10 (o) y 15 (@) minutos.
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Figura IV. 4. Recuperacion y analisis de L-'*C-valina acumulada en células de la cepa
MMY2.
Las células fueron crecidas en medio MP e incubadas con 0,05 mM (A) y 1,0 mM (B) de

L-"*C-valina durante 10 (0) y 15 () minutos.
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Figura IV. 5. Incorporacién de L-"*C-isoleucina en células de la cepa MMY2/H3 crecidas
en los medios MP (e), MA (a) y YPD (m). Las concentraciones de L-isoleucina externa

fueron 0,05 mM (A) y 1,0 mM (B).
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Figura IV. 6. Incorporacion de L-"*C-valina en células de la cepa MMY2/H3 crecidas en

los medios MP (e), MA (4) y YPD (m). Las concentraciones de L-valina externa fueron

0,05 mM (A) y 1,0 mM (B).
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Las Figuras IV. 7 y IV. 8 muestran las caracteristicas de la incorporacion de L-'*C-
isoleucina y L-'*C-valina en la cepa KE3-R23, también mutante gap7. En las Tablas
IV. 2 y IV. 3 se presentan los valores de velocidades iniciales del transporte de
isoleucina y valina respectivamente, en ambas cepas, en las diferentes condiciones

experimentales.

Tabla V. 2. Efecto del medio de cultivo sobre la velocidad inicial de
transporte de L-'*C-isoleucina en las cepas mutantes gap1.

Medio vi de transporte de L-'*C-isoleucina
de 0,05 mM 1,0 mM

cultivo MMY2/H3 KE3-R23 MMY2/H3 KE3-R23
MP 0,71 0,51 3,14 2,15
MA 0,15 0,11 0,42 0,35

YPD 0,78 0,28 3,16 1.15

Las vi (umol min”’ g "'y se calcularon a partir de los datos de las Figuras
IV.5yIV. 7.

Tabla IV. 3. Efecto del medio de culitivo sobre la velocidad inicial de
transporte de L-'"*C-valina en las cepas mutantes gap7.

Medio v de transporte de L-'*C-valina
de 0,05 mM 1,0 mM
cultivo MMY2/H3 KE3-R23 MMY2/H3 KE3-R23
MP 0,49 0,24 2,81 1,38
MA 0,27 0,10 2,22 0,84
YPD 0,51 0.26 2,69 1,41

Las vi (umol min” g ) se calcularon a partir de los datos de las Figuras

IV.7y IV. 8.
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Figura IV. 7. Incorporacion de L-'*C-isoleucina en células de la cepa KE3-R23 crecidas
en los medios MP (e), MA (a) y YPD (m). Las concentraciones de L-isoleucina externa

fueron 0,05 mM (A) y 1,0 mM (B).
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Figura IV. 8. Incorporacion de L-'"*C-valina en células de la cepa KE3-R23 crecidas en

los medios MP (e), MA (4) y YPD (m). Las concentraciones de L-valina externa fueron

0,05 mM (A) y 1,0 mM (B).



Para ambos aminoacidos se obtuvieron similares valores de incorporacién y de
velocidades iniciales en células crecidas en los medios YPD y MP (Figuras IV. 5 - IV. 8
y Tablas IV. 2 y IV. 3) y mayores a los observados en células crecidas en medio MA,
siendo esta diferencia mas importante para el transporte de L-"*C-isoleucina. Estos
resuitados indican que en la cepa MMY2/H3 gap1, la actividad remanente de transporte
de L-isoleucina es sensible a Ia presencia de iones amonio en el medio de cultivo, con
una disminucidn entre 5 y 7,5 veces para las concentraciones externas 0,05y 1,0 mM,
respectivamente, en relacidon a los valores obtenidos para células crecidas en los
medios YPD o MP. Resultados similares se obtuvieron en la mutante KER-R23 gap1.

En esta mutante, Kotliar y col. (1994), describieron el mismo tipo de regulaciéon
para el transporte de L-leucina. En el caso del transporte de L-'*C-valina, éste es poco
afectado por la calidad de ia fuente de nitrégeno presente en el medio de cultivo.

Por otra parte, si se comparan los trazados de las Figuras IV.1 y IV. 2 con los de
las Figuras IV. 5y IV. 6 ¢ los valores de v/ de la Tabla IV.1 con los de las Tablas IV. 2 y
IV. 3 de las cepa normal MMY2 y de la mutante MMY2/H3 gap1, respectivamente, en
cada medio, se observan valores similares de incorporacioén o de vi en células crecidas
en los medios YPD y MA, indicando, por lo tanto, que en estas condiciones de
crecimiento no hay actividad de la permeasa general de aminoacidos en la cepa
silvestre MMY2. La inactivacion de la GAP1 por mutacién en la cepa MMY2/H3, lleva a
una muy considerable disminucion de la capacidad de transporte de isoleucina y valina,
en células crecidas en presencia de prolina como fuente de nitrdgeno y que representa
solamente entre el 10-15% del transporte total de cada uno de los aminoacidos, siendo
la diferencia, lo que corresponde al transporte por la permeasa general de aminoacidos.
Esta situacioén lieva a un cambio en el perfil de la incorporacién de los aminoacidos a la
concentracion externa 0,05 mM en la cepa MMY2/H3.

IV. 1. 3. Cepa MMY2/H3/LT1 gap1 let1 let2

Como se comenté en el capitulo anterior, la cepa MMY2/H3/LT1 presenta un
reducido transporte de L-leucina, como consecuencia de las mutaciones let1let2 y
practicamente, no crece cuando L-leucina, L-isoleucina y L-valina son las unicas fuentes
de nitrogeno presentes en el medio de cultivo. Por lo tanto, para indagar si las

mutaciones /et también afectan el transporte de L-isoleucina y L-valina, se estudio su
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transporte en células de la cepa mutante MMY/H3/LT1 crecidas en las tres condiciones
de cultivo (Figuras IV. 9y IV. 10y Tabla IV. 4).

Tabla IV. 4. Efecto del medio de cultivo sobre la velocidad inicial de transporte
de L-"*C-isoleucina y L-'*C-valina en la cepa MMY2/H3/LT1 gap1letilet2.

Medio de Velocidad inicial (vir)
cultivo L-"*C-isoleucina L-"*C-valina
0,05 mM 1,0 mM 0,05 mM 1,0 mM
MP 0,09 0,44 0,06 0,31
MA 0,02 0,14 0,03 0,25
YPD 0,07 0,26 0,04 0,32

Las vi (umol min"'g ') se calcularon a partir de los datos de las
Figuras IV. 9y IV. 10.

En todos los casos, los valores de incorporacién de cada uno de los aminoacidos
aumentaron lineaimente con el tiempo de incubacion.

Las concentraciones milimolares de isoleucina acumulada durante 10 min fueron: 0,4
(0,05) y 1,9 (1,0) para el medio MP; 0,1 (0,05) y 0,6 (1,0) para el medio MA y 0,4 (0,05)
y 1,4 (1,0) para el medio YPD. Las concentraciones milimolares intracelulares finales de
L-"*C-valina fueron: 0,27 (0,05) y 1,55 (1,0) para el medio MP; 0,20 (0,05) y 1,84 (1,0)
para el medio MA y 0,27 (0,05) y 2,38 (1,0) para el medio YPD (entre paréntesis se
indican las concentraciones externas de los L-'*C-aminoacidos utilizadas).

El proceso de transporte de isoleucina y valina sigue siendo concentrativo, sobre
todo a bajas concentraciones externas de los mismos y para células crecidas en medio
MA, en cambio, el transporte de isoleucina es facilitado o debido a difusidn a las
concentraciones externas mayores. Los valores de acumulacion de L-valina, asi como
los valores de velocidades iniciales de su transporte, son similares en células
provenientes de los tres medios de cultivo, en cambio, el transporte de L-isoleucina fue
menor en células crecidas en medio MA comparado con el observado en células

crecidas en los medios YPD o MP.
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Figura IV. 9. Incorporacion de L-'*C-isoleucina en células de la cepa MMY2/H3/LT1

crecidas en los medios MP (o), MA (4) y YPD (m). Las concentraciones de L-isoleucina

externa fueron 0,05 mM (A) y 1,0 mM (B).
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Figura V. 10. Incorporacién de L-"“C-valina en células de la cepa MMY2/H3/LT1

crecidas en los medios MP (o), MA (a) y YPD (m). Las concentraciones de L-valina

externa fueron 0,05 MM (A) y 1,0 mM (B).
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En la cepa MMY2/H3/LT1, la actividad de transporte, tanto de L-isoleucina como la
de L-valina, se redujo entre 4-13 veces comparada con la observada en la cepa
MMY2/H3 gap?, dependiendo esa reduccién, del aminoacido, de la concentracion
externa del mismo y del medio de cultivo.

Por consiguiente, las mutaciones let7/et2 presentes en la cepa MMY2/H3/LT1 que
reducen el transporte de leucina, también afectaron en forma muy significativa el

transporte de isoleucina y valina.

IV. 1. 4. Cepa MMY2/LT1/GAP1 let1 let2

A partir de la cepa MMY2/H3/LT1, crecida en presencia de L-citrulina (1mM) como
unica fuente de nitrdgeno, un aminoacido que es transportado exclusivamente por la
GAP1 (Grenson y col., 1970), fue aislada la revertante MMY2/LT1/GAP1 como se
describié en Materiales y Métodos. La presencia de actividad de la permeasa general de
aminoacidos fue confirmada por el ensayo de incorporacion de L-"*C-citrulina 0,05 mM.
En células crecidas en los medios MA y MP, las velocidades iniciales de transporte de
L"*C-citrulina fueron 0,08 y 2,19 umol min™' g respectivamente, mientras que para la
cepa normal MMY?2 fueron 0,03 y 2,64 pmol min™ g’

Por lo tanto, en la cepa MMY2/LT1/GAP1 puede estudiarse el transporte de
isoleucina y valina mediado casi exclusivamente por la GAP1 en el medio MP y la
regulacion de dicha permeasa en los medios MA e YPD (Figuras IV. 11y IV. 12 y
Tabla IV. 5).

Tabla IV. 5. Efecto del medio de cultivo sobre la velocidad inicial de transporte
de L-"*C-isoleucina y L-'*C-valina en la cepa MMY2/LT1/GAP1 let1let2.

Medio vi de transporte de
de L-"*C-isoleucina L-"*C-valina
cultivo | 0,05 mM 1,0 mM 0,05 mM 1,0 mM
MP 5,62 13,34 4,07 13,34
MA 0.33 0,64 0,11 0,76
YPD 0.07 0,29 0,05 0,39

Las v/ (umol min"g '1) se calcularon a partir de los datos de las Figuras IV. 11y IV. 12.
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Figura IV. 11. Incorporacion de L-"*C-isoleucina en células de la cepa MMY2/LT1/GAP1

crecidas en los medios MP (e), MA (a) y YPD (m). Las concentraciones de L- isoleucina

externa fueron 0,05 mM (A) y 1,0 mM (B).
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Figura IV. 12. Incorporacion de L-'*C-valina en células de la cepa MMY2/LT1/GAP1
crecidas en los medios MP (e), MA (a) y YPD (m). Las concentraciones de L- isoleucina

externa fueron 0,05 mM (A) y 1,0 mM (B).
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En cambio, si las células son crecidas en presencia de una fuente compleja de
nitrégeno, se obtienen resultados casi idénticos a los de la cepa MMY2/H3/LT1, tanto
en los trazados de incorporacién como en las velocidades iniciales de transporte de
isoleucina y valina (Tablas IV. 4 y IV. 5), indicando la inactivacién de la permeasa
general de aminoacidos.

En medio MA, Ia actividad de transporte de isoleucina y valina es limitada pero
mayor a la obtenida en la cepa MMY2/H3/LT1, lo que indicaria una reducida actividad
de GAP1, posiblemente para compensar la deficiencia en el/los sistema/s de transporte

mas especificos de isoleucina y valina afectados por las mutaciones /et.

IV. 2. Analisis cinético del transporte de L-isoleucina y L-valina

Se determinaron los parametros cinéticos del transporte de isoleucina y valina en
la cepa silvestre MMY2 y en las mutantes derivadas de la misma. Se eligido el medio
minimo con prolina como fuente de nitrogeno para el crecimiento de las ceélulas,
condiciones en que la mayoria de las cepas desarrollan la maxima actividad de
transporte de los aminoacidos. En la mayor parte de los experimentos, el rango de

concentraciones externas utilizadas de los L-'*C-aminoacidos fue de 0,02-2,0 mM.

IV. 2. 1. Parametros cinéticos del transporte de L-isoleucina

En cada una de las cepas estudiadas, la representacion de las velocidades iniciales de
transporte de L-"C-isoleucina en funcion de su concentracion externa, produjeron
curvas hiperbdlicas y los graficos de dobles reciprocas fueron lineales (Figuras IV. 13 y
IV. 14). En la Tabla IV. 6 se presentan los parametros cineticos obtenidos a partir de las
representaciones de Lineweaver-Burk de las figuras anteriores.

Por lo tanto, en estas condiciones experimentales, se puede caracterizar
cinéticamente un Unico sistema de transporte de L-isoleucina con diferentes valores de
Kt ¥ Jmax.

En la cepa silvestre MMY2, la alta capacidad de transporte de la permeasa
general de aminoacidos, GAP1, enmascara la presencia de al menos otro sistema mas
especifico de transporte de isoleucina, que puede ser detectado en las cepas mutantes
gap? MMY2/H3 y KE3-R23 (Figuras IV. 13y IV. 14, Tabla IV. 6).
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Figura IV. 13. Cinética de transporte de L-isoleucina en células de las cepas MMY2(A),
MMY2/H3 (B) y MMY2/H3/LT1 (C), crecidas en medio MP.

Inset: Representacion de Lineweaver-Burk.
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Tabla IV. 6: Parametros cinéticos del transporte de L-isoleucina

Cepa Kr (uM) Jmax (umol min” g™
MMY2 108 20,38
MMY2/H3 209 3,81
KE3-R23 181 2,32
MMY2/H3/LT1 249 0,56
MMY2/LT1/GAP 78 14,42

Los valores de los parametros cinéticos se calcularon a partir de
las representaciones de los inset de las Figuras IV. 13y IV.14.

La presencia de dos sistemas separados de transporte de un aminoacido, puede
ser detectada si los valores de Ky difieren en por [0 menos un orden de magnitud, y si el
sistema de alta afinidad tiene una capacidad mas baja que el sistema de menor
afinidad. Sistemas que no posean estas caracteristicas pueden ser enmascarados por
el o los otros sistemas presentes.

En la cepa MMY2/H3/LT1 gap1letilet2, el transporte de isoleucina se efectua con
una afinidad del orden al del sistema presente en la cepa parental MMY2/H3, pero con
muy baja capacidad (Figura IV. 13C).

Estos resultados son similares a los obtenidos para el transporte de leucina por el
sistema S2, sugiriendo que la mutacion /et2 también afectd el transporte de isoleucina.

Las caracteristicas cinéticas de la permeasa general de aminoacidos se
estudiaron en la cepa MMY2/LT1/GAP (Figura IV. 14B), donde el transporte de
isoleucina por el sistema mas especifico es insignificante. Los valores de Kr y Jmax
obtenidos indican que el transporte de isoleucina, mediado por la GAP1, es alta afinidad

y alta capacidad.

IV. 2. 2. Parametros cinéticos del transporte de L-valina

En cada una de las cepas estudiadas, la representacion de las velocidades
iniciales de transporte de L-**C-valina en funcion de su concentracién externa,
produjeron curvas hiperbolicas y los graficos de dobles reciprocas fueron lineales
(Figuras IV. 15y IV. 16).
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Figura IV. 15. Cinética de transporte de L-valina en células de las cepas MMY2(A),
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En la Tabla IV. 7 se presentan los parametros cinéticos obtenidos a partir de las

representaciones de Lineweaver-Burk de las figuras anteriores.

Tabla IV. 7. Parametros cinéticos del transporte de L-valina

Cepas Kr (uM) Jmax (umol min” g™
MMY2 162 21,62
MMY2/H3 420 471
KE3-R23 375 2,17
MMY2/H3/LT1 383 0,46
MMY2/LT 1/GAP 124 14,90

Los valores de los parametros cinéticos se calcularon a partir de
las representaciones de las Figuras V. 15y IV. 16.

Si bien en la cepa silvestre MMY2, se caracterizd cinéticamente solo un sistema

de transporte de L-valina de alta afinidad y alta velocidad, en las cepas mutantes gap?
se pone de manifiesto la presencia de al menos otra permeasa de baja afinidad
(Kr = 0,42 mM) mas especifica, transportando el aminoacido (Figuras IV. 15 y IV. 16,
Tabla V. 7).
En la triple mutante MMY2/H3/LT1 el valor de Ky es similar a los obtenidos para las
mutantes gap7 mientras que el valor de Jmax €sta reducido 10 veces con respecto al de
su cepa parental MMY2/H3, corroborando lo observado en los ensayos de
incorporacion (Figura IV. 15C y Tabla IV. 7)

Los resultados en esta cepa para el transporte de valina, son similares a los
encontrados para el transporte de leucina e isoleucina, por consiguiente, la mutacion
let2 seria responsable de la reduccion en la capacidad de transporte de los aminoacidos
de cadena ramificada.

Por otra parte, en la cepa revertante MMY2/LT1/GAP1 puede ser caracterizado el
transporte de L-valina mediado por el sistema GAP1 (Figura IV. 16B), siendo éste de

alta afinidad y alta capacidad (Tabla V. 7).



93

IV. 3. Conclusiones

En este capitulo se describe la caracterizacion del transporte de L-isoleucina y
L-valina en la cepa silvestre MMY2 y en las mutantes gap1, gapiletilet2 y let1let2,
isogénicas de MMY2, excepto para las mutaciones mencionadas. Se determiné que:

- en células de la cepa MMY2 crecida en medio MP, la permeasa general de
aminoacidos, GAP1, contribuye en un 80-85% en la actividad total de transporte de
L-isoleucina y L-valina;

- por estudios cinéticos realizados en las cepas MMY2 y MMY2/LT1/GAP1, el
transporte de ambos aminoacidos por la GAP1, exhibe alta afinidad y alta capacidad;

- en células de la cepa MMY2 crecida en los medios MA o YPD, la GAP1 esta
sujeta a un proceso de represion / inactivacion, siendo la actividad de transporte de
cada aminoacido similar a la observada en la mutante gap? en las mismas condiciones
de crecimiento;

- en las cepas mutantes gap?, se detectd un sistema para el transporte de
isoleucina y valina, con valores de Ky de 0,20 y 0,40 mM respectivamente;

- el sistema de transporte de isoleucina presente en la mutantes gap7 es regulado
negativamente cuando las células son crecidas en medio MA, en cambio el sistema de
transporte de valina es poco afectado por la calidad de la fuente de nitrégeno presente
en el medio de cultivo,

- en la cepa mutante MMY2/H3/LT1 gaplletilet2, se detectd para cada
aminoacido un unico sistema de transporte, de afinidad similar a la de los sistemas
descriptos en la mutante gap7 pero de muy baja velocidad maxima;

- la mutacién /let2 que reduce la velocidad de transporte de leucina por el sistema
S2 de baja afinidad, disminuyé considerablemente la capacidad de transporte de
L-isoleucina y L-valina por los sistemas descriptos en la cepa MMY2/H3 gap1,
sugiriendo la existencia de por lo menos una permeasa comun, de baja afinidad, para el

transporte de los aminoacidos de cadena ramificada;
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V. Sistemas transportadores de l-leucina en las tetradas obtenidas del cruce
KE3-R23 x MMY2/H3/LT1

V. 1. Entrada e incorporacién de L-"*C-leucina

Se midio la incorporacion de L-'*C-leucina a concentraciones externas 0,05 y 1.0
mM, en seis tetradas que incluyen los tres tipos descriptos en Materiales y Métodos.
Estos ensayos se realizaron en células crecidas en medios minimos con prolina
(Figuras V. 1y V. 2) o iones amonio (Figuras V. 3 y V. 4) como fuente de nitrégeno. A
partir de los trazados de estas figuras se calcularon las velocidades iniciales de
transporte de L-leucina (Tabla V. 1).

En la tetrada KES5-3, tipo parental por el analisis de resistencia a TFL, se
encuentran haploides, cuyos comportamientos cinéticos son similares a los observados
en las cepas parentales KE3-R23 (cepa KES5-3A) y MMY2/H3/LT1 (cepa KES-3D), en
los dos medios minimos. En la haploide KE5-3B el transporte de leucina 1,0 mM es
similar en células crecidas en ambos medios de cultivo. La segregante KES5-3C
presenta caracteristicas notables, ya que los valores de incorporaciéon del aminoacido
asi como los de velocidades iniciales, son muy superiores a los observados en la cepa
parental KE3-R23 en ambos medios minimos y a las dos concentraciones externas de
leucina ensayadas (Figuras V. 1-V. 4, Tabla V. 1).

Por otra parte, en cada una de las tetradas de tipo no parental (KE5-1 y KES-6)
hay segregantes como 1A, 1D, 6A y 6B (resistentes a TFL hasta 75 uM, genotipo
asignado gapllet1LET2), cuyas actividades de transporte son similares a la de
KE3-R23 en medio MP, pero difieren de ésta en su comportamiento cinético en medio
MA (Tabla V. 1), ya que el transporte de L-leucina no resulta disminuido. Esta situacion
sugiere que la mutacién /et1 asociada con la pérdida de actividad del sistema S1, altera
la regulacion del sistema S2 en medio MA. Otra posibilidad seria una tercera mutacion
en un gen que regula negativamente el transporte de leucina por el sistema S2, cuando
las células son crecidas en medio MA. En las haploides restantes 1B, 1C, 6C y 6D
(genotipo gap1LET1let2 ), la actividad de transporte de leucina es similar al de KE3-R23
en medio MA y menor en medio MP.

En las tetradas tetratipo, el analisis del transporte de L-leucina fue complejo y no

se pudo asignar, para la mayoria de las segregantes, las mutaciones correspondientes.
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Figura V. 1. Incorporacion de L-"*C-leucina 0,05 mM en células de las tetradas KE5-1,
3,6,9, 11y 17 crecidas en medio MP. A (®), B (4), C (m) y D (®).
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Figura V. 2. Incorporacion de L-'"*C-leucina 1,0 mM en células de las tetradas KE5-1, 3,
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Figura V. 3. Incorporacion de L-'*C-leucina 0,05 mM en células de las tetradas KE5-1,
3,6.9, 11y 17 crecidas en medio MA. A (@), B (4), C (m)y D (e).
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Figura V. 4. Incorporacion de L-'*C-leucina 1,0 mM en células de las tetradas KE5-1, 3,
6, 9, 11y 17 crecidas en medio MA. A (@), B (4), C (m) y D (®).
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Tabla V. 1. Velocidades iniciales de transporte de leucina en
células crecidas en medios minimos

vi de transporte de L-'*C-leucina

Cepa 0,05 mM 1,0 mM
MP MA MP MA
KE3-R23 0,43 0,12 1,85 0,36
MMY2/H3/LT1 0,09 0,05 0,56 0,28
KES - 1A 0,29 0,17 2,58 1,50
1B 0,22 0,07 0,63 0,32
1C 0,17 0,11 0,47 0,50
1D 0,20 0,13 1,04 1,23
KES - 3A 0,60 0,15 2,36 0,57
3B 0,45 0,18 1,54 1,28
3C 0,94 0,36 5,94 2,06
3D 0,06 0,02 0,38 0,22
KES - 6A 0,28 0,25 1,82 2,13
6B 0,33 0,31 2,60 2,40
6C 0,14 0,06 0,37 0,32
6D 0,16 0,17 0,90 0,98
KES - 9A 0,30 0,04 1,31 0,20
9B 0,19 0,05 0,85 0.45
aC 0,56 0,14 2,86 0,80
aD 0,45 0,13 1,66 0,17
KES - 11A 0,63 0,34 4,02 2,75
11B 0,11 0,06 0,27 0,14
11C 0,11 0,08 0,56 0,26
11D 0,24 0,22 1,45 1,71
KES - 17A 0,36 0,41 2,53 3,55
17B 0,15 0,12 0,46 0,27
17C 0,15 0,06 0,51 0,23
17D 0,04 0,02 0,30 0,18

Las vi (umol L-"*C-leucina min™' g ') se calcularon a partir de las
pendientes de los trazados de las Figuras V.1-V.4.

En células de las tetradas KE5-3 y KES5-17 crecidas en medio complejo YPD, los
valores de incorporacion de leucina (Figura V. 5), asi como los de velocidades iniciales
(Tabla V. 2), son aproximadamente similares a los obtenidos por crecimiento en medio
MP. La excepcion fue la cepa 3C, en la que se detecté una disminucién entre 50-60% y

la actividad de transporte es similar a la obtenida en medio MA.
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Figura V. 5. Incorporacion de L-'*C-leucina 0,05 y 1,0 mM en células de las tetradas
KE5-3 y KE5S-17 crecidas en medio YPD. A (@), B (4), C (m) y D (®).

Este comportamiento cinético fue previamente observado en cepas silvestres con
actividad de GAP1 (Kotliar y col., 1994) y para el transporte de isoleucina y valina
(Capitulo IV. 1. 1). En células crecidas en medio YPD, la GAP1 es inactivada por un
mecanismo de transinhibicion debido a la presencia de una fuente compleja de
nitrégeno (Wiame y col., 1985). Por lo tanto, para descartar una posible reversion de la
mutacion gap? en la cepa KE5-3C, se midio el transporte de L-'*C-citrulina, un sustrato

transportado exclusivamente por el sistema GAP1 en células crecidas en medio MP
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(Grenson y col., 1970). Esta cepa es efectivamente gap7, siendo la velocidad inicial de
transporte del aminoacido menor de 3 nmol min™ g "' valor similar al de otras mutantes
gap1 (Saenz y col., 1997).

Tabla V. 2. Velocidades iniciales de transporte en células
crecidas en medio YPD

Cepa vi de transporte de L-'*C-leucina
0,05 mM 1,0 mM

KE3-R23 0,76 3,08
MMY2/H3/LT1 0,12 0,75
KES -3A 0,77 3,77

3B 0,51 2,03

3C 0,38 1,95

3D 0,05 0,29

KES -17A 0,43 2,12
178B 0,16 0,47

17C 0,14 0,52

17D 0,06 0,20

Las vi (umol L-"*C-leucina min™' g "")se calcularon a partir de
las pendientes de los trazados de la Figura V. 5.

Varios autores han presentado evidencias de la participacidon de proteinas de
union, ubicadas en el espacio periplasmatico, para el transporte de aminoacidos en
levadura (Bussey y Umbarger, 1970a; Vorisek, 1972; Opekarova y col., 1975; Wainer y
col., 1988). La gran diferencia observada en los valores de incorporacién de
L-"*C-leucina en las haploides KE5-3C y KES5-3D, ambas resistentes a TFL, podria
deberse a la pérdida por mutacion de algun componente del espacio periplasmatico,
necesario para la éptima actividad de transporte. Si esto fuera asi, es de esperar que el
transporte de L-leucina en protoplastos o en células sometidas a shock osmético, de la
cepa KE5-3C se vea afectado.

Por este motivo, se prepararon protoplastos empleando la metodologia descripta
en Materiales y Métodos, a partir de células de las cuatro cepas de la tetrada KES5-3
crecidas en medio MP. El transporte de L-'*C leucina 0,05 6 1,0 mM medido durante 4
minutos fue sélo un 5% del de las células enteras para todas las cepas. La disminucion
del transporte no se deberia a la remocién de la pared celular y el espacio

periplasmatico, ya que, el transporte de L-"*C-leucina medido en células pretratadas
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durante 30 minutos con la solucibn amortiguadora conteniendo 1% de
2-mercaptoetanol, produce una reduccion de casi el 85% de la actividad de transporte.
Estos resultados estan de acuerdo con los datos de Ohsumi y Anraku (1981), que
demostraron que el tratamiento de células de levadura con 2-mercaptoetanol durante la
formacion de protoplastos, reduce en forma significativa la incorporacion de
aminoacidos. A este respecto, Kotyk y col., (1985) y Sychrova y Kotyk (1985),
postularon que en protoplastos preparados usando 2-mercaptoetanol, la inhibicion de la
acidificacion del medio externo y de la actividad de los sistemas de transporte de
solutos, es debida a un mal funcionamiento de la H'-ATPasa y a un desacople entre la
bomba de H' y los sistemas cotransportados con H*. Ademas, Petrov y col., (1992),
demostraron que tanto en células enteras como en protoplastos, el ditiotreitol (DTT) y el
2-mercaptoetanol, aumentan la permeabilidad de la membrana plasmatica a los H”
causando un colapso del gradiente electroquimico en la membrana.

Por otra parte, la células de las cepas KE5-3C y KE5-3D, fueron sometidas al
tratamiento de shock osmético. La concentracion de proteinas presente en el fluido del
tratamiento osmotico fue de 0,175 y 0,263 mg/ml para las cepas 3C y 3D,
respectivamente, indicando una mayor susceptibilidad de la cepa 3D a este tratamiento.
La electroforesis (gentilmente realizada por el Dr. Dell' Angélica) del fluido concentrado
de ambas cepas, presentd patrones similares. La actividad de transporte de
L-"*C-leucina 1,0 mM, medida en células tratadas de las cepas 3C y 3D, se redujo 40%
y 60% respectivamente, comparada con las de las células no tratadas. Teniendo en
cuenta, que la solucién hiperténica contiene 2-mercaptoetanol, la disminucién en la
actividad de transporte probablemente se deba a su presencia. Por lo tanto, es
altamente improbable que proteinas del espacio periplasmatico participen en el proceso

de transporte de L-leucina.

V. 2. Parametros cinéticos

Los parametros cinéticos de los sistemas de transporte de leucina se determinaron
en las tetradas KES-1, KE5-3 y KE5-17 en células crecidas en medio MP, donde la
mayoria de las cepas presentan los mas altos valores de entrada del aminoacido.

La velocidad inicial de transporte de L-leucina en funcién de su concentracion

externa, se ajusta a una cinética de Michaelis-Menten. Las representaciones de
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Lineweaver-Burk o de Eadie-Hofstee, sin embargo, no fueron lineales en todos los
casos, como puede observarse en las Figuras V. 6, V. 7 y V. 8. Los parametros
cinéticos calculados a partir de estos resultados se presentan en la Tabla V. 3.

Las cinéticas de transporte de L-leucina en las haploides KE5- 3A y 3B (Figura
V. 7. A y B) muestran dos componentes, indicando la presencia de al menos dos
sistemas de transporte de L-leucina. En las dos cepas los valores de los parametros
cinéticos son similares a los de la cepa parental KE3-R23 (Tabla lll. 7) y a los
previamente descriptos para los sistemas S1 y S2 (Ramos y col., 1980; Kotliar y col.,
1994). A estas cepas les fueron asignados los alelos normales LETT1y LET2.

Tabla V. 3. Parametros cinéticos

Cepa Kr1 JImaxi Kr2 Imaxz
KES5- 1A - - 0,31 2,73
1B 0,04 0,30 - .
1C 0,03 0,26 - -
1D - - 0,22 1,37
KES- 3A 0,03 0,54 0,39 2,08
3B 0,02 0,43 0,33 1,85
3C - - 0,32 5,58
3D - - 0,34 0,19
KES- 17A - - 0,19 1,77
17B 0,04 0,33 - -
17C 0,03 0,36 - -
17D - - 0,47 0,33

Los valores se calcularon a partir de las representaciones de
Lineweaver-Burk o de Eadie-Hofstee. K1y Jmax S€ expresan en
mM y umol min™ g ' respectivamente.

En las cepas 3D (Figura V. 7) y 17D (Figura V. 8), que son completamente
resistentes a TFL 100 uM, se identifico un unico sistema de transporte de L-leucina de
afinidad similar al del sistema S2, pero de baja capacidad y no se detecto el
componente de alta afinidad. Los valores de los parametros cinéticos son similares a los
calculados para la cepa parental MMY2/H3/LT1 (Tabla Ill. 7). Por lo tanto, se considera

que las haploides 3D y 17D llevan ambos alelos mutados, /et let2.
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Figura V. 6. Cinética de transporte de L-leucina en células de la tetrada KE5- 1A, 1B,

1C y 1D crecidas en medio MP.

Inset : representacion de Lineweaver-Burk.
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Figura V. 7. Cinética de transporte de L-leucina en células de la tetrada KE5- 3A, 3B,
3C y 3D crecidas en medio MP.
Inset: cepas 3A y 3B, representacion de Eadie-Hofstee

cepas 3C y 3D, representacion de Lineweaver-Burk.
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En las cepas 1B, 1C, 17B y 17C (Figuras V. 6 y V. 8) que son sensibles o
débilmente resistentes a TFL, opera un unico sistema de transporte de leucina de alta
afinidad y baja capacidad, similar al sistema S1 identificado en la cepa parental
KE3-R23 y no se detecta cinéticamente actividad del otro sistema, indicando que estas
cepas llevan la mutacion /et2.

Las cepas 1A, 1D, 3C y 17A (Figuras V. 6 - V. 8) también presentan un unico
componente, pero de afinidad y capacidad en el orden del sistema S2, no detectandose
actividad del sistema S1 (Tabla V. 3), asignandoles el alelo mutado /et7.

Estos resultados indican una segregacion 2:2 del gen LET1, ya que en cada una
de los tres tipos de tetradas, hay dos haploides en las que se detecta el sistema S1 y
otras dos en las que no se lo detecta. La pérdida de actividad de la permeasa S1 de
alta afinidad y baja capacidad (mutacidon /et?), conduce al desarrollo del componente
mayor de la resistencia a TFL, haploides 1A, 1D, 3C, 3D, 17A y 17D, (Materiales y
Métodos, Tabla ll. 1).

Con respecto a la segregacion del gen LET2, la interpretacion de los resultados
sugieren la presencia de una tercera mutacion en la cepa MMY2/H3/LT1 que podria
interferir con la incorporacion de L-leucina por el sistema S2. En la tetrada KES5-3
considerada parental, las cuatro haploides presentan valores de Kr similares al del
sistema S2, mientras que las Jmax SON en dos cepas (3A y 3B) similares al de la cepa
KE3-R23, en otra es mas del doble que el valor obtenido en la cepa KE3-R23 y en la
cepa 3D, es similar al de la otra cepa parental, MMY2/H3/LT1 (Tablas lll. 7 y V. 3). En
la tetrada KES5-17, tetratipo por el andlisis de la resistencia a TFL, se le asigno a la
haploide 17C los alelos normales LET1 LET2, sin embargo, no se detectd cinéticamente
la presencia del sistema S2, en las haploides restantes y en la tetrada KES-1 la
segregacion de los genes fueron como se esperaban: gapllet1 cepas 1A, 1D, 17A;
gapllet2 cepas 1B, 1C, 17B y gap1letilet2 cepa 17D.

V. 3. Especificidad de los sistemas transportadores

La especificidad de sustrato se encuentra entra los criterios mas comunes para
distinguir un tipo de sistema de transporte de otro. Por esta razon, se estudio el

transporte de L-"*C-leucina en presencia de otros aminoacidos no radiactivos.
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En los ensayos realizados en las tetradas KES5- 1, 3, 6, 9, 11, 17 se utilizaron
L-leucina, DL-TFL y L-prolina, como competidores del transporte de L-"*C-leucina
(Tabla V. 4).

En las haploides donde ha sido caracterizado cinéticamente solo el sistema de
transporte de leucina de alta afinidad y baja capacidad (cepas 1B, 1C, 17B y 17C), se
observa que la inhibicidn por leucina es entre 70-80% y la inhibicion por TFL supera el
55% (Tabla V. 4) a la concentracion de L-'*C-leucina externa 0,05 mM. Menores valores
de inhibicion se obtuvieron a la concentraciéon 1,0 mM del aminoacido radiactivo. Estas
mismas caracteristicas fueron observadas en las cepas 6C y 11B.

En las cepas que presentan solo actividad del sistema de baja afinidad,
independientemente de su capacidad (cepas 1A, 1D, 3C, 3D, 17A y 17D), la inhibicion
por leucina fue entre 30-60% y practicamente no se produce inhibicién por TFL (menos
del 15%), cuando se ensayé a 0,05 mM de concentracion externa de L-'*C-leucina
(Tabla V. 4). En cambio, a la concentracion 1,0 mM se produce un aumento en los
valores de inhibicidn por leucina y TFL. Las cepas 6A, 6B, 9B, 9C, 11A y 11D se
identificaron como pertenecientes a este grupo.

En las cepas 3A y 3B, donde se caracterizaron dos sistemas de transporte de
leucina, la inhibicion por TFL es similar (30-40%) para ambas concentraciones externas
de leucina radiactiva. Estos resultados se repitieron en las cepas 6D, 9A, 9D y 11C.

L-prolina no inhibié el transporte de L-leucina en ninguna de las cepas de las seis
tetradas estudiadas.

Por lo tanto, la inhibicion del transporte de leucina por TFL constituye una forma
simple de discriminar qué sistema esta presente en una determinada cepa.

Por otra parte, estos resultados estan de acuerdo con los valores de los
parametros cinéticos del transporte de L-leucina, obtenidos en las cepas analizadas.
Asi, TFL produce una inhibicién significativa del transporte de L-leucina en las cepas en
que éste es mediado unicamente por el sistema S1 de alta afinidad, mientras que en las
cepas que carecen del mismo no se produce inhibicion y, ademas, son resistentes a
TFL, confirmando que el desarrollo de la resistencia esta ligado a la mutacion /et?.

Dadas las caracteristicas cinéticas observadas en las segregantes de las tetradas
KE5-3 y KES5-17, este estudio se amplio utilizandose como competidores L-isoleucina,

L-valina, L-norleucina y L-metionina (Tablas V. 5y V. 6).



Tabla V. 4. Ensayo de inhibicidén del transporte de L-leucina en las tetradas

KES-1,3,6,9, 11y 17

L- "*C-leucina externa

Adiciones 0,05 mM 1,0 mM

1A 1B 1C 1D 1A 1B 1C 1D
control * 1,37 055 038 038 | 704 178 146 218
L-leucina 56 77 68 56 84 58 51 58
DL-TFL 10 58 53 14 45 48 43 30
L-prolina 8 7 0 5 3 8 7 0

3A 3B 3C 3D 3A 3B 3C 3D
control * 189 159 249 064 | 688 597 1868 242
L-leucina 56 54 47 32 71 71 83 51
DL-TFL 33 30 5 2 32 32 39 29
L-prolina 0 2 1 3 6 9 6 0

6A 6B 6C 6D B6A 68 6C 6D
control * 101 150 042 064 | 524 1130 129 3,78
L-leucina 62 56 72 55 83 84 61 81
DL-TFL 1 10 51 20 38 39 48 38
L-prolina 0 0 6 0 6 9 6 0

9A 9B 9C 9D 9A 9B 9C 9D
control * 0,79 049 113 125 | 337 314 7,00 5,36
L-leucina 65 51 48 66 74 63 77 73
DL-TFL 31 10 10 40 37 33 38 41
L-prolina 4 8 6 1 8 2 6 4

11A  11B 11C 11D 11A 11B 11C 11D
control * 345 050 0,74 116 |2032 149 334 6,73
L-leucina 56 75 65 61 87 58 85 82
DL-TFL 13 54 36 11 48 45 42 43
L-prolina 3 10 4 1 9 6 0 2

17A 17B 17C 17D | 17A 17B 17C 17D
control * 1,20 071 078 012 | 334 184 181 085
L-leucina 58 78 81 40 72 67 70 44
DL-TFL 8 65 62 2 28 54 55 35
L-prolina 8 3 7 12 0 0 0 5

Las células crecieron en medio MP. Los aminoacidos competidores fueron
adicionados a una concentracion 10 veces mayor que la del aminoacido
radiactivo. *control: umol L-'*C-leucina g incorporados en 3 minutos. Los
numeros representan % de inhibicion de los controles.
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Estos aminoacidos inhibieron el transporte de L-leucina en todas las segregantes,
las inhibiciones son mayores al aumentar la concentracién externa de leucina radiactiva,
excepto para las cepas 17B y 17C, donde la situacién se invirtié. L-citrulina no inhibio el
transporte de L-leucina ya que todas las cepas son gap?. Tampoco cicloleucina resultd
efectivo como inhibidor, el efecto de D-metionina fue limitado, causando entre 20-30%
de inhibicién en las cepas 3C y 3D en las que opera un sistema de transporte de leucina

de baja afinidad.

Tabla V. 5. Ensayo de inhibicion del transporte de L-leucina en la tetrada KES-3

L-"*C-leucina externa

Adiciones 0,05 mM 1,0 mM

3A 3B 3C 3D 3A 3B 3C 3D
L-isoleucina 66 67 58 40 81 79 88 43
L-valina 37 36 29 21 58 59 72 28
L-norleucina 74 72 69 58 87 87 93 62
cicloleucina 0 10 3 8 10 6 15 12
L-metionina 58 58 57 45 75 71 88 61
D-metionina 6 4 0 0 0 0 20 26
L-citrulina 3 4 0 0 6 8 5 10

Las células crecieron en medio MP. Los aminoacidos competidores fueron
adicionados a una concentracién 10 veces mayor que la del aminoacido
radiactivo. Los valores controles son los de la Tabla V. 4. Los numeros
representan % de inhibicion de los controles.

Tabla V. 6. Ensayo de inhibicién del transporte de L-leucina en la tetrada KE5-17

L-"*C-leucina externa

Adiciones 0,05 mM 1,0 mM

17A 178 17C 17D 17A 17B 17C 17D
L-isoleucina 64 71 69 57 87 52 60 47
L-valina 46 53 52 42 59 44 49 28
cicloleucina 12 5 9 0 18 8 4 14
L-metionina 73 55 55 42 82 38 53 44
L-citrulina 10 7 9 13 0 0 0 7

Las células crecieron en medio MP. Los aminoacidos competidores fueron
adicionados a una concentracion 10 veces mayor que la del aminoacido
radiactivo. Los valores controles son los de la Tabla V. 4. Los numeros
representan % de inhibicion de los controles.
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Para estudiar mas exhaustivamente la especificidad de cada sistema de
transporte, se seleccionaron las cepas 17B y 3C, utilizdndose una variedad de
o-aminoacidos proteicos y no proteicos, aminoacidos con el grupo amino en posicion

distinta de o y analogos estructurales de leucina como competidores (Tabla V. 7).

Tabla V. 7. Especificidad de los sistemas de transporte de leucina S1y S2.

Adiciones % Inhibicién
17B (S1) 3C (S2)

L-lisina 12 19
L-arginina 16 30
L-ornitina 0 4
L-histidina 0 22
L-aspartato 14 59
L-glutamato 9 51
L-serina 15 78
L-treonina 6 80
L-cisteina 42 80
DL- homomstema 50 73
L-tirosina * 16 40
L-asparagina 5 80
L-gutamina 2 63
L-alanina 8 62
L-a-aminobutirato 19 75
L-norvalina 54 78
L-norleucina 69 93
L-y-metil-leucina 45 66
L-alo-isoleucina 27 31
D-leucina 10 30
D-leucina * 27 32
D-leucina * 41 36
4-aza-DL-leucina ' 0 11
2-DL-aminooctanoico ' 24 88
L-fenilalanina 58 66
L-triptofano 13 57
L-y-aminobutirato 4 10
L-3-aminolevulinato 8 0
L-e-aminocaproato ND 0

Las células crecieron en medio MP. Los valores controles, luego de 3 min de
incubacion, fueron para las cepas 17B y 3C: 0,71 y de 18,68 umol L-"*C-leucina g"' a
una concentracion de leucina externa 0,05 y 1,0 mM, respectivamente. Los ammoacndos
fueron adicionados a una concentracién 10 veces mayor a la de Ieucma radiactiva. 'DL-
aminoacidos (20X). (8 25X) para la determinacion en la cepa 3C (50X) y (25X) para
las determinaciones en las cepas 17B y 3C, respectivamente. (100)() y (37,5X) para
las determinaciones en las cepas 17B y 3C, respectivamente.
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Como puede observarse en la Tabla V. 7, en la cepa 17B gap1let2, el transporte
de L-leucina es inhibido significativamente por L-cisteina, DL-homocisteina,
L-fenilalanina y por los analogos estructurales de leucina, como L-norvalina,
L-norleucina y L-y-metil leucina. Menores valores de inhibicion, entre 20-30%, fueron
obtenidos con L-a-aminobutirato, L-alo-isoleucina y DL-2 aminooctanoico. La inhibicion
por D-leucina soélo resultd significativa cuando se la adiciona en una concentracion 100
veces mayor que la de L-leucina radiactiva. El resto de los aminoacidos ensayados
produjeron inhibiciones menores del 15%.

Los resultados obtenidos indican que la permeasa de alta afinidad del transporte
de leucina, tiene una especificidad restringida a un grupo de aminoacidos hidrofébicos
estructuralmente relacionados y de configuracion L. La excepcion a esta regla es la
inhibicion producida por L-cisteina que posee un grupo sulfhidriio que le confiere
polaridad.

En el caso de isoleucina que posee dos atomos de carbono asimétricos también
discrimina la forma L-alo. La longitud de la cadena lateral es un requerimiento
importante en los sustituyentes que son hidrocarburos alifaticos, si es lineal debe ser de
3 0 4 atomos de carbono y si es ramificada entre 3-5 atomos de carbono.

En contraste, el sistema de transporte de leucina de baja afinidad y alta capacidad
detectado en la cepa 3C, es inhibido entre 50-90% por la mayor parte de los
aminoacidos ensayados. Solamente los aminoacidos con el grupo amino en posicién
distinta de o no produjeron inhibicién. L-lisina, L-arginina, L-histidina y D-leucina
causaron un efecto limitado (20-30%).

Por lo tanto, el sistema de baja afinidad de transporte de leucina es de amplia
especificidad y nuevamente se pone de manifiesto la semejanza con la GAP1, pero a

diferencia de ésta, no transporta significativamente lisina y arginina.

V. 4. Efecto del pH externo

En la Figura V. 9 se observa la incorporacion de L-"*C-leucina 0,05y 1,0 mM en
funcion del pH externo. Las determinaciones se efectuaron en todas las cepas de la

tetrada KES-3 y en la cepa KES-17B.
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Figura V. 9. Efecto del pH externo sobre el transporte de L-leucina en las cepas de la
tetrada KE5-3 A (@), 3B (4), 3C (m) y 3D (@) y en |la cepa KE5-17 B (a).

La incorporacién de L-'“C-leucina 0,05 (Ay B) y 1,0 mM (C y D) se midio a 3 minutos en
células crecidas en medio MP

Las cepas donde se han identificados dos sistemas de transporte de leucina (3A y
3B) o un unico sistema de alta afinidad (17B), la actividad es maxima a pH 5,5-6,0. Este
valor de pH 6ptimo es similar al hallado en la cepa parental KE3-R23.

A este valor de pH externo corresponde un incremento entre el 45-65% en el valor
de entrada de L-leucina, a excepcion de la cepa 17B, en la cual el aumento observado

fue de 2,6 veces a la concentracion externa 0,05 mM.
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En cambio, en la segregante 3D que posee similares caracteristicas cinéticas a la
cepa parental mutante MMY2/H3/LT1, el pH optimo es 3,5 y la dependencia de la
concentracion externa de protones es mas importante a la menor concentracion externa
de leucina.

En la cepa 3C la maxima actividad se alcanza a pH 5,5 y 4,5 para L-leucina

externa 0,05 y 1,0 mM, respectivamente.

V. 5. Efecto del dietilestilbestrol (DES)

Para el transporte de aminoacidos en levadura, se considera que la energia
acumulada en el gradiente electroquimico de protones, generado por la H'-ATPasa de
membrana plasmatica, actua como fuerza impulsora del proceso. El dietilestilbestrol
(DES) es in vitro un inhibidor de la actividad de la H'-ATPasa de membrana plasmatica
(Eddy, 1982; Goffeau y col., 1981; Serrano, 1980).

Por esta razéon, se estudié el efecto del DES 50 uM, sobre el transporte de
L-"*C-leucina en células de las tetradas KE5-3 y KE5-17 (Tabla V. 8). En las
condiciones experimentales ensayadas, unicamente en las cepas con actividad del
sistema de baja afinidad, independientemente de su capacidad, la inhibicion por DES

fue significativa.

Tabla V. 8. Efecto del dietilestilbestrol

L -*C-leucina externa
Cepa 0,05 mM 1,0 mM
Control % Inh Control % Inh

3A 0,40 6 1,57 22
3B 0,33 14 1,68 15
3C 0,39 57 1,99 30
3D 0,25 47 1,56 7
17A 0,24 32 1,31 38
17B 0,24 20 0,81 6
17C 0,22 1 1,20 14
17D 0,09 20 0,49 5

Las células crecieron en medio MP. La suspension celular conteniendo DES 50 uM vy
etanol 10% se preincubd durante 5 minutos antes de la adicion de L-"*C-leucina, los
controles contenian etanol 10%. La entrada a 3 minutos de L-'*C- leucina se expresa en

umol g™
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V. 6. Requerimientos energéticos
V. 6. 1. Efecto de la carga energética de las células

Dada la diferente actividad de transporte de leucina observada en las cepas KE5-
3C y 3D, se estudio el efecto de la carga energética de las células sobre el transporte
del aminoacido. Los ensayos se realizaron en células ayunadas y células energizadas
tal como se describi6 en Materiales y Métodos. Los resultados se muestran en la
Tabla V. 9.

En las dos cepas, la actividad de transporte de leucina aumentdé en la misma
proporcion (3 veces) cuando las células ayunadas son energizadas por preincubacion
con glucosa 5 mM. Estos resultados indican que la disminucion en la capacidad de
transporte de L-leucina observada en la cepa 3D, no se debe a alteraciones en los
sistemas productores de energia. Mas aun, la energizacion restaura los valores de
entrada que se obtienen sin tratamiento previo de las células y la disminucion en el
transporte del aminoacido en células ayunadas se produce por un agotamiento de los

dadores de energia endégenos.

Tabla V. 9. Efecto de la condicion metabdlica y del DNP.

Condicion DNP L-'*C-leucina externa
Cepa metabodlica | 50 uM
0,05 mM  %inh 1,0 mM %inh
Ayunada - 1,25 7,44
3C + 0,49 61 2,21 70
Energizada - 3,66 23,09
+ 1,48 60 6,24 73
Ayunada - 0,08 1,05
3D + 0,04 50 0,43 59
Energizada - 0,22 2,61
+ 0,14 36 1,13 57

Las células crecieron en medio MP y fueron ayunadas y energizadas como se describio en
Materiales y Métodos. La entrada a 4 minutos de L-"*C-leucina se expresa en umol g’

En la cepa 3C se determinaron los parametros cinéticos del transporte de leucina

en ambas condiciones metabolicas. Los valores de la constante de afinidad son
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similares en células ayunadas y células energizadas (K= 0,37-0,39 mM), este resultado

indica que se trata de la misma permeasa y que el sistema es constitutivo.

V. 6. 2. Efecto del 2,4- dinitrofenol

La inhibicidon de la entrada de leucina por accion de desacoplantes como el 2,4-
dinitrofenol (DNP), ha sido descripta por varios autores (Ballarin-Denti y col.,, 1984;
Bongioanni y Ramos., 1988, Ramos y col., 1980).

La adicién de DNP junto con el aminoacido radiactivo, tanto en células ayunadas
como energizadas de las cepas 3C y 3D, provoca una disminucién entre 36-73% en los
valores de entrada de leucina (Tabla V. 9). Sin embargo, en la cepa 3D el transporte de
leucina no es concentrativo en células ayunadas; en células energizadas, el aminoacido
es acumulado a partir de los 4 minutos de incubacion. Para el DNP, ademas del efecto
de transporte de protones extracelulares, también se ha descripto su capacidad para
permanecer unido a componentes de la membrana (Hoeberichts y col.,, 1980), como
consecuencia, no solo disminuiria el ApH, sino que afectaria el ligado del aminoacido a
las entidades responsables de su reconocimiento. Esto explicaria porque el DNP inhibe

los valores de entrada aunque la cepa 3D no acumula el aminoacido.

V. 6. 3. Efecto de la temperatura

En células de la cepa KE5-3D, la baja actividad de transporte de L-leucina no se
debe a un proceso de difusion, ya que no se detecta incorporaciéon de leucina a 0 °C. El
ligado inespecifico corresponde a 17 y 370 nmol g'1 para L-leucina externa 0,05 y 1,0
mM, respectivamente, valores que no se modifican con el tiempo de incubacion.
Resultados analogos se obtuvieron en la cepa parental mutante MMY2/H3/LT1
(Capitulo lHl. 2. 1).

V. 7. Determinacion del contenido intracelular de aminoacidos libres

En la Tabla V. 10 se observan las concentraciones intracelulares de aminoacidos
libres en células de la tetrada KES5-3 y en la cepa KE5-17B. En la mayoria de las cepas

y en general para los aminoacidos analizados, los valores determinados se encuentran
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comprendidos entre los valores obtenidos para las cepas parentales KE3-23 y
MMY2/H3/LT1 (Tabla lll. 9).

Tabla V. 10. Concentraciones intracelulares (mM) de aminoacidos libres

Aminoacido 3A 3B 3C 3D 17B
leucina 3,25 0,96 0,87 1,02 0,31
isoleucina 3,39 3,01 1,03 1,88 1,70
valina 2,81 1,50 2,13 2,10 3,15
glicina/alanina 18,72 15,45 11,39 22,34 33,59
treonina/serina 23,70 8,89 16,62 17,73 21,32
fenilalanina 0,50 0,30 0,52 0,37 0,11
tirosina 0,61 0,44 0,53 0,51 0,14
histidina ND ND 2,16 ND 2,14
arginina 21,16 4,03 3,47 6,44 17,28
aspartato 5,78 2,10 4,23 4,80 6,49
glutamato 46,64 31,47 68,34 53,81 58,77
prolina 13,40 ND 36,58 ND 16,85

Las células crecieron en medio MP y el reservorio intracelular de aminoacidos se
analizé como se describié en Materiales y Métodos. ND: no determinado.

V. 8. Crecimiento celular en placa

V. 8. 1. Aminoacidos como fuente de nitrégeno.

Para discriminar si las mutaciones let7 o let2 son responsables de los defectos en
el crecimiento celular observados en la cepa parental MMY2/H3/LT1 (Tabla Ill. 9),
células de las tetradas KES-3 y KE5-17 crecieron en medio sdlido, utilizando los
aminoacidos listados en la Tabla V. 11 como unica fuente de nitrogeno, sobre los cuales
la cepa MMY2/H3/LT1 no crece.

Crecimiento similar al de la cepa parental gap?, fue observado en las segregantes
3Ay 3B, en las cuales el transporte de L-leucina es mediado por los sistemas S1y S2y
en las segregantes 3C y 17A, que presentan solamente un sistema de baja afinidad y
alta capacidad, S2 En contraste, las cepas 3D y 17D presentan los mismos defectos
en el crecimiento observados en la otra cepa parental gap1letilet2 .

En las cepas 17B y 17C en las que se detectd solamente el sistema de alta
afinidad y baja capacidad, S1, el crecimiento sobre cada uno de los aminoacidos de

cadena ramificada y sobre norleucina, metionina y fenilalanina fue menor que el
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observado en la cepa gap7 pero mayor que en la cepa gap1letilet2. En cambio no se
produjo crecimiento de estas cepas sobre treonina y serina, tal como fue observado en

la cepa gap1letilet2 y en las haploides 3D y 17D.

Tabla V. 11. Efecto de diferentes aminoacidos sobre el crecimiento celular de las cepas
de las tetradas KE5-3 y KES-17.

Aminoacido 3A 3B 3C 3D 17A 17B 17C 17D
leucina 3 3 3 1 3 2 2 1
isoleucina 3 3 3 0 3 1/2 1/2 0
valina 3 3 3/4 1 3/4 2 2 1
norleucina 3 3 2/3 1/2 3 112 1/2 1/2
norvalina 3 3 3/4 2 3/4 3 3 2
treonina 2/3 213 3 1 3 1 1 1
serina 3 3 3 1 3 1 1 1
metionina 2/3 2/3 2/3 1 2/3 2 2 1
fenilalanina 2 2 2 0 2 1/2 1/2 0

Las células fueron crecidas en medio minimo sélido durante 3 dias con la adicién de un
unico aminoacido (1mM) como fuente de nitrégeno. La produccién del crecimiento se
evalué por medio de una escala empirica. Crecimiento 5: muy intenso; 4. denso; 3:
moderado; 2: escaso; 1: trazas y 0: no crecimiento.

La limitada capacidad de transporte de la permeasa S1 (codificada por el gen
LETT1) se refleja en la utilizacion disminuida de los aminoacidos de cadena ramificada
como fuentes de nitrégeno. Sin embargo, el resultado mas sorprendente es la falta de
crecimiento de las cepas 17B y 17C sobre treonina y serina, indicando que el gen LET1
no es requerido para el transporte de treonina y serina. Estos resultados, junto con los
estudios cinéticos y los ensayos de competencia, sugieren que LETZ2 codifica un
componente del sistema S2 requerido para el transporte y/o utilizacién no solo de los
aminoacidos de cadena ramificada, sino también de treonina y serina.

Por el contrario, la pérdida de actividad de la permeasa de alta afinidad y baja
capacidad, mutantes gap7/et1 como las cepas 3C y 17A, no afectd el crecimiento sobre
ninguna de las fuentes de nitrégeno estudiadas. Estos resultados indican que en
ausencia de la permeas general de aminoacidos, GAP1, el sistema S2 es
primariamente responsable para el transporte y utilizacion catabdlica de esas fuente de

nitrégeno.
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V. 8. 2. En presencia de analogos téxicos

Las células de las tetradas KE5-3 y KES5-17 fueron crecidas en medio minimo
solido con prolina como fuente de nitrégeno y la adicion de un analogo toxico. En la
Tabla V. 12 se resumen los resultados obtenidos y se incluyen los de ambas cepas

parentales de la Tabla Ill. 11.
Las cepas de las dos tetradas resultaron sensibles a la presencia de L-canavanina

y B-cloroalanina y resistentes en presencia de D-norleucina y azaleucina en el medio de

cultivo, comportamiento similar al observado en ambas cepas parentales.

Tabla V. 12. Crecimiento celular de las tetradas KE5-3 y KE5-17 en presencia de
analogos toxicos.

Cepas Medio minimo prolina mas
Can pB-CA NL AzL AzS B-TA Et TFL

KE3-R23 S S R R S S S S
MMY2/H3/LT1 S S R R R R R R
3A S S R R S S S S
3B S S R R S S S S
3C S S R R S R S R
3D S S R R R R R R
17A S S R R S R S S
17B S S R R S S S S
17C S S R R S S S S
17D S S R R R R R R

(Can) L-canavanina 40 pg/ml; (B-CA) B-cloroalanina 100 pug/ml; (NL) D-norleucina 9,7
mM; (AzL) Azaleucina 50 ug/ml; (AzS) Azaserina 50 pg/mi; (B-TA) -2-tienilalanina 100
png/ml; (Et) L-etionina 50 ug/mi y (TFL) DL-triflaorleucina 100 uM.

Las células crecieron durante 48 hs en medio minimo sélido con prolina 10 mM como
fuente de nitrdgeno con las adiciones indicadas. E! crecimiento de las células se
compard con el producido en medio MP sélido en ausencia de analogo tdxico. R:
resistentes, S: sensibles.

Los analogos toxicos de fenilalanina, metionina y serina: [B-2-tienilalanina, L-
etionina y azaserina, respectivamente, produjeron la inhibicion del crecimiento en las
cepas 3A, 3B, 17B y 17C, como el observado en la cepa parental KE3-R23. En
contraste, las cepas 3D y 17D son completamente resistentes a estos analogos toxicos
como la cepa parental mutante MMY2/H3/LT1. Las segregantes que presentan
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solamente actividad de transporte de L-leucina por el sistema S2 (3C y 17A) no crecen
en presencia de etionina y azaserina, pero si en presencia de B-2-tienilalanina. La
resistencia al analogo toxico de fenilalanina esta ligada a la mutacién /let? y, por
consiguiente, L-fenilalanina es transportada por el sistema S1 de alta afinidad.

Estos resultados, junto con los de los ensayos de competencia (L-metionina y L-
fenilalanina inhiben el transporte de L-leucina por los sistemas S1 y S2, pero L-serina y
L-treonina lo inhiben sélo por el sistema S2) y de crecimiento en placa con los
aminoacidos como unicas fuentes de nitrégeno, indicarian que los productos de los
genes LET1 y LET2 estan involucrados en el transporte de metionina y fenilalanina.
Ademas, el producto codificado por el gen LET2 es necesario para el transporte de
serina y treonina y, podria corresponder al sistema de baja afinidad detectado para el
transporte de metionina descripto por Gits y Grenson (1967).

Si bien las cepas 3D y 17D son completamente resistentes a la presencia de
etionina y azaserina en el medio de cultivo, el resto de las haploides analizadas fueron
todas sensibles. Este resultado indicaria que son necesarias simultaneamente ambas
mutaciones, let1 y let2, para el desarrolio de la resistencia a estos analogos téxicos o

alternativamente, la presencia de una tercera mutacion en adicion de let? y let2.

V. 9. Conclusiones

En este capitulo se describe la caracterizacién de los sistemas de transporte de L-
leucina en las cepas de las tetradas provenientes del cruce KE-3-R23 gap? x
MMY2/H3/LT1 gap1letilet2. Se determind que:

- la segregacion de la actividad de transporte de L-leucina 1,0 mM (valores de
velocidades iniciales y de incorporacion), medida en células de cada tipo de tetrada
crecidas en ambos medios minimos MP y MA, difieren de lo esperado segun la
actividad y regulacion observada en cada una de las cepas parentales y por el analisis
de la segregacion de la resistencia a TFL,

- en cada tetrada de diferente tipo se encuentran cepas con similar actividad de
transporte de L-leucina en los dos medios minimos, algunas de ellas comparable a la
observada en la cepa parental mutante resistente a TFL y otras con una alta actividad
de transporte de L-leucina en medio MA, siendo ésta entre 4 a 11 veces mayor que la

observada en ambas cepas parentales;
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- los valores del contenido intracelular de aminoacidos libres, se encuentran
comprendidos entre los valores determinados para ambas cepas parentales;

- en la cepa KE5-3C (TFLR) los altos valores de velocidad incial, asi como los de
incorporacién del aminoacido, en células crecidas en los dos medios minimos,
comparada con los obtenidos en ambas cepas parentales, no se deben a una reversion
de la mutacién gap17,

- es altamente improbable que proteinas del espacio periplasmatico participen en
el proceso de transporte de L-leucina, que justifiquen la diferente actividad de transporte
del aminoacido en las haploides KE5- 3C y 3D, ambas TFLF;

- la diferente actividad de transporte del aminoacido en las haploides KES- 3C y
3D, ambas TFLY, no se debe alteraciones en los sistemas productores de energia de la
via glucolitica. En ambas cepas el DNP inhibe el transporte de L-leucina 1,0 mM en 55-
75%,

- mediante estudios cinéticos realizados en los tres tipos de tetradas se detectaron
haploides con sistemas unicos de transporte de L-leucina: S1 de aita afinidad-baja
velocidad; S2 de baja afinidad- alta velocidad y S2 de baja afinidad- baja velocidad. En
otras haploides operan ambos sistemas de transporte S1y S2;

- en los tres diferentes tipos de tetradas, el desarrolio de resistencia a TFL se
correlaciona con la ausencia del sistema S1 de alta afinidad-baja velocidad (codificado
por el gen LET1) y una segregacion 2.2 del mismo.

- en los tres diferentes tipos de tetradas la segregacion de la actividad de
transporte de L-leucina por el sistema S2 de baja afinidad-alta velocidad, asignada al
gen LET2, sugieren que el mismo no es el unico componente involucrado en la optima
actividad de transporte por este sistema. Es sugerida una tercera mutacion en la cepa
MMY2/H3/LT1 en adicién a let1 y let2, de los sistemas S1y S2;

- la inhibicién diferencial producida por TFL en los valores de entrada de L-"C-
leucina 0,05 mM, permite discriminar qué sistema esta mediando el transporte del
aminoacido;,

- el transporte de L-leucina por ambos sistemas no es inhibido por aminoacidos
con el grupo amino en posicidn distinta de o, tampoco por prolina, citrulina y

cicloleucina;
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- en la cepa KE5-17B, el transporte de L-leucina mediado sélo por el sistema S1,
es inhibido significativamente por isoleucina, valina, metionina, fenilalanina, cisteina,
homocisteina y por los analogos estructurales norvalina, norleucina, y-metil-leucina y por
el analogo toxico TFL;

- en la cepa KES-3C, el transporte de L-leucina mediado sélo por el sistema S2, es
de amplia especificidad. Es inhibido significativamente (40-93%) por la mayoria de los
aminoacidos analizados a excepcion de los aminoacidos basicos y D-leucina que
causaron una limitada inhibicion (menor del 30%);

- el pH 6ptimo del sistema de transporte S1 se encuentra en el rango 5,5-6,0 y su
actividad depende significativamente del pH externo;

- la relacién entre pH externo / actividad de transporte de L-leucina por el sistema
S2, depende de la capacidad del sistema y de la concentracion de L-leucina analizada.
La actividad de transporte de L-leucina 1,0 mM no se modifica significativamente en el
rango de pH 3,5-6,0 y en estas condiciones no depende de la capacidad del sistema;a
baja concentracion externa del aminoacido, la actividad de transporte es 6ptima a pH
5,0-5,5 para el sistema S2 de alta capacidad y a pH 3,5-4,0 para el sistema S2 de baja
capacidad,;

- las observaciones realizadas en los ensayos de inhibicion del transporte de L-
leucina, mediado por sistemas unicos S1 o S2, se correlacionan con los ensayos de
crecimiento en placa con aminoacidos como fuentes individuales de nitrégeno y en
presencia de analogos toxicos. La permeasa S1, codificada por el gen LET1, transporta
los aminoacidos de cadena ramificada, metionina y fenilalanina pero no serina y
treonina; una actividad optima de! sistema S2 es indispensable para el transporte de
serina y treonina, y en el transporte de los aminoacidos de cadena ramificada,
metionina, fenilalanina y norleucina y posterior utilizacién catabdlica de los mismos

como fuentes de nitrdgeno.
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VI. Sistemas transportadores de L-isoleucina y L-valina en tetradas obtenidas del
cruce KE-R23 x MMY2/H3/LT1.

VI. 1. Entrada e incorporacion de L-"*C-isoleucina y L-'*C-valina

Para conocer el efecto de las mutaciones presentes en la cepa MMY2/H3/LT1
sobre el transporte de L-isoleucina y L-valina, se estudid la entrada e incorporacion de
ambos aminoacidos en tres tetradas provenientes del cruce de las cepas KE-R23 x
MMY2/H3/LT1. Las tetradas seleccionadas fueron KES-1, KES-3 y KES-17.

Los ensayos de entrada e incorporacion de L-isoleucina y L-valina se realizaron a
las concentraciones externas 0,05 y 1,0 mM de cada aminoacido, en células crecidas
en los medios MP (Figuras VI.1 y VI. 2) , MA (Figuras VI. 3y VI. 4) e YPD (Figura Vi. 5).

Las concentraciones intracelulares de ambos aminoacidos, al finalizar las
incubaciones, fueron siempre mayores que la concentracién externa de los mismos, por
lo tanto el proceso de transporte es concentrativo. Las excepciones fueron las cepas
KES-3D y KE5-17D, crecidas en los medios MP o MA donde las concentraciones
intracelulares de los L-'*C-aminoacidos acumulados fueron iguales o menores que la
concentracion externa 1,0 mM. A pesar de no ser concentrativo, el transporte de ambos
aminoacidos en células de la cepa KES5-3D crecidas en medio MP, resultd inhibido por
DNP. La inhibicidon en el transporte de L-isoleucina y L-valina fue del 30% y 50%
respectivamente, a las dos concentraciones externas analizadas 0,05y 1,0 mM.

Las Tablas VI. 1 y VI. 2 resumen las velocidades iniciales del transporte de
L- isoleucina y L-valina, calculadas a partir de las pendientes de los trazados de las
figuras precedentes. Se incluyen ademas para comparar los valores obtenidos para las
cepas parentales KE3-R23 y MMY2/H3/LT1 (Tabla V. 2).

En las Figuras VI. 1 - VI. 5y las Tablas VI.1 - VI. 2 se observa que tanto en los
medios MP como MA y en el medio complejo YPD, y a las dos concentraciones
externas ensayadas de los aminoacidos, el patron de segregacién para el transporte de
isoleucina y valina en las tetradas analizadas, coincide con el obtenido para el
transporte de L-leucina y no corresponde a la segregacion de un unico gen mutado

(relacién 2:2), sino que es compatible con al menos dos genes mutados.
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Figura V. 1. Incorporacién de L-'*C-isoleucina 0,05 y 1,0 mM en células de las tetradas
KES5-1, 3y 17 crecidas en medio MP. A (@), B (4). C (m) y D ().
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Figura VI. 2. Incorporacion de L-"*C-valina 0,05 y 1,0 mM en células de las tetradas
KES-1, 3y 17 crecidas en medio MP. A (®) B (a), C (m) y D ().
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Figura VI. 3. Incorporacion de L-'*C-isoleucina 0,05 y 1,0 mM en células de las tetradas
KES5-3 y 17 crecidas en medio MA. A (@), B (), C (m) y D (®).
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Figura VI. 5. Incorporaciéon de L-'*C-valina 0,05 y 1,0 mM en células de las tetradas
KES5-3 y 17 crecidas en medio YPD. A (@), B (), C (m) y D (®).
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Tabla VI. 1. Efecto de la fuente de nitrdgeno sobre el transporte de L-isoleucina

vi de transporte de L-'*C-isoleucina
Cepas 0,05 mM 1,0 mM
MP MA MP MA
KE3-R23 0,51 0,11 2,15 0,35
MMY2/H3/LT1 0,09 0,02 0,44 0,10
KES -1A 0,40 2,62
1B 0,22 0,51
1C 0,25 0,58
1D 0,39 - 1,86 -
KES -3A 0,60 0,20 1,98 0,67
3B 0,50 0,12 1,76 0,41
3C 0,90 0,86 5,93 3,72
3D 0,03 0,02 0,25 0,12
KES - 17A 0,26 0,71 1,36 3,25
17B 0,14 0,11 0,38 0,32
17C 0,09 0,06 0,30 0,16
17D 0,03 0,01 0,08 0,07

Tabla VI. 2. Efecto de la fuente de nitrdgeno sobre el transporte de L-valina

vi de transporte de L-'*C-valina
Cepas 0,05 mM 1,0 mM
MP MA YPD MP MA YPD

KE3-R23 0,24 0,10 0,26 1,38 0,84 1,41
MMY2/H3/LT1 0,06 0,03 0,04 0,31 0,25 0,32
KES -1A 0,24 3,19

1B 0,13 0,53

1C 0,14 - 0,61

1D 0,19 ! : 211 i ]
KES5 -3A 0,41 0,12 0,46 3,73 0,68 3,15

3B 0,32 0,08 0,35 2,95 0,43 2,42

3C 0,50 0,31 0,21 5,31 3,05 2,29

3D 0,05 0,04 0,05 0,47 0,45 0,52
KES - 17A 0,28 0,30 0,13 1,45 2,83 1,17

17B 0,07 0,06 0,08 0,44 0,30 0,39

17C 0,05 0,20 0,14 0,39 0,73 0,47

17D 0,01 0,02 0,03 0,15 0,18 0,24

Las vi (umol min"' g™') del transporte de L-isoleucina y L-valina, se calcularon
a partir de las pendientes de los trazados de las Figuras VI. 1 - VI. 5.
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Entonces, hay cepas con valores de vi similares a cada una de las cepas
parentales, otras con valores comprendidos entre los de éstas y haploides con
capacidad de transporte de ambos aminoacidos aun mayores al de la parental KE3-
R23, dependiendo estos valores tanto del medio de cultivo como de la concentracién
externa analizada. Por lo tanto las mutaciones /et y let2 presentes en la cepa
MMY2/H3/LT1 que afectan el transporte de leucina, también afectaron el transporte de
isoleucina y valina.

Con respecto a la regulacion del transporte de isoleucina y valina por la fuente de
nitrégeno del medio de cultivo, se observa que las haploides 3A y 3B cultivadas en
medio MA tienen entre 3,0 - 7,0 veces menor capacidad de transporte que en medio
MP tal como ocurre en la cepa parental KE3-R23, estos resultados son similares a los
hallados para el transporte de leucina. Otras cepas como 3C , 3D, 17B, 17C y 17D son
poco afectadas en la actividad de transporte por crecimiento de las mismas en medio
MA; mientras que la cepa 17A a diferencia de las demas, transporta aproximadamente
el doble de L-isoleucina y L-valina en medio MA que en medio MP, siendo esta situacién

semejante a la observada para el transporte de L-leucina.

VI. 2. Especificidad de los sistemas transportadores de L-isoleucina y L-valina

Se estudid la especificidad del transporte de L-isoleucina en las cepas de las
tetradas KE5-3 y KE5-17 y del transporte de L-valina en las cepas de la tetrada KE5-3 y
en la segregante KE5-17B. Se determinaron los valores de entrada de los L-"*C-
aminoacidos a 3 minutos en presencia de diferentes aminoacidos no radiactivos. Los
resultados se muestran en las Tablas VI. 3 - VI. 5.

En la tetrada KE5-3 (Tabla VI. 3), a baja concentracion externa de L-"*C-
isoleucina, las cepas 3A y 3B presentan similares patrones de inhibicién. Se obtuvo mas
del 50% de inhibicion con isoleucina, metionina, leucina y treonina; valina solo causd
40% de inhibicion y alanina y trifliorleucina entre 28-37%. En contraste, el patron de
inhibiciéon observado en la cepa 3C cambia, siendo significativo el efecto L-treonina y L-
metionina sobre el transporte de L-'*C-isoleucina con 67% y 62% de inhibicién
respectivamente, mientras que la inhibicién por L-isoleucina fue del 63%. L-alanina. L-
leucina y L-valina inhibieron entre 30-45%. El analogo téxico trifluorleucina a diferencia

de las cepas 3A y 3B no tiene ningun efecto significativo sobre el transporte de L-
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isoleucina. La cepa 3D sigue el mismo patrén descripto para la cepa 3C pero con
menores porcentajes de inhibicion. Este hecho sugiere que las cepas 3C y 3D han
perdido un sistema de alta afinidad de transporte de L-isoleucina, ya que ademas son
resistentes a la inhibicion del crecimiento en presencia del analogo toxico. A
concentracion externa 1,0 mM de L-'*C-isoleucina, se mantienen los perfiles de inhibicion
producidos por los distintos aminoacidos en cada una de las cepas estudiadas, pero con

mayores porcentajes de inhibicion.

Tabla VI. 3. Ensayo de inhibicion del transporte de L-isoleucina en la tetrada KE5-3

L-"*C-isoleucina externa

Adiciones 0,05 mM 1,0 mM

3A 3B 3C 3D 3A 3B 3C 3D
L-leucina 57 59 38 33 77 74 77 49
L-isoleucina 70 71 63 49 84 80 86 50
L-valina 40 41 30 22 65 61 65 40
L-alanina 31 33 44 33 72 68 80 57
L-metionina 64 62 62 43 82 77 86 52
L-treonina 52 54 67 52 78 78 87 64
DL-TFL 28 37 14 4 43 45 39 31
L-prolina 4 4 9 5 9 6 14 10

Las celulas crecieron en medio MP. Los valores controles luego de 3 min de
incubacion fueron 2,05; 1,59; 3,05 y 0,17 umol L-'"*C-isoleucina g para las cepas 3A.
3B, 3C y 3D respectivamente para la concentracion de isoleucina externa 0,05 mM y de
6.63; 5,73; 16,72 y 1,16 pmol L-'*C-isoleucina g' para las cepas 3A, 3B, 3C y 3D
respectivamente para la concentracion de isoleucina externa 1,0 mM. La concentracion
de los aminoacidos competidores es 10 veces la del aminoacido radiactivo. Los
numeros representan % de inhibicién de los controles.

En la tetrada KES5-17 (Tabla VI. 4), las cepas 17A y 17D presentan similares
inhibiciones del transporte de L-'"*C-isoleucina a las observadas en las cepas 3C y 3D
respectivamente. Las cepas 17B y 17C presentan los mismos perfiles de inhibicion,

pero éstos son muy diferentes a los de las cepas de la tetrada KES5-3. En este caso los

inhibidores mas efectivos del transporte de L-"*C-isoleucina 0,05 mM son L-leucina



132

(79%), L-isoleucina (77-74%), L-metionina y DL- triflGorleucina (67-64%) y L-valina (58-
56%). En cambio L-alanina y L-treonina producen menos del 20% de inhibicidon. Cuando
el ensayo se realiza con 1,0 mM de L-"*C-isoleucina externa se observa en general que

los % de inhibicién se mantienen excepto para L-alanina y L-treonina que se duplicaron.

Tabla VI. 4. Ensayo de inhibicién del transporte de L-isoleucina en la tetrada KE5-17

L-'*C-isoleucina externa
Adiciones 0,05 mM 1,0 mM
17A 17B 17C 17D 17A 17B  17C 17D

L-leucina 50 79 79 42 80 77 70 46
L-isoleucina 70 77 74 61 87 76 66 51
L-valina 36 58 56 36 65 65 60 29
L-alanina 43 14 10 35 75 35 30 55
L-metionina 65 67 64 54 86 66 67 54
L-treonina 64 18 16 48 86 35 33 61
DL-TFL 6 67 65 4 32 65 62 26
L-prolina 7 5 2 6 10 10 9 8

Las células crecieron en medio MP. Los valores controles luego de 3 min de incubacion
fueron 2,00; 0,58; 0,45y 0,11 umol L-"*C-isoleucina g para las cepas 17A, 17B, 17C y
17D respectivamente a la concentracion de isoleucina externa 0,05 mM y de 8,16; 1,64,
1,38 y 0,68 pmol L-"*C-isoleucina g' para las cepas 17A, 17B, 17C y 17D
respectivamente a la concentracion de isoleucina externa 1,0 mM. La concentracion de
los aminoacidos competidores es 10 veces la del aminoacido radiactivo. Los numeros
representan % de inhibicidén de los controles.

E! transporte de L-'*C-valina en las cepas de la tetrada KE5-3 (Tabla Vi. 5), se vié
afectado en forma similar al de L-'*C-isoleucina en presencia de los aminoacidos

ensayados como competidores.
Para el transporte de L-'*C-valina en la cepa KE5-17B se obtuvo el mismo patron y

similares porcentajes de inhibicion que los observados cuando L-leucina o L-isoleucina
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fueron los sustratos radiactivos. En esta cepa, el transporte de L-'*C-valina es también
inhibido (64%) por TFL y poco afectado por L-alanina y L-treonina (menos de 30%).

Tabla VI. 5. Ensayo de inhibicion del transporte de L-valina en la tetrada KE5-3 y
en la cepa KE5-17B.

L-"*C-valina externa

adicionados 0,05 mM 1,0 mM

3A° 3B 3C 3D 17B 3A 3B 3C 3D 17B
L-leucina 49 55 48 10 72 80 74 82 36 67
L-isoleucina (58 66 66 24 67 82 80 89 38| 69
L-valina 37 40 35 16 53 66 66 79 34| 61
L-metionina 58 61 31 31 59 72 79 85 44 63
L-prolina 0 0 10 5 8 9 0 29 29 2

Las células crecieron en medio MP. Los valores controles luego de 3 min de incubacién
fueron 0,92, 0,79; 1,36, 0,16 y 0,24 umol L-'*C-valina g'1 para las cepas 3A, 3B, 3C, 3D
y 17B respectivamente a la concentracion de valina externa 0,05 mM y de 8,71, 6,81,
17,77, 2,30 y 1,32 pumol L-"*C-valina g' para las cepas 3A, 3B, 3C, 3D y 17B
respectivamente a la concentraciéon de valina externa 1,0 mM. Los numeros representan
% de inhibicion de los controles.

En las cepas KE5-17 B y 17C el efecto diferencial de TFL por una parte y de
L-alanina y L-treonina por otra, puede interpretarse si estas cepas, poseen un sistema
de alta afinidad para el transporte de L-isoleucina y L-valina, inhibible por TFL y de
especificidad restringida para los aminoacidos de cadena ramificada y la ausencia de
otro sistema de transporte de L-isoleucina y L-valina, de menor afinidad, que es inhibido
significativamente por L-alanina y L-treonina.

La baja actividad de transporte de L-isoleucina y L-valina observada en las cepas
17B y 17C, junto con la inhibiciéon del crecimiento en medios minimos en presencia de
TFL (Tabla V. 12) y el hecho de que ambas cepas no puedan utilizar L-serina y L-
treonina como fuentes de nitrogeno en medios de cultivo (Tabla V. 11), apoyan esta

interpretacion.
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VI. 3. Analisis cinético del transporte de L-isoleucina y L-valina

Los parametros cinéticos del transporte de L-isoleucina y L-valina se determinaron
en las cepas de la tetrada KE5-3 y de la tetrada KE5-17 se seleccioné la cepa KE5-17B
debido a que como se vio en el Capitulo V. 5 presenta un unico sistema de transporte
de L-leucina de alta afinidad. Teniendo en cuenta los resultados de incorporacién de
ambos aminoacidos, se eligio el medio minimo con L-prolina como fuente de nitrogeno
para el crecimiento de las células. En estas condiciones las cepas estudiadas

desarrollaron la maxima actividad de transporte.

VI. 3. 1. Parametros cinéticos del transporte de L-isoleucina

Los parametros cinéticos para el transporte de L-isoleucina, calculados a partir de
las representaciones de los datos experimentales (Figuras VI. 6 y VI. 7) se presentan en
la Tabla VI. 6.

Tabla VI. 6. Parametros cinéticos del transporte de L-isoleucina

Cepas Kr Jmax
(uM) (umol min”' g

KE3-R23 207 2,32
MMY2/H3/LT1 239 0,41
3A 136 1,86
3B 125 1,48
3C 325 7,53
3D 239 0,18
17B 55 0,45

Los valores de los parametros cinéticos se calcularon a partir de las
representaciones de Lineweaver-Burk de las Figuras VI. 6 y VI. 7.

En el rango de concentraciones de L-isoleucina analizadas, las representaciones
de dobles reciprocas del transporte de L-isoleucina fueron lineales en todos los casos
(Figuras VI. 6 y VI. 7). Estos resultados indican que se puede caracterizar cinéticamente
un unico sistema de transporte de L-isoleucina en cada una de estas cepas, aunque

difieren tanto en los valores de K; como de Jmax.
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Figura VI. 6. Cinética de transporte de L-isoleucina en células de la tetrada KE5-3

crecidas en medio MP.
Inset: representacion de Lineweaver-Burk.
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Figura VI. 7. Cinética de transporte de L-isoleucina en células de la cepa KE5-17B
crecidas en medio MP.
Inset: representacion de Lineweaver-Burk

En la cepa 3D se observé que a partir de la concentracién 1,0 mM las velocidades
iniciales de transporte de isoleucina aumentan en forma proporcional con el aumento de
la concentracidon externa (no mostrada en la Figura VI. 6D). La representacioén de Eadie-
Hofstee de los valores produjo un grafico con dos componentes lineales, siendo estos
resultados compatibles con la presencia de dos sistemas de transporte de isoleucina o
de un unico sistema de transporte mas un componente de difusién: uno de los sistemas
es el descripto en la Tabla VI. 6 y el otro con muy alto Ky (2,08 mM) o D = 0,067 umol
min"'g?’ mM™).

En las cepas de las tetradas, todas las constantes de afinidad calculadas difieren
entre si en menos de un orden de magnitud, por lo tanto si el transporte de L-isoleucina
ocurre a través de mas de un sistema se hace muy dificil poderlos diferenciar
cinéticamente. Por otra parte comparando estos valores con los obtenidos para las
cepas parentales también difieren en menos de un orden de magnitud.

Teniendo en cuenta los valores de Ky para el transporte de L-isoleucina en las
cepas 3C y 3D y que en la cepa 17B, se detecta un unico sistema de transporte de alta
afinidad y baja capacidad, es razonable proponer que en las cepas 3A y 3B y en las

mutantes gap? el transporte del aminoacido se efectue a través de mas de un sistema.
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En la cepa 3C si bien la afinidad para el transporte de isoleucina disminuye con
respecto a las calculadas en las cepas parentales, el Jnax Se incrementa 3,5 veces con
respecto a la cepa KE3-R23, como si la pérdida de afinidad fuera compensada por un
aumento en el Jna, Siendo estos resultados similares a los observados para el

transporte de leucina.

VI. 3. 2. Parametros cinéticos del transporte de L-valina

Las Figuras VI. 8 y VI. 9 muestran la entrada de L-'*C-valina en funcién de su

concentracion externa en las cepas analizadas. Los parametros cinéticos se presentan

enlaTabla WVI. 7.

Tabla VI. 7. Parametros cinéticos del transporte de L-valina

Cepas Ky Jmax D
(mM) (umol min”' @) | pmol min"'g™! MM’
KE3-R23 0,38 2,17
MMY2/H3/LT1 0,38 0,46
3A 1. 0,13 0,97 -
2. 0,82 4,38
3B 1: 0,13 0,63
2. 0,75 2,53
3C 0,45 2,47 1,83
3D 0,57 0,68 0.45
178 0,08 0,20

Los valores de los parametros cinéticos se calcularon a partir de las
representaciones de las Figuras VI. 8 y VI. 9. D es la constante de difusién.

En las cepas 3A y 3B, las representaciones de Linewever-Burk de los datos, se
ajustan a un componente lineal, con valores de Ky: 0,39 y 0,33 mM y de Jmax: 2,71 Yy
1,44 pmol min”' g™, respectivamente, similares a los obtenidos en las cepas gap7. Sin
embargo, como se observa en la Figura VI. 8, el sistema de transporte de L-valina no

parece saturarse con ese valor de Jmax.
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Figura VI. 8. Cinética de transporte de L-valina en células de la tetrada KE5-3 crecidas
en medio MP.
Inset: 3C y 3D representacion de Lineweaver-Burk

3A y 3B representacion de Eadie-Hofstee
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Figura VI. 9. Cinética de transporte de L-valina en células de la tetrada KE5-17B

crecidas en medio MP.
Inset: representacion de Lineweaver-Burk

La representacion de Eadie-Hofstee, permitid detectar dos componentes lineales
para el transporte de L-valina en cada cepa, compatibles con la presencia de dos
sistemas de transporte del aminoacido: uno de alta afinidad - baja velocidad vy el otro de
baja afinidad - alta velocidad, caracterizados por los parametros cinéticos indicados en
la Tabla VI. 7. Si bien en las cepas gap? KE3-R23 y MMY2/H3 los datos cinéticos
también fueron analizados segun Eadie-Hofstee, no se detecté el sistema de alta
afinidad, quedando probablemente enmascarado por el otro sistema. Los resultados
obtenidos en la cepa 17B, identificando un componente de alta afinidad - baja velocidad
(Figura VI. 9), confirman la presencia de este sistema en las cepas 3A y 3B, indicando
que el transporte de L-valina es mediado por mas de un sistema en las mutantes gap17.

En las cepas 3C y 3 D, el ajuste de los datos cinéticos indica que el transporte de
L-valina es mediado por un sistema de baja afinidad aunque de diferente capacidad y
un componente de difusidn, ya que el sistema no tiende a la saturacion.

En cada una de las cepas analizadas, los tres aminoacidos de cadena ramificada

presentan comportamientos cinéticos semejantes.
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VI. 4. Conclusiones

En este capitulo se caracterizan los sistemas transportadores de L-isoleucina y L-
valina, en las cepas de las tetradas provenientes del cruce KE3-R23 gap? x
MMY2/H-3/LT1 gap1letilet2. Se determind que:

- el transporte de ambos aminoacidos es concentrativo en los tres medios
analizados; las excepciones corresponden a las células de las cepas 3D y 17D crecidas
en los dos medios minimos, en las cuales el transporte de isoleucina y valina 1,0 no es
concentrativo, aun asi el transporte resulté inhibido por DNP en 30-50%,

- el patrén de segregacion del transporte de ambos aminoacidos en las cepas, es
similar al encontrado para el transporte de L-leucina, por ejemplo comparadas con las
cepas parentales: muy alta actividad de transporte en los dos medios minimos (cepa
3C), mayor actividad de transporte en medio MA que en medio MP (cepa 17A),
actividad de transporte similar en los medio MP y MA (cepas 3D, 17B, 17C y 17D) y
cepas con actividad de transporte mayor en medio MP que en medio MA (cepas 3A y
3B),

- al menos dos genes afectaron la actividad total de transporte de L-isoleucina y
valina y son los que afectan el transporte de L-leucina en la mutante resistente a TFL:
LET1y LET2,

- en las cepas de la tetrada KE5-3, el transporte de isoleucina y valina resulta
significativamente inhibido por leucina, isoleucina, valina, treonina, metionina y alanina,
el transporte de L-isoleucina y L-valina no es inhibido por L-prolina, a excepcioén del
transporte de valina 1,0 mM en las cepas 3C y 3D que es inhibido un 30%; en estas dos
cepas el transporte de isoleucina 0,05 mM no es inhibido por TFL;

- el patron de inhibicidn del transporte de isoleucina en las cepas 17A y 17D, es
similar al observado en las cepas 3C y 3D, respectivamente; las cepas 17B y 17C
presentan los mismos perfiles de inhibicion, pero éstos son diferentes a los de las cepas
de la tetrada KE5-3: el transporte de isoleucina 0,05 mM es inhibido en mas del 60%
por los aminoacidos de cadena ramificada, metionina y TFL, alanina y treonina
produjeron menos del 20% de inhibicidén; 1a inhibicién del transporte de L-valina en la

cepa 17B es similar a la descripta para el transporte de L-isoleucina;
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- en cada una de las cepas analizadas se caracteriza cinéticamente solamente un
sistema de transporte de L-isoleucina pero que difieren tanto en los valores de Ky como
de Jmax,

-los parametros cinéticos del transporte de isoleucina en la cepa 17B (Kt = 55 uM
Y Jmax = 0,45 umol min’’ g") indican la presencia de un sistema de alta afinidad-baja
velocidad y los calculados para el transporte del aminoacido en la cepa 3C (Ky = 325
UM ¥ Jmax = 7,53 pmol min™ g'1) indican la presencia de otro sistema de baja afinidad-
alta velocidad; en la cepa 3D se caracteriza cinéticamente un sistema de baja afinidad-
baja velocidad (Kt = 0,24 mM y Jnax = 0,41 umol min™! g") con similares valores de
parametros cinéticos a los descriptos en la cepa parental mutante MMY2/H3/LT1;

- el transporte de L-isoleucina en las cepas 3A, 3B y en las mutantes gap7 KE3-
R23 y MMY2/H3, es mediado por al menos dos sistemas que no pueden diferenciarse
cinéticamente en estas cepas;

- el transporte de L-valina es mediado por dos sistemas en las cepas 3A y 3B: un
sistema de alta afinidad- baja capacidad (Kt = 130 uM Yy Jmax = 0,63-0,97 umol min” g")
y otro sistema de baja afinidad- alta capacidad (Kt = 130 uM y Jnax = 2,53-4,38 umol
min”’ g'); en la cepa 17B solamente un sistema de alta afinidad- baja capacidad (Ky =
81 uM y Jmax = 0,20 pmol min’ g") media el transporte de L-valina, siendo éste el
detectado en las cepas 3A y 3B; en las cepas 3C y 3D el transporte de L-valina es
mediado por un sistema de baja afinidad pero de diferente capacidad (Kr = 0,45-0,57
MM y Jnex = 2,47 y 0,68 umol min” g". respectivamente) mas un componente de
difusién;

- el transporte de L-valina en las cepas 3A, 3B y en las mutantes gap7 KE3-R23 y
MMY2/H3, es mediado por al menos dos sistemas, éstos no pueden diferenciarse
cinéticamente en las mutantes gap7,

- el gen LET1, codifica el sistema de alta afinidad-baja velocidad (S1) de
transporte de los aminoacidos de cadena ramificada;

- el gen LETZ2, codifica un factor indispensable para la 6ptima actividad del sistema
baja afinidad-alta velocidad (S2) de transporte de los aminoacidos de cadena

ramificada;
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VIi. Relaciones entre los sistemas de transporte de L-leucina, L-isoleucina y L-valina

En la cepa KES5-17B, los ensayos de competencia mostraron que los patrones de
inhibicion del transporte L-isoleucina y L-valina, fueron casi idénticos a los encontrados
para el transporte de L-leucina. Cada uno de los aminoacidos de cadena ramificada
(utilizado como sustrato o inhibidor) inhibe el transporte de los otros dos. Ademas, en
esta cepa, la caracterizacion cinética del transporte de leucina, isoleucina y valina,
indico la presencia de sistemas unicos, de alta afinidad y baja velocidad. Estos
resultados sugieren que los tres aminoacidos, son transportados por una misma
permeasa, el sistema denominado S1 para el transporte de L-leucina. Se estudio
también la regulacion del sistema S1, por la fuente de nitrogeno presente en el medio
de cultivo y en diferentes condiciones experimentales.

Las mismas consideraciones, pueden aplicarse para el transporte de los
aminoacidos de cadena ramificada en la cepa KE5-3C, pero con baja afinidad y alta
capacidad, indicando que los mismos son transportados por el sistema denominado S2
para el transporte de L-leucina.

Los experimentos realizados a continuacion, tuvieron el objeto de establecer las
relaciones entre los sistemas de transporte de cada uno de los tres aminoacidos y su

regulacion.
VIl. 1. Cinéticas de inhibicion

Vil. 1. 1. Tipo de inhibicion por los aminoacidos de cadena ramificada sobre sus

transportes en la cepa KE5-17B

Se estudié el tipo de inhibicibn producida por isoleucina y valina sobre el
transporte de leucina. Estos aminoacidos en concentracién 0,5 mM, causaron 71y 53%
de inhibicion, respectivamente, sobre la entrada de L-'*C-leucina 0,05 mM (Tabla V. 6).
Los resultados de la Figura VIl. 1 indican que los mismos, son inhibidores competitivos
del transporte de L-leucina. El mismo estudio se realizé para el transporte de isoleucina
y valina, utilizando los otros aminoacidos de cadena ramificada como inhibidores. Los
resultados de las Figuras VII. 2 y VII. 3 indican que las inhibiciones reciprocas fueron

competitivas en todas las combinaciones.
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Figura Vil. 1. Cinética de inhibicién del transporte de L-"*C-leucina por L-aminoacidos y
analogos de aminoacidos en células de la cepa KE5-17B crecidas en medio MP.
Representacion de Lineweaver-Burk mostrando la inhibicion competitiva del transporte
de L-leucina (®) por A. L-isoleucina 0,10 mM (4); L-valina 0,25 mM (®) y L- metionina
0.25 mM (@). B. L-norleucina 0,25 mM (A) y DL-TFL 0.25 mM (0O).
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Figura VII. 2. Cinética de inhibicion del transporte de L-"*C- isoleucina(®) por L-leucina
0,10 mM (A) y L-valina 0,25 mM (m) en la cepa KES5-17B. Representacnon de
Lineweaver-Burk mostrando la inhibicion competitiva del transporte de L-"*C-isoleucina.
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Figura VII. 3. Cinética de inhibicion del transporte de L- “C-valina(®) por L-leucina 0,10
mM (A) y L-isoleucina 0,90 mM (m) en la cepa KES5-17B. Representacuon de
Lineweaver-Burk mostrando la inhibicién competitiva del transporte de L-**C-valina.
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En la Tabla Vil. 1 se muestran los valores de Ky y K; determinados para L-leucina,
L-isoleucina y L-valina. Los valores calculados de Ky y K; para cada aminoacido de
cadena ramificada en particular (tomado como sustrato y como inhibidor,
respectivamente), son muy similares. En la Figura VIl. 1 también se muestra que
metionina, norleucina vy trifltorleucina son inhibidores competitivos del transporte de
leucina, con valores de Kimet = 80 uM, Kinonew = 60 uM y Kitp = 85 uM. Si dos
aminoacidos utilizan el mismo sitio de transporte para ingresar a las células, cada uno
de ellos puede inhibir la entrada del otro competitivamente, con una constante de
inhibicion igual a la constante de afinidad medida para su propio transporte. Por el
contrario, si las constantes son diferentes, nos esta indicando la presencia de dos sitios

activos distintos.

Tabla VII. 1. Valores de Kr y K; para el transporte de los aminoacidos de
cadena ramificada

Aminoéacido Kt (uM) Ki (uM)

L-leucina L-isoleucina L-valina

L-leucina 27 52 84
L-isoleucina 48 22 103
L-valina 80 24 41

Las determinaciones se realizaron en células de la cepa KE5-17B crecidas en medio
MP. Las constantes fueron determinadas a partir de los datos experimentales de las
Figuras VII. 1 - VII. 3 . Las constantes de inhibicién se calcularon a partir de la formula

Ki = i/ [(Ka /Ky)-1], donde i es la concentracion de inhibidor y K, la Kr aparente en
presencia de inhibidor.

Teniendo en cuenta estos criterios, los resultados de las Figuras Vil. 1- VII. 3, y
de la Tabla Vil. 1 indican que los aminoacidos de cadena ramificada, son transportados
por una permeasa comun en la cepa KE5-17B, y que la misma corresponde al sistema
S1. En el caso de trifluorleucina, su transporte también es mediado por S1, debido a
que la pérdida del sistema de alta afinidad esta ligada a la resistencia a TFL en la cepa
mutante MMY2/H3/LT1 (Tabla lil. 7).



146

Vil. 1. 2. Tipo de inhibicién por varios aminoacidos sobre el transporte de

L-leucina en la cepa KE5-3C

Se determinaron los parametros cinéticos del transporte de L-'*C-leucina
(0,05-2,0 mM), en presencia L-isoleucina, L-valina, L-metionina, L-norleucina y DL-TFL.
Los primeros cuatro aminoacidos a concentracion 10 mM, inhibieron el transporte de L-
leucina 1,0 mM entre el 70-95%, mientras que la inhibicién por TFL fue del 40%.

Los aminoacidos analizados fueron inhibidores competitivos del transporte de L-
leucina por el sistema de baja afinidad y alta capacidad, S2, tal como se observa en la
Figura VII. 4.

Los valores de las K; se presentan en la Tabla VIl. 2. Puede observarse en la
misma que, excepto el valor de K; por TFL, que es mucho mas grande que el valor de
Kr (0,32 mM) de L-leucina por el sistema S2, los demas aminoacidos competidores
presentan valores de K; cercanos o aun menores que el valor de Kr de L-leucina. L-
alanina también inhibid competitivamente (Ki = 0,93 mM) el transporte de L-leucina por
el sistema S2 en la cepa KE5-3A, que exhibe los dos sistemas de transporte de L-

leucina.

Tabla VIl. 2. Constantes de inhibiciéon del transporte de L-leucina en la

cepa KES-3C
Aminoacidos Ki (mM)
L-isoleucina 0,25
L-valina 0.44
L-metionina 0,29
L-norleucina 0,16
DL-TFL 4,44

Las determinaciones se realizaron en células de la cepa KES5-3C
crecidas en medio MP. Las constantes de inhibicidon fueron
determinadas a partir de los datos experimentales de las Figuras VIi. 4

utilizando la formula de la leyenda de la Tabla VII. 1.
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Figura VII. 4. Cinética de inhibicion del transporte de L-**C-leucina por L-aminoacidos y
analogos en células de la cepa KE5-3C crecidas en medio MP. Representacion de
Lineweaver-Burk mostrando la inhibicion competitiva del transporte de L-leucina (®) por
A. L-isoleucina 1,0 mM (A); L-valina 2,5 mM (®) y L- metionina 1.0 mM (@). B. L-
norleucina 1,0 mM (A) y DL-TFL 2,5 mM (O).
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VIl. 2. Regulacion de la actividad de los sistemas S1y S2

VIl. 2. 1. Transporte de L-leucina en células crecidas en presencia de aminoacidos

Las actividades de las permeasas de aminoacidos en S.cerevisiae estan sujetas a
un mecanismo de retroinhibicion, ejercida por sus sustratos acumulados
intracelularmente (Wiame y col.,, 1985). Otro mecanismo de regulacion es la
transinhibicion, observada para la permeasa especifica de L-prolina, ejercida por
aminoacidos que no son sustratos de este sistema (Horak y Rihova, 1982).

Teniendo en cuenta los resultados de los investigadores mencionados, se decidio
estudiar el efecto de varios aminoacidos durante el crecimiento celular sobre el
transporte de L-leucina. Se determinaron las velocidades de entrada de L-leucina en
células de las cepas KE5-17B y KES5-3C crecidas en medio MP y precargadas con

diferentes aminoacidos durante los ultimos 90 minutos de crecimiento, Tabla VII. 3.

Tabla VII. 3. Efecto de precargar las células con aminoacidos
sobre el transporte de L-"*C-leucina

Adiciones % de Inhibicion
KES-17B KES-3C

leucina 35 53
isoleucina 28 56
valina 13 58
metionina 9 71
TFL 10 26
alanina 5 75
treonina 5 92
serina 8 69
glutamico 8 67
glutamina 7 79
asparagina 0 74
lisina -44 21
histidina nd 21
a-aminobutirico 0 87

Las celulas crecieron en medio MP; 90 minutos antes de la cosecha los cultivos se
fraccionaron y cada fraccion fue suplementada con los aminoacidos indicados en
concentracion 0,5 mM (cepa KES-17B) 6 5,0 mM (cepa KE5-3C). Luego de cumplido el
tiempo de precarga, las células fueron tratadas como se describid en Materiales y
Métodos para medir el transporte de L-"*C-leucina 0,05 mM (cepa KES5-17B, control:
0,15 umol min" g™') 6 0,5 mM (cepa KE5-3C, control: 3,09 umol min™* g™).
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Los datos de la Tabla VIl. 3, muestran que en la cepa KE5-17B la velocidad de
entrada de L-'*C-leucina 0,05 mM es inhibida en apenas un 35% y 28% cuando las
células son precargadas con leucina o isoleucina respectivamente, en concentracion 0,5
mM.

Si las células son precargadas con concentraciones mayores de leucina (1,0-10
mM), los porcentajes de inhibicion no se incrementaron significativamente, 40% para
leucina 1,0 mM y un valor constante de 45% para las concentraciones de leucina 2,5,
50y 10 mM.

Estos resultados pueden explicarse teniendo en cuenta que el sistema de
transporte de L-leucina presente en esta cepa, S1, es de baja velocidad maxima y que
el sistema se encuentra saturado a la concentracion de leucina 0,5 mM y por lo tanto el
aumento de la concentracién de leucina en el medio de cultivo no produce aumentos
significativos en los porcentajes de inhibicion.

El efecto activador de lisina se entiende debido a que la cepa KES-17B requiere
lisina para crecer y probablemente al tiempo en el que se realizan las adiciones, este
aminoacido haya sido consumido, y por lo tanto el agregado del mismo favorece la
sintesis de proteinas provocando el aumento observado de la actividad de S1.

La presencia de sulfato de amonio 10 mM en el cultivo durante 90 minutos produjo
una ihibicion del 43% en la actividad de transporte de L-leucina. A este respecto, Roon
y col. (1977a) demostraron interacciones negativas entre los sistemas de transporte de
aminoacidos y los sistemas de transporte de metilaminal/iones amonio, sugiriendo que
estos sistemas de transporte podrian utilizar algun elemento comun para el transporte o
una fuente de energia que esta presente en cantidades finitas, y por lo tanto limita la
velocidad de ambos tipos de sistemas de transporte cuando estan simultaneamente
saturados con sustrato.

En contraste, en la cepa KE5-3C, el transporte de L-'*C-leucina 0,5 mM, sistema
S2, es inhibido significativamente al precargar las células con diferentes aminoacidos.

La treonina es el aminoacido mas efectivo junto con el acido a-aminobutirico
causando un 90% de inhibicidn, mientras que la lisina, la histidina y la TFL tienen un
efecto muy limitado. Precargando las células con los aminoacidos de cadena
ramificada, el transporte de L-leucina solamente se inhibe entre el 50-60%. Para el resto

de los aminoacidos ensayados las inhibiciones fueron entre el 70-80%. En general, los
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valores de inhibicién del transporte de L-leucina, obtenidos precargando las células con
cada uno de los aminoacidos, se correlacionan bien con aquellos obtenidos en los
ensayos de competencia (Tabla V. 4, V. 5y V. 7). Nuevamente, se pone de manifiesto
que el sistema de transporte de L-leucina de baja afinidad y muy alta capacidad, es
poco especifico. No se descarta que ademas, excepto los aminoacidos de cadena
ramificada, el resto de los aminoacidos analizados entren a las células por sus sistemas
mas especificos, y en consecuencia, el reservorio intracelular de aminoacidos aumente
causando un efecto transinhibitorio o que compitan por un factor comun, necesariotanto
para el transporte de L-leucina por el sistema S2 como para el transporte de los
aminoacidos ensayados por sus sistemas especificos.

La adicién de peptona o extracto de levadura 1%, fuentes complejas de nitrégeno,
al medio de cultivo MP causaron una inhibicion del 71 y 66% respectivamente sobre la
entrada de L-leucina, mientras que la inhibicién producida por la adicién de sulfato de
amonio 10 mM fue del 93%, con una reduccion de la velocidad inicial de transporte de
L-leucina a 0,22 umol min™ g"'. Debe tenerse en cuenta que a partir de iones amonio y
glutamato se sintetiza glutamina, pudiendo ser este aminoacido el causante de Ia
inactivacion observada. Otra posibilidad, es la que se comentd para la inhibicion por
iones amonio del transporte de leucina en la cepa KE5-17B o una combinacion de
ambas. Por otra parte, el efecto fuertemente inhibitorio de los iones amonio sobre la
actividad de transporte de L-leucina por el sistema S2, es diferente del encontrado
cuando el transporte del mismo se midid en células crecidas en medio minimo

conteniendo iones amonio como unica fuente de nitrogeno durante todo el crecimiento.

VIl. 2. 2. Efecto de la fuente de nitréogeno sobre el transporte de los aminoacidos

de cadena ramificada

Resuitados presentados por el grupo de Grenson han demostrado que en
mutantes gap1, las actividades de las permeasas especificas de aminoacidos, histidina,
serina, alanina, metionina, valina, triptofano, lisina, arginina, son independientes de la
fuente de nitrégeno presente en el medio de cultivo (Grenson y col., 1970). Por lo tanto,
las velocidades iniciales de transporte de los aminoacidos citados, no se modifican

durante el crecimiento exponencial de las células, en medios minimos con prolina o



151

iones amonio como fuentes de nitrogeno. En la Tabla VII. 4 se comparan los valores de
velocidad inicial de entrada de los aminoacidos de cadena ramificada en las células de
las cepas KE3-R23, MMY2/H3/LT1, KES-17B y KES-3C crecidas en diferentes medios
de cultivo, recopilados de las Tablas V. 1, VI. 1 y VI. 2.

Tabla VII. 4. Efecto de la fuente de nitrégeno sobre el transporte de los
aminoacidos de cadena ramificada

Velocidad inicial de entrada

Cepa Medio L-"*C-aminoacidos (0,05 mM)

de cultivo leucina isoleucina valina

KE3-R23 YPD 0,76 0,28 0,26
MP 0,43 0,51 0,24

MA 0,12 0,11 0.10

MMY2/H3/LT1 YPD 0,12 0,07 0,04
MP 0,09 0,07 0,06

MA 0,05 0,02 0,03

KES5-17B YPD 0,16 - 0,08
MP 0,15 0,14 0,07

MA 0,12 0,11 0,06

KE5-3C YPD 0,38 -- 0,21
MP 0,94 0,90 0,50

MA 0,36 0,86 0,31

Velocidad inicial de entrada

Cepa Medio L-"*C-aminoacidos (1,0 mM)
de cultivo leucina isoleucina valina
KE3-R23 YPD 3,08 1,15 1,41
MP 1,85 2,15 1,38
MA 0,36 0,35 0,84
MMY2/H3/LT1 YPD 0,75 0,26 0,32
MP 0,56 0,44 0,31
MA 0,28 0,14 025
KE5-17B YPD 0,47 - 0,39
MP 0,46 0,38 0,44
MA 0,27 0,32 0,30
KES5-3C YPD 1,95 -- 2.29
MP 5,94 5,93 5.31
MA 2,06 3,72 3,05 N

. L S B |
La velocidad inicial de transporte se expresa en umol min"' g
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Los datos de la Tabla VII. 4 muestran que en la cepa KES-17B gap1let2, las
velocidades iniciales de transporte de L-leucina 0,05 6 1,0 mM son similares en los
medios YPD y MP y levemente inferiores en medio MA. Asi, el gen LET1 y su producto
la proteina codificada por el mismo, la permeasa S1, no estan sujetas a la represion
catabdlica y a la inactivacion catabolica por nitrégeno, respectivamente.

En contraste, la incorporacion de L-leucina en la cepa KE3-R23 gap? fue mas alta
en ceélulas crecidas en medio MP gque en medio MA. La disminucion en la actividad de
transporte en medio MA, es mas significativa a la concentracidon externa de L-leucina
1,0 mM. En estas condiciones opera preferentemente el sistema S1 de transporte de L-
leucina.

Mas aun, similares valores de velocidades iniciales se obtuvieron en células de las
cepas KE3-R23 gap?, MMY2/H3/LT1 gaptlettlet?2 y KE5-17B gap1let?2 crecidas en
medio MA. Estos resultados, junto con los valores de los parametros cinéticos
determinados en las cepas parentales, indican que en la cepa gap? el sistema S2 de
baja afinidad y alta capacidad es practicamente inactivo en medio MA.

La pérdida de actividad del sistema S2 puede deberse a los mecanismos
regulatorios denominados represién y/o inactivacion catabdlica por nitrégeno, tal como
ocurre con la regulacion de la actividad de la GAP1 (Grenson, 1992). La mutacion /et2
podria estar asociada a la pérdida de la reactivacién cuando prolina es la fuente de
nitrégeno, el producto del gen LET2 actuaria como un factor positivo catalizando el
proceso de reactivacion, no se excluye la posibilidad que LET2 actue como un factor
posistivo en la sintesis del sistema S2.

En la cepa KES-3C, en la que opera un sistema de transporte de leucina de baja
afinidad y muy alta capacidad, el valor de velocidad inicial de L-leucina disminuyo a la
mitad en las células crecidas en medio MA comparado con el valor obtenido en medio
MP, pero siempre fue mas alto que en la cepa parental KE3-R23: 2,06 versus 0,36 umol
min' g' Los resultados obtenidos en estas dos cepas para el transporte de L-leucina
por el sistema de baja afinidad parecen contradictorios, pero otra posibilidad a
considerar, teniendo en cuenta que la segregacion observada en las tetradas con
respecto al sistema S2 no es 2:2, seria la presencia de una tercera mutacién, que

desreprime el sistema de transporte en medio MA.
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La entrada de L-isoleucina y L-valina en la mayoria de los aspectos, sigue el

patréon descripto para la entrada de L-leucina.

Vil. 3. Conclusiones

En este capitulo se describen las relaciones entre los sistemas de transporte de
los aminoacidos de cadena ramificada. Se determind que:

- en la cepa 17B en la que el transporte de leucina, isoleucina y valina, es mediado
por un sistema de alta afinidad-baja velocidad, cada uno de los tres aminoacidos de
cadena ramificada inhibe competitivamente el transporte de los otros dos, con valores
de Ki similares a los valores de Kr determinados para su propio transporte;

- el sistema de transporte S1 es inhibido competitivamente por metionina,
norleucinay TFL,

- el sistema S1 de transporte de L-leucina, es una permeasa comun para el
transporte de isoleucina y valina, que también transporta el analogo toxico TFL y
probablemente metionina y norleucina,;

- la presencia de L-leucina a diferentes concentraciones en el medio de
crecimiento causa una inhibicion de su propio transporte por S1, que no supera el 45%,
de los aminoacidos ensayados a concentracion 0,5 mM, solamente L-isoleucina produjo
un efecto inhibitorio (30%), valina, TFL y glutamato tuvieron un efecto muy limitado; los
iones amonio (20 mM) produjeron 40 % de inhibicién;,

- la actividad de transporte de los aminoacidos de cadena ramificada por el
sistema S1, no esta sujeta a la represion e inactivacion catabdlica por nitrégeno;

- en la cepa 3C, el transporte de L-leucina por el sistema de baja afinidad-muy alta
velocidad (S2), es inhibido competitivamente por los aminoacidos de cadena ramificada,
por metionina y norleucina, con valores de Ki similares o aun menores que el valor de
Ky determinado para leucina (0,32 mM), los valores de las Ki por isoleucina y valina son
del orden de los valores de Ky determinados para su propio transporte, TFL inhibe
competitivamente el transporte de leucina pero con muy baja afinidad (Ki = 4,44 mM);
alanina también es inhibidor competitivo deltransporte de leucina por el sistema S2,;

-el sistema S2 transporta los aminoacidos de cadena ramificada con baja afinidad

y alta capacidad y también metionina, alanina y norleucina;
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- la presencia de la mayor parte de los aminoacidos ensayados en el medio de
crecimiento inhiben (55-95%) el transporte de L-leucina por el sistema S2, solamente
los aminoacidos basicos lisina e histidina y TFL tuvieron efectos poco significativos;

- en la cepa 3C el transporte de los aminoacidos de cadena r

- el agregado de peptona, extracto de levadura y amonio durante el crecimiento
inhibieron significativamente el transporte posterior de L-leucina por el sistema S2, este
efecto es muy importante con amonio;

- en la cepa 3C el transporte de los aminoacidos de cadena ramificada por el
sistema de baja afinidad-muy alta velocidad (S2) no esta sujeto a los procesos
regulatorios regulatorios observados en ambas cepas parentales, por el contrario se

encuentra desreprimido en medio MA;
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DISCUSION

En levadura Saccharomyces cerevisiae, trabajos previos han demostrado que el
transporte de L-leucina es mediado por tres sistemas: la permeasa general de
aminoacidos, GAP1 (Grenson y col., 1970; Kotliar y col., 1994), que transporta L-leucina
con alta afinidad y alta velocidad y al menos otros dos sistemas, mas especificos, uno
que exhibe alta afinidad y baja capacidad, S1, y otro de baja afinidad y alta capacidad,
S2 (Kotliar y col., 1994; Ramos y col., 1977, 1979, 1980, Stoppani y Ramos, 1978).

La actividad de la GAP1 es regulada por la disponibilidad de la fuente de nitrogeno
en el medio de cultivo y es activa solamente si la fuente de nitrégeno esta presente en
una forma que es relativamente dificil de utilizar, como es el caso de L-prolina o urea.
En medios con iones amonio, glutamina o una fuente compleja de nitrégeno (YPD), la
permeasa sufre progresivamente una rapida y completa inactivacién (NCI) (Dubois y
Grenson, 1979; Grenson, 1983 a y b; Grenson y Acheroy, 1982; Grenson y Dubois,
1982) siendo la inhibicion de su actividad reversible y/o la represion de su sintesis a
nivel transcripcional (NCR) (Grenson, 1983 a y b; Jauniaux y Grenson, 1990).

En células de la cepa silvestre MMY2, crecidas en un medio conteniendo L-
prolina, la presencia de la GAP1 enmascara la participacion de los sistemas S1y S2 en
el transporte de L-leucina, ésta, sin embargo, es puesta de manifiesto cuando las
células son crecidas con iones amonio o en medio YPD.

Un avance en el conocimiento de la participacion de sistemas multiples en el
transporte de nutrientes, ha sido posible por el estudio en cepas silvestres y en
mutantes deficientes en el transporte, aisladas a partir de las primeras. Un gran numero
de transportadores de aminoacidos han sido detectados por el aislamiento de
mutaciones que selectivamente inactivan una permeasa, sin alterar las actividades
enzimaticas involucradas en la biosintesis del aminoacido correspondiente. La inhibicidén
competitiva, el comportamiento cinético y regulatorio, son utilizados como criterios para
distinguir un sistema de transporte de otro. La metodologia utilizada para aislar
mutantes deficientes en el transporte de un dado aminoacido, se basa en la seleccion
de cepas resistentes a analogos toxicos que entran a la célula por la/s mismals
permeasals que los sustratos naturales.

A este respecto, estudios sobre el transporte de L-leucinaen la cepa mutante

MMY2/H3 gap?, demostraron que los sistemas S1 y S2 son activos (Kotliar y col.,
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1994). Sin la interferencia de la actividad de la GAP1, se determinaron las propiedades
cinéticas de S1y S2 y que sus actividades relativas dependen de la fuente de nitrégeno
presente en el medio de cultivo y del estado energético de las células (Ramos y col.,
1975,1977,1980; Stoppani y Ramos, 1978). No obstante, no se pudieron caracterizar
individualmente otras propiedades de S1 y S2, debido a la interferencia de la
superposicion de sus actividades.

Teniendo en cuenta lo descripto, uno de los objetivos de este trabajo fue la
identificacidon y caracterizacion bioquimica y/o genética de mutantes deficientes en el
transporte de L-leucina por los sistemas S1 y/o S2, como un paso clave y previo, al
clonado de los genes estructurales y/o regulatorios involucrados en el transporte de L-
leucina.

El estudio se llevo a cabo en la cepa mutante MMY2/H3/LT1 gap1TFLR , aislada a
partir de la cepa MMY2/H3 gap7 por su resistencia a la inhibicion del crecimiento en
presencia de trifluorleucina. La TFL, un analogo toxico de leucina, ha sido utilizada para
la seleccién de otros tipos de mutantes de levadura: mutantes LEU4™, en las que la
actividad de la enzima a-isopropilmalato (a-IPM) sintetasa, es resistente a la
retroinhibicién por leucina, el producto final de la via biosintética (Baichwal y col., 1983)
y mutantes con una actividad de transporte de L-leucina aumentada (Bussey y
Umbarger, 1970 a y b).

La segregacién del caracter de resistencia a TFL en 14 tetradas obtenidas luego
de la esporulacion de la diploide KES (MMY2/H3/LT1 gap1TFLR x KE3-R23 gap7),
indicé que al menos dos genes que segregan independientemente, denominados /et y
let2 (leucine transport), se requieren para la resistencia completa a TFL en la cepa
mutante MMY2/H3/LT1 (Tabla li. 1).

En medio minimo sélido, la mutante gap7letilet2 presenta trazas de crecimiento
sobre las siguientes fuentes de nitrégeno: leucina, isoleucina, valina, metionina.
fenilalanina, treonina y serina, agregadas al medio de cultivo individualmente. Ademas,
la cepa gapfiletilet2 es resistente a la inhibicion del crecimiento en medio MP, en
presencia de los siguientes analogos toxicos: L-etionina (L-metionina), $3-2-tienilalanina
(L-fenilalanina) y azaserina (L-serina). Por lo tanto, estos resultados concordantes
indican que las mutaciones let afectaron la actividad de transporte y/o utilizacion de un

amplio grupo de aminoacidos, tanto hidrofobicos como hidrofilicos, en el caso de serina
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y treonina. En contraste, las cepas gap7 crecen en las fuentes de nitrogeno nombradas
y son sensibles a los analogos toxicos (Tablas Ill. 10y lll. 11).

Cuando las fuentes de nitrégeno utilizadas fueron glutamina, asparagina, arginina,
glutamato, aspartato, alanina, a-aminobutirato, prolina, iones amonio o una fuente
compleja, como la presente en los medios YPD o Wickerham, se obtuvo buen
crecimiento de la cepa MMY2/H3/LT1 y similar al de la cepa parental. Por consiguiente,
las mutaciones let no afectaron la capacidad de transporte y/o utilizacion de los
aminoacidos mencionados, para los cuales, en su mayoria, se han descripto sistemas
de transporte especificos (Cartwright y col., 1989; Darte y Grenson, 1975; Gregory y
col., 1982; Grenson y Dubois, 1982; Grenson y col., 1966; Lasko y Brandriss, 1981; Zhu
y col., 1996) y de los iones amonio (Dubois y Grenson, 1979). Es interesante senalar
que la cepa MMY2/H3/LT1 es sensible a la presencia en el medio de cultivo de
L-canavanina y B-cloroalanina, analogos toxicos de arginina y alanina, respectivamente.

En los medios liquidos minimos con L-prolina o iones amonio, como en los medios
complejos YPD o Wickerham, las velocidades de crecimiento fueron similares a las de
las cepas, silvestre y mutantes gap? (Tabla lll.1). Sin embargo, cuando L-leucina en
concentracion 10, 4 6 1 mM es la Unica fuente de nitrégeno, el tiempo de generacion
(G) aumenta 180 min con respecto a los obtenidos para las mutantes gap?, ensayadas
en las mismas condiciones (Tabla Ill. 2).

Este ultimo resultado se correlaciona con la reducida velocidad de transporte y de
acumulacion de L-leucina en la cepa mutante MMY2/H3/LT1, con respecto a los valores
obtenidos en la cepa parental MMY2/H3 gap7 (Kotliar y col., 1994) y en la cepa KE3-
R23 gap1 (congénica de MMY2/H3). La extension de esta disminucién, depende de la
fuente de nitrogeno utilizada y de la concentracién de L-'*C-leucina ensayada.

A baja concentracién externa del aminoacido, en células crecidas en los medios
MP, YPD o Wickerham, la actividad de transporte de L-leucina se reduce 4-5 veces y
en medio MA ésta solamente cae a la mitad. A la concentracién externa 1,0 mM de
L-leucina, la reduccidén en los valores de su transporte es de 3-4 veces en los medios
MP, YPD o Wickerham, mientras que en medio MA se obtuvieron similares valores a
los de las cepas gap7 (Tablas lll. 3 - 1ll. 5y Figuras IIl.1 - lll. 2).

Por otra parte. con respecto al efecto de la calidad de la fuente de nitrogeno del

medio de cultivo, sobre la actividad de transporte de L-leucina, éste es poco importante
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en la cepa MMY2/H3/LT1, en fuerte contraste a lo observado en las cepas gap?
KE3-R23 y MMY2/H3 (Kotliar y col., 1994, Saenz, 1995; Stella, 1990) o en la cepa
KT308 que no presenta actividad de GAP1 (Saenz y col., 1997). Asi, en células de la
cepa KE3-R23 crecidas en los medios YPD y MP, los valores de transporte de L-leucina
fueron similares y 4-9 veces mayores que los valores de aquellas provenientes del
medio MA, mientras que en la cepa MMY2/H3/LT 1 la diferencia a lo sumo es del doble.

En las condiciones experimentales ensayadas, el proceso residual de transporte
de L-leucina en la mutante MMY2/H3/LT1, es concentrativo y es inhibido 35-55% por
DNP y NaNj (Tabla 1ll. 6). Mas aun, la ausencia de transporte de L-leucina a 0 °C
también indica que la baja capacidad de transporte en la cepa gapletilet2 no se debe
a un proceso de difusion (Figura Ill. 1). La excepcion corresponde a las células
cultivadas en medio MA y cuando el transporte se ensaya con L-leucina 1,0 mM, en
que el proceso no es concentrativo.

En células de la cepa KE3-R23 gap1, crecidas en los dos medios minimos, la
cinética de transporte de L-leucina, en funcion de las concentraciones externas del
aminoacido, segun el analisis de Eadie-Hofstee, produjo una curva bifasica, indicando
que el transporte de L-leucina es mediado por dos sistemas: un sistema de alta afinidad
(Kr = 50 uM) y baja velocidad y otro sistema de baja afinidad (Ky = 0,40 mM) y alta
velocidad (Figuras IH. 3Ay lll. 4 A, Tabla lll. 7). Los valores de los parametros cinéticos
Kr y Jmax SONn semejantes a los descriptos para los sistemas S1 y S2 en la cepa
MMY2/H3 (Kotliar y col., 1994).

Un analisis similar de los datos cinéticos para la cepa MMY2/H3/LT1 gap1letilet2,
condujo a una representacion lineal, consistente con la operacién de un unico sistema
de transporte de L-leucina (Figuras Ill. 3B y Ill. 4B). EI valor de Ky = 0,30-0,40 mM es
similar al del sistema S2 descripto en la cepa KE3-R23, mientras que el valor de Jmax
fue sustancialmente inferior en células provenientes del medio MP, aunque similar a las
provenientes de! medio MA (Tabla lll. 7). No se detectd actividad de transporte de
L-leucina por el sistema S1 de alta afinidad en células crecidas en ambos medios
minimos.

Estos resultados demuestran que la permeasa de leucina de alta afinidad-baja
capacidad (S1), es primariamente responsable de la acumulacién intracelular de TFL a

niveles toxicos, ya que este sistema no es detectado en la mutante resistente a TFL
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cepa MMY2/H3/LT1. De esta manera, el componente mayor de resistencia a TFL esta
asociado con la mutacion let1 que inactiva la funciéon de alta afinidad. Por otra parte,
ambas cepas presentan similares valores de Jmax por el sistema S2 en medio MA, pero
en medio MP el valor de Jmsx €s 4-5 veces inferior en la mutante MMY2/H3/LT1 que el
valor descripto para el S2 en la cepa KE3-R23 y, por lo tanto, la segunda mutacion let2
es atribuida a la disminucidn en el valor de Jmax cuando las células crecen en medio MP.
Presumiblemente, la mutacion /et2 es responsable de la modificacion de la actividad del
sistema de alta capacidad (S2), que limita la utilizacion catabolica de varios
aminoacidos. Los cambios en el sistema S2 de baja afinidad-alta capacidad pueden
explicarse en términos de: 1) la mutacion /et2 inactiva completamente la permeasa de
baja afinidad, desenmascarando un sistema superpuesto de baja velocidad y con similar
afinidad al sistema S2; 2) la mutacion let2 evita la desrepresion del sistema S2 cuando
las celulas son crecidas en medio MP; 3) la mutacion /et2 disminuye la distribucion de
las moléculas de la permeasa S2 a la membrana plasmatica y, 4) la mutacién let2
disminuye la capacidad de la permeasa en el transporte de un dado aminoacido, sin
afectar la afinidad de la permeasa por el mismo.

Experimentos de inhibicidén, utilizando como potenciales inhibidores varios
aminoacidos no radiactivos, demuestran que la entrada de L-'*C-leucina en la mutante
MMY2/H3/LT1 es inhibida por una amplia serie de aminoacidos, tanto hidrofobicos
como hidrofilicos, asi como también por los aminoacidos acidos glutamato y aspartato
(Tabla Ill. 8). El mismo patron de inhibicion del sistema de transporte de baja afinidad
fue encontrado en la cepa parental MMY2/H3 (observaciones de nuestro laboratorio) y
en la inhibicion del transporte de  L-"*C-leucina 1,0 mM por los aminoacidos de cadena
ramificada, metionina, norleucina, alanina y serina en la cepa KE3-R23 (Tabla IIl. 8).
Estos resultados sugieren que el mismo sistema de transporte de baja afinidad esta
presente en las tres cepas y que éste es de amplia especificidad. Aunque, en algunos
aspectos, el sistema S2 es semejante a la GAP1, a diferencia de ésta, el sistema S2 no
transporta citrulina, un sustrato especifico de la GAP1 (Grenson y col., 1970), y lisina y
arginina que son transportadas con alta afinidad por la GAP1 (Grenson y col., 1970). Ei
transporte de L-leucina por el sistema S2 tampoco es inhibido por L-prolina, aminoacido
que es transportado por el sistema altamente especifico PUT4 (Lasko y Brandriss,

1981). Es interesante senalar que TFL produce una inhibicion diferencial sobre el
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transporte de L-"*C-leucina 0,05 mM: 40% en la cepa KE3-R23 y 8% en la mutante
MMY2/H3/LT1, resultado que refuerza la pérdida de actividad de la permeasa de alta
afinidad-baja capacidad (S1), en la cepa parental mutante.

Los perfiles de inhibicidn del transporte de L-leucina observados en este trabajo,
son parecidos a los resultados obtenidos por Garrett (1989) en una cepa mutante aat? y
por Heinemann y col. (1994) en estudios de cepas LUPTy lup1.

En el caso de la mutacién aat?, cuando estda combinada con el alelo leu2, la
levadura es incapaz de crecer sobre medio rico (YPD) o en medio MA suplementado
con isoleucina, valina, metionina, fenilalanina y tirosina. Ademas, la preincubacién de
las células aat?/eu2 con los aminoacidos que inhiben el crecimiento, también inhibieron
el transporte de L-leucina. La regulacion de la GAP1 en la cepa parental AATleu2
utilizada por Garrett, es la usual, activa en medio MP e inactiva en medio MA, en
cambio, la cepa mutante aat7/eu2 tiene un sistema GAP1 funcional en los dos medios
minimos. Por consiguiente, es conveniente comparar los parametros de regulaciéon en
esas cepas con los de las cepas MMY2 silvestre y la revertante MMY2/LT1/GAP1
let1let2. En contraste a la cepa mutante de Garrett, la inhibicion/represion por iones
amonio es idéntica en las cepas MMY2 silvestre y MMY2/LT1/GAP1 let1let2 : la medida
del transporte de L-'*C-citrulina 0,05 mM en medio MA fue de 0,03 y 0,08 pmol g min™,
respectivamente, y en medio MP fue de 2,64 y 2,19 umol g" min”, respectivamente
(Capitulo V. 1. 4). Por lo tanto, la posible presencia de la mutacién aat? parece
improbable.

En el caso del gen LUP1, éste es un componente regulatorio involucrado en la
represion del sistema de transporte de leucina, metionina y fenilalanina de alta-afinidad
y baja capacidad descripto por Heinemann y col. (1994). En cepas /lup1, el sistema de
transporte de los aminoacidos hidrobébicos ha sido liberado de la represidén por iones
amonio, aumentando entre 10-20 veces el transporte con respecto a la cepa LUP1T. El
comportamiento cinético de la mutante MMY2/H3/LT1, en la cual no se detecta el
transporte de L-leucina de alta afinidad y baja capacidad, junto con los valores similares
de actividad en los medio MP y MA, excluyen la presencia de la mutacién /lup? en la
mutante descripta en este trabajo.

Otras mutaciones asociadas con el transporte de leucina, entre otros aminoacidos,

son: aap? (Surdin y col., 1965) y sus alelos apf? (Grenson y Hennaut, 1971) y shr3
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(Ljungdahl y col., 1992), aisladas en varios laboratorios como resistentes a varios
analogos toxicos de aminoacidos. Esas mutaciones afectan la actividad de la permeasa
general de aminoacidos y, también, la actividad de varias permeasas especificas de
aminoacidos, disminuyendo los valores de Jmsx Sin modificar apreciablemente los
valores de Ky (reducido transporte de prolina, arginina, lisina, histidina, glutamato,
leucina, metionina, serina y valina) (Grenson y Hennaut, 1971). Todas las mutaciones
nombradas impiden el crecimiento celular en medio minimo con L-prolina como fuente
de nitrdgeno y son resistentes a L-canavanina, caracteristicas que no son observadas
en la cepa MMY2/H3/LT1. Mas aun, células gap7apf? son incapaces de crecer con
glutamato o aspartato como unicas fuentes de nitrégeno (Grenson y Hennaut, 1971),
mientras que las células de MMY2/H3/LT1 crecen (Tabla Ill. 10). El trabajo de Ljungdahl
y col. (1992) demostré que el producto del gen SHR3 es requerido para la correcta
localizacion de la GAP1 y de otras permeasas de aminoacidos en la membrana
plasmatica. Sin embargo, no se conoce si el gen SHR3 es requerido para la actividad
normal de transporte de L-leucina por el sistema S2. Debido a que en la revertante
MMY2/LT1/GAP1 let1let2, la GAP1 es altamente activa y que las células recobran la
capacidad de crecer como la cepa silvestre en los medios minimos conteniendo leucina,
isoleucina y valina como fuente de nitrégeno (Figura 111.10), se excluye la presencia del
alelo shr3 en la revertante y en la mutante MMY2/H3/LT1 gap1letilet2.

McCusker y Haber (1990), han aislado cuatro diferentes loci raa como resistentes
a triazolalanina, TFL, B-2-tienilalanina y B-cloroalanina, en medio minimo con urea como
fuente de nitrégeno. En medio MP, con o sin los analogos téxicos, la mutante raa4 no
crece; en contraste, la revertante let7/et2 crece normalmente en medio con prolina
como fuente de nitrégeno. Las mutantes raa?, -2 y -3 en medio MP, son sensibles a la
presencia de triazolalanina y p-cloroalanina y muestran un crecimiento muy reducido
cuando el medio contiene TFL o B-2-tienilalanina. Los resultados obtenidos en la
revertante let7/et2 muestran que ésta también es sensible y no crece en presencia de
estos analogos (Tabla Ill. 11). Con el fin de diferenciar raat, -2 y -3 de let1let2. se
comparoé el transporte de L-leucina en condiciones de desrepresion de la GAP1. Las
mutantes raal, -2 y -3 presentan mayores actividades de transporte que la cepa
silvestre (McCusker y Haber, 1990), en cambio, la actividad de transporte en la

revertante let1let2 fue siempre menor que la de la cepa silvestre MMY2: 2,72 y 435
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pmol g'1 min”', respectivamente, a la concentracion 0,05 mM de L-leucina externa y de
517 y 7,53 umol g’ min™, respectivamente, a la concentracion 1,0 mM de L-leucina
externa.

Se ha demostrado que el transporte de aminoacidos en levadura es un proceso
impulsado por un gradiente electroquimico de protones, generado por la H'-ATPasa de
membrana plasmatica (Eddy, 1982; Horak, 1986). Es improbable que las mutaciones /et
afecten el gradiente electroquimico de protones. Los valores de ApH, asi como los de la
actividad de la H'-ATPasa de membrana plasmatica, determinados en la mutante
MMY2/H3/LT1 (Figuras IlIl. 5 y lil. 6), son similares a los de la cepa parental MMY2/H3
(Saenz, 1995; Stella,1990; Stella y col., 1992).

Como se comenté previamente, TFL ha sido utilizada para aislar mutantes
afectadas en la via de la biosintésis de leucina (Baichwal y col., 1983). Esas mutantes,
resistentes a TFL, exhiben el gen LEU4 alterado (LEU4"”) y la a-IPM sintetasa es
resistente a la retroinhibicion por leucina y, consecuentemente, acumulan
concentraciones intracelulares anormalmente altas de leucina (15 veces mayor que una
cepa normal). Dado que la mutante MMY2/H3/LT1 no exhibe tal acumulacién
intracelular de leucina, con un valor comparable al de la cepa parental MMY2/H3, se

excluye la presencia del alelo LEU4™

En las cepas gap? MMY2/H3 (Kotliar y col., 1994) y KE3-R23 (Tabla Ill. 8), el
transporte de L-leucina por los sistemas S1 y S2 es inhibido, entre otros aminoacidos,
por L-isoleucina y L-valina, estructuraimente relacionados con L-leucina. Las
propiedades del transporte de estos dos aminoacidos de cadena ramificada en S.
cerevisiae, han sido poco estudiadas. Asimismo, como la especificidad de sustrato del
transporte de leucina por los sistemas S1 y S2 no se estudido en mas detalle, varios
autores asumieron tacitamente la posibilidad que isoleucina y valina fueran también
sustratos de los sistemas Sty S2.

Por otra parte, la cepa mutante MMY2/H3/LT1 gap1letilet?2 presenta un reducido
transporte de leucina y, en medio solido, solamente se observan trazas de crecimiento
cuando los aminoacidos de cadena ramificada fueron utilizados individualmente como

fuente de nitrégeno.
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Estos antecedentes impulsaron el estudio del transporte de L-isoleucina y L-valina
y sus relaciones con los sistemas de transporte de L-leucina: GAP1, S1 y S2, en la
cepa MMY2 y en las mutantes isogénicas derivadas de la misma.

Para conocer la contribucién en el transporte de ambos aminoacidos por la GAP1,
se utilizaron las cepas MMY2 normal y la mutante gap? MMY2/H3.

Las determinaciones de la velocidad inicial de transporte de cada aminoacido, en
células de las cepas normal y gap? crecidas en medio MP, condicion de desrepresion
de la GAP1, indican una participacidon de la permeasa general de aminoacidos de
aproximadamente 85-90% en la actividad total de transporte de los mismos, ensayados
a las concentraciones externas 0,05y 1,0 mM (Figuras IV. 1, IV. 2, IV. 5y [V. 6 y Tablas
IV. 1-IV. 3). Cuando se compara la actividad de transporte de L-isoleucina y L-valina en
las cepas silvestre y gap1, la presencia de la GAP1 en la cepa MMY2, aumenta 9 veces
los valores de velocidad inicial (1-2 min) de L-isoleucina o L-valina 0,05 mM, alcanzando
una rapida saturaciéon, aunque al cabo de 10 min, ambas cepas presentan similares
valores de acumulacion; a la concentracion 1,0 mM, el aumento producido es entre 6-7
veces. El aporte de la GAP1 puede variar entre 5-460 veces, dependiendo del
aminoacido y de la cepa de levadura empleada (Courchesne y Magasanik, 1983;
Grenson y col., 1970). Aun el reducido transporte de ambos aminoacidos en la cepa
gap1, comparado con el mediado por la GAP1, es suficiente para permitir un
crecimiento moderado de las células gap? en medios conteniendo isoleucina o valina
como fuentes de nitrégeno, comparado con el denso crecimiento de la cepa silvestre
(Tabia Ill. 10).

En células crecidas en medio complejo YPD o en medio MA, no se encuentran
diferencias entre las cepas GAP1 y gap1 en los valores de velocidad inicial, asi como
en los de acumulacion de L-isoleucina y L-valina, reflejando una completa inactivacion
de la GAP1. Estos resultados son similares a los descriptos para el transporte de L-
leucina (Kotliar y col., 1994, Saenz, 1995, Stella, 1990).

Sin embargo, cabe sefalar la siguiente distincidn entre el transporte de L-leucina y
L-isoleucina, con el de L-valina en la cepa gap?. la actividad de transporte de
L-isoleucina en células cultivadas en medio MP o YPD, es 5-7,5 veces mayor que las
provenientes del medio MA, siendo el transporte muy poco concentrativo en este ultimo

medio; en contraste, la actividad de transporte de L-valina es poco afectada por la
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calidad de la fuente de nitrégeno presente en el medio de cultivo y el proceso de
transporte es concentrativo.

Los resultados descriptos permiten establecer que: 1) el transporte de L-isoleucina
y L-valina es mediado por otro/s sistemal/s diferentes de la GAP1, aunque su
contribucion a la actividad total es mucho menor y, 2) el transporte remanente de L-
isoleucina es sensible a la presencia de iones amonio en el medio de cultivo.

El estudio del transporte en la mutante MMY2/H3/LT1, constituye una herramienta
importante para indagar si las mutaciones /et afectaron el transporte de isoleucina y
valina. Los valores de velocidad inicial y de acumulacién, en los tres medios de cultivo y
a las dos concentraciones externas analizadas, demuestran claramente una reduccién
entre 4-13 veces en los valores del transporte de isoleucina y valina en la mutante
gaplletilet2, con respecto a los valores obtenidos en la cepa parental gap? MMY2/H3.

En células de la cepa MMY2/LT1/GAP1 letllet2, crecidas en medio MP, el
transporte de isoleucina y valina es mediado casi exclusivamente por la GAP1, los
perfiles de incorporaciéon de los aminoacidos son similares a los obtenidos en la cepa
normal MMY2 (Figuras IV. 1, IV. 2, IV. 11 y IV. 12). Por otro lado, en células
provenientes del medio YPD, los valores de las velocidades iniciales son idénticos a los
obtenidos en la cepa MMY2/H3/LT1 gap1letilet2, indicando la completa inactivacién de
la GAP1 (Tablas IV. 4 y IV. 5). Sin embargo, en células provenientes del medio MA, aun
siendo limitada la capacidad de transporte de isoleucina y valina, es mayor que la
obtenida en la cepa MMY2/H3/LT1, indicando una reducida actividad de la GAP1 en
estas condiciones (Tablas IV. 4 y IV. 5). Es mas, los valores a 10 min de la acumulacion
de isoleucina 0,05 mM en la revertante MMY2/LT1/GAP1 let1let2, son similares en los
dos medios minimos, en contraste con la cepa silvestre, indicando nuevamente que
el/los sistemal/s de transporte de isoleucina afectados por las mutaciones /et, son
sensibles a la presencia de iones amonio en el medio de cultivo.

Las determinaciones cinéticas y los parametros calculados para las distintas cepas
(Tablas IV. 6 y IV. 7 y Figuras IV. 13 - IV. 16), permiten concluir que, en condiciones de
desrepresion de la GAP1 en la cepa MMY2, el unico sistema caracterizado
cinéticamente se debe a la superposicion de la actividad de la GAP1 sobre los sistemas
de transporte de isoleucina (Kr = 0,20 mM) y valina (Ky = 0,40 mM) detectados en la
mutante MMY2/H3 gap7. En la cepa MMY2/H3/LT1 gap1letilet2, para cada aminoacido
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se detectd un unico sistema de transporte de afinidad similar a la de los sistemas
descriptos en la mutante gap? pero de muy baja velocidad maxima. En la cepa
MMY2/LT1/GAP1 let1let2, el transporte de isoleucina y valina es mediado casi
exclusivamente por la GAP1, exhibiendo alta afinidad y alta capacidad. Ferreras y col.
(1989), mostraron que el transporte de valina (0,5 - 20 mM) por la GAP1 en S.
cerevisiae var. ellipsoideus, exhibe dos componentes con valores de Ky de 1,02y 12,51
mM y de Jmax de 2,5 y 6,1 umol g'1 min™, respectivamente. Debido a que nuestras
determinaciones en la cepa silvestre se efectuaron en un rango de concentraciones
diferentes, 0,02 - 2,0 mM, probablemente no se detecten esos sistemas de baja
afinidad.

Los resultados obtenidos para el transporte de leucina, en las cepas gap? y
gaplletilet2 (la mutacion let2 disminuye la actividad de transporte de leucina por el
sistema S2 de baja afinidad) y para el transporte de isoleucina y valina, sugieren la
existencia de, por lo menos, una permeasa o0 de un factor comun necesario para el
transporte de los aminoacidos de cadena ramificada.

Tullin y col. (1991), identificaron un sistema de alta afinidad, denominado BAP1,
que transportaria los aminoacidos de cadena ramificada en condiciones de represion de
la GAP1. Los valores de Ky obtenidos por esos autores para el transporte de leucina,
isoleucina y valina, fueron 0,16, 0,31 y 2,0 mM, respectivamente. En mutantes bap1, los
valores de Ky fueron 0,94, 4,2 y 7,2 mM para el transporte de leucina, isoleucina y
valina, respectivamente, y son muy diferentes a los descriptos en las mutantes
MMY2/H3 y MMY2/H3/LT1. En contraste con los resultados del presente estudio, el
transporte de leucina por el sistema BAP1 no es inhibido por fenilalanina, metionina o
serina. Estas diferencias podrian deberse a que Tullin y col. utilizaron un medio sintético
completo (medio MA con la adicion de varios nutrientes: arginina, aspartato, glutamato,
histidina, lisina, metionina, fenilalanina, serina, treonina, triptofano y tirosina) para el
crecimiento y como medio de resuspension de las células, para las determinaciones
cinéticas y, por lo tanto, los valores de Ky obtenidos por esos autores pueden ser
valores aparentes, debido a la posible inhibicidn competitiva por otros aminoacidos.
Otra posible causa de las diferencias observadas, es que la mutacion bap1? fue obtenida
en una cepa conteniendo la GAP1 y debido a que, en células silvestres crecidas en
medio MA, hay aun una baja actividad de GAP1 (Kotliar y col., 1994; Tablas IV. 4 y
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TFL), similares al de la cepa parental KE3-R23 gap7; en la cepa 3D (resistente a TFL),
similar al valor de la otra cepa parental MMY2/H3/LT1 gapletilet2 vy, en la cepa 3C
(resistente a TFL), el valor de Jmax €s mas del doble que el valor obtenido en la cepa
KE3-R23. Por otra parte, en la tetrada KE5-17, tetratipo por el analisis de resistencia a
TFL, se le asignaron a la cepa 17C (sensible a TFL), los alelos normales LET1LET2, sin
embargo, no se detectd cinéticamente la presencia del sistema S2; las caracteristicas
cinéticas de la haploide 17D (resistente a TFL), son similares a las de la cepa
MMY2/H3/LT1 gap1letilet2; en las cepas 17B (sensible a TFL) y 17A (resistente a TFL
hasta 75 uM), se detectaron solamente el sistema S1 (Ky = 0,04 mM) y el sistema S2
(Kr = 0,20 mM), respectivamente, siendo la segregacién de los genes como se
esperaba gapilet2 y gapllet1. Sin embargo, el sistema S2 caracterizado en la cepa
17A, tanto como en la cepa 3C, no es sensible a la presencia de iones amonio en el
medio de cultivo (Tabla V.1 y Figuras V. 1 - V. 4), en fuerte contraste a la cepa parental
KE3-R23 (Figura lll. 2 y Tabla Iil. 5).

A partir de la identificacion de cepas como la KES-17B y KES-3C, con sistemas de
transporte unicos y con afinidades similares a la de los sistemas S1 6 S2, pudo
estudiarse la especificidad de cada sistema sin la interferencia del otro.

Los resultados obtenidos en los ensayos de competencia de la entrada de L-"c-
leucina por diferentes aminoacidos (Tablas V. 5 - V. 7), permitieron establecer:

1) el transporte de leucina por los sistemas S1 6 S2 no es inhibido por aminoacidos con
el grupo amino en posicion distinta de a.

2) el transporte de leucina por los sistemas S1 6 S2, no es inhibido por citrulina,
transportada exclusivamente por el sistema GAP1 (Grenson y col., 1970), por prolina,
transportada especificamente por la permeasa PUT4 (Lasko y Brandriss, 1981) y por
cicloleucina (analogo ciclico de leucina).

3) el transporte de leucina por el sistema S1, es inhibido significativamente por
isoleucina, valina, metionina, fenilalanina, cisteina y DL-homocisteina; por los analogos
estructurales de leucina, como norvalina, norleucina y y-metil leucina y por el analogo
toxico trifluorleucina. La inhibicidén por D-leucina sélo fue significativa (41%), cuando
ésta se adiciona a una concentracion 100 veces mayor que la de L-leucina radiactiva. El
resto de los aminoacidos ensayados no produjeron inhibiciones o éstas fueron menores
del 20%.



166

IV. 5), existe la posibilidad de que una parte de los valores del transporte y de
competicion obtenidos con las cepas BAP1 y bap1 reflejen actividad de la GAP1. Por lo
tanto, las diferentes propiedades descriptas para la mutante bap? y la mutante
MMY2/H3/LT1, pueden deberse al diferente contenido genético de las cepas y/o a las
diferentes condiciones experimentales. Alternativamente, el gen BAP71 puede no ser
alélico a LET1 o LET2. Recientemente, Jergensen y col. (1997) han demostrado que el
gen BAP1, no es el gen estructural de una permeasa, sino que afecta la incorporacién
de un amplio rango de aminoacidos, incluyendo fenilalanina, triptofano y tirosina. La
secuenciacion del gen BAP1 mostro identidad al previamente caracterizado gen STP7.
La proteina STP1 participa en el splicing de cinco familias de pre-RNAt (Wang y
Hopper, 1988).

El cruce de la cepa MMY2/H3/LT1 x KE3-R23 permitio, luego de la esporulacion
de la diploide (homocigota para la mutacion gap?), el estudio del transporte de los
aminoacidos de cadena ramificada en las tetradas.

Los ensayos de entrada e incorporacién de L-leucina (Figuras V. 1 - V. 5 y Tablas
V. 1y V. 2), junto con las determinaciones de los parametros cinéticos en las haploides
de las tetradas correspondientes a cada tipo: parental, no parental y tetratipo (Tabla V.
3 y Figuras V. 6 - V. 8), indicaron una segregacion 2:2 del gen LET1, en cada una de
los tres tipos de tetradas, ya que hay dos haploides en las que se detecta el sistema S1
de alta afinidad-baja velocidad y que son sensibles a TFL y otras dos, en las que no se
lo detecta debido a la presencia de la mutacion let?, confirmando que la peéerdida de
actividad del sistema S1 esta ligada al desarrollo del componente mayor de resistencia
a TFL.

Los resultados con respecto a la mutacion /et2 no fueron tan simples, una
mutacién no condujo a una unica modificacion del sistema S2. La interpretacion de los
resultados con respecto a la segregacion del gen LET2, sugieren la presencia de una
tercera mutacion en la cepa MMY2/H3/LT1 que podria interferir con la incorporacion de
leucina por el sistema S2 o, alternativamente, de alguna interaccion entre los productos
de los genes LET1 y LET2. Asi. en la tetrada KES5-3, parental por el analisis de
resistencia a TFL, las cuatro haploides presentan valores de Ky similares a los del

sistema S2, mientras que los valores de Jmax SON: en las cepas 3A y 3B (sensibles a
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4) el transporte de leucina por el sistema S2, es inhibido significativamente (40-93%),
ademas de los aminoacidos senalados en el punto anterior, por aspartato, glutamato,
alanina, triptofano, serina, treonina, tirosina, glutamina, asparagina y a-aminobutirato;
lisina, arginina, histidina y D-leucina causaron un efecto limitado (20-30%).

5) el transporte de leucina por el sistema de baja afinidad-baja capacidad identificado en
la mutante MMY2/H3/LT1, presenta similares perfiles de inhibicion que el sistema S2 de
baja afinidad-alta capacidad identificado en la cepa KE5-3C.

6) el transporte de L-leucina por el sistema S2, independientemente de su capacidad.
es inhibido diferencialmente por TFL; a bajas concentraciones de leucina, TFL no inhibe
su transporte, reflejando la pérdida de actividad de la permeasa S1 y, a altas
concentraciones de leucina, TFL causa una inhibicion del 40%.

De acuerdo a la especificidad del sistema S1, los datos obtenidos en la cepa
KE3-R23, de la inhibicidén del transporte de L-'*C-leucina 0,05 mM por alanina, treonina,
serina y asparagina (40-55%), indican una contribucion del sistema S2 a los valores del
transporte de leucina determinados a baja concentracion de la misma (Tabla Ill. 8).

En conclusion, el sistema de alta afinidad-baja capacidad, St, identificado en la
cepa KES5-17B, tiene una especificidad restringida a un grupo de a-aminoacidos
hidrofébicos de configuracion L, siendo la excepcion la cisteina, que posee un grupo
sulfhidrilo que le confiere polaridad. Estos resultados se correlacionan con el sistema
LUP1 de transporte de aminoacidos hidrofébicos descripto por Heinemann y col. (1994),
con la salvedad que esos autores no ensayaron la inhibicion del transporte de leucina
por cisteina. En contraste, el sistema de baja afinidad-alta capacidad, S2, identificado
en la cepa KES-3C, es de amplia especificidad, poniendo de manifiesto la semejanza
con la GAP1; sin embargo, a diferencia de ésta, no transporta significativamente lisina.
arginina e histidina.

La limitada capacidad de transporte de la permeasa S1 (codificada por el gen
LETT) en la cepa 17B gapllet2, se refleja en la disminuida utilizacion de los
aminoacidos de cadena ramificada, metionina y fenilalanina, como fuentes individuales
de nitrédgeno, en medio minimo solido (Tabla V. 11). Mas aun, la inhibicién del
crecimiento de las cepas gap? y gapllet2, en presencia del analogo téxico de
fenilalanina, B-2-tienilalanina, en contraste con la resistencia observada en las cepas

gapllet1 y gapiletilet2, confirman que la resistencia a este analogo, esta ligada a la
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mutacion let1. Por consiguiente, la fenilalanina es transportada por el sistema S1 de alta
afinidad-baja capacidad (Tabla V. 12). El resultado mas sorprendente es la ausencia de
crecimiento de esta cepa sobre treonina y serina y que, junto a la ausencia de inhibicion
sobre el transporte de leucina, indican que el producto codificado por el gen LET1, no
se requiere para el transporte de serina y treonina (Tabla V. 11).

En contraste, la sola presencia del sistema S2, de baja afinidad-alta capacidad
(cepa 3C), permite el crecimiento sobre todas las fuentes de nitrogeno investigadas; los
ensayos de crecimiento sugieren que el gen LET2 codifica un componente (S2)
necesario para el transporte, no solo de los aminoacidos de cadena ramificada, sino
también de serina y treonina, asi como de metionina, fenilalanina y norleucina (Tabla V.
11). Ademas, la cepa 3C es sensible a la presencia en el medio de cultivo de L-etionina
y azaserina, analogos toxicos de metionina y serina respectivamente; el mismo fenotipo
fue observado en las cepas en que operan los sistemas S1y S2 6 sdélo el sistema S1.
Sin embargo, las cepas (MMY2/H3/LT1 gapftletilet2 6 3D y 17D) en que opera el
sistema S2 con baja velocidad son completamente resistentes, sugiriendo la presencia
de una tercera mutacion en adicion a let1 y let2 (Tabla V. 12).

A este respecto, Gits y Grenson (1967) y Kotyk y col. (1971), demostraron la
existencia de dos componentes para el transporte de L-metionina, uno de alta afinidad
(Kr = 3-12 uM) y otro de baja afinidad (Ky = 0,6-0,8 mM). El sistema de alta afinidad es
especifico para L-metionina y sus analogos L-etionina y DL-selenometionina. Gits y
Grenson (1967), sugirieron que el sistema de baja afinidad podria transportar ademas
L-serina y L-treonina. Mas recientemente, Isnard y col. (1996), demostraron que
L-metionina es transportada por tres diferentes permeasas: una permeasa de alta
afinidad (Kt = 13 uM) codificada por el gen MUP1, una permeasa de baja afinidad
(Ky = 0,2 mM) y otra permeasa de muy baja afinidad (Kr = 1 mM) codificada por el gen
MUP3. La especificidad del transporte de L-metionina en una cepa con una doble
interrrupcion (mup1::HIS3, mup3::LEU2) que solamente expresa la permeasa de baja
afinidad, mostré que la misma, exhibe amplia especificidad de sustrato, siendo
fuertemente inhibida por L-etionina, L-leucina, L-treonina, L-fenilalanina y L-histidina. La

K; por leucina fue de 0,30 mM y por histidina de 0,79 mM.



Teniendo en cuenta los resultados de Gits y Grenson (1967), de Isnard y col.
(1996), y los de este trabajo, es altamente probable que el producto codificado por el
gen LETZ2 esté relacionado con el sistema de transporte de metionina de baja afinidad.

Los ensayos de incorporacion de L-isoleucina y L-valina en las tetradas (Figuras
VI. 1 -VI. 5, Tablas VI.1 y VI. 2), asi como los experimentos de competencia (Tablas
VI. 3 - VI. 5), mostraron caracteristicas y patrones similares a los de L-leucina. Las
cinéticas de transporte de isoleucina y valina en las cepas de la tetrada KE5-3 y en la
cepa KES-17B (Figuras VI. 6 -VI. 9), junto con la determinacion de los parametros
cinéticos (Tablas VI.6 - VI. 7), permitieron demostrar que el transporte de estos
aminoacidos es mediado por mas de un sistema en la cepa parental KE3-R23 gap1

En la cepa KE5-17B gap1let2, cada aminoacido es transportado por un unico
sistema de alta afinidad-baja capacidad (Krje = 55 uM y Kt va = 80 uM), inhibible por
leucina, isoleucina, valina, metionina y TFL, pero no por alanina y treonina. Por otra
parte, las cinéticas del transporte de leucina, isoleucina y valina, fueron ensayadas en
presencia de cada uno de los otros dos aminoacidos como inhibidores. Las inhibiciones
reciprocas fueron competitivas (Figuras VII. 1 - VII. 3) en todas las combinaciones, y los
valores de Kr y K; determinados para cada aminoacido de cadena ramificada (tomado
como sustrato y como inhibidor, respectivamente) fueron muy similares (Tabla Vil. 1).

Por lo tanto, estos resultados confirman que los aminoacidos de cadena
ramificada son transportados por una permeasa comun, S1, de alta afinidad-baja
capacidad, codificada por el gen LET1. Ademas, el transporte de leucina es inhibido
competitivamente por metionina, TFL y norleucina.

De acuerdo a los datos presentados en la Tabla VII. 4, las velocidades iniciales de
transporte de los aminoacidos de cadena ramificada por el sistema S1, son similares en
los medios YPD y MP y levemente inferiores en el medio MA. Asi, el gen LET7 y su
producto la permeasa S1, no estan sujetas a la represion catabdlica y a la inactivacion
catabdlica por nitrdgeno, respectivamente.

En la cepa KES-3C gap1let, isoleucina y valina son transportados por un unico
sistema de baja afinidad-alta capacidad (Krie = 0,33 mM y Ky va = 0,45 mM), inhibible
por leucina, isoleucina, valina, alanina, metionina, treonina y TFL. Por otra parte, en la
cepa KE5-3C, el transporte de leucina por el sistema S2, es inhibido competitivamente

por cada uno de los otros dos aminoacidos de cadena ramificada y también por
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metionina, norleucina y TFL (Figura VII. 4). Los valores de las Ki son similares o aun
menores (Ki je = 0,25 mM, Ki 4 = 0,44 mM) que el valor de Kr (0,32 mM) para el
transporte de leucina, con excepcién de la Ki por TFL con un valor de 4,44 mM
revelando una muy baja afinidad por el sistema S2 (Tabla VII. 2), Ademas, los valores
de Ki de isoleucina y valina son similares a los valores de Kt para su propio transporte.
Por otra parte la actividad de transporte de L-leucina por el sistema S2 es inhibida en
mas del 50%, cuando las células son precargadas con los mismos aminoacidos que
inhibieron su transporte en los ensayos de competencia.

Por lo tanto, teniendo en cuenta las determinaciones cinéticas, los ensayos de
inhibicién y de crecimiento, el sistema S2 transporta no soélo los aminoacidos de cadena
ramificada, sino también metionina, serina y treonina. No se puede descartar que otros
aminoacidos (glutamina, asparagina, glutamato, aspartato, alanina, triptofano, tirosina,
fenilalanina y a-aminobutirato) que inhiben el transporte de leucina por el sistema S2
sean también sustratos de este sistema. Sin embargo, la cepa KE5-17B en la que no se
detecta el sistema S2 (mutacion /et2), crece bien con esas fuentes de nitrégeno,
indicando que el sistema S2 no es indispensable para el transporte de esos
aminoacidos. Las inhibiciones observadas se podrian explicar en términos de
competencia de cada uno de estos aminoacidos por un factor de energia presente en
cantidades finitas, necesario para su propio transporte, afectando de esta manera la
actividad del transporte de leucina.

Con respecto a la regulacién del sistema S2 que exhibe la cepa 3C, por la fuente
de nitrogeno presente en el medio de cultivo, los resultados son diferentes de aquellos
obtenidos para el transporte de leucina e isoleucina en las cepas gap? MMY2/H3 vy
KE3-R23 que, como ya se ha dicho, resultan fuertemente disminuidos en células
crecidas en medio MA con respecto a aquellas provenientes del medio MP. En células
de la cepa 3C crecidas tanto en medio MP como en medio MA, el transporte de los
aminoacidos de cadena ramificada por el sistema S2 fue siempre mucho mayor que los
valores obtenidos en la cepa parental KE3-R23. Teniendo en cuenta el total de los
datos experimentales presentados en este trabajo, la actividad de transporte de los
aminoacidos de cadena ramificada por el sistema S2, no es controlada solamente por el
producto del gen LET2, la presencia de una tercera mutacion ademas de /et y let2 en

la cepa MMY2/H3/LT1 explicaria las diferencias observadas en las tetradas.
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Grauslund y col. (1995), han aislado y secuenciado un gen designado BAP2, que
codifica una permeasa para aminoacidos de cadena ramificada en S. cerevisiae.

Este gen fue identificado por su capacidad en multiples copias, de aumentar el
crecimiento de una mutante defectiva en la biosintesis de leucina, en un cultivo limitado
en isoleucina (20 uM). En una cepa Agap1, la supresion de BAPZ2 redujo el transporte
de leucina y valina en 45% y el transporte de isoleucina en 25%, el transporte
remanente de los aminoacidos de cadena ramificada se produce por una 6 mas
permeasas. El transporte de otros aminoacidos, como serina, alanina, metionina,
fenilalanina, tirosina e histidina, no fue afectado por la supresion de BAP2 vy el
transporte de triptofano y glutamato aument6 en 50%. Una copia extra del gen BAP2 en
la cepa control Agap1BAP2, incremento en un 40-50% el transporte de leucina y valina,
en un 25% el transporte de fenilalanina y un aumento menor en el transporte de
isoleucina, triptofano y metionina.

La permeasa BAP2 podria corresponder a uno de los dos sistemas de transporte
de aminoacidos de cadena ramificada S1 & S2, cinéticamente caracterizados,
descriptos en esta tesis. Las diferentes condiciones experimentales usadas por
Grauslund y col. (1995) y las nuestras, dificultan comparar los resultados en términos de
esta cuestion. Por ejemplo, nosotros medimos el transporte de los aminoacidos de
cadena ramificada por el sistema S1 en amortiguador FHK, utilizando una concentracion
de 0,05 mM para cada aminoacido, mientras que Grauslund y col., miden el transporte
de los mismos en medio minimo conteniendo, no sélo iones amonio, sino también una
mezcla de 14 aminoacidos incluyendo 0,23 mM de leucina, 0,23 mM de isoleucina, 0,26
mM de valina, 0,30 mM de fenilalanina y 0,40 mM de metionina. Puede ser considerada
la posibilidad que con una concentracién 5 veces mayor que la concentracién usada
para distinguir cinéticamente el sistema S1 del S2, el transporte por este ultimo sistema
tenga una contribucion sustancial en los valores de entrada.

Sin embargo, a pesar de estas diferencias, la aparente alta especificidad de la
permeasa BAP2 por los aminoacidos de cadena ramificada, permite sugerir que el gen
BAP2 es alélico al gen LET1, mas que al gen LET2, que como muestran los datos de
esta tesis, es menos especifico.

En efecto, trabajos en curso realizados en la cepa MMY2/H3/LT1 gap1letilet2

transformada con el plasmido conteniendo el gen BAP2, muestran un aumento en el
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transporte de leucina medido a bajas concentraciones y se recupera la actividad del
sistema S1 de alta afinidad-baja capacidad para el transporte de aminoacidos
ramificados, en células crecidas en medio MA, confirmando que el gen LET1 es alélico
al gen BAP2. La presencia del gen BAP2 no modificod los valores de entrada de
L-leucina cuando las ceélulas crecieron en medio MP con respecto a los valores
obtenidos en las células no transformadas.

A este respecto, recientemente Schreve y Garrett (1997), aislaron en forma
independiente el gen BAP2 como un supresor en multiples copias, del fenotipo de no
crecimiento en medio YPD de la cepa aatfleu?2 (Garrett, 1989). Esos autores
demostraron, por analisis cinético de cepas con y sin la permeasa BAP2, que BAP2 es
la permeasa de leucina de alta afinidad, S1, con un valor de Ky = 37 uM, similar al
descripto para la permeasa S1 por Ramos y col. (1977, 1979, 1980), Stoppani y Ramos,
(1978) y Kotliar y col. (1994) y a los presentados en este trabajo.

Una segunda permeasa de leucina, denominada Unk1 en sus estudios, es de baja
afinidad con un valor de Ky = 0,58 mM, que es del orden de los valores presentados
para el sistema S2 (Ramos y col., 1977, 1979, 1980; Stoppanni y Ramos, 1978) y en las
cepas MMY2/H3 gap1 (Kotliar y col., 1994), KE3-R23 gap1, MMY2/H3/LT1 gap1letilet2
y KES-3C gap1let1. Para determinar si BAP2/LET1, S2/Unk1 y GAP1 son las unicas
permeasas que participan en el transporte de leucina en S. cerevisiae, Schreve vy
Garrett (1997), construyeron una cepa Agap7Abap2 y analizaron las cinéticas de
transporte de leucina. Ellos determinaron la presencia de otra permeasa denominada
Unk2 de alta afinidad, de pequena contribucidén al transporte de leucina, en
comparacion a los principales transportadores BAP2/LET1 y S2/Unk1 en ausencia de
actividad de la GAP1.

Las mayores diferencias se encontraron en los valores de Jnax descriptos en el
trabajo de Schreve y Garrett (1997), por una lado y los de esta tesis y el trabajo de
Kotliar y col. (1994), por el otro y son probablemente el resultado del diferente contenido
genético de las cepas y/o los diferentes medios usados para el crecimiento de las
mismas.

Didion y col. (1996), mostraron que la L-leucina induce la transcripcion del gen
BAP2, aumentando el transporte de los aminoacidos de cadena ramificada por la

permeasa BAP2 en medio MA, pero no en medio MP, y que también puede aumentar
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los niveles de actividad de transporte de los aminoacidos de cadena ramificada por
otra/s permeasa/s, tanto en medio MA como en medio MP.

Los experimentos descriptos por Schreve y Garrett (1997), fueron realizados en
una cepa auxotrofa para leucina y el medio de cultivo contenia leucina, induciendo la
expresion de BAPZ2 y resultando en altos valores de Jmax. Sin embargo, cepas Leu®
tienen también un transporte elevado de leucina, sugiriendo que esas cepas pueden ser
constitutivamente inducidas para el transporte de leucina.

A diferencia de los resultados presentados por Didion y col. (1996), en nuestras
cepas, la adicién de leucina al medio de cultivo con iones amonio o prolina como
fuentes de nitrogeno, no tiene ningun efecto sobre el transporte de aminoacidos de
cadena ramificada. El uso de cepas de diferente origen genético puede llevar a la
desaparicion o al no reconocimiento de un determinado proceso regulatorio en
levaduras, habiendo ejemplos de este tipo en las actividades de varias enzimas que
participan en la asimilacibn de nutrientes nitrogenados (arginasa, ornitina
carbamoiltransferasa, urea amidoliasa) y para la permeasa general de aminoacidos
(Wiame y col., 1985).

En relacidén con el transporte de aminoacidos de cadena ramificada por el sistema
S2, aminoacidos estructuralmente relacionados tienen frecuentemente permeasas
estructuralmente relacionadas. La permeasa BAP2/LET1 presenta un 84% de
homologia en la secuencia de aminoacidos con el producto codificado por el gen PAP1
(Mai y Lipp, 1994; Nelissen y col., 1995), y difiere de BAP2 en los extremos C- y N-
terminal. Es muy probable que la otra permeasa de transporte de aminoacidos de
cadena ramificada (S2) sea la codificada por el gen PAP1T.

En conclusién, a partir de la cepa MMY2/H3 gap?, se ha identificado y
caracterizado exhaustivamente el transporte de aminoacidos de cadena ramificada en
una cepa mutante TFLR, que no presenta actividad de transporte de leucina por el
sistema S1 de alta afinidad y en ia cual el transporte de los aminoacidos de cadena
ramificada por el sistema S2 de baja afinidad, ha sido fuertemente reducido. Al menos
dos genes controlan las actividades de esos sistemas y fueron designados LETT y
LET2 (leucine transport). Los estudios cineticos. asi com los de especificidad, de
crecimiento y de regulacion de la actividad de transporte, en las cepas llevando

individualmente las mutaciones /et2 y let1, han permitido establecer que el producto
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codificado por el gen LET1/BAP2, es el gen estructural de la permeasa S1 que
transporta los aminoacidos de cadena ramificada con alta-afinidad.

Asimismo, se considera que la actividad de transporte de los aminoacidos de
cadena ramificada y de serina, treonina y metionina por el sistema de baja afinidad S2 y
amplia especificidad, es controlada y/o modulada por al menos dos genes: el gen LET2
y otro gen cuya funcién debe ser establecida. Esperamos que los resultados
presentados en este trabajo, asi como los que podran sucederios, contribuyan al
esclarecimiento de la multiplicidad y complejidad de los sistemas de transporte de

aminoacidos, a través de la membrana plasmatica en S. cerevisiae.
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Los resultados descriptos, obtenidos en experimentos disefiados en cumplimiento
de los objetivos propuestos, fueron discutidos y conclusiones parciales se presentaron

en los Capitulos IlI-VILI.

1- Se ha demostrado que el transporte de aminoacidos neutros de cadena ramificada L-
isoleucina y L-valina es mediado por los sistemas de transporte GAP1, S1 y S2
cinéticamente caracterizados, previamente descriptos para L-leucina en S. cerevisiae,
cepas silvestres y mutantes gap? defectivas en la actividad de la permeasa general de

aminoacidos.

2- El transporte de L-isoleucina y L-valina mediado por la GAP1 es de alta afinidad y
muy alta capacidad y contribuye en un 85-90% en la actividad total de transporte de

ambos aminoacidos.

3- El gen LET1/BAP2, es el gen estructural de la permeasa S1 de alta afinidad-baja

capacidad.

4- El gen LET2 es un componente necesario para la dptima actividad del sistema S2 de

baja afinidad-alta capacidad.

5- La permeasa S1 es de alta especificidad, media el transporte de los aminoacidos de

cadena ramificada, de metionina y fenilalanina y del analogo toxico trifluorleucina (TFL).

6- El sistema S2 es de amplia especificidad, media el transporte de los aminoacidos de

cadena ramificada, metionina, fenilalanina, alanina, serina y treonina.

7- La actividad de la permeasa S1, no esta sujeta a represion catabdlica por nitrogeno

(NCR), ni a la inhibicion catabdlica por nitrogeno (NCH).

8- La regulacion de la actividad del sistema S2, por la fuente de nitrégeno presente en
el medio de cultivo, en cepas que llevan la mutacidon let1/bap2, es diferente de la

observada en ambas cepas parentales: gap7 en la que el transporte es mediado por los
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sistemas S1 y S2 y gap1let1let2 en la que el transporte es mediado Unicamente por el
sistema S2 con baja capacidad. En células de las cepas gap7let1 crecidas con iones

amonio, el sistema S2 no esta sujeto a la represion y/o inactivacion catabdlica por
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