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OBJETIVOS

La estructura tetrapirrdélica de las porfirinas es la
base quimica de una serie de compuestos imprescindibles para
la wvida, involucrados en los procesos fundamentales de
respiracién y fotosintesis, a través del hemo y la
clorofila, respectivamente. Los tetrapirroles también
participan en otras reacciones metabdlicas importantes como
transportadores de electrones, energia y gases, oxidaciones
biolégicas, fijacidén de nitrégeno, etc.

La secuencia de eventos enzimAticos gque conducen a
la biosintesis de estos compuestos estd hoy dia, muy bien
documentada y se ha comprobado que es prdcticamente idéntica
en todas las células vivientes.

Sin embargo, audn gueda bastante por esclarecer
acerca del mecanismo de accidén de las enzimas involucradas,
vy s aun poco lo que se sabe en cuanto a los procesos de
entrada de los precursores de esta via, acido 5-
aminolevulinico (ALA) y porfobilindgeno (PBG), a la célula.

El transporte de un metabolito a través de la
membrana plasmatica puede ser un paso limitante en su
metabolizacidén intracelular.

El ALA, primer compuesto especifico de 1la via del

hemo, se forma en la mitocondria y para su posterior



metabolizacién a PBG en el citosol debe atravesar la
membrana de esta organela. Durante muchos afios se ha hablado
de la existencia de una permeasa de ALA, sin embargo, como
se ha sefilalado es muy limitada la informacidén sobre este
aspecto tan importante en la sintesis de porfirinas.

Existen cepas de Saccharomyces cerevisiae
deficientes en la actividad de ALA-Sintetasa que son capaces
de crecer utilizando el ALA provisto por el medio de
cultivo. Teniendo en cuenta esta capacidad, ademds del hecho
de que la levadura es un importante modelo experimental de
organismo eucaridético, se decidid estudiar el transporte de
ALA en S. cerevisiae.

Los resultados de esta investigacidén contribuiran
sin lugar a dudas a un mejor y mas profundo conocimiento de
la via metabdlica de las porfirinas y de su regulacidn.

El objetivo fundamental de este trabajo fue
caracterizar exhaustivamente el sistema de transvorte de ALA
en S. cerevisiae, asi como 1identificarlo, determinar su
especificidad y sus mecanismos de regulacidn.

Debemos tener presente que en las porfirias agudas,
por fallas en la regulacidon del camino de las poriirinas, se
acumula ALA en las células, incluyendo las del sistema
nervioso, al cual se le atribuye el conocido sindrome

neuroldégico que caracteriza a estas enfermedades. La

vi



caracterizacidén y conocimiento del sistema de transporte de
ALA a través de membrana no sélo e‘s de gran interés por
estas causas sino que podra contribuir al control vy
posiblemente al desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas.

Sobre estas bases, para lograr los propdsitos de
este trabajo, empleando cepas silvestres y mutantes de S.
cerevisiae se han de determinar en primer lugar 1las
condiciones de crecimiento gque permitan el o6éptimo estudio
del sistema de transporte de ALA. Para su caracterizacién,
se han de establecer sus regquerimientos en cuanto a las
fuentes de carbono y de nitrégeno, las condiciones para gque
una vez transportado ocurra un minimo de metabolizacidn, asi
como eftlujo e intercambio con ALA extracelular. Es
importante establecer la dependencia energética del proceso
y su especificidad, ademas de la influencia de la
concentracién de protones sobre este sistema. La cinética
del proceso na de indicar tanto la afinidad como el numero
de sistemas de transporte posibles. Es asimismo fundamental,
tratédndose como probablemente sea, de un transportador
activo, definir su control por el mismo ALA.

Por otra parte, como se conoce y se ha indicado que

el ALA puede interferir con la accién del GABA, dada su



similitud estructural, se ha de estudiar en particular la
accién del GABA sobre el sistema de transporte de ALA.

Se ha de caracterizar ademds el sistema de
transporte de GABA en 5. céerevisiae, en forma similar al del
ALA en cuanto a requerimientos, especificidad, regulacidn
por GABA y ALA y cinética.

Finalmente se han de relacionar los sistemas de
transporte de ALA y GABA y se intentara hallar evidencias de

que podria existir una permeasa comin.
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I. LEVADURAS

I.1. Generalidades

Durante muchos afios las levaduras han sido
consideradas como uno de los sistemas biolégicos de eleccién
a la hora de estudiar innumerables cuestiones de tipo
bioquimico y genético. Ello se debe a gque estos organismos
ofrecen, ademas de las ventajas propias de un
microorganismo, otras interesantes posibilidades como es, la
gran capacidad de crecimiento en periodos cortos de tiempo y
con una gran economia de medio, y todas las caracteristicas
propias de las células eucaridéticas. Las levaduras comparten
con el resto de los organismos eucariotas, tanto proteinas
esvecificas (ARN polimerasas, histonas, actina, tubulina,
hormonas peptidicas...) como orgdnulos N estructuras
macromoleculares (cromosomas, membrana nuclear,
mitocondrias, ribosomas B80S, reticulo endopldasmico rugoso,
Golgi...). La aplicacién de las técnicas de clonacidén, que
permiten su manipulacidén genética, ha convertido a este
organismo =n el sistema experimental mds versatil disponible
hasta =21 momento, para el estudio de 1la organizacidn
molecular de las células eucaridticas.

De las diferentes especies de levaduras la mas

estudiada y conocida es Saccharomyces cerevisiae.



I.2. Caracteristicas de las levaduras

Las levaduras son organismos heterotréficos 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.

En la Figura I.1 se presenta un esquema general del
metabolismo de carbono y energético. Glucosa, fructosa vy
manosa son utilizados por mds de 400 especies de levaduras
(Barnett, 1976). Por el contrario, la utilizacidén de otros
compuestos carbonados como ciertos azucares (Barnett, 1976)
o0 aminoadcidos (Santa Maria y Sanchez, 1977) wvaria entre
especies.

El nitrégeno también es un elemento esencial para el
metabolismo celular y las levaduras son capaces de utilizar
gran diversidad de compuestos nitrogenados presentes en su
entorno. Estos compuestos pueden ser empleados como fuente
de nitrdgeno o como precursores biosintéticos que se
incorporan en macromoléculas sin ser catabolizados
previamente. En la Figura 1.2 se muestran las principales
reacciones involucradas en la utilizacién de nitrdégeno en

Saccharomyces cerevisiae.
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Figura I.1l: Esquema general del metabolismo de carbono vy
energético en levaduras. : camino glicolitico.

1, alditol deshidrogenasa; 2, azlucar quinasas; 3, rama oOXi-
dativa (irreversible) de la via de las pentosas; 4, rama no
oxidativa (reversible) de la via de las pentosas; 5, glico-
sidasas; 6, biosintesis de polisacdridos; 7, glucdgeno fos-
forilasa; 8, fosfofructoquinasa; 9, fructosa-1,6-difosfata-
sa; 10, glicerol P deshidrogenasa y glicerol P fosiatasa;
11, glicerol gquinasa y glicerol P ubiguinona déxidoreductasa;
12, gliceraldehido 3P deshidrogenasa y fosfoglicerato guina-
sa; 13, piruvato quinasa; 14, piruvato decarboxilasa y o6xi-
doreducciones y condensaciones; 15, piruvato deshidrogenasa;
16, piruvato carboxilasa; 17, ciclo del glioxalato; 18, ace-
tato tioquinasa; 19, fosfoenolpiruvato carboxiguinasa; 20,
enzima malica; 21, lactato deshidrogenasa.
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Figura 1.2: Esquema general de las principales reacciones
involucradas en la utilizacidén de nitrdégeno en S. cerevisiae
crecida sobre diferentes compuestos nitrogenados.

1, glutamato sintetasa; 2, glutamato deshidrogenasa (anabdo-
lica); 3, glutamato deshidrogenasa (catabdlica); 4, glutami-

na sintetasa.




Las células de levadura son aerdbicas facultativas;
el crecimiento celular en condiciones aerdbicas es 10 veces
mayor gque en condiciones anaerdbicas.

El tamafio de las células varia con la ploidia, la
fase de crecimiento y la cepa. Generalmente, las células
haploides son esféricas con wun didmetro de 4 um y las
diploides ovales de 5 x 6 um.

El genoma de S. cerevisiae esta constituido por 16-
17 cromosomas gque se estdn caracterizando tanto fisica como
genéticamente.

Las 1levaduras presentan un ciclo de vida haplo-
diploide (Figura I.3).

Asi, las células haploides, denominadas a y a, se
reproducen vegetativamente a lo largo de un ciclo mitdético
tipico por un proceso de gemaciodn. Este ciclo de
proliferacidén sélo se interrumpe en respuesta a dos tipos de
estimuios ambientales. El primero de ellos es la ausencia de
nutrientes en el entorno; en estas circunstancias las
células se detienen en la fase Gl del ciclo celular hasta
que un aporte de nutrientes les permita reanudar las
divisiones mitdticas. El segundo estimulo ambiental que
interrumpe el ciclo es la presencia de células del tipo
sexual opuesto; en este caso las células en fase Gl inician

un proceso de conjugacion gue resulta en una fusidén 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 gemacidén hasta que en determinadas
circunstancias, fundamentalmente cuando se enfrentan a una
privacién de fuente de nitrégeno, sufren una divisién
reduccional (meiosis) originando cuatro ascosporas haploides
incluidas en un asca, dos de cada tipo sexual, que en
condiciones adecuadas germinan, completando el ciclo
bioldgico.

La determinacién del tipo reproductor esta dominado
por un locus regulatorio denominado MAT. Muchas cepas de S.
cerevisiae se pueden mantener a lo largo de mialtiples
generaciones en estado haploide a o a y la formacién de
individuos diploides sélo ocurre cuando se ponen en contacto
los dos tipos sexuales. Estas cepas sSe conocen como
heterotdlicas y entre ellas se encuentran una gran parte de
las utilizadas en el laboratorio. Sin embargo, la mayoria de
las cepas aisladas de la naturaleza presentan un
comportamiento distinto, ya que en las sucesivas divisiones
mitdéticas, una célula de un tipo sexual determinado puede
cambiar al tipo sexual opuesto, lo que conduce a la

existencia de ambas formas sexuales en la poblacidén, que



inmediatamente conjugan para dar lugar a individuos

diploides. Este estado se denomina homotalismo.

Diplofase a/
MEIOSIS
@Asca
HOMOTALICO
\ y = ENZ!MA
a/x
CigOtO G:D / ‘\a a/
a -
\ HETEROTALICO & O(Tetrada
& e & de esporas

Haplofase

Figura 1.3: Ciclo de vida sexual de la levadura.
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ITI. CAMINO METABOLICO DE LAS PORFIRINAS

II.1. Biosintesis del hemo

El rol vital y ubicuo de 1las porfirinas esta
demostrado, por ejemplo, por su funcién como grupo
prostético de una gran variedad de hemoproteinas, incluyendo
hemoglobina, mioglobina, citocromos, peroxidasas, catalasas,
etc. Ademds, en algunas bacterias, el camino de las
porfirinas se deriva hacia la sintesis de corrinas, vitamina
Bi2, y en los organismos fotosintéticos, hacia la rama de
las clorofilas y bacterioclorofilas.

La mayoria de las células vivas son capaces de
sintetizar sus tetrapirroles, a partir de precursores muy
simples tales como succinato y glicina.

El camino biosintético del hemo se ilustra =n la
Figura II.1.

La &6-aminolevilico Sintetasa (ALA-S) es la primera
enzima especifica del camino, y sintetiza 4acido &-
aminolevilico (ALA) a partir de glicina y succinil CoA.

La Dbiosintesis continta con la formacidén del
monopirrol porfobilinégeno (PBG) originado por accidn de la
enzima S6-aminolevilico Dehidrasa (ALA-D) sobre dos moléculas
de ALA. Luego se forma uroporfirindgeno III (UROGEN) por la

accion combinada de dos enzimas. La PBG-Deaminasa (también



conocida como Uroporfirinégeno I Sintetasa o
Hidroximetilbilano Sintetasa) une cuatro moléculas de PBG
por condensacidén secuencial 'cabeza-cola" para dar lugar a
la formacidén del tetrapirrol de cadena abierta
hidroximetilbilano (HMB), el cual en ausencia de la segunda
enzima, la Uroporfirindgeno Sintetasa (UROGEN III-S)
(también llamada Isomerasa o Cosintetasa) se cicla
quimicamente para dar UROGEN I. En presencia de Urogen III-
S, los sustituyentes en los carbonos B del anillo D se
invierten antes de la ciclacién, formandose asi 1la
estructura asimétrica UROGEN III. De alli en adelante, la
Uroporfirindgeno Decarboxilasa (URO-D) decarboxila
secuencialmente cuatro grupos acetilo del UROGEN III dando
lugar finalmente al coproporfirindégeno III (COPROGEN III)
con cuatro carboxilos. La URO-D también puede actuar sobre
el UROGEN I para formar COPROGEN I, pero sdlo el COPROGEN
III es decarboxilado oxidativamente a protoporfirindgeno IX
(PROTOGEN IX) por la Coproporfirinégeno Oxidasa (CPG-asa).
En el siguiente paso, seis Adtomos de hidrégeno son
eliminados del PROTOGEN IX por la Protoporfirinégeno Oxidasa
(PTG-asa) formando protoporfirina IX (PROTO IX). Por ultimo,
la enzima Ferroquelatasa (Fe-quel) o Hemosintetasa (Hemo-S5)

inserta un ién ferroso en el anillo porfirina para dar hemo.
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En la mayor parte de los organismos estudiados 1la
primera y las tres Gltimas enzimas de esta via biosintética
son mitocondriales mientras que las cuatro restantes son
citosdlicas. En levaduras, sin embargo, 1la CPG-asa se

encuentra en citosol (Camadro y col., 1986).

I1.2. Regulacién de la biosintesis del hemo

En la mayoria de los organismos (Burnham y
Lascelles, 1963; Clark-Walker y col., 1967; Granick y Sassa,
1971; Sinclair y Granick, 1975) la regulacién de 1la
biosintesis de porfirinas es fundamentalmente a nivel de la
primera enzima, el ALA-S, descartdandose un rol regulatorio
para el ALA-D ya que esta enzima estd presente en cantidades
no limitantes.

Por el contrario, en levaduras existen numerosas
evidencias gue avalan la hipétesis de que el ALA-D modula
este camino biosintético. Se ha demostrado que esta enzima
estd fuertemente reprimida por glucosa (Jayaraman y col.,
1971; Labbe-Vois y Volland, 1977; Labbe-Bois y Labbe, 1978;
Mahler y Lin, 1978; Mattoon y col., 1978; Correa Garcia y
col., 1993). Asi, el control por catabolito de la sintesis
de citocromos estaria ejercido principalmente a través del
ALA-D (Manler y Lin, 1978). En ciertas mutantes

regulatorias, también se observd que el ALA-D vy los
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citocromos exhiben una resistencia coordinada a la represién
por catabolito (Borralho y col., 1983, 1989).

Asimismo, Arrese y col. (1983) clonaron el gen HEMI1,
que codifica para el ALA-S, en un pldsmido multicopia y éon
él transformaron una mutante heml. Las células transformadas
mostraron una actividad de ALA-S 20 veces mayor qgque la
enzima de la cepa normal, mientras que el nivel de
citocromos se restaurd sélo hasta valores normales, tanto en
un medio con glucosa como con etanol. Este resultado indicé
que la produccién de ALA no seria limitante en la sintesis
de citocromos. En cambio, la funcidén regulatoria fue
atribuida al ALA-D ya que las células transformadas
acumularon entre 5 y 8 veces mas ALA que las células
normales.

Por otra parte, si bien el ALA-S no seria la enzima
regulatoria por excelencia en la biosintesis de citocromos
en levadura, varios trabajos realizados con distintas
mutantes han indicado que es una enzima altamente regulada y
que su rol es aparentemente muy complejo.

Asi, se observd que cepas Dblogueadas en la
conversién de UROGEN a COPRCGEN (Gollub y col., 1977;
Malamud y col., 1983) o de COPROGEN a PROTOGEN (Gunge vy
col., 1967; Miyake y col., 1972) acumulan ALA en grandes

cantidades. Rytka vy colaboradores (1984) demostraron por
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primera vez, que mutantes parcialmente deficientes en URO-D
poseen una actividad de ALA-S aumentéda significativamente.
Estos resultados sugieren que la actividad y/o sintesis de
ALA-S también estarian sujetas a un control negativo por
hemo. Por su parte, Borralho y colaboradores (1989)
encontraron que la glucosa ejerce una accidén regulatoria
sobre la actividad del ALA-S pero ésta no implica
necesariamente represién de los citocromos mitocondriales.
En 1987, Keng y Guarente demostraron que la
expresion del gen que codifica para el ALA-S (HEM1l) esta
controlada por dos sitios regulatorios opuestos: uno
positivo y otro negativo. El sitio positivo UAS ("upstream
activator site”) es activado por el sistema HAPZ2-HAP3 que
controla globalmente la expresion de varios genes
involucrados en el metabolismo regulatorio. Este sistema
mantendria la expresién de HEM1l en ausencia de hemo. Sin
embargo, la expresion de este gen no se desreprime por una
fuente de carbono no fermentable (Mahler y Lin, 1974) como
sucede con otros genes regulados por HAP2-HAP3 (Guarente vy
col., 1984). Aparentemente, la desrepresién esta impedida
por la presencia de un segundo sitio negativo gque esta
localizado ligeramente ‘“downstream” de la secuencia UAS y

que esta controlado por hemo.
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Por otra parte, también se ha propuesto qgque la
CPGasa tendria un importante rol regulatorio ya que se ha
demostrado claramente que la sintesis de esta enzima esta
sujeta a un control negativo por oxigeno y hemo. Esta
regulacién opera a nivel transcripcional (Zagorec y Labbe-
Bois, 1986; Zagorec y col., 1988).

Asimismo, existen evidencias de una débil represidn
por glucosa en la expresién del gen de la Fe—-gquel (Labbe-
Bois, 1990). Se ha propuesto también que el funcionamiento
de esta enzima estd regulado por el aporte de sustratos
(hierro y PROTO) y, quizds de manera mas importante, por la
demanda de hierro por parte de las distintas apoproteinas
sintetizadas a diferentes velocidades, dependiendo de las
condiciones fisioldégicas de las células.

Por ultimo., cabe destacar gque el hemo participa en
la regulacidén de la biosintesis de muchas hemoproteinas de
levadura, que estdn involucradas en procesos conectados con
la presencia y wutilizacién del oxigeno molecular en las
células vivas. El grupo prostético hemo ejerce su efecto en
diferentes etapas, fundamentalmente en 1la transcripcién,
pero también durante la traduccidén, el transporte y el

ensamblamiento de las proteinas.
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ITI. TRANSPORTE A TRAVES DE MEMBRANA

I1I.1. Procesos de transporte

Existen tres tipos de procesos de transporte de
solutos a través de la membrana plasmdtica. Estos son:
difusidén simple, difusidén facilitada y transporte activo.

El proceso de difusién simple, raramente encontrado
en células de levaduras, es gobernado por la ley de accidn
de masas. Como resultado las concentraciones intracelulares
del metabolito que difunde nunca exceden 1las del medio
externo y el proceso no es saturable con respecto a la
concentracién de sustrato. Ademds este proceso no se ve
afectado por la temperatura o la presencia de inhibidores
metabdlicos.

El proceso de difusidén facilitada es una variacidn
del de difusién simple en el cual estd involucrado un
translocador de membrana. En este caso el metabolito tampoco
se concentra intracelularmente ni es un proceso dependiente
de energia. Se llega muy rdpidamente, por 1lo general en
segundos, a un equilibrio influjo-2flujo. Como hay una
proteina de membrana involucrada, el proceso de
incorporacién es dependiente de la temperatura y saturable
por el sustrato. La unién del compuesto a transportar es un

pre—-requisito para la difusidn facilitada Y, en



consecuencia, puede inhibirse competitivamente por analogos
estructurales del sustrato. Ademés el‘transportador se puede
inactivar como consecuencia de mutaciones.

El transporte activo es el proceso de incorporacidn
mds frecuentemente observado. Al igual gque la difusidn
facilitada, el transporte activo es mediado por un
transportador. Por ello, es un proceso dependiente de la
temperatura, saturable por el sustrato y sensible a
inhibicidn competitiva por sustratos andlogos. Este
transporte también puede inactivarse por mutaciones. La
caracteristica distintiva de este sistema de transporte es
el requerimiento energético que permite la acumulacidén de
metabolitos contra gradiente. El sustrato puede alcanzar
concentraciones internas 25-30 veces mayores que las del
medio externo (Cooper, 1982). Como consecuencia de su
acoplamiento energético, los sistemas de transporte activos

son sensibles a inhibidores del metabolismo energético.

III.2. Transporte de aminoacidos

La utilizacién de aminodacidos como fuente de
nitrégeno o como componentes bdsicos de las proteinas
implica su entrada a las células seguida ya sea por su
incorporacién a proteinas o por la eliminacidn enzimatica

del grupo a-amino por deaminacidén o transaminaciodn.
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Los sistemas de ‘transporte de aminodcidos de
microorganismos eucariotas poseen cafacteristicas tanto de
los sistemas bacterianos, con una gran especificidad para un
Unico aminodcido o un grupo reducido de aminodcidos
estructuralmente relacionados, como de los sistemas de
células de mamiferos, con una especificidad mds amplia para
aminoacidos estructuralmente relacionados. Asi, los
microorganismos eucariotas generalmente poseen dos tipos de
sistemas de transporte para aminodcidos: sistemas
especificos para un Unico aminodcido o wuna familia de
aminodcidos estructuralmente relacionados v sistemas
generales compartidos por un gran numero de aminodcidos.

Sin embargo, los sistemas de transporte de
microorganismos eucariotas difieren de 1los sistemas de
bacterias y de células de mamiferos en por lo menos dos
aspectos: 1) median un flujo praActicamente unidireccional
del medio externo al interior de 1las células, ii) sus

actividades se regulan por un mecanismo de retroinhibicidn.

IITI.2.1. Transporte de aminodcidos en S. cerevisiae

El numero de sistemas de transporte en la membrana
plasmdtica de S. cerevisiae es sorprendentemente alto. En
muchos casos un determinado sustrato es transportado por

varias permeasas con diferentes afinidades, especificidades,
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capacidades vy regulaciones. Algunos aminodcidos son
transportados por dos permeasas, una éspecifica vy la general
de aminodcidos (GAP), pero otros, como metionina (Gits ¥y
Grenson, 1967), histidina (Crabeel y Grenson, 1970), 4&cido
glutdmico (Darte y Grenson, 1975), lisina (Grenson, 1966) y
GABA (Grenson y col., 1987) se transportan por dos o tres
sistemas especificos <con valores de Kr y Vmax muy
diferentes. Con este conjunto de permeasas las células
pueden captar aminodcidos presentes en un amplio rango de
concentraciones.

Mas aun, la multiplicidad vy diversidad de
transportadores permiten a la levadura acumular aminoacidos
tanto para biosintesis como para catabolismo bajo una muy
amplia variedad de condiciones.

De todos estos sistemas, sélo algunos estan
presentes en forma permanente. Estos son las permeasas
constitutivas. El resto de los sistemas, llamados
adaptativos o inducibles, se expresan sélo bajo determinadas

condiciones.

Debido a su parecido con los sustratos naturales de
las permeasas, también son transportadas muchas sustancias
que contienen nitrdgeno, pero no son utilizadas como

metabolitos.
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Halvorson y Cohen (1958), propusieron la existencia
de un sistema capaz de incorporar fodos los aminodcidos.
Surdin y col. (1965) fueron los primeros en aislar mutantes
defectivas pleiotrépicamente en la incorporacién de varios
aminodcidos. Ademds llevaron a cabo un estudio detallado que
demostrd la amplia especificidad de un sistema de captaciédn
general de aminodcidos. Sin embargo, fueron Grenson y col.
(1970) Quienes presentaron las principales evidencias tanto
biogquimicas como genéticas de la presencia de esa Permeasa
General de Aminodcidos (GAP) en S. cerevisiae. Encontraron
que en un medio con amonio como fuente de nitrégeno, crecian
mutantes resistentes al andlogo téxico de la arginina, 1la
canavanina, llamadas canl, que recuperaban la sensibilidad a
canavanina en un medio conteniendo una fuente pobre de
nitrégeno como es la prolina. Es decir que la canavanina se
estaria incorporando por otro sistema regulable por la
fuente de nitrégeno. Estos mismos autores (Grenson y col.,
1970) también describieron otro tipo de mutantes (gapl), Qque
tenian disminuida la capacidad de transportar aminodcidos
bdsicos y neutros cuando crecian con prolina como fuente de
nitrégeno, lo cual 1los 1llevd a la conclusién de que la
levadura S. cerevisiae posee una GAP que se inhibe por iones
amonio. Como las velocidades de incorporacién de los

aminodcidos &cidos y prolina no se afectaron por la mutacidn
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gapl, propusieron que estos solutos no eran transportados
por la GAP. Sin embargo, estudios.posteriores demostraron
que la GAP es capaz de transportar todos los aminoacidos
incluyendo glutamato y aspartato (Darte y Grenson, 1975) y
prolina (Lasko y Brandriss, 1981). La capacidad de este
sistema de transportar D-enantidmeros (Rytka, 1975) 1lo
distingue de los sistemas de transporte especificos que
muestran una marcada preferencia por los isémeros L de los
aminodcidos. Se demostrd gque la GAP es la principal ruta de
entrada en S. cerevisiae de aminodcidos como glicina,
alanina, fenilalanina, ¢triptofano ¥y tirosina (Greasham Yy
Moat, 1973; Cooper, 1982).

La GAP es un complejo multiproteico formado por una
proteina de membrana constituida por tres péptidos de 53000,
45000 y 30000 Daltons y una proteina periplasmatica de 14000
Daltons (Woodward y Kornberg, 1980). Este dltimo componente
es esencial para el funcionamiento de la GAP y es
responsable de la unién de los aminodcidos previa a su
translocacidn a través de la membrana plasmdtica. Todavia no
se conoce el mecanismo por el cual esta proteina interactua
con el complejo proteico de membrana.

En vista de la amplia especificidad de la GAP, vy
teniendo en cuenta que su actividad sdélo se expresa de

manera apreciable en células bajo ayuno de nitrégeno, parece
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probable que el rol fisiolégico de la GAP sea el de un
secuestrador de aminodcidos. Luego dé ser incorporados por
este sistema, los aminodcidos ingresan en el metabolismo
catabdélico del nitrdégeno, que ejerce asi una influencia
significativa sobre la actividad de la GAP.

Como ya se mencioné, la levadura S. cerevisiae,
ademds de la GAP, posee varios sistemas de transporte de
aminodcidos relativamente especificos descriptos por primera
vez también por Grenson y col. (18966). Probablemente, son
egstos sistemas, los qQue proveen los aminodcidos que seran
incorporados a las proteinas ya que no sufren inhibicidn
competitiva por otros aminodcidos (excepto por algunos pocos
analogos).

Grenson v col. (1966) encontraron qQue la
incorporacién de L-arginina ocurre a través de un
translocador de alta especificidad con un Kr de 10 uM.
También se observd que el transporte de L-arginina se inhibe
competitivamente por L-lisina, L-ornitina y L-canavanina. De
ello surge que este sistema transportador participaria en la
incorpvoracién de todos los aminodcidos bdsicos y estaria
constituido por un unico gen (CANl) cuya secuencia ya fue
determinada por Hoffmann (1985). Ademdas de este sistema de

alta afinidad, la L-arginina es transportada por un sistema
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de baja afinidad con un Kr de 100 pM (Chan y Cossins, 1976;
Keenan y Rose, 1979).

El transporte de L-lisina también estd mediado por
dos sistemas distintos (Grenson, 1966; Kotyk y col., 1971;
Keenan y col., 1982). El de baja afinidad (Kr 200 uM), es el
mismo sistema para el transporte de aminodcidos basicos vy
consecuentemente estd ausente en las mutantes canl. El
sistema de alta afinidad (Kr 25 uM), depende de un
translocador especifico, producto del gen LYP1l (Grenson,
19686).

S. cerevisiae tiene un sistema de transporte
especifico para L-histidina con un Kr de 20 puM (Crabeel y
Grenson, 1970).

Gits y Grenson (1967) vy Kotyk y col. (1971)
demostraron la existencia de dos componentes relacionados
con el transporte de L-metionina, uno de alta (Kr 3-2 uM) y
el otro de baja afinidad (Kr 600-8C0 uM); el primero es
producto del gen METP y el segundo también funciona para el
transporte de los aminodcidos L-serina y L-treonina (Gits y
Grenson, 1967). Sin embargo mds tarde, Verma y col. (1S84)
demostraron que la serina tiene ademds un sistema especifico
cuya actividad depende del estado del metabolismo celular
del nitrégeno. Calderbank y col. (1584) calcularon los Kt de

los sistemas de transporte de L-serina y L-treonina, que



resultaron 580 y 210 uM respectivamente. Por otro lado,
también Gregory y col. (1982) sugirieron que estos dos
aminodcidos podrian no compartir el mismo translocador, ya
que la L-treonina pero no la L-serina, inhibe
competitivamente la incorporacién de L-asparagina.

La L-cisteina se incorpora en levaduras mediante un
sistema con un Kr de 250 uM (Kotyk y col., 1971).

Bussey y Umbarger (1970 a, b) fueron los primeros en
demostrar la existencia de un sistema de transporte
especifico para leucina en S. cerevisiae; en tanto que Kotyk
vy col. (1971) y Ramos y col. (1980) identificaron dos
componentes responsables de este transporte (Kr 30 uM y 2.0-
4.5 mM).

Kotyk y col. (1971) vy Darte y Grenson (1975)
identificaron dos sistemas de transporte especificos para
aminodcidos dicarboxilicos como el glutdamico con Kr 20 uM y
3.3 mM determinados por Calderbank y col. (1984).

La incorporacién de L-asparagina se realiza a través
de un translocador relativamente especifico (Kr 350 uM)
(Gregory y col., 1982), que también pueden utilizar L-
glutamina, L-histidina, L-treonina y L-triptofano, pero no
L-aspartato. Grenson y Dubois (1982) demostraron que, ademas

del sistema de transporte especifico de L-asparagina y L-
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glutamina, esta Ultima puede incorporarse asimismo mediante
otro sistema de baja afinidad.

Magna-Schwencke y Schwencke (1969) fueron 1los
primeros en estudiar la cinética del transporte de L-prolina
en S. cerevisiae. Estos autores demostraron que en
condiciones de ayuno de nitrégeno, las células pueden
acumular L-prolina por medio de un sistema de transporte
especifico (Kr 25 uM). Lasko y Brandriss (1981) aislaron
mutantes put4 defectivas en el transporte de prolina. Por
otro lado, hay evidencias de que la L-prolina también se
incorpora por la GAP y por el sistema de transporte de
aminodcidos basicos (Cooper, 1982).

Existen dos componentes cinéticamente distintos
involucrados en el transporte de L-alanina y L-glicina (Eddy
y col., 1970; Kotyk y Rihova, 1972; Ballarin-Denti y col.,
1884; Calderbank y col., 1985). La GAP es responsable de 1la
incorporacidén de alta afinidad; pero se desconoce tanto la
especificidad como el rol fisiolégico de el o los sistemas.

A pesar de que los sistemas de transporte de
aminodcidos en S. cerevisiae parecerian operar por lo menos
desde el punto de vista cinético, independientemente unos de
otros, hay evidencias de que podrian tener elementos en
comin. Roon y col. (1977 a, b) aislaron mutantes (amt?*)

defectivas en el transporte de amonio y aminodcidos. E1
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hallazgo de que esta mutacién afecta tanto a la GAP como a
sistemas especificos sugiere la posibilidad de que distintos
translocadores compartan uno o mads componentes. Por otro
lado, Banerjee y col. (1984) aislaron una mutante de S.
cerevisiae sensible a la temperatura, gque a temperatura
restrictiva es defectiva pleiotrdépicamente en el transporte
de aminodcidos. La incapacidad de esta mutante para acumular
aminodcidos se debe a una disminucidén en la actividad de la
fosfofructogquinasa. Esto produce una disminucién en 1la
formacién de ATP, lo que lleva a una disminucién de la
actividad de los sistemas de transporte gque dependen de
energia. No se puede descartar que un fendmeno similar sea
el responsable del comportamiento fenotipico de la mutante

amt™*.

III.2.2. Regulacién del transporte de aminodcidos

Los mecanismos de control responsables de 1la
regulacidén de los sistemas de transporte de aminodcidos en
S. cerevisiae no se conocen completamente.

Sin embargo, e sabe que en la mayoria de estos
sistemas actian mecanismos de retroinhibicidén (Wiame y col.,
1984). Esto significa gqgue si un compuesto puede ser

transportado por un sistema dado, puede también inhibir ese
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mismo sistema una vez qQue su concentracidén intracelular es
suficientemente alta.

Por otro lado, también se sabe que un buen numero de
los sistemas de transporte estdn sometidos a represidén por

nitrégeno (Wiame y col., 1984).

III1.2.2.1. Represién por nitrégeno

Un gran nimero de sistemas de transporte de
aminodcidos en Saccharomyces cerevisiae, entre ellos la GAP,
estd regulado por la fuente de nitrégeno.

En el mecanismo de regulacién de la GAP estan
involucrados dos procesos diferentes. Primero, la GAP es
inhibida progresiva y completamente por el agregado de iones
amonio al medio de crecimiento (Grenson, 1983 a).
Inicialmente esta inhibicién es reversible. Luego ocurre la
inhibicién de su sintesis a nivel de la transcripcidén y/o
traduccidén del gen GAPl o a nivel de algun evento post-
transcripcional necesario para la formacién de la proteina
activa GAP (Wiame y col., 1984; Grenson, 1983 a, b).

Menos aun se sabe acerca de la regulacidén de los
sistemas de transporte especificos de aminodcidos en S.
cerevisiae. Sin embargo, muchos autores suponen que la
mayoria de estos sistemas no estdn regulados por represiodn

metabdlica. Excepciones conocidas incluyen el sistema de
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alta afinidad especifico para L-prolina (Grenson, 1883 a, b)
que pareceria sufrir el mismo tipo de regulacién descripto
para la GAP y el del sistema de transporte especifico L-
asparagina/L-glutamina (Grenson y Dubois, 1982). Finalmente,
se ha demostrado que la sintesis del translocador especifiico
para L-glutamina asi como el transporte de L-serina (Verma y
col., 1984) se reprimen por la presencia de iones amonio

(Darte y Grenson, 1975; Wiame y col., 1984).

I1Y.2.2.2. Efecto activador de la glucosa

La glucosa activa varios sistemas de transporte en
levaduras, entre ellos los sistemas de transporte de iones
(Borst-Pauwels, 1981), aminodcidos (Foury y Goffeau, 1875;
Ramos y col., 1977), amonio (Roon y col., 1975), inositol
(Nikxawa y col., 1982) y nucledétidos (ZFoury y Goffeau, 1975).
Todos estos procesos requieren un gradiente de protones
(Eddy, 1978), de manera que la activacidén de la bcmba H+-
ATPasa explicaria el efecto general de la glucosa a nivel de
la incorporacidén de nutrientes. Se obtuvieron evidencias de
esta activacidén tanto in vivo (Serrano, 1980; Kotyk y col.,
1982) como Iin vitro (Serrano, 1983) conde se mostrd que la

glucosa activa el eflujo de protones desde las células.
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IT1.2.2.3. Requerimiento energético del transporte de

aminodcidos

Estda ampliamente aceptado qQue el transporte activo
de aminodcidos en levaduras involucra el co-transporte de
protones (Eddy, 1982). El gradiente electrogquimico de
protones a través de la membrana plasmatica, necesario para
el transporte de los aminodcidos, es producido por la H+-
ATPasa (Serrano, 1984). Asi, tanto el funcionamiento de los
sistemas especificos de transporte de aminodcidos como el de
la GAP involucran un mecanismo de movimiento opuesto de
protones ("symport”). Seaston y col. (1973) establecieron
una estequiometria protdén:aminocdcido 1l:1 para la acumulacién
de L-prolina, L-metionina y L-arginina via sus sistemas
especificos. En 1986, Hordk y Kotyk encontraron que
aparentemente no existe una relacidn entre el gradisnte de
protones y la incorporacidén de L-prolina en S. cerevisiae.
Sin embargo, estos autores no descartaron la posibilidad de
que la incorporacién de este aminodcido se produzca mediante
un mecanismo de contra-movimiento de protones ("symport’),
mientras que enfatizaron la importancia de gradientes de pH
locales, cuyos valores podrian ser diferentes a los medidos
considerando una distribucidén uniforme de protones dentro de

las células.



Por otro lado, estudiando el transporte de glicina,
se observd una compensacidén de carga por el ién potasio
(Eddy, 1982). Es decir que la acumulacidén de aminoacidos
puede estar impulsada por dos gradientes combinados: el de
protones y el de potasio en direcciones opuestas a través de

la membrana plasmatica (Horak, 1986).

I1IT1.2.3. Transporte de GABA en S. cerevisiae

Las células de S. cerevisiae son capaces de utilizar
el 4acido T{—aminobutirico (GABA) como dunica fuente de
nitrégeno (Pietruszko y Fowden, 1961). La utilizacidén de

este nutriente ocurre a través de las siguientes reacciones:

GABA + 2-oxoglutarato —— SSA + glutamato (1)
SSA + NADP*-————> ac. succinico + NADPH + H~ (2)

El paso (1) es catalizado por la enzima 7{—
aminobutirato:2-oxoglutarato aminotransferasa y el paso (2)
por la succinato semialdehido (SSA) deshidrogenasa. Estas
enzimas estdn codificadas por los genes UGAl y UGAZ,
respectivamente (Ramos y col., 13985).

El transporte de GABA puede estar mediado por tres
permeasas: la permeasa general de aminodcidos, GAPl, la

permeasa especifica para prolina, PUT4, y una permeasa
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especifica para GABA, UGA4 (Grenson y <col., 1987). La
expresién de los genes UGAl, UGAZ .y UGA4 es inducida en
presencia de GABA. Esta induccién requiere dos factores de
control positivo, codificados por los genes UGA3 y UGA35
(Ramos y col, 85; Vissers y col., 1989). También se ha
identificado un factor regulatorio negativo codificado por
el gen UGA43, que actia sobre la expresidén del gen UGA4 pero
no tiene efecto sobre las enzimas del catabolismo del GABA
(Vissers y col., 1989). Andlisis moleculares del gen UGA3
mostraron qQue codifica para una proteina con las
caracteristicas tipicas de las proteinas gque se unen al DNA
(André, 1990). Vissers y col. (1990) propusieron gque el
factor UGA35 actia junto con la proteina UGA3 activada por
GABA, estimulando la transcripcidén de los genes UGAl, UGAZ y
UGA4.

En 1990, McKelvey y colaboradores caracterizaron
biogquimicamente el transporte de GABA en S. cerevisiae.
Estos autores, a diferencia de Grenson y col. (1987),
detectaron sélo dos sistemas de transporte con valores de Kt
de 12 y 100 uM. También determinaron gque el transporte es
maximo a pH 5.0, es dependiente de energia, y aparentemente

estd sujeto a diferentes tipos de regulacidn.
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III.2.4. Transporte de acido S-aminolevulinico

Poco se conoce acerca del transporte del &cido 6-
aminolevulinico (ALA) a través de membrana. Se han publicado
algunos estudios en diversos organismos, sin embargo, este
tema no ha sido investigado en S. cerevisiae, un organismo
eucariodtico simple ampliamente utilizado como modelo
experimental.

En tdbulo proximal de rifién de rata, el ALA sufre
transporte concentrativo compartido, por lo menos en parte,
con el acido p-aminohipurico (Cheeks y Wedeen, 1986).

Bradyrhizobium japonicum (Sangwan y O Brian, 1991) vy
Rhizobium leguminorarum (Herrada y col., 1992) son capaces
de incorporar ALA de su entorno, tanto en sus formas de vida
libre como en su forma de vida simbidtica. Este proceso es
mediado principalmente por el sistema de transporte del

malato.

En cambio, tanto en FEscherichia coli (Verkamp vy
col., 1993) como en Salmonella typhymurium (Elliot, 1993) el
ALA es transportado a través de membrana por la permeasa de
dipéptidos, probablemente debido a su relacidén estructural
con el dipéptido glicil-glicina.

Cepas de la levadura S. cerevisiae deficientes en la
actividad de ALA-Sintetasa son capaces de crecer utilizando

el precurscr de las porfirinas, ALA, presente en el medio de
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cultivo (Woods y col., 1975; Mattoon y col., 1978) que
necesariamente atraviesa la membrana:

Si bien el camino biosintético de las porfirinas y
su regulacién han sido muy estudiados, en levaduras nada se
sabe del proceso de incorporacidén de ALA y, como ya hemos
indicado antes, tampoco hay demasiada informacién acerca de

este proceso en otros organismos.
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I. MATERIALES

I.1. Cepas

En este trabajo se utilizaron las siguientes cepas
haploides de Saccharomyces cerevisiae provistas
generosamente por el Profesor Dr. James Mattoon de 1la

Universidad de Colorado, Colorado Springs, USA.

Cepa Genotipo

D27 MATa mal met

D27/C8 MATa met HEM R+ CuF

WR3-R1 MATa leu?2 urad heml his3 adeZ
WR3-R3 MATa leuZ2 ura3d heml his3 adeZ
MA24-RS21 MATa leuZ2-3 heml canF adel
BR13-10C MATa heml MALE

W1l MATa heml mal

La cepa D27, derivada de la cepa normal D273-10B, es
normal en la sintesis de hemo. La cepa D27/C868 deriva de la
D27 y es portadora del gen recesivo HEM R+. Los espectros
de células enteras, realizados y facilitados por el Profesor
Dr. J. Mattoon, muestran que las células de la mutante HEM
R+ contienen 2 veces mas citocromos por unidad de peso seco

que las de la cepa normal D27, cuando crecen en un medio con
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una fuente de carbono no fermentable (glicerol 3%) (Figura

I.1). Todos los citocromos s8se vieron afectados en 1igual

grado.

A=0.05 D27/C6

640 ' 580 | 520

Longitud de onda (nm)

Figura I.1l: Espectros de las células enteras de las cepas
D27 y D27/C6s.

Las células 8e dejaron crecer 48 horas en medio con
glicerol. Se empled una suspension celular de 25 mg peso
seco/ml y una solucién de leche 20% como referencia de
turbidez. Esta Figura fue generosamente cedida por el Dr.

J.R. Mattoon.



35

La cepa MMY2 (MATa ura3), provista por Chang S. Park
(Oriental Brewery, Korea), se ufilizé por su gran
sensibilidad a D-histidina en un medio conteniendo prolina
como unica fuente de nitrégeno.

También se utilizé la mutante MMY2/H3 (MATa gapl
urad) aislada a partir de la MMYZ y seleccionada por su
resistencia a D-histidina como fue descripto por Rytka
(1975) (Kotliar y col., 1994).

La cepa gapl de referencia 2512c (MATa gapl) se
obtuvo del Yeast Genetics Stock Center (University of

California, Berkeley).

I.2. Reactivos

El 4&cido ©6-[4-14C]-aminolevalico (14C-ALA) y el
dcido ‘{l[2,3—3H(N)]—aminobutirico (®H-GABA) fueron de New
England Nuclear.

El extracto de levadura, la peptona y el agar fueron
obtenidos de Difco, la dextrosa de Mallickrodt y los demdas
reactivos utilizados provenian de Merck o de Sigma Chem.

Co., USA.
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II. METODOS

IT.1. Cultivo y crecimiento de las células

Se emplearon los siguientes medios complejos de
crecimiento celular:

i. YPD: extracto de levadura 1%, peptona 2% vy
dextrosa 2% en agua destilada.

ii. YPD 0.3%: extracto de levadura 1%, peptona 2% y
dextrosa 0.3% en agua destilada.

Los medios minimos utilizados fueron los descriptos
originariamente por Vavra y Johnson (1956) con algunas
modificaciones. Un litro contenia: 0.4 mg biotina, 10 mg
pantotenato de calcio, 200 mg mio—-inositol, 88 mg
tiamina.HCl, 24 mg piridoxina.HCl, 5 mg nicotinamida, 17.4
mg 2ZnSO4.7H20, 1 mg CuSC4.5H20, 7.3 mg FeSO4.7H20, 1 g
MgS04.7H=20, 4 g KH2PO4 y 12 g NaH2POa. La fuente de
nitrégeno fue (NH4)2504 10 mM para el Medio Minimo Amonio
(MAM), L-prolina 10 mM para el Medio Minimo Prolina (MPM) o
GABA 5 mM para el Medio Minimo GABA (MGABAM). La fuente de
carbono fue etanol 3% (Et), glicerol 3% (Gli) o glucosa 0.3%
(Gluc).

Para el mantenimiento de las células se realizaron

repiques periddicos. Las células se dejaron crecer en estufa



a 2B8-30°C durante 40-48 horas en tubos de YPD agar inclinado
vy luego se guardaron a 4°C hasta el mﬁmento de su uso.

Cada vez que se utilizaron medios minimos de
crecimiento, se prepardé un cultivo de medio YPD 0.3% a
partir del sélido. De este cultivo se sembrdé un precultivo
de medio minimo que luego se utilizd como indculo del
cultivo empleado en la experiencia.

Todos los cultivos liguidos se crecieron en
condiciones aerdbicas con agitacién constante a 28-30°C.

Las células se cosecharon por centrifugacidén a 12000
X g durante 10 minutos en una centrifuga refrigerada y se
lavaron dos veces con agua destilada. Las células de
levadura asi obtenidas se utilizaron inmediatamente para los
ensayos de transporte o se guardaron a -20oC hasta el
momento de su empleo, en el caso de las determinaciones

enzimaticas.

ITI.1.1. Curvas de crecimiento

Para realizar las curvas de crecimiento las células
se dejaron crecer durante 40-50 horas, sacando alicuotas
cada hora para determinar la densidad o6ptica del cultivo a
570 nm. Los tiempos de generacidn se calcularon a partir de

las curvas de crecimiento, usando los valores de densidad
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como medida del numero de células. Se aplicdé la siguiente

expresion.

0.69315 t
In (D/Do)
donde,
G: tiempo de generacidn
t: tiempo
D: densidad a 570 nm a tiempo t

Do: densidad a 570 nm a tiempo cero

II.2. Ensayo de incorporacién de 14C-ALA

Se incubaron 5 mg peso humedo de células/ml a 30°C
con agitacidén constante en buffer ftalato acido de potasio
(FHK) 20 mM, pH 5.0, conteniendo 14C-ALA 0.05 mM o 1.0 mM. A
los tiempos indicados en cada caso, se extrajeron muestras
de 0.2 ml, las cuales se colocaron en filtros S&S 3362 y
luego se lavaron tres veces con 2 ml de buffer FHK 20 mM
mantenido en bafio de hielo. El tiempo requerido para tomar
las muestras, filtrar y lavar no superd los 5 segundos. Los
filtros secos se transfirieron a viales conteniendo 5 ml de
liquido de centelleo (2.5 g 2.5-difeniloxazol (PPO) y 50 mg

1.4-ois-5-fenil-2-oxazolilbenceno (POPOP) por litro de
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tolueno) y la radiactividad se midié en un contador de
centelleo liquido Tracor Analytic Deita 300.

Para calcular la concentracién de ALA interna se
considerd el contenido celular de agua igual a 2.00 ul/mg
peso humedo de células (Cooper, 1982).

En cada experimento, realizado por triplicado, todas

las mediciones se hicieron por duplicado.

II.3. Ensayo de incorporacién de 3H-GABA

La metodologia wutilizada para la medicidén de la
incorporacién de SH-GABA fue la misma ya descripta en II.2
para la incorporacidén de 214C-ALA. La concentracién de S3H-

GABA utilizada durante la incubacidén fue 1.0 mM.

II1.4. Determinacidon de parametros cinéticos

Para determinar la velocidad inicial de
incorporacién de ALA se tomaron muestras a 0, 1.5 y 3
minutos de la manera descripta anteriormente. Las
velocidades se calcularon a partir de la pendiente de la

regresion lineal para cacda concentracidén externa de ALA.
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ITI.5. Recuperacion y andlisis del 214C acumulado en las

células

Luego de 1incubar las células con 214C-ALA como se
indicé anteriormente, se tomaron muestras de 0.5 ml a 10, 15
y 30 minutos, que inmediatamente se diluyeron con 0.5 ml de
buffer ftalato de potasio 20 mM mantenido en bafio de hielo.
Las suspensiones se centrifugaron enseguida en una
centrifuga Eppendorf. Las células se lavaron dos veces con
el mismo buffer. Se realizdé una extraccidén de aminodcidos
incubando las células durante una hora con 0.5 ml de una
solucién de metanol:agua (9:1). Para diferenciar la marca
soluble en metanol de la no soluble, se centrifugd y se
separd el pellet celular del sobrenadante metandlico. En
ambas fracciones se midié radiactividad. Para verificar que
la marca soluble pertenecia al ALA, se realizdé una
cromatografia de los sobrenadantes previamente concentrados,
en papel Whatmann n®l. El solvente de corrida utilizado fue
la mezcla n-butanol:acido acético:agua (25:4:10). La
cromatograiia se corridé durante 5 horas aproximadamente.
Luego, el papel se dejé secar y se reveld con ninhidrina 2%
en acetona para observacién visual. La ninhidrina, al
reaccionar con ALA da wuna coloracidén tipica amarilla,
mientras que con a-aminodcidos la coloracién es azul

violdceo. El papel se cortd en rectangulos de 1.5 x 1.0 cm a
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los que se les determindé radiactividad. Para determinar la
radiactividad ©presente en los pellets, éstos fueron
resuspendidos en 0.2 ml de agua destilada y se colocd esta

suspension en 5 ml de liquido de centelleo Bray (1960).

IJI.6. Recuperacion y andlisis del 3H acumulado en las

células

La metodologia utilizada fue la ya descripta en II.5
para la recuperacién y analisis del 14C acumulado. En este
caso el solvente de corrida utilizado en la cromatografia

fue la mezcla isopropanol:hidréxido de amonio (7:3).

I1.7. Salida y desplazamiento de ALA intracelular

Las células cosechadas y lavadas se resuspendieron
en buffer FHK 20 mM pH 5.0 conteniendo 14C-ALA 1 mM y se
incubaron a 30oC durante una hora con agitacidén constante.
Luego se centrifugd y las células se lavaron dos veces. Las
células libres de marca no incorporada se resuspendieron,
por un lado en buffer FHK 20 mM pH 5.0, para medir salida, ¥y
por otro, en buffier FHK 20 mM pH 5.0 conteniendo 1 mM de ALA
frio, para medir desplazamiento.

Se incubdé a 30°C con agitacidn y se sacaron muestras

a los tiempos indicados. Estas muestras se centrifugaron en
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una centrifuga Eppendorf y se determind radiactividad tanto

en el pellet como en el sobrenadante:

I1.8. Determinacién del pH 6ptimo

Para determinar el pH 6ptimo se midié la
incorporacién de 2*4C-ALA luego de 5 minutos de incubacién en

las condiciones ya descriptas.

II.9. Ensayos de inhibicidén de la incorporacidén

Los ensayos de inhibicién de la incorporacién se
llevaron a cabo utilizando el sistema de medicién ya
descripto pero en presencia de una concentracién del
compuesto analizado 10 veces mayor a la de ALA. El inhibidor
vy el sustrato radiactivo se agregaron al mismo tiempo.

Para determinar la dependencia energética del
sistema del ALA se agregaron diferentes inhibidores del
metabolismo energético al sistema de incubaciodn.

En ambos casos se tomaron las muestras luego de 5

minutos de incubaciodn.

I1.10. Obtencion de la proteina enzimatica

Las células lavadas se resuspendieron en buffer

Tris-HCl 50 mM pH 7.8 (g peso humedo de células:ml buffer,



1:1), se sonicaron en amplitud 12 p durante 2 minutos en
presencia de arena (g peso humedo de células:g arena, 1:3) y
luego la relacién g peso humedo de células:ml de buffer se
llevé a 1:2. El homogenato resultante se centrifugé a 23000
X g durante 20 minutos obteniéndose un sobrenadante y un
precipitado. Este sobrenadante se empled como fuente de ALA-
Dehidrasa (ALA-D). La fraccién en la que se determind
actividad de ALA-Sintetasa (ALA-S) se obtuvo por
centrifugacidén del homogenato a 2300 x g 10 minutos; el
buffer de suspensidén empleado en este caso fue Tris-HCl 50

mM pH 7.4.

II.11. Sistemas standard de incubacidn

I1.11.1. ALA-Sintetasa

La actividad de ALA-S se midid de acuerdo al método
de Marver y col. (1966). La mezcla de incubacidén contenia:
0.5 ml de preparacién enzimatica, glicina 100 mM, EDTA 10
mM, buffer Tris-HCl 75 mM pH 7.4 y agua destilada hasta
completar un volumen final de 2 ml. La incubacidn se realizéd
aerdbicamente, en oscuridad con agitacidén, a 37°C durante 1
hora. La reaccidn se detuvo por agregacdo de tricloroacético

(TCA) 25%. Las proteinas precipitadas se separaron por
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centrifugacién y en el sobrenadante se cuantificé el ALA

formado.

I1.11.2. ALA-Dehidrasa

El sistema de incubacién standard fue el descripto
por Correa Garcia y col. (1993). Contenia: 0.5 ml de
preparacioén enzimdtica, ALA 5 mM y buffer Tris-HCl 50 mM pH
7.8 hasta completar un volumen final de 1 ml. Las
incubaciones se realizaron en oscuridad y aerobiosis a 30eC
durante 1 hora. Luego se agregd TCA hasta una concentracidn
5% (v/v). El precipitado proteico se descarté y el PBG
formado se determiné en el sobrenadante.

Se hicieron blancos de enzima, sin agregar ALA al
sistema de incubacidén, los cuales se emplearon para corregir

los resultados.

II.12. Determinacidén de ALA

La cuantificacién de ALA se realizdé por el método de
Mauzerall y Granick (1956) como describen Moore y Labbe
(1964). A una alicuota del sobrenadante de incubacidén se le
agregd buffer acético-acetato 1 M pH 4.6 y acetilacetona, vy
se realizé la condensacién a 80°C durante 10 minutos para

obtener el ALA-pirrol. Luego de enfriar, se agregd igual



volumen de reactivo de Ehrlich modificado (p-
dimetilaminobenzaldehido 2% (p/v), 84 ml de 4acido acético
glacial y 16 ml de &cido perclérico), se dejdé reaccionar
durante 8 minutos y se leyé la absorbancia a 553 nm. La

cantidad de ALA se calculd utilizando la siguiente ecuaciédn:

Ass3a x 103 x Ve x d
nmoles ALA/ml enzima = --—-——=-=—--—————m———n

donde,

Ass3: absorbancia a 553 nm

d: factor de dilucidén por agregado de buffer en condensacién
Ve: volumen luego de desproteinizar la mezcla de incubacién
€: 7.2 x 108 (coeficiente de extincidén molar)

Vanz: volumen de enzima incubado

II.13. Determinacidén de PBG

La cantidad de PBG se determindé espectrofotomé-
tricamente empleando el reactivo de Ehrlich modificado
(Mauzerall y Granick, 1956). A una alicuota del sobrenadante
se le agregd igual cantidad del reactivo y a los 8 minutos
se leyé la absorbancia a 553 nm. El1 contenido de PBG se

calculd aplicando la siguiente expresiodn:
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Assz x Ve x 1086

nmoles PBG/ml enzima = ——————————————mm———-
€ X PM x Van=z

donde,

Assz: absorbancia a 553 nm

Ve: volumen final de incubacidén

€: 116 (absorbancia de una solucidén de PBG de concentracidn
1 mg/ml)

PM: 226 (peso molecular del PBG)

Venz: volumen de enzima incubado

II1.14. Determinacidén del contenido proteico

El contenido proteico de las preparaciones
enzimdticas se determiné empleando el método descripto por
Bradford (1976). A 0.1 ml de una dilucidén apropiada de la
proteina en buffer Tris-HCl se le agregan 2.5 ml de una
solucién compuesta por 0.01% (p/v) de Coomassie Brilliant
Blue G-250, 4.7% de etanol (95%) y 8.5% (p/v) de A&cido
fosférico (85%). Se puede medir la absorbancia a 595 nm,
luegn de transcurridos 10 minutos, contra wun blanco
preparado con 0.1 ml de bobuffer y 2.5 ml del reactivo. El1
color se mantiene durante 60 minutos.

La cantidad de proteina se calcula aplicando 1la

siguiente expresidn:
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mg proteina/ml = Asss x £ x dilucién

donde f se determina por medio de una curva de calibracién
realizada empleando soluciones de serocalbumina bovina en

buffer Tris-HC1l 50 mM pH 7.8.

II1.15. Determinacién de ALA intracelular

El ALA intracelular se determiné empleando la
metodologia descripta por Malamud y col. (1979). A 25 mg de
peso seco de células se le agregaron 1.55 ml de TCA 5% y la
suspensién se agité en vortex durante 5 minutos. El
precipitado se descartd luego de centrifugar a 1000 x g 20
minutos y en una alicuota del sobrenadante se determindé la
concentracién de ALA intracelular por el método de Mauzerall

y Granick (1956) modificado por Moore y Labbe (1964).

I7.16. Obtencidon de protoplastos

El equivalente a 0.1-0.2 ml de células se lava dos
veces con buffer TE (Tris-HCl 10 mM + EDTA 1 mM pH 7.5). Las
células se resuspenden en 0.3 ml de una solucién de buffer
TE conteniendo sorbitol 0.9 M, DIT 10 mM y cantidades

distintas de wunidades enzimaticas de Glusulasa, Helicasa
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(reactifs IBF) y RB-Glucuronidasa (SIGMA), el sistema se
incuba a 37°C durante tiempos variables. La formacién de
protoplastos se sigue mediante la observacidén microscédpica

de células resuspendidas en agua o sorbitol 1 M.

II.17. Shock osmético

Se resuspende 1 g de peso humedo de células en 30 ml
de una solucidén hipertdnica (Tris-HC1 5 mM ©pH 7.5
conteniendo manitol 0.8 M, B-mercaptoetanol 2 mM y EDTA 0.5
mM) y se incuba 10 minutos a 30°C con agitacidén vigorosa. Se
centrifuga a 6000 x g durante 7 minutos y las células se
resuspenden rdpidamente en 30 ml de solucién hipotdnica fria
(MgClz 0.5 mM). Se incuba 10 minutos en hielo y se
centrifuga nuevamente. Los sobrenadantes corresponden a los
fluidos del shock osmético. Los pellets lavados corresponden

a las células shockeadas.
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I. TRANSPORTE DE ALA

I.1. Curvas de crecimiento

Las células de cepas silvestres de la 1levadura
Saccharomyces cerevisiae son aerdbicas facultativas, es
decir que pueden fermentar glucosa u otros carbohidratos
anaerdbicamente hasta etanol (fermentacidén alcohdélica) o
pueden crecer aerdbicamente utilizando varias fuentes de
carbono; en este Ultimo caso obtienen su energia a través
del ciclo de los acidos tricarboxilicos.

Es importante conocer la curva de crecimiento de una
cepa dada, ya que el estado fisioldégico de las células varia
con la etapa y el medio de crecimiento.

Se realizaron las curvas de crecimiento de las cepas
utilizadas en los diferentes medios de cultivo empleados. En
la Tabla I.I se presentan los tiempos de generacidn
calculados a partir de dichas curvas. Estos valores son
similares a los hallados para cepas silvestres crecidas en

estas condiciones.
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Tabla I.I: Tiempos de generacidn (G)

G (miﬁ)

D27 D27/C6
YPD 160 140
YPEt 240 300
MPM-Et 300 360
MPM-Gli 660 720
MPM-Gluc 360 420
MAM-Et 240 300
MAM-G1i 540 600
MAM-Gluc 240 240

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

I.2. Entrada e incorporacién de ALA

I.2.1. Medios complejos

Se estudidé la captacién de ALA en las cepas D27 y
D27/C6 crecidas en medios complegjos.

Como ain no se conocian 1las propiedades de este
sistema de transporte, se emplearon dos concentraciones
distintas de ALA externo, del orden de aquellas utilizadas
para sistemas de transporte ya caracterizados, como el de
GABA (McKelvey y col., 1990) y los de a—aminodcidos como
lisina (Grenson, 1966; Larimore y Roon, 1978; Larimore vy
col., 1980), leucina (Bussey y Umbarger, 1970; Ramos y col.,
1975, 1980), metionina (Mau, 1863; Gits y Grenson, 1967),

arginina (Grenson y col., 1966; Chan y Cossins, 1976;
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Larimore y Roon, 1978; Whelan y col., 1979; Larimore y col.,
1980) e histidina (Crabeel y Grenson, 1970).

En la Figura I.1 se muestra la entrada de ALA en
células de las cepas D27 y D27/C6, crecidas en medios
complejos con fuente de carbono fermentable (YPD) y no
fermentable (YPEt).

Mientras que 1la incorporacién de ALA en células
crecidas en YPEt es lineal durante 1los 10 minutos de
incubacidén, en células crecidas en YPD (glucosa 2%) casi no
se detecta acumulacién de ALA.

Es decir que en ambas cepas la incorporacién de ALA
estd fuertemente influida por la fuente de carbono.

Se han realizado numerosos estudios acerca de la
represién por catabolito del camino biosintético de las
porfirinas (Polakis y Bartley, 1965; Jayaraman y col., 1972;
Perlman y Mahler, 1974; Labbe-Bois y Volland, 1977;: Borralho
y col., 1983). Incluso recientemente, Correa Garcia y col.
(1993) demostraron y confirmaron la accidén regulatoria de la
glucosa (2%) sobre las dos primeras enzimas de esta ruta
metabdlica en estas mismas cepas.

Se observa entonces que la incorporacién de ALA a
las células pareceria sufrir una regulacidén semejante a la

de su posterior metabolizacidn.
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Figura I.1l: Incorporacidén de ALA en células de las cepas D27
y D27/C6 crecidas en medios complejos.

La incorporacidén de ALA se midid en células de las cepas D27
(o,0) v D27/C6 (® , M) crecidas en medio YPD (O, ®) y en
YPEt (O, M ). Las concentraciones de ALA externa fueron 0.05

mM (A) v 1.0 mM (B).




Si bien cada vez que se midié la incorporacidén de
ALA en medios complejos, 1la dife?encia entre ellos se
mantuvo, los valores absolutos de 14C-ALA/gps no fueron
reproducibles.

Por este motivo, y para poder estudiar también el
efecto de la fuente de nitrégeno sobre el transporte de ALA,
se resolvidé determinar la incorporacién de ALA en células

crecidas en medios minimos.

I.2.2 Medios minimos

En este caso se utilizé como fuente de carbono
glucosa 0.3%, glicerol 3% o etanol 3%. No se usd glucosa 2%
porque como Yya 8e indicdé, inhibe casi completamente el
transporte de ALA (Figura I.1).

Por otra ©parte se emplearon dos fuentes de
nitrégeno: una fuente rica, amonio (MAM), y una fuente
pobre, prolina (MPM).

En la Figura 1.2 se muestra la incorporacién de ALA
en células de la cepa D27 crecidas en seis medios diferentes
con concentraciones de ALA externas de 0.05 mM y 1.0 mM. Se
observa aqui un notable efecto de la fuente de nitrdgeno; el
transporte de ALA fue prdcticamente nulo cuando las células
crecieron en presencia de una fuente de nitrdgeno rica

(amonio). Es decir que el sistema de transporte de ALA se

53



encuentra regulado por nitrégeno al igual que la GAP ¥y
varias permeasas especificas de aminodcidos (Wiame y col.,
1984).

Por lo tanto, de la Figura 1.2 se desprende que la
mejor condicién de crecimiento celular para determinar
entrada e incorporacidén de ALA en esta cepa es en un medio
de cultivo con una fuente de carbono no fermentable
(glicerol) y una fuente de nitrdégeno pobre (prolina).

Bajo estas condiciones y luego de 10 minutos de
incubacién, el ALA se concentra intracelularmente 18 y 5
veces a baja y alta concentracién externa de ALA
respectivamente; ademds, la incorporacién es practicamente
lineal durante los primeros 10 minutos de incubacién.

Los perfiles de los valores de incorporacién de ALA
en la cepa D27/C6 crecida en los mismos seis medios (Figura
I.3) son similares a los encontrados para la cepa D27,
excepto que se detecta una incorporacién importante en medio
MPM-Gluc 0.3% y que la incorporacién es lineal s6lo hasta
los primeros 5 minutos de incubacién. En células de la cepa
mutante crecidas en MPM-Gli, el sistema de transporte de ALA
es concentrativo, 52 y 5 veces, frente a concentraciones

externas de ALA de 0.05 mM y 1.0 mM, respectivamente.
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Figura I.2: Incorporacién de ALA en células de la cepa D27

crecidas en medios minimos.
La incorporacidén de ALA se midié en células crecidas en

medio MPM-Gli ( O ), MPM-Et ( O ), MPM-Gluc ( A ), MAM-Gli
(®), MAM-Et (M) y MAM-Gluc ( A ). Las concentraciones de
ALA externo fueron 0.05 mM (A) v 1.0 mM (B).
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Figura I.3: Incorporacidén de ALA en células de la cepa
D27/C6 crecidas en medios minimos.

La incorporacién de ALA se midié en células crecidas en
medio MPM-Gli ( O ), MPM-Et ( O ), MPM-Gluc ( A ), MAM-Gli
(®), MAM-Et (HM ) y MAM-Gluc ( A ). Las concentraciones de
ALA externo fueron de 0.05 mM (A) vy 1.0 mM (B).
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Otra diferencia interesante entre ambas cepas es que
en la D27 los valores de umol 14C-ALA/gps medidos a tiempo
cero son significativamente mayores que en la D27/C6.

La unién de sustrato a las células a tiempo cero,
generalmente se adjudica a la presencia de proteinas en el
espacio periplasmatico, que se unirian muy rapidamente a la
molécula a transportar.

Si esto fuera asi, es de esperar que el transporte
de ALA en protoplastos o en células a las que se les realizé
shock osmético se vea afectado.

Por este motivo, se intentd preparar protoplastos
empleando la metodologia descripta en Materiales y Métodos a
partir de células de ambas cepas. Sin embargo, con ninguna
de lae enzimas ensayadas se logrdé una efectiva formacidn de
protoplastos.

Ademds, el tratamiento de 1las células con una
solucidn hipertdénica seguido de una solucidén hipoténica, no
produjo liberacidn de proteinas en los fluidos osméticos.

En consecuencia, no se pudo comprobar la existencia
de proteinas de "binding” en el espacio periplasmatico.

Asi, se determinaron las condiciones de crecimiento
que permitirian un mejor estudio del sistema de transporte
de ALA a través de membrana, en la cepa D27 y en su mutante,

D27/C6.
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I.3 Recuperacion y andlisis del 14C acumulado

Para caracterizar el sistema de transporte de un
determinado compuesto es importante asegurarse de que la
incorporacidéon del mismo esté disociada de su metabolizacidn.
Por lo tanto, se procedié a identificar en qué compuesto se
encuentra el 14C incorporado, luego de permitir la entrada
de 14C-ALA, en las células de las cepas D27 y D27/C6 durante
10, 15 y 30 minutos. Este andlisis se realizdé con células
crecidas en MPM-Gli. De todos los medios de crecimiento
utilizados, 8e seleccioné éste para 1llevar a cabo este
andlisis debido a que es un medio minimo con una fuente de
carbono no fermentable, en el cual se espera gque la
velocidad de metabolizacidén de ALA sea alta, por el elevado
requerimiento de citocromos.

Se observd que bajo estas condiciones, a lo sumo el
10% del 14C incorporado a las células no es soluble en
metanol, aun cuando se permita la entrada de 14C-ALA durante
30 minutos. De este 10%, posiblemente no todo se deba a la
metabolizacidon del ALA, sino que la extraccidén aminoacidica
puede haber sido incompleta.

Ademdas, la cromatografia en papel de 1la fraccién
soluble en metanol mostrd que la radiactividad estaba

asociada a un uYnico pico con un valor de Re coincidente con

el de ALA (Figura I1.4).
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Figura I.4: Recuperaciéon y anadalisis del ALA acumulado en
células de las cepas D27 (A) y D27/C6 (B).
Las células fueron preincubadas con 1.0 mM de 14C-ALA
durante 10 (O ), 15 (@) y 30 (A ) minutos.
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De esta manera, se determind que se pueden realizar
incubaciones de hasta 30 minutos en los ensayos de
incorporacioén, sin gque la metabolizacién de ALA influya

sobre su propio transporte a través de membrana.

I.4 Salida y desplazamiento de ALA acumulado

En todo estudio de sistemas de transporte, es
necesario verificar si el sustrato puede o no ser removido
de las células. Por eso se decidié determinar si el ALA
acumulado intracelularmente sale o es desplazado por el ALA
externo, durante los intervalos de tiempo empleados en los
ensayos de incorporacioén.

Durante periodos de incubacidén de 15 minutos, no se
detecta eflujo de ALA acumulado previamente en las células
de las cepas D27 y D27/C6 (Figura 1.5).

Ademds, el intercambio del ALA intracelular con el
externo es muy limitado (Figura I.6).

En S. cerevisiae la mayoria de los aminodcidos son
transportados irreversiblemente. Hasta hoy, sélo la permeasa
especifica de prolina PUT4 parece no seguir esta regla

(Grenson, 92).
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Figura I.5: Salida del ALA acumulado en células de las cepas

D27 y D27/C8.
Las células de las cepas D27 (O ,0 ) y D27/C6 ( @ , )
crecieron en medio MPM-Gli. La radiactividad se midid tanto

en el pellet (O, M) como en el sobrenadante (O ,® ).

I.5 Lavado de las muestras

Como se indica en Materiales y Métodos, la medicidn
de la incorporacidn de ALA se realiza incubando las células
con el 14C-ALA a diferentes tiempos y tomando muestras gque
se filtran y se lavan. Para determinar cudntos lavados con 2

ml de buffer ftalato &dcido de potasio 20 mM son necesarios'
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para separar toda la marca pegada a las células

inespecificamente, se recogieron los liguidos de 5 lavados

consecutivos en los cuales se mididé la radiactividad.
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Figura I1.6: Desplazamiento del ALA acumulado por ALA externo

en células de las cepas D27 y D27/C6.
Las células de las cepas D27 (O , 0 ) y D27/C6 ( @ , A )
crecieron en medio MPM-Gli. La radiactividad se mididé tanto

en el pellet (O, M) como en el sobrenadante (O, @ ).

En el liguido del tercer lavado ya no se detecta
marca (Tabla I.II). Esto indica gque con sélo dos lavados de

2 ml cada uno, se despega la marca pegada a las células no

especificamente.
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Tabla I.II: Lavado de las muestras

Ne lavado cpm

14929.1
565.9
70.0
53.9
43.6

bW

Se emplearon células de las cepas D27
crecidas en medio MPM-Gli.

En todos los experimentos aqui descriptos se

realizaron tres lavados de 2 ml cada uno.

I.6 Determinacién del pH 6ptimo

En la Figura I.7 se muestra la incorporacién de ALA
en células de la cepa D27 crecidas en MPM-Gli. El sistema de
transporte de ALA es dependiente de la concentracién externa
de protones y su actividad es mdxima alrededor del pH 5.0.
Por este motivo todos los ensayos aqui presentados se

realizaron a este pH.
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Figura I.7: Efecto del pH externo sobre la concentracidén de

ALA.
Se emplearon células de la cepa D27 crecidas en medio MPM-

Gli. La concentracién de ALA externo fue 1.0 mM.

I.7. Inhibidores del metabolismo energético

Para determinar la dependencia energética de la

incorporacién de ALA, se midié su entrada en presencia de

varios compuestos que inhiben distintos pasos del

metabolismo energético. En la Tabla I.III se muestran los

resultados obtenidos.



Tabla I.III: Efecto de inhibidores del
metabolismo energético -

Inhibidor concentracién % de inhibicién
(uM)

D27 D27/C6
CCCP 100 70 70
DNP 50 48 44
NaNs 50 40 30
KCN 50 35 20
DES 100 15 10
DCCD 100 20 7

Las células crecieron en medio MPM-Gli. La
concentracién de ALA externo fue 1.0 mM. El1
valor control fue 5.5 umol 14C-ALA/gps.

El CCCP (carbamilcianuro-3-clorofenilhidrazona) y el
DNP (dinitrofenol), ambos potentes desacoplantes de 1la
fosforilacidn oxidativa, son los compuestos que mds inhiben
la incorporacién de ALA en estas cepas. El KCN (cianuro de
potasio) y la NaNa (acida sédica), compuestos que inhiben la
transferencia de electrones de la cadena respiratoria a
nivel de la citocromo oxidasa, inhiben el transporte de ALA
entre un 20-40%. Estos resultados sugieren que el sistema de
transporte de ALA es dependiente de energia.

El hecho de que ni el DCCD (NN" -
diciclohexilcarbodiimida) ni el DES (dietilstilbestrol),

ambos inhibidores de la bomba H+-ATPasa, tengan efecto
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alguno sobre la incorporacién de ALA puede deberse a la

existencia de una reserva energética celular.

I.8. Especificidad del sistema transportador de ALA

La inhibicién competitiva y los comportamientos
cinéticos y de regulacidén se encuentran entre los criterios
mads comunes para distinguir un tipo de sistema de transporte
de otro.

Por este motivo, se decididé estudiar el transporte
de ALA en presencia de distintos compuestos relacionados
estructuralmente o no.

Dada la amplia especificidad de la permeasa general
de aminodcidos (GAP) y el hecho de que el ALA es un 6-
aminoacido, se decididé determinar si este compuesto utiliza
la GAP para entrar a las células.

En S. cerevisiae la citrulina es transportada a
través de membrana exclusivamente por la GAP (Grenson ¥y
col., 1970). Por lo tanto, se midié la incorporacién de ALA
en presencia de ese aminoacido. Se observd que el transporte
de ALA no se 1lleva cabo a través de la GAP ya que la
citrulina no inhibe significativamente la entrada de ALA
(Tabla I.IV).

También se estudid el efecto de otros compuestos.

Como se observa en la Tabla I.IV el GABA es el inhibidor mas
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potente, alcanzando en algunos casos una inhibicién del 97%,
e inhibiendo aun mas que el propio AﬁA. Otros compuestos que
inhiben significativamente el transporte de ALA son el &cido
€-aminocaproico (47-69%), B—-alanina (50%), ornitina (43-
58%), glicil-glicina (45%) y lisina (30-40%).

De la comparacién de 1las estructuras de los
compuestos ensayados (Figura 1.8) surge que aquellos que
poseen un grupo metil-amino terminal (-CHz=-NHz) inhiben el
transporte de ALA, mientras que los que no lo tienen no
tienen efecto alguno sobre este transporte. Es decir, que el
grupo metil-amino seria esencial para el transporte de ALA.
Pero ademds, se debe hacer notar que la carga negativa del
grupo carboxilo terminal también parece ser importante en la
interaccién ALA-proteina translocadora.

Como ya se mencioné, el GABA, es transportado a
través de membrana en células de S. cerevisiae mediante tres
permeasas: el de la permeasa general de aminodacidos (GAP),
el especifico de prolina (PUT4) y el especifico de GABA
(UGA4). La fuerte inhibicidn del transporte de ALA por GABA
estda indicando que ambos compuestos podrian compartir una
misma permeasa. El1l hecho de que la prolina no inhiba la
incorporacién de ALA descarta la posibilidad de gque la

permeasa compartida por ambos compuestos sea la PUT4.



Tabla I.IV: Efecto de varios compuestos
sobre el transporte de ALA

% de inhibicidn

D27 D27,/C6
.05 mM 1.0 mM 0.05 mM 1.0 mM
ALA 70 84 73 72
GABA 97 85 95 81
dc. €-aminocaproico 67 69 47 59
B-alanina - 50 - -
ornitina - 43 - -
lisina 40 33 30 35
espermidina 24 38 6 25
putrescina 14 30 10 28
glicina 10 17 10 23
ac. levulinico 6] 13 7 18
dc. a-aminobutirico 9 14 26 18
dc. glutamico 7 18 1 20
prolina 0 17 13 9
metionina 10 28 0 10
leucina 20 20 15 8
norleucina 19 15 0 13
dc. mdlico - 5 - -
citrulina - 12 17 7
ac. p-aminohipurico 4. 17 =] 21
glicil-glicina - 45 - -
Las células crecieron en medio MPM-Gli. Los valores

controles fueron de 1.2 y 5.1 umol 214C-ALA/gps para las
cepas D27 y D27/C6 para la concentracién de ALA externo 0.05
mM v de 6.1 y 8.3 umol 14C-ALA/gps para la concentracidn de
ALA externo 1.0 mM.
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I.9. Pardmetros cinéticos

Teniendo en cuenta que bajo estas condiciones
experimentales sélo se mide el influjo de ALA y que éste no
es metabolizado, se pudieron determinar los pardmetros
cinéticos del sistema de transporte de ALA.

Los parametros cinéticos se determinaron en células
crecidas en condiciones en las cuales la entrada de ALA es
concentrativa. En todos los casos, los valores de entrada de
ALA en funcién de su concentracidén externa produjeron curvas
hiperbdlicas y los grdficos de dobles reciprocas fueron
lineales. Estos resultados indican la presencia de un dnico
sistema de transporte de ALA en las cepas D27 y D27/C6
(Figuras I1.9, I.10, I.11, I.12 y I.13).

Los parametros cinéticos calculados a partir de
estos resultados se presentan en la Tabla I.V.

Hasta este momento los experimentos de incorporacidn
de ALA se habian realizado incubando las células con dos
concentraciones de 14C-ALA (0.05 y 1.0 mM) debido a gque no
se conocian los pardmetros cinéticos de este sistema de
transporte. En vista de los valores de Kr obtenidos, se
decidié continuar utilizando s86lo la mayor de estas dos

concentraciones (1.0 mM).
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Figura I.9: Cinética de entrada de ALA en células de la cepa
D27 crecidas en medio MPM-Et.
Inset: Representacién de Lineweaver-Burk.
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Figura I.10: Cinética de entrada de ALA en células de la

cepa D27 crecidas en medio MPM-Gli.
Inset: Representacidn de Lineweaver-Burk.
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Figura I.11: Cinética de entrada de ALA en células de la

cepa D27/C6 crecidas en medio MPM-Et.
Inset: Representacidn de Lineweaver-Burk.
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Figura I.12: Cinética de entrada de ALA en células de la

cepa D27/C6 crecidas en medio MPM-Gli.
Inset: Representacidén de Lineweaver-Burk.
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Figura I.13: Cinética de entrada de ALA en células de la
cepa D27/C6 crecidas en medio MPM-Gluc.
Inset: Representacidén de Lineweaver-Burk.
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Tabla I.V: Parametros cinéticos

MPM-Et MPM-Gli MPM~-Gluc

Kt Vmax Kr Vmax Kr Vmax

D27 0.12 0.12 0.10 0.36 - -
D27/C6 0.14 0.56 0.10 0.36 0.13 0.386

Los valores agqui tabulados se calcularon a
partir de las curvas de Lineweaver-Burk. Kr
y Vmdx e8e expresan en mM y umol 14C-
ALA/gps.min, respectivamente.

I1.10. Caracterizacion y funcién de grupos sulfhidrilos en la

proteina translocadora

Los grupos tioles Jjuegan un papel importante en la
actividad de muchas proteinas incluyendo algunas proteinas
de transporte (van Iwaarden y col., 1992). Por este motivo,
se decididé caracterizar estos grupos en la proteina

transportadora de ALA.

Para ello se midié 1la entrada de ALA luego de
preincubar las células durante 5 minutos con varios
reactivose de grupos tioles. Se puede afirmar que la
actividad del sistema de transporte de ALA no se ve afectada

por la presencia de ninguno de estos compuestos (Tabla

I.VI).



Tabla I.VI: Efecto de reactivos de grupos tioles

Reactivo concentracién % de inhibicién
(mM) D27 D27/C6
NEMI 1.0 4 11
PCMB 1.0 10 10
DTNB 1.0 25 0
iodoacetamida 1.0 0 0
10.0 15 12
Heg (II) 0.5 3 15
Pb (II) 0.5 28 14
KCN 10.0 30 30
cisteina 1.0 28 3
cisteina+NEMI 1+1 27 0]
cisteina+PCMB 1+1 0] 19

Las células crecieron en medio MPM-Gli. La
concentracidon de ALA externo fue 1.0 mM.
NEMI: N-etilmaleimida

PCMB: p-cloromercuribenzoato

DTNB: 5,5 -ditiobis(2-nitrobenzoato)

De esta manera, se ha demostrado que la proteina de
membrana responsable del transporte de ALA no posee grupos

-SH esenciales para su actividad.

I.11. Determinacién de 1la actividad de las enzimas que

sintetizan y consumen el ALA

Luego de establecer que la incorporacidén del
precursor en la sintesis de porfirinas, ALA, esta

fuertemente regulada tanto por la fuente de nitrégeno como
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por la de carbono, se decidiéd investigar si su
metabolizacidén sufre el mismo tipo de £egulacién.

Para ello, se determinaron las actividades
especificas de las dos primeras enzimas del camino
biosintético de las porfirinas, el ALA-Sintetasa (ALA-S) vy
el ALA-Dehidrasa (ALA-D). Recordemos que el ALA-S es la
enzima que cataliza la sintesis de ALA a partir de glicina y
succinil CoA. El1 ALA-D condensa asimétricamente dos
moléculas de ALA para formar el pirrol porfobilinégeno
(PBG), el cual origina luego los distintos tetrapirroles,
por polimerizaciédn.

Ya se han descripto variaciones en la actividad de
estas dos enzimas en células de las cepas D27 y D27/C6
crecidas en medios complejos con distintas fuentes de
carbono (Correa Garcia y col., 1993). Se decidié determinar
si estas diferencias se mantienen en las células crecidas en
los medios minimos que se utilizaron para caracterizar el

sistema de transporte de ALA.

I.11.1. ALA-Sintetasa

En la Tabla I.VII se muestran los valores de
actividad especifica del ALA-S en células de las cepas D27 y

D27/C6 crecidas en MPM-Et, MPM-Gli, MPM-Gluc, MAM-Et y MAM-



Gli y cosechadas en 1la fase de crecimiento exponencial

tardia.

Tabla I.VII: Actividad de ALA-S

Actividad de ALA-S

MPM MAM

Et 7.2 0.3

D27 Gli 0.4 2.5
Gluc 2.7 0.7

Et 9.1 2.3

D27/C6 Gli 1.2 5.8
Gluc 1.7 2.9

La actividad especifica se expresa en nmol
ALA/mg prot.

Para ambas cepas la mayor actividad especifica se
encuentra cuando las células crecieron en presencia de una
fuente pobre de nitrdgeno (prolina) y etanol como fuente de
carbono. Por otra parte, en ambas cepas crecidas en amonio
como unica fuente de nitrdégeno la actividad mds elevada se

encuentra cuando la fuente de carbono es glicerol.
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I.11.2. ALA-Dehidrasa

Se determinaron las actividades del ALA-D en células
de las cepas D27 y D27/C6 crecidas en MPM-Et, MPM-Gli, MPM-
Gluc, MAM-Et, MAM-Gli y MAM-Gluc y cosechadas en la fase

exponencial tardia (Tabla I.VIII).

Tabla I.VIII: Actividad de ALA-D

Actividad de ALA-D

MPM MAM

Et 1.8 2.9

D27 Gli 0.1 1.0
Gluc 1.3 0.1

Et 1.4 0.4

D27/C6 Gli 1.0 0.5
Gluc 1.3 0.2

La actividad especifica se expresa en nmol
PBG/mg prot.

A partir de los resultados obtenidos no se puede
establecer ninguna relacién entre las actividades de las
enzimas ALA-S y ALA-D en las dos cepas, medidas en las
distintas condiciones de crecimiento indicadas. Sin embargo,

resulta evidente de estos resultados que las fuentes de
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nitrégeno y de carbono, regulan mdas al transporte de ALA que

a las actividades de estas dos enzimas.

I.11.3. ALA intracelular

E1l ALA intracelular (ALA-I) es un indicador de 1la
relacién entre las actividades del ALA-S y ALA-D in vivo.
Por lo tanto, se decididé determinar el ALA-I en ambas cepas
crecidas en las condiciones antes mencionadas.

Los contenidos de ALA-I no varian con las
condiciones de crecimiento (Tabla I.IX). Esto sugiere que,

in vivo, la relacién entre las actividades de ambas enzimas
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se mantiene constante. Es decir, que las diferencias

observadas en el transporte de ALA en los distintos medios

de crecimiento, no se deben a variaciones en su contenido

intracelular.
Tabla I.IX: ALA-intracelular
ALA-TI
MPM MAM
Et 0.24 0.12
D27 Gli 0.29 0.16
Gluc 0.21 0.22
Et 0.26 0.15
D27/C6 Gli 0.28 0.18
Gluc 0.26 0.18

Los valores se expresan en nmol ALA/mgps.
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Por otro lado, se sefiala que el hecho de que se
acumule ALA-I confirma que la enzima.ALA~D es limitante en
el camino biosintético de las porfirinas (Mattoon y col.,
1978).

Como en todos los ensayos hasta aqui descriptos, el
comportamiento de la cepa D27 y de su mutante D27/C6, que
sintetiza una alta cantidad de citocromos cuando crece en un
medio con una fuente de carbono no fermentable, fueron
similares, se decidié continuar este trabajo sdlo con 1la

cepa D27.

I.12. Incorporacion de ALA en células crecidas en presencia

de ALA

Para determinar si la presencia de ALA durante el
crecimiento celular modifica la actividad de su sistema de
transporte, se hicieron crecer células de la cepa D27 en
MPM~-Gli al que se le agregé ALA 1 mM y 5 mM al inicio del
crecimiento o ALA 5 mM solamente 2 horas antes de cosechar.

S6lo se pudo estudiar el efecto del ALA agregado al
medio como suplemento porque las células de la cepa D27 no
son capaces de utilizar este compuesto como fuente de

nitrogeno.

Se mididé la incorporacion de ALA en dichas células y

también el ALA-IT.
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En las células crecidas en presencia de ALA, el ALA-
I es significativamente mayor que en las células control
(Tabla I.X).

La presencia de ALA en el medio de crecimiento
produce un efecto inhibitorio sobre la incorporacién de ALA
va que se encuentran diferencias significativas entre el

transporte en células crecidas con o sin ALA en el medio

(Figura I1.14).

Tabla I.X: ALA-intracelular

ALA-I
MPM-G1li 0.06
MPM-Gli + ALA 1 mM 2.67
MPM-G1li + ALA 5 mM 7.00
MPM-Gli + ALA 5 mM* 1.55

Se emplearon células de la cepa D27. Los
valores se expresan en nmol ALA/mgps. ¥ ALA
agregado 2 horas antes de cosechar.

Por otra parte, el grado de inhibicidén del sistema
de transporte de ALA es similar en presencia de distintos
niveles de ALA-I (2.64 y 7.00 nmoles ALA/mgps). Sin embargo,
debe notarse que el efecto de niveles similares de ALA-I
(1.55 y 2.64 nmoles ALA/mgps) es diferente dependiendo de

cudnto tiempo estos niveles estuvieron presentes.
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Figura I.14: Incorporacién de ALA en células de la cepa D27

crecidas en presencia de ALA.
Las células crecieron en medio MPM-Gli ( O ), MPM-Gli

suplementado con ALA 1 mM (@), 5 mM (O) o suplementado con
ALA 5 mM sélo durante las ultimas 2 horas de crecimiento

(H).

I.13. Transporte de PBG

Se decididé investigar si el otro precursor en la
biosintesis de las porfirinas, PBG, es incorporado a las
células de levadura. Para ello se empled un método de
medicién de la incorporacién de 14C-PBG similar al descripto

en Materiales y Métodos para el transporte de ALA.
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Como se observa en la Figura I.15, el PBG no se
transporta a través de membrana.

Estos resultados eran esperados va que la
incapacidad de la captacién de PBG habia sido observada con
anterioridad y mds recientemente (Ebbon y Tait, 1969; Batlle

v col., 1975; Helson y col., 1993).
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Figura I.15: Incorporacién de PBG en células de la cepa D27

crecidas en medio MPM-Gli.
La concentracién de PBG externo fue 1.3 mM.
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I.14. Conclusiones

En este capitulo se describe el primer estudio de
caracterizacién del sistema de transporte de ALA en S.
cerevisiae. Se determind que:

- el ALA sufre transporte concentrativo

- el sistema de transporte de ALA esta regulado
tanto por la fuente de nitrégeno como por la de carbono

- las fuentes de carbono y de nitrdgeno no afectan
significativamente ni de forma similar, a las enzimas Qque
metabolizan ALA, ALA-S y ALA-D, como 1lo hacen con su
permeasa

- el medio de cultivo que permite la mejor medicidn
de la incorporacién de ALA es el gue contiene una fuente de

carbono no fermentable (glicerol) y una fuente de nitrdgeno

pobre (prolina)

- el ALA incorporado no es metabolizado durante los
primeros 30 minutos de incubacién

- el ALA incorporado no sale ni se intercambia con

el ALA extracelular

- el pH o6ptimo de este sistema de transporte se
encuentra en el rango 4.5-5.5

- el transporte de ALA es dependiente de energia

- compuestos como el GABA, el acido €-aminocaproico,

la ornitina y la B-alanina que poseen en su estructura el



resto -CHzNHz inhiben significativamente la incorporacién de
ALA

- por estudios cinéticos, se determiné que el ALA es
transportado por un Unico sistema

- los valores de Kr de este sistema de transporte no
varian con los distintos medios de crecimiento empleados ¥y
estdn en el orden de 0.1 mM

el ALA intracelular regula la actividad del

sistema de transporte de ALA

- el PBG no se transporta a través de membrana
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II. TRANSPORTE DE GABA

II.1_Identificacién de los sistemas transportadores

Los ensayos de inhibicién presentados en 1.8
sugirieron que el ALA y el GABA podrian utilizar una misma
permeasa para ingresar a la célula.

En Saccharomyces cerevisiae, el GABA es transportado
a través de membrana mediante tres permeasas: GAP, PUT4 y
UGA4 (Grenson y col., 1987). Por 1lo tanto, se decidié
establecer, en primer lugar, si estos tres sistemas eran
funcionales en la cepa D27.

La citrulina sdélo es incorporada a las células
mediante la GAP. El transporte de citrulina en células de la
cepa D27 crecidas en medio MPM-Gluc 2% fue practicamente
indetectable (Figura II.1l) con una velocidad inicial de
incorporacidn de 0.01 umoles 14C-citrulina/gps.min,
sugiriendo que esta cepa podria ser una mutante gap.

Ademas, se compard el crecimiento en placas con
diferentes medios de cultivo de esta cepa con otras con
actividad de GAP conocida (Tabla II.I). La D27 muestra un
crecimiento similar al de las cepas 2512C y MMY2Z2/H3, ambas
gapl, de lo cual se deduce y confirma que seria deficiente

en la actividad de la permeasa general de aminodcidos.
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Figura II.l: Incorporacion de citrulina en células de 1la

cepa D27.
Las células crecieron en medio MPM-Gluc 2%. La concentracién

externa de citrulina fue 0.05 mM.

Los mismos ensayos se realizaron en la cepa D27/C6
que deriva de la cepa D27 (Figura II1.2; Tabla II.I). Como
era de esperar, esta cepa resultd ser deficiente en la
actividad de GAP, mostrando una velocidad inicial de

incorporacion de 0.015 umol 14C-citrulina/gps.min.



S0

Tabla II.I: Crecimiento celular en placas

D27 D27,/C6 MMY2 MMY2/H3 2512c

MPM-G1i ++ ++ ++ + ++
MM-Gli - - - - -
MCitM-Gli - - + - -
MPM-Gli+D-his ++ ++ - + ++

La concentracién de citrulina agregada al medio de
cultivo fue 1.0 mM y la de D-histidina fue 10 mM. El
medio MM-Gli, qQue no contiene fuente de nitrdgeno,
se utilizdé como control negativo.

La prolina es incorporada a las células de levadura
mediante dos sistemas: uno especifico codificado por el gen
PUT4 y la permeasa general de aminodcidos (GAP1i). Como la
GAP no es funcional en las cepas D27 y D27/C6, la prolina
s6lo podrd ser transportada en estas cepas por el sistema
especifico PUT4. La capacidad de estas cepas de utilizar
prolina como fuente de nitrdgeno demuestra gque la permeasa

PUT4 es funcional en ambos casos.
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Figura II.2: Incorporacién de citrulina en células de la

cepa D27/C6.
Las células crecieron en medio MPM-Gluc 2%. La concentracién

externa de citrulina fue 0.05 mM.

Por lo tanto, en el caso de que el ALA y el GABA
compartan una permeasa, la permeasa compartida seria la
codificada por el gen UGA4.

Para confirmar esta hipdétesis, se decididé estudiar
la relacidén entre el transporte de ALA y GABA. Para ello, se
realizé en primer lugar, una caracterizacién general del

sistema de transporte de GABA en la cepa D27.
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II.2. Recuperacion y analisis del 3H acumulado

intracelularmente

Se estudid en qué compuesto se encuentra el 3H
incorporado, luego de permitir la entrada de 3H-GABA 1 mM en
células de la cepa D27 durante 5, 10 y 30 minutos. Este
andalisis se realizé con células crecidas en los medios MPM-
Gli y en MGABAM-Gli. Se determiné gque en estas condiciones
de ensayo sbélo el 10% del 3H incorporado se encuentra en la
fraccién insoluble en metanol. Ademds, todo el material
radiactivo presente en la fraccién soluble corrié como un

vnico pico con un Ref idéntico al de GABA (Figura II.3).

II1.3. Efecto de las fuentes de carbono y de nitrégeno

El efecto de las fuentes de carbono y de nitrégeno
se muestra en la Figura II.4. La incorporacién de GABA se ve
reprimida por la presencia de una fuente de carbono
fermentable como glucosa 0.3%. Este efecto es similar al que
ya se habia observado para el transporte de ALA.

Por otra parte, la incorporacién de GABA fue similar
en células crecidas con prolina o con amonio como Iuente de
nitrégeno. Este resultado es llamativo ya que ha sido
demostrado que los tres sistemas de transporte de GABA en S.

cerevisiae, asi como otras permeasas de aminodcidos, son
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sensibles a la presencia de iones amonio (Grenson y col.,
1987). La diferencia entre nuestrbs resultados y los
publicados por otros autores puede deberse tanto a las cepas
como al empleo de métodos distintos para medir 1la
incorporacién del aminodcido. Dr. M. Grenson mide 1la
incorporacién celular de un determinado compuesto mientras
las células permanecen en el medio de cultivo; en cambio,
nuestro sistema de medicidén consiste en incubar las células

previamente cosechadas y lavadas, en buffer con el sustrato.

II.4 Regulacion de la incorporaciéon de GABA por GABA

Se determiné la incorporacién de GABA en células de
la cepa D27 crecidas en medio MPM-Gli suplementado con GABA
5 mM o 10 mM. Como se muestra en la Figura II.5, este
sistema de transporte se encuentra fuertemente 1inhibido
cuando las células han crecido en presencia de GABA.

La incorporacidén de GABA en células crecidas en
medio con GABA como unica fuente de nitrégeno (MGABAM-Gli),
también se encuentra fuertemente disminuida, con una
velocidad inicial de incorporacidén tres veces menor gque en
células crecidas en medio con prolina (MPM-Gli) (Figura
I1.6), donde ha sido propuesto que la actividad de 1la
permeasa PUT4 es practicamente indetectable (Grenson y col.,

1987).
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Figura II.3: Recuperacidn y analisis del GABA acumulado.

Las células de la cepa D27 crecidas en medios MPM-Gli (A) vy
en MGABAM-Gli (B) fueron preincubadas durante 5 ( @ ), 10
(dO) vy 30 ( O ) minutos con SH-GABA 1.0 mM. En la misma
cromatografia se corridé una muestra de SH-GABA (R ).
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Figura 1I1.4: Efecto de las fuentes de carbono y de nitrogeno

sobre la incorporacién de GABA.
Las células de la cepa D27 crecieron en medios MPM-Gli (O),

MPM-Gluc (@), MAM-Gli (A ) y MAM-Gluc (A).

Estos resultados parecen contradecir los obtenidos
por Grenson y col. (1887) gquienes demostraron que la
permeasa UGA4 es inducible por el propio sustrato. Esto
podria deberse, como ya se indicara, a las diferentes

metodologias o cepas empleadas.




Por otro lado se debe destacar que han sido aisladas
mutantes (uga43, uga8l, ugall) en ias cuales la permeasa
especifica de GABA (UGA4) no es inducible por su sustrato
(Vissers y col., 1989; André y col., 1993). No se puede
descartar la posibilidad de que la cepa D27 posea alguna

mutacién de este tipo.

II.5. Especificidad del sistema de transporte de GABA

Se determind la velocidad inicial de incorporacién
de GABA en presencia de varios compuestos. En la Tabla II.II

se muestran los resultados obtenidos.

Tabla II.II: Efecto de varios compuestos
sobre el transporte de GABA

Compuesto % de inhibiciédén
ALA 30
citrulina 5
prolina 45
B-alanina 70
dc. malico 5

Las células crecieron en medio MPM-Gli. Se
determinaron las velocidades iniciales en
presencia de cada uno de estos compuestos
(10 mM). La concentracién de GABA externo
fue 1.0 mM. La velocidad inicial control fue
1.4 umol 3H-GABA/gps.min.
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El hecho de que la citrulina no inhiba el transporte
de GABA, apoya la idea de que la cepé D27 es deficiente en

la actividad de GAP.
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Figura II.5: Incorporacidén de GABA en células de la cepa D27
crecidas en presencia de GABA.

Las células crecieron en medio MPM-Gli ( e ), MPM-Gli
suplementado con GABA 5 mM (O ) o GABA 10 mM ([O).

Por otro lado, la inhibicidén de la entrada producida
por prolina sugiere que el GABA esta siendo incorporado, por
lo menos en parte, por la permeasa PUT4.

La B-alanina produce una inhibicidn de la

incorporaciéon de GABA de un 70%. La inhibicidén por este
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andlogo de GABA ya habia sido demostrada en cerebro de rata

(Kanner y Bendaham, 1990).
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Figura I1.6: Incorporacidon de GABA en células crecidas en un
medio con GABA como Unica fuente de nitrdgeno.
Las células de la cepa D27 crecieron en medio MPM-Gli (O ) ¥y

MGABAM-G1i (@ ).

También el ALA produce cierta inhibicidén sobre el
transporte de GABA (30%).

Asimismo se realizaron ensayos de inhibicidn con
malato ya que se habia propuesto que en algunos organismos
el ALA es incorporado por la permeasa especifica de este

compuesto (Herrada y col., 1992). Sin embargo, malato no




tiene ningin efecto sobre el transporte de GABA en esta cepa

de S. cerevisiae.

ITI.6. Estudios cinéticos

La incorporacién de GABA en funcidén de su
concentracién externa muestra un perfil hiperbdélico (Figura
IT1.7). La relacién de las dobles reciprocas es lineal,
sugiriendo que la incorporacién se produce por un unico
sistema.

Los valores de Kr y Vmax obtenidos fueron 48 uM y
1.1 umol 3H-GABA/gps.min, respectivamente.

Al ser la D27 una cepa defectiva en la actividad de
GAP, el GABA se incorporaria en esta cepa mediante las
permeasas PUT4 y UGA4. El1 hecho de que cinéticamente se
detecte un solo sistema de transporte puede deberse a que
estas dos permeasas tienen parametros cinéticos similares o
a la ausencia de actividad de PUT4 en células crecidas en
medio MPM (Grenson y col., 1987). Como se mencioné
anteriormente, la prolina inhibe la incorporacién de GABA

(45%), lo cual apovaria la primera de estas dos hipdtesis.
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Figura II.7: Cinética de entrada de GABA en células de 1la

cepa D27 crecidas en medio MPM-Gli.

Inset: Representacidédn de Lineweaver-Burk.

II.7. Conclusiones

En este capitulo se describe la caracterizacidn del

sistema de transporte de GABA

cerevisiae. Se determind que:

la cepa D27, asi como la D27/C86,

la actividad de GAP, una de

transportan GABA

la

las

cepa

D27 de

permeasas

S.

es deficiente en

que



- el GABA incorporado no es metabolizado durante los
primeros 30 minutos de incubacidn

- la fuente de carbono regula el transporte de GABA

- la incorporacidén de GABA en la cepa D27 no es
sensible a la fuente de nitrégeno

- el GABA presente en el medio de crecimiento regula
su propio sistema de transporte

- el transporte de GABA es inhibido por la presencia
de B-alanina, ALA y prolina

- mediante estudios cinéticos se detectdé un Unico

sistema de transporte de GABA con un Kr de 48 uM
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III. RELACION ENTRE LOS SISTEMAS DE TRANSPORTE DE ALA y GABA

Los ensayos de 1inhibicién de los sistemas de
transporte de ALA y GABA sugirieron gque ambos compuestos
podrian utilizar una misma permeasa para 1ingresar a las
células y que probablemente, la permeasa compartida sea la
especifica para GABA, UGA4.

Se intentd, entonces, esclarecer la relacidén entre

ambos sistemas de transporte.

III.1. Transporte de ALA
ITI.1.1. Tipo de inhibicién por GABA

Se decididé estudiar el tipo de inhibicién producida
por el GABA sobre el transporte de ALA.

Para ello, se realizdé en primer lugar una curva de
inhibicién de la incorporacién de ALA en funcién de 1la

concentracién de GABA (Figura III.1).

A partir de esta curva se decididé calcular los
pardmetros cinéticos de la incorporacidén de ALA en presencia

de GABA 0.05 mM.

En la Figura III.2 se muestra que la inhibicion
producida por GABA es de tipo competitivo con un Ki aparente

de 0.014 mM.
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Figura III.l: Efecto de GABA sobre el transporte de ALA.
Las células de la cepa D27 crecieron en medio MPM-Gli.

III.1.2. Incorporacion de ALA en células crecidas en

presencia de GABA

La mayoria de las permeasas de aminodcidos en S.
cerevisiae estan sujetas a inhibicidén por “feedback"” (Wiame
y col., 1984). Esta regulacidon es ejercida tanto por el
sustrato acumulado intracelularmente, como por otros
compuestos que utilicen el mismo sistema de transporte (Gits

vy Grenson, 1969).
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Figura III1.2: Cinética de entrada de ALA. Representacidén de

Lineweaver—-Burk.
La entrada de ALA se determind en presencia (O ) o ausencia
(@) de GABA. Las células crecieron en medio MPM-Gli.

Por este motivo, se decidid estudiar el efecto de la
presencia de GABA durante el crecimiento celular sobre el
transporte de ALA.

Se determind la incorporacidén de ALA en células de
la cepa D27 crecidas en MPM-Gli suplementado durante todo el
crecimiento o sélo durante la Ultima hora de crecimiento con

GABA 5 mM o crecidas en MGABAM-Gli.
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La incorporacién de ALA en células crecidas en
presencia de GABA durante todo el c%ecimiento se encuentra
fuertemente inhibida. ©Sin embargo, cuando las células
estuvieron en contacto con GABA durante solamente la Ultima
hora de crecimiento, el transporte de ALA se inhibe apenas

un 20% (Figura III.3).
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Figura III.3: Incorporacidén de ALA en células crecidas en
presencia de GABA.

Las células crecieron en medio MPM-Gli ( O ), MPM-Gli
suplementado con GABA 5 mM durante todo el crecimiento ( A)
0o s6lo durante la ultima hora (A ) y en MGABAM-Gli (& ).
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El GABA presente en el medio de cultivo como uUnica
fuente de nitrégeno también produce ﬁna fuerte inhibicion de
la incorporacién de ALA (Figura III.3).

Estos resultados demuestran que el GABA acumulado
intracelularmente puede regular el transporte de ALA, lo que
sugiere nuevamente que ambos compuestos comparten una misma

proteina transportadora.

IXII.1.3. Incorporacion de ALA en células bajo diferentes

condiciones de crecimiento

Casi todas las rutas metabdlicas estan influidas por
las condiciones fisioldégicas de las células, entre ellas, la
biosintesis de porfirinas en la cepa D27 de S. cerevisiae
(Correa Garcia y col., 1993). Para determinar si el sistema
de transporte de ALA también se encuentra afectado por el
estado fisioldgico de las células, se mididé la incorporaciédn
de ALA en células de la cepa D27 crecidas en diferentes
medios de cultivo y en distintas fases de crecimiento.

A pesar de que no se encuentran diferencias
significativas entre 1los niveles de ALA intracelular
presentes en cada caso (Tabla III.I), en células crecidas en
MPM-Gli y cosechadas en la fase lag de crecimiento (5 horas)
se detecta muy poca incorporacién de ALA, mientras que las

células en las fases de crecimiento exponencial v
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exponencial tardia (16 y 22  horas, respectivamente)
presentan similares actividades del sistema de transporte de

ALA (Figura II1I.4).

Tabla III.I: ALA intracelular

Tiempo de crecimiento

(horas)
5 16 22
MPM-G1li 0.05 0.07 0.06
MPM-Gli+ALA 1 mM - - 2.64
MPM-Gli+ALA 5 mM - 10.00 7.00
MPM-Gli+ALA 5 mMx - - 1.55
MPM-G1i+GABA 5 mM - 0.08 0.04
MGABAM-G1li - 0.05 0.09

Los valores se expresan en nmol ALA/mgps.
x ALA agregado 2 horas antes de cosechar.

Sin embargo, cuando el sistema de transporte esta
reprimido (células crecidas en presencia de ALA o GABA), la
fase de crecimiento no tiene influencia (Figura I1I1II1.4).

De esta manera, se determiné que el transporte del
precursor en la biosintesis de porfirinas, asi como la

biosintesis misma dependen de la fase de crecimiento.
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Figura LIl . 4% Incorporacidén de ALA en células bajo
diferentes condiciones de crecimiento.

Las células crecieron en medio MPM-Gli ( O ), MPM-Gli
suplementado con ALA 5 mM (A ) o con GABA 5 mM (N ) y en
MGABAM-G1li ( B8 ) durante 5 (A), 16 (B) y 22 (C) horas. La
incorporacidén de ALA se mididé luego de una incubacidn de 10

minutos.

ITII.2. Transporte de GABA
II1.2.1. Tipo de inhibicidén por ALA

A partir de la curva de inhibicidn del transporte de
GABA en presencia de distintas concentraciones de ALA
(Figura ILE:5) se decidio determinar los parametros

cinéticos del transporte de GABA en presencia de ALA 0.5 mM.




En este caso, la inhibicién también fue de tipo

competitivo con un Ki aparente de 0.5 mM (Figura III.8).

IIT1.2.2. Incorporacion de GABA en células crecidas en

presencia de ALA

De la misma manera que el GABA intracelular regula
la incorporacién de ALA, el ALA intracelular controla el
transporte de GABA (Figura III.7), si bien su efecto es algo

menor que el del GABA sobre el transporte de ALA.
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Figura III.5: Efecto de ALA sobre el transporte de GABA.
Las células crecieron en medio MPM-Gli.
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Figura III1.6: Cinética de la entrada de GABA. Representacidn
de Lineweaver-Burk.

La entrada de GABA se determindé en células crecidas en
presencia (O ) o ausencia (® ) de ALA. Las células crecieron
en medio MPM-Gli.
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Figura III1.7: Incorporaciéon de GABA en células crecidas en

presencia de ALA.
Las células crecieron en medio MPM-Gli ( @ ) y MPM-Gli

suplementado con ALA 1 mM (O).

III.3. Conclusiones

En este capitulo se describe la relacién entre los
sistemas de transporte de ALA y de GABA. Se determind que:
el GABA inhibe competitivamente la incorporacidn
de ALA, con un Ki aparente de 0.014 mM

la presencia de GABA en el medio de crecimiento

regula el transporte de ALA
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. el ALA ejerce inhibicién competitiva sobre la
incorporacién de GABA con un Ki de 0.5 mM
. la presencia de ALA en el medio de crecimiento

regula el transporte de GABA
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IV. TRANSPORTE DE ALA EN CEPAS heml

Luego de haber caracterizado exhaustivamente el
sistema de transporte de ALA en S. cerevisiae, se intentara
obtener mutantes deficientes en esta permeasa para
posteriormente clonar el gen gque codifica para la proteina
transportadora de ALA.

Ya han sido aisladas numerosas mutantes deficientes
en transportadores de aminoacidos, sin gque se encuentren
alteradas las enzimas involucradas en su metabolizacién. Un
método simple para aislar este tipo de mutantes se basa en
su resistencia a analogos tdéxicos. Cuando no se dispone de
analogos téxicos, las mutantes se detectan por su
incapacidad de usar un aminodacido requerido ya sea para su
crecimiento o como unica fuente de nitrdégeno.

Como no se conoce ningun andlogo téxico de ALA qgque
se transporte por el mismo sistema y el ALA no puede ser
utilizado como fuente de nitrégeno, se decidid emplear como
cepa parental para la mutagénesis, mutantes heml,
deficientes en la actividad de 1la enzima ALA-S, que
requieren en consecuencia ALA para su crecimiento.

Para elio fue imprescindible realizar una primera
caracterizacidén de estas cepas y determinar las condiciones

en las cuales se procederia para seleccionar las mutantes.
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Se utilizaron las siguientes cepas hemlI: WR3-R3,

WR3-R1, W1, MA24-RS21 y BR13-10C.

IV.1. Curvas de crecimiento

Se realizaron las curvas de crecimiento de las cepas
deficientes en ALA-Sintetasa crecidas en MPM-G1i
suplementado con ALA 1 mM. Los tiempos de generacion (G)
calculados a partir de estas curvas (Tabla IV.I) son muy
largos comparados con los de las cepas silvestres (200-400
min). Probablemente, la presencia de la mutacién heml en

todas estas cepas dificulta su crecimiento.

Tabla IV.I: Tiempos de generacién (G)

Cepa G (horas)
WR3-R1 21
WR3-R3 13
Wil 14
MA24-RS21 22
BR13-10C 19

Los tiempos de generacidén se calcularon como
se indica en Materiales y Métodos.

En vista de 1los resultados obtenidos se resolviéd
continuar trabajando con la cepa WR3-R3 por ser la que
mostrdé mayor crecimiento y la Wl por ser una cepa con pocos

requerimientos.
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IV.2. Incorporacién de ALA

Se midié la incorporacidén de ALA en células de
cepas WR3-R3 y W1l crecidas en medio MPM-Gli suplementado

ALA 1 mM.

Luego de 10 minutos de incubacién, el ALA

concentrd intracelularmente entre 5 y 7 veces (Figura IV.

Es decir, que en ambas cepas el sistema de transporte de

se encuentra en estado funcional.
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Figura IV.l: Incorporacidén de ALA en células de las cepas W1

vy WR3-R3.

Las células de las cepas W1 (O ) vy WR3-R3 ( @ ) crecieron en

medio MPM-Gli.




IV.3. Diferentes condiciones de crecimiento

Con el fin de aislar una mutante con el translocador
alterado, se deben determinar las condiciones en las cuales
el crecimiento de una mutante heml dependa de la actividad
del translocador.

En primer lugar se determind la minima concentracidn
de ALA que permite 1la formacidén del médximo tamafioc de
colonia. Con este fin, las células se hicieron crecer en
placas con medio YPGli suplementado con diferentes
concentraciones de ALA entre O y 1 mM. El medio empleado fue
YPGli porque el crecimiento celular en este medio requiere
la produccidén de citocromos.

S6lo se observé crecimiento en placas con medio
suplementado con una concentracién de ALA mayor o igual a
0.2 mM. Sin embargo, con esta concentracidn las colonias
obtenidas son pequefias; por lo tanto, se decididé utilizar
una concentracién de ALA de 0.3 mM.

Por otro lado, se quiso determinar la minima
concentraciéon de ALA que permite el crecimiento de estas
cepas en varios medios liguidos (YPD, YPGli, MPM-Gli).
Sorprendentemente, estas cepas crecieron aun sin el agregado

de ALA al medio de cultivo.
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Como el crecimiento frente a distintas
concentraciones de ALA es similar .en ambas cepas y la
incorporacién de ALA es mayor en la cepa WR3-R3 que en la
Wl, se empleard la cepa WR3-R3 para obtener 1la mutante

deficiente en el transporte de ALA.

IV.4. Actividades enzimaticas

El hecho de que la cepa WR3-R3 creciera en medios
liquidos sin suplementar con ALA llevé a la necesidad de
confirmar la presencia de la mutacién heml mediante la
medicién de la actividad de la enzima ALA-S.

Paralelamente, se midié la actividad de ALA-D y el
contenido de ALA intracelular. Las células se hicieron
crecer en medio YPGli suplementado con ALA 1mM.

Se utilizdé como control la cepa D27, normal en la
sintesis de citocromos.

La actividad de ALA-S en la cepa WR3-R3 es muy baja,
5 veces menor que en la cepa D27 (Tabla IV.II).

Ademéds, en la cepa mutante hay una gran acumulacidn
de ALA intracelular, que se correlaciona con una actividad
de ALA-D también disminuida (Correa Garcia y col., 1883).

De esta manera, se corrobordé la presencia de la

mutacioéon heml.
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Tabla IV.II: Actividades ehziméticas

ALA-S ALA-D ALA-I
WR3-R3 0.3 0.3 21.5
D27 1.5 1.1 1.6

Los valores se expresan en nmol ALA/mg prot,
nmol PBG/mg prot y nmol ALA/mgps para las
actividades de ALA-S, ALA-D y para el
contenido de ALA-I, respectivamente.

Para explicar el crecimiento observado en ausencia
de ALA exdgeno se hicieron varios repiques en medios
liquidos sin suplementar, a partir de un cultivo inicial de
la cepa WR3-R3 en medio MPM-Gli suplementado con ALA 1 mM.
En cada paso se determiné el crecimiento midiendo 1la
absorbancia a 570 nm y el contenido de ALA intracelular
(Figura IV.2). Se observa que en los sucesivos repiques el
ALA-I va disminuyendo y gue al tercer repique el crecimiento
es casi nulo. Se comprobd de esta forma, que el crecimiento
en medio 1liquido sin suplementar con ALA que se habia
observado para esta cepa, se debe a la utilizacién del ALA
acumulado previamente en las células; a medida que se va

agotando disminuye o se detiene su desarrollo.
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Figura IV.2: Crecimiento celular y ALA intracelular en

sucesivos repigues.
Las células crecieron en medio MPM-Gli suplementado con ALA

1 mM y los repiques sucesivos se hicieron en medio MPM-Gli
sin suplementar con ALA.

IV.5. Sistemas de transporte

Se estudidé la incorporacion de citrulina y GABA en
la cepa WR3-R3. Como se muestra en la Figura IV.3 esta cepa
es capaz de incorporar GABA aungque con una velocidad inicial

menor que la cepa D27 (Tabla IV.III).
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Figura IV.3: Incorporacién de GABA en células de la cepa

WR3-R3.
Las células crecieron en medio MPM-Gli.

Tabla IV.III: Velocidad inicial de transporte de ALA, GABA y
citrulina

ALA GABA Citrulina

D27 WR3-R3 D27 WR3-R3 D27 WR3-R3

MPM-Gli 3.00 - 3.65 - 0.01* -
MPM-Gli+ALA 0.82 0.23 2.10 0.40 - 0.02*

Los valores se expresan en umol 314C-ALA/gps.min, pmol S3H-
GABA/gps.min v pmo 1 14C-citrulina/gps.min para las
velocidades iniciales de incorporacién de ALA, GABA vy
citrulina respectivamente. *células crecidas en medio MPM-

Gluc 2%.
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Ademds se determind que esta cepa heml es incapaz de

incorporar citrulina (Figura IV.4; Tabla IV.III).
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Figura IV.4: Incorporacidén de citrulina en células de la

cepa WR3-R3.
Las células crecieron en medio MPM-Gluc 2%. La concentracidn

externa de citrulina fue 0.05 mM.

IV.5.1. Determinacion de la presencia de la mutacién gap

Como los ensayos de incorporacién de citrulina
sugirieron la presencia de una mutacién gap en la cepa WR3-
R3, se decidié comparar su crecimiento con el de otras con
actividad de GAP conocida. Se confirmé asi que la GAP es

inactiva en dicha cepa (Tabla IV.IV).
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Tabla IV.IV: Crecimiento celular en placas

WR3-R3 MMY2 MMY2/H3 2512c

MPM-G1li + ++ + ++
MM-Gli - - - -
McitM-Gli - + - -
MPM-Gli+D-his + - + ++

La concentracién de citrulina agregada fue 1.0 mM y
la de D-histidina 10 mM. El medio MM-Gli, que no
contiene fuente de nitrdgeno, se utilizé como
control negativo.

IV.5.2. Especificidad del sistema de transporte de ALA en la

cepa WR3-R3

Para determinar si la especificidad del sistema de
transporte de ALA en la cepa WR3-R3 es similar a la de la
cepa D27, se mididé la incorporacién de ALA en la cepa WR3-R3

en presencia de varios compuestos.

Los resultados obtenidos sefialan una especificidad

del sistema de transporte de ALA similar en ambas cepas

(Tabla IV.V).



Tabla IV.V: Inhibicién del transporte de ALA
por varios compuestos

Compuesto % de inhibicidn
GABA 70
B-alanina 69
dc. €—-aminocaproico 59
ornitina 60
citrulina 20

prolina 10

Las células crecieron en medio MPM-Gli. La
concentracién externa de ALA fue 1.0 mM y 1la
de los compuestos ensayados 10 mM. El1 valor
control fue 14 umol 14C-ALA/gps.

IV.6. Efecto de compuestos que inhiben el transporte de ALA

sobre el crecimiento celular

Teniendo en cuenta gque la cepa heml WR3-R3 regquiere
ALA para crecer y que In vitro varios compuestos inhiben la
incorporacién de ALA, se resolvidé estudiar el efecto de
estos compuestos sobre el crecimiento celular de esta cepa.

Para ello, se sembrd la cepa WR3-R3 en placas con
medio YPGli suplementado o no con ALA y/0o cada uno de los
compuestos ensayados. Luego, se analizé la formacién de
colonias en cada placa. En la Tabla IV.VI se muestran los

resultados obtenidos.
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Tabla IV.VI: Efecto de diferentes compuestos sobre el
crecimiento celular

Placa ALA GABA ornitina €—-aminocap. Crecim.
(mM) (mM) (mM) (mM)
1 -— - -— -— —
2 0.3 - - - +
3 0.3 - - 12 +
4 0.3 - 12 - +
5 0.3 12 - - +
6 - - - 12 -
7 - - 12 - -
8 - 12 - - +

Las células crecieron en placas con medio YPGli con los
suplementos indicados.

El crecimiento celular de esta cepa en presencia de
GABA, ornitina y dacido €—-aminocaproico no se ve disminuido
respecto del control.

Por otra parte, se vidé que estos tres compuestos
inhiben fuertemente el transporte de ALA in vitro. Estos
resultados parecen contradecirse; sin embargo, debe
destacarse que las condiciones de ambos experimentos son

bastante diferentes:

i) en un caso, las células se encuentran en medio de
crecimiento sélido mientras que en el otro, se trabajdé con
células resuspendidas en buffer ftalato de potasio;

ii) el tiempo de contacto de las células con el ALA
y/0 cada uno de estos compuestos en un caso es de una semana

mientras que en el otro es de 5 minutos;



iii) en un caso se trabaja in vivo y en el otro in
vitro.

Por lo tanto, los resultados de estos dos ensayos no
serian comparables.

Ademas, si bien estos compuestos inhiben el
transporte de ALA, posiblemente la pequefia cantidad de ALA

que se incorpore permita el normal crecimiento celular.

IV.7. Conclusiones

En este capitulo s8e caracteriza una mutante
deficiente en la actividad de ALA-S (WR3-R3) a partir de la
cual se intentara obtener mutantes deficientes en el
transporte de ALA. Se determind que:

. la cepa es deficiente en ALA-S

. la minima concentracién de ALA que permite un buen
crecimiento celular en medio YPGli es 0.3 mM

. esta cepa es deficiente en la actividad de GAP
mientras que los sistemas de transporte de ALA y de GABA son

funcionales

. la especificidad del sistema de transporte de ALA
en esta cepa es similar al descripto para la D27
. la inhibicién de la incorporacién de ALA por

varios compuestos detectada in vitro no se manifiesta a

nivel de crecimiento celular
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DISCUSION

Este trabajo constituye la primera caracterizacién
del sistema de transporte del dcido S-aminolevulinico (ALA),
precursor del camino biosintético de las porfirinas, en un
organismo eucariodtico simple como es la levadura
Saccharomyces cerevisiae.

Se demostrod que el ALA sufre transporte
concentrativo en las cepas empleadas, auin cuando no
requieran ALA para su crecimiento.

Como ya ha sido observado para otros sistemas de
transporte de aminoacidos (Roon y col., 1975, 1977), la
fuente de nitrdgeno también regula el transporte de ALA en
levaduras. No se detectd incorporacién cuando se empled una
fuente rica de nitrdgeno (amonio).

De la misma forma en que la glucosa reprime la
biosintesis de citocromos (Jayaraman y col., 1972; Labbe-
Bois y Volland, 1977; Borralho y col., 1983; Correa Garcia y
col., 1993), también controla el transporte de ALA.

En consecuencia, la incorporacidén de ALA en levadura
estd seriamente influida por las fuentes de carbono y de
nitrégeno, sugiriendo que su regulacién debe ser compleja.

Como ya se ha observado para la mayoria de los

aminodcidos (Grenson, 1992) se ha demostrado aqui que el



flujo de ALA también es unidireccional y que no ocurre
eflujo ni intercambio con ALA extracelular.

De los estudios cinéticos y de inhibicidén, se ha
detectado la existencia de un Gnico sistema transportador de
ALA. También se ha determinado en este trabajo qQue las cepas
utilizadas, D27 y D27/C6, son deficientes en 1la permeasa
general de aminoacidos (GAP). En consecuencia, por el
momento nuestros resultados no permiten descartar la
posibilidad de que el ALA pueda incorporarse a las células a
través de la GAP.

El Kr aparente calculado para el sistema de
transporte de ALA es de 0.1 mM, este valor es menor que el
hallado por Herrada y col. (1992) en Rhizobium.

La inactivacidén del sistema de transporte de ALA por
conocidos inhibidores del metabolismo energético indica que
se trata de un proceso dependiente de energia.

Los estudios de especificidad mostraron que la
incorporacion de ALA esta fuertemente inhibida por
compuestos gque poseen un grupo metil-amino terminal,
sugiriendo que este grupo es esencial para el transporte de
ALA. 5in embargo, la inhibicidén ocurre cuando este grupo se
encuentra en las posiciones fl 8 o € mientras que no hay
inhibicién si se encuentra en a. Otro hecho interesante es

que la presencia del grupo carboxilo en ausencia del grupo
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a—-amino es importante para la actividad del translocador; es
decir que el entorno del grupo carboxilo es esencial para la
interaccién entre el ALA y el sitio activo de la proteina
translocadora.

Cheeks y Wedeen (1986) demostraron qgque en tubulo
proximal de rifién de rata, el ALA comparte su sistema de
transporte, por lo menos en parte, con el a4acido p-
aminohipirico. En cambio, en S. cerevisiae este compuesto no
tiene efecto sobre la incorporacidén de ALA.

También Herrada y col. (1992) determinaron que en
Rhizobium, el ALA utiliza el sistema de transporte del
malato para su incorporacidén a las células. En este trabajo
se ha demostrado que el malato no inhibe la incorporacidén de
ALA en S. cerevisiae, de manera gque en este organismo ambos
compuestos se transportan por sistemas diferentes.

Recientemente, Elliot (1993) y Verkamp y col. (1993)
propusieron que, tanto en Salmonella typhimurium como en
Escherichia coli, el ALA se transporta a través de la
permeasa de dipéptidos, debido a su parecido estructural con
la glicil-glicina. Si bien se ha encontrado agqui qgque la
glicil-glicina inhibe un 50% la incorporacién de ALA también
se ha observado que la regulacién del sistema de transporte
de ALA es completamente diferente a la encontrada por

aquellos autores. Es decir que, en S. cerevisiae, el ALA y
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la glicil-glicina no compartirian el mismo sistema de
transporte.

En S. cerevisiae, el dcido § -aminobutirico (GABA) es
el compuesto que mds fuertemente inhibe la incorporacién de
ALA, y se ha visto que esta inhibicién es competitiva (Ki
0.014 mM), lo cual sugiere gque ambos compuestos comparten un
mismo sistema de transporte. El hecho de que la
incorporacidon de dos compuestos con funciones bioldégicas tan
diferentes compartan una misma permeasa y puedan asi sufrir
igual regulacién es sumamente llamativo y debe ahondarse su
estudio.

En consecuencia se traté de determinar la validez de
esta hipdétesis; para ello se comenzdé por realizar un estudio
de caracterizacidén del transporte de GABA en la cepa D27,
para eventualmente poder relacionar ambos sistemas de
transporte y su regulacidn.

En 1987, Grenson y col. determinaron, genéticamente,
que el transporte de GABA estd mediado por tres permeasas:
la permeasa general de aminodcidos (GAPl), la permeasa
especifica para prolina (PUT4) y una permeasa especifica
para GABA (UGA4). 35Sin embargo, e debe notar que poco
después McKelvey vy col. (1990), caracterizando

biogquimicamente el transporte de GABA en 5. cerevisiae, sélo
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encontraron dos sistemas de transporte con valores de Kr de
12 y 100 mM.

En este trabajo, en cambio, se detectd un solo
sistema de transporte de GABA con un Kr de 48 uM. Esto puede
deberse a diferentes causas: en primer lugar, la cepa D27 es
deficiente en la actividad de GAP; ademds, las permeasas
PUT4 y UGA4 tienen pardmetros cinéticos similares (Grenson y
col., 1987) y por Ultimo, Grenson y col. (1987) determinaron
que la incorporacién de GABA mediante la permeasa PUT4 es
despreciable en células crecidas en medio minimo con prolina
como unica fuente de nitrégeno.

Los estudios de eespecificidad mostraron que la
prolina 1inhibe el sistema de transporte de GABA. Esto
sugiere que, por lo menos en parte, el GABA es incorporado a
las células a través de la permeasa PUT4.

Por otra parte, el ALA produce wuna inhibicidn
competitiva sobre el transporte de GABA (Ki 0.5 mM). Esto
apoya una vez mds la hipétesis de que ambos compuestos
comparten una misma permeasa. Como la cepa aqui utilizada es
gap vy la prolina no inhibe el transporte de ALA, la permeasa
compartida posiblemente 8ea la permeasa especifica para
GABA, UGA4.

Los ensayos de especificidad muestran que el

porcentaje de inhibicién de GABA sobre el transporte de ALA
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es mayor que el de ALA sobre el transporte de GABA. Los
parametros cinéticos obtenidos para ambos sistemas de
transporte justifican plenamente estos resultados.

Ademas, el hecho de Qque el ALA acumulado
intracelularmente regule el tranaporte de GABA y viceversa,
también apoya la hipétesis de una permeasa comin para ambos
compuestos.

El wUnico hallazgo que pareceria contradecir esta
propuesta es que el sistema de transporte de ALA es sensible
al amonio mientras gque, también en este trabajo, se observd
gque el sistema de transporte de GABA no lo es. Sin embargo,
se habia demostrado con anterioridad, que los tres sistemas
de transporte de GABA son sensibles a ia presencia de iones
amonio (Grenson y col., 1887). La diferencia entre los
resultados encontrados en este trabajo y los de otros
autores puede deberse tanto a las distintas cepas empleadas
como al wuso de métodos diferentes ©para medir la
incorporacidén de los aminodcidos.

Por lo tanto, es nuestro propdsito intentar
demostrar concluyentemente si el ALA y el GABA comparten o
no una misma permeasa. Para ello, se ha comenzado por
caracterizar el sistema de transporte de ALA en la cepa WR3-
R3 (heml), deficliente en la actividad de ALA-Sintetasa, a

partir de la cual se han de obtener mutantes deficientes en
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este transporte. Luego, se ha de determinar si las
mutaciones que alteran el transporte de ALA tienen algan
efecto sobre el transporte de GABA.

En conclusién, se ha caracterizado exhustivamente el
transporte de ALA a través de membrana, por primera vez en
el organismo eucaridtico simple S. cerevisiae, lo cual ha
permitido ampliar nuestro conocimiento acerca del transporte
y la metabolizacidn en levaduras de un precursor de la via
biosintética de las porfirinas, el ALA.

Teniendo en cuenta la posibilidad de que dos
compuestos estructuralmente relacionados, ALA y GABA,
compartan una misma permeasa ¥y las conocidas propiedades
neurotdéxicas del ALA, la extensién al resto de los
organismos eucaridéticos de los resultados obtenidos en este
trabajo y los que podran sucederlos, podria contribuir
ademds, al esclarecimiento de la etiopatogenia de las
porfirias agudas vy al desarrollo de alternativas
terapéuticas en base al control del transporte de ALA,

fundamentalmente a nivel neuronal.
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