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ABSTRACT.
The H*'ATPase (EC 3.6.1.35) from Kluyveromyces lactis was assayed in the presence of increasing
concentrations of N-ethylmaleimide (NEM), IAEDANS and methylmethane tiosulfonate (MMTS).
N-ethylmaleimide inhibited the H*ATPase with a second rate constant of 200 M 'min’'. H*ATPase
was partially protected by MgADP, Low concentrations of Mg protected ATPase from the effects
of NEM, while high Mg sensitized ATPase to NEM. The reaction of '"*C-NEM with the native
enzyme modified three cysteine residues/monomer, two of which were involved in 80% of the
inactivation of the enzyme. In the presence of Mg-ADP, NEM binding to de first residue had only
a slight effect on the activity (10-20% inhibition). After further incubation, the modification of a
second cysteine residue (probably cys-221) inactivated the ATPase. There seems to be at least one
cys (probably cys-532) at, or near, the nucleotide binding site of the H*ATPase. Modification of a
second cysteine residue (cys-221) also resulted in inactivation by NEM; this residue was not
protected by ADP and thus probably is not at the ATP binding site. IAEDANS reacted with the
H*ATPase exhibiting a pseudo-first order of inactivation which was partially dependent on the pH.
This inhibition was not prevented by MgADP or by magnesium. MMTS reacted with the enzyme
without causing inhibition. Instead, there was a partial protection by MMTS against IAEDANS
inhibition, and NEM resistant H*ATPase. The MMTS-resistant inhibition lelicited by IAEDANS was
not pH dependent, although it was mildly sensitive to MgADP. It is suggested that, the residue
involved in the reaction between the MMTS derived enzyme and JAEDANS is not a cysteine or

histidine, but probably a methionine.
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I. RESUMEN.,

La membrana plasmadtica de la levadura Kluyveromyces lactis contiene una ATPasa de
protones similar a las ATPasas transportadoras de cationes de otros organismos eucariontes. La N-
etilmaleimida (NEM), es un reactivo especifico para grupos SH, ha sido utilizada en el estudio del
posible papel de las cisteinas en la actividad catalitica de las enzimas. En este trabajo, utilizamos los
reactivos metilmetano tiosulfonato (MMTS), N -etilmflleimida (NEM), yodoacetamida, y el dcido N-
yodoacetil-N'-(sulfo- [ -nattil) etilendiamina (IAEDANS), para explorar la reactividad de las cisteinas
de la ATPasa de H* de membrana plasmatica de K lactis. La modificacion de la enzima con los
reactivos mas voluminosos como la NEM y el IAEDANS inhibié a la ATPasa con cinéticas de
pseudo-primer orden a tiempos cortos. La constante de inactivacion de segundo orden para NEM fue
un orden de magnitud mayor que la del IAEDANS. En ambos casos, la ATPasa de H* se protegio
parcialmente por el MgADP, La estequiometria de la reaccién con NEM, utilizando “C-NEM, indicé
que tres residuos de cisteina fueron modificados por el reactivo y s6lo uno de ellos fue protegido por
el MgADP.

En contraste, la inhibicion por yodoacetamida fue muy pobre (cerca del 10%), y con MMTS
la enzima mantuvo su actividad. El bloqueo de los residuos de cisteina por MMTS se confirmd, pues
el complejo enzima-MMTS fue resistente a la accién de {a NEM o del IAEDANS. Estos resultados
sugieren que ninguna de las cisteinas es esencial para la actividad de la enzima.

El estudio de la interaccion de la enzima-MMTS con ITAEDANS sugiere la presencia de otro

residuo que participa en la reaccion con el inhibidor. La independencia relativa de la reaccién de



—y

inhibicién con respecto al pH permite suponer que este residuo corresponde a una metionina.

Los resultados obtenidos de la modificacion quimica de las cisteinas de la ATPasa de H™ de
la membrana plasmatica de K lactis por reactivos para sulfhidrilo se aparta del comportamiento
cescrito para otras ATPasas de fa misma familia. Es probable que la diferencia de sensibilidad hacia
reactivos para sulfhidrilo de esta ATPasa con respecto a la misma ATPasa de H® en N crassa, sea
debida a la diferente distribucion de las cisteinas en la cadena de aminodcidos de cada una de estas

ATPasas.
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[I. INTRODUCCION,

Las ATPasas de H' son proteinas integrales de la membrana. En la célula, estas ATPasas
participan en dos tipos de reacciones: a) La sintesis de ATP durante la fosforilacion oxidativa,
catalizada por la ATPasa mitocondrial (F\/F,) y , b) la hidrdlisis del ATP realizada por las V-
ATPasas y P-ATPasas con el fin de generar un gradiente quimico que se utiliza para el transporte de
iones y otros metabolitos. Las ATPasas mitocondriales y las V-ATPasas (vacuolares) son enzimas
de alto peso molecular (de 450-640 kDa) y estian formadas por miltiples subunidades (Foster y
Fillingame, 1979; Forgac, 1989). Por el contrario, las P-ATPasas (localizadas en la membrana
plasmatica), son de menor tamafio, y estin formadas por una sola cadena polipeptidica de

aproximadamente 100 kDa (Goffeau y Slayman, 1981; Bowman y Bowman 1986).

I1.1, Las ATPasas de la membrana plasmaitica,

Las P-ATPasas son enzimas esenciales que se encargan de bombear iones hacia el exterior
de la célula (Serrano y cols, 1986). Se encuentran en la membrana plasmatica de bacterias (una
ATPasa de potasio), hongos (una ATPasa de protones), en el reticulo sarcoplasmico (una ATPasa
de Ca®*), en la mucosa géstrica (una ATPasa de H*/ K*), en los glomérulos renales y la mayoria de
las células de mamiferos (una ATPasa de Na*/K*) y en las plantas superiores (una ATPasa de
protones) (Pedersen y Carafoli, 1987). A pesar de la diferencia que existe en la especificidad y
estequiometria de los cationes transportados, esta familia de ATPasas comparte caracteristicas
comunes como son: a) estin compuestas por una unidad catalitica de 100 kDa con 8-10 segmentos
transmembranales, b) son fostoriladas transitoriamente por el ATP en un residuo de aspartato

conservado en todas las P-ATPasas (Dame y Scarborough, 1980), ¢) durante el proceso catalitico

n
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adquieren dos conformaciones, conocidas como E, y E; (Amory y cols, 1982) (Figura 1), y d) son
inhibidas por concentraciones micromolares de ortovanadato (Bowman y cols, 1978). Ademas, son
insensibles a 10 mM de azida de sodio y pueden ser mhibidas en su totalidad por cantidades

micromolares de p-hidroximercuri benzoato (Gofteau y Slayman, 1981).

I1.2. La H* ATPasa de la membrana plasmitica de la levadura.

La ATPasa de H* de la membrana plasmatica de la levadura pertence a la familia P de las
ATPasas; constituye entre el 7-10% de las proteinas de la membrana plasmitica y produce la
hidrélisis de cerca del 25-40% del ATP total de la célula (Grandman y cols, 1978). El gradiente
generado a través de la membrana por las ATPasas de H* se utiliza para la toma de nutrientes y iones,
para laregulacion del pH y para la generacidn de senales de transduccion (Serrano, 1988).

El estudio de la ATPasa de H" se ha enfocado hacia la comprension de la relacidn estructura-
funcién y del fendmeno de transduccion de energia. Esta enzima no se ha logrado cristalizar, por lo
que, durante la tltima década, se han realizado grandes esfuerzos para producir un modelo que
permita comprender el mecanismo por medio del cual se realiza la hidrdlisis del ATP y el transporte

de electrones.

I1. 3. Modelo Topologico de la ATPasa de H*.

Las ATPasas de H* de la membrana plasmética de Neurospora crassa y Saccharomyces
cerevisiae se han sido los principales modelos de estudio. Los datos obtenidos a través de la
modificacion quimica, protedlisis parcial, y estudios con anticuerpos (Pardo y Slayman 1988; Mandala

y Slayman, 1989; Chang y Slayman, 1990) se han combinado con el alineamiento de las
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Figura 1. Ciclo catalitico de las P-ATPasas. Diagrama modificado de los pasos de reaccion
propuestos para la ATPasa de H* de Neurospora crassa (Slayman y Zuckier, 1989): a) La.enzima
en la forma E, se une al ATP. Un proton del interior se une al sitio de reconocimiento para los
protones, sale el ADP, y se forma un intermediario de alta energia. b) Una reaccion de hidrélisis
produce la formacion del intermediario aspartil-fostato, y se induce un cambio conformacional de la
enzima a la forma E,. ¢) La forma E, permite la salida del protdn al otro extremo de la membrana y
el P, es liberado. d) La enzima, regresa de nuevo a su forma E; para iniciar un nuevo ciclo. En e la

enzima queda atrapada en su forma E, o E, por la NEM y el vanadato, respectivamente.
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secuencias (Wach y cols., 1992), el andlisis de hidropatia y la prediccion de la estructura secundaria
(Serrano 1988; Nakamoto y cols, 1989). Estos estudios han llevado a proponer el modelo topologico
que se muestra en la figura 2.

En este modelo, propuesto para Saccharomyces cerevisiae (Serrano, 1988), la cadena
polipeptidica estd organizada en segmentos hidrofilicos que se alternan con segmentos hidrotébicos.
A partir del extremo amino terminal se encuentran cuatro segmentos transmembranales conectados
por dos pequenas asas extracelulares. Dos asas citoplismicas centrales que se contintian hacia el
extremo del carboxilo terminal a través de seis segmentos transmembranales (figura 2). La mayor
parte de la cadena polipeptidica se encuentra en el citosol y contiene varios fragmentos importantes:
el extremo amino terminal (formado por 120 residuos) y dos asas, una de 130 aminodcidos y otra
de 340 residuos (Ghislain y cols, 1987). El asa menor se encuentra entre los segmentos
transmembranales 2 y 3, y se considera que contiene la actividad de fosfatasa (Serrano y Portillo
1990). En el asa de 340 residuos se encuentra el dominio de fosforilacion, que contiene el residuo
de aspartato que se fosforila y lo que se considera como el sitio de union con el nucledtido (Serrano,
1988, Taylor y Green, 1989, Rao y cols, 1989). Este segmento del asa corresponde a la regién mas
conservada entre las ATPasas de tipo P (figura 2). Los extremos amino y carboxilo terminal estan
localizados en el citosol para las ATPasas de H* de N crassa y S cerevisiae (Mandala y Slayman,
1989, Serrano 1988). El segmento del amino terminal contiene en su mayoria aminoécidos acidicos
cuya funcién se desconoce, mientras que en el segmento del carboxilo terminal se encuentra un
dominio inhibitorio que interactiia con el sitio de unién para el ATP y esta involucrado en la
modulacién de la actividad de la ATPasa por glucosa (Eraso y Gancedo 1987; Portillo y Serrano

1989, Portillo y cols 1989). Los segmentos hidrofébicos fijan a la proteina en la membrana vy se cree
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Figura 2. Modelo topolégico de Ta H'ATPasa de § cerevisiae. La figura es una adaptacion del
modelo propuesto por Serrano y Portillo (1990). Los segmentos transmembranales han sido
numerados del | al 10 y contienen el canal para el protén (segmentos del 1 al 7). la poreion
citoplasmica contiene los siguientes dominios: a) entrada del canal por donde pasa el proton, b)
dominio de fosfatasa, ¢) dominio de fosforilacion y transduccion, d) dominio de union con el ATP

y actividad de cinasa vy e) dominio regulatorio,
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que se encuentran ensamblados formando un canal a través del cual pasa el cation. El cuarto
segmento transmembranal es el mds conservado 'y se ha propuesto que forma parte de la ruta para
la transduccion de la energia (Shull y cols., 1985). Este modelo se ha utilizado para el analisis de la
relacion estructura-funcion a través de mutagénesis dirigida (Serrano y Portillo 1990).

En este sentido, los estudios con modificaciones quimicas han proporcionado informacion
sobre los aminoicidos esenciales para la actividad de esta enzima, pero no han sido completamente
explotados, y podrian, junto con los estudios por mutagénesis dirigida, contribuir al esclarecimiento

de la relacion estructura-tuncion de la ATPasa de H',

[1.4. Modificacion quimica. Estudios realizados sobre las ATPasas de H* de hongos y

levaduras,

La moditicacion quimica puede definirse como cualquier alteracion de la estructura covalente
de una proteina producida por la introduccion o eliminacion de un grupo quimico. Para que esto sea
de utilidad, se requiere que la reaccion quimica sea especifica para un aminoécido. Los residuos de
aminoacidos mas reactivos son: el glutdmico, el aspartico, la lisina, la arginina, la histidina, la cisteina,
la tirosina y la metionina. Los de poca reactividad incluyen a la serina, la treonina, la asparagina y la
glutamina. En contraste, los aminoacidos no polares son inertes a la mayoria de los agentes quimicos
(Imoto y Yamada, 1990).

La modificacton quimica es una herramienta poderosa, no sélo para identificar los
aminodacidos esenciales para la actividad de una enzima, sino también para sondear el microambiente
en el que se encuentra el residuo (Young y Kaplan, 1990). Cuando se conoce la secuencia de

aminoacidos de la cadena polipeptidica se puede conocer el residuo que ha sido modificado.

10



Utilizando la modificacion quimica en la ATPasa de H" de N crassa y S cerevisiae, se han
identificado algunos residuos que estin relacionados con la union del nucledtido, ya que se
encuentran localizados en el segmento hidrofilico central y la actividad se protege por ATP (o ADP)
(Addison y Scarborough, 1986; Davenport y Slayman, 1988; Pardo y Slayman, 1989). Los reactivos

utilizados en los estudios de modificacion quimica de la ATPasa de H* son los siguientes:

I1.4.1. Modificacion con isotiocianato de fluoresceina (FI'TC). El FITC reacciona con los
grupos €-amino de las lisinas. En N crassa, el FITC produce la inactivacion irreversible de la enzima,
La cinética de inactivacion es de pseudo primer-orden en los primeros diez minutos, depende del pH
y de la concentracion de Mg™*. El Mg-ADP protege parcialmente contra la inhibicién por FITC, lo
cual sugiere que hay dos tipos de lisinas reactivas: la que se protege por la presencia de Mg-ADP
(lis474), y aquella cuya reactividad no se altera por la presencia del nucledtido (Pardo y Slayman,
1989). Se ha propuesto que 1a lisina 474, residuo con el que reacciona el FITC, interactia con la
adenosina del ATP en el sitio activo de la enzima (Bowman y cols, 1978); también se le considera
como un estabilizador electrostitico del intermediario que se forma con el ATP durante la catilisis -

(Pardo y Slayman, 1988).

11.4.2. Modificacion con reactivos para Cisteinas. Entre los reactivos mas comunes
utilizados para la modificacion de las cisteinas se encuentran: yodoacetamida y sus derivados como
el acido N-yodoacetil-N'-(sulfo-1-naftil) etilén diamino (IAEDANS), N-etilmaleimida (NEM) y

metilmetanotiosulfonato (MMTS) (Brocklehurst, 1979). Los derivados de yodoacetamida son nuy

estables en las condiciones que se usan para producir la protedlisis y durante el andlisis de

P



A. Reaccion con yodoacetato (o IAEDANS). 0
ENZ-8~ + ICH3C00~ Ty enz- S-CHHC00" + I~ IHCC-NH-CH3~CH -NH
g N NCHoCOQO"
4 . pH 5.3 A 2 .
ENZ\ + ICH2~-CO0~ i ENZ-% J + I + H
N=—= N=
H
S03H
CH2C00~
pH 2-5.5 /
ENZ-S + ICH3; COO~ -——  ENZ-ST . I- IAEDANS
CH3 CH3y

H 85
ENZ-NHp + ICH2COO"-E—-—) ENZ-NH-CHpC00- + I~ + Ht

B. Reaccion con N-etilmaleimida

ENZ-SH + , NCoHs Pie , NC2H35

0
0 H 0
y——</ H C—</
ENZ-NHy + l NCaHg -E-Iil-b , NCaH5
‘ ENZ-NH-C
—\ H—<\
0 0

C. Reaccion con Metilmetano tiosulfonato,
I
ENZ-SH + CH3-§-5-CHj3 ——p  ENZ-S-S-CH3 + CH3-S03~ + H?

0

Figura 3. Reacciones de los reactivos para sulthidrilo utilizados para el estudio de las cisteinas.
Los agentes alquilantes son el IAEDANS (A) y la NEM (B); El IAEDANS es un derivado del
yodoacetato con caracterisitcas fluorescentes. C) El metilmetano tiosulfonato reacciona a través de

un intercambio tiol-disulfuro, y discrimina eficientemente en favor de los grupos tioles.
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aminoacidos (Bell y Bell, 1988). La reaccidn de los residuos de cisteina con estos reactivos se
muestra en la figura 3.

La ATPasa de H* de Newrospora crassa posee ocho cisteinas (Hager y cols, 1986); la
inhibicion con NEM es irreversible, sigue una cinética de pseudo-primer orden (Brooker y Slayman,
1982) y la enzima se protege con MgATP. Con "C-NEM se logré identificar dos cisteinas: la cisteina
"ripida", que reacciona ripidamente con NEM y no se protege por MgADP, y la cisteina “lenta”, que
reacciona lentamente y cuya modificacion resulta en la inhibicion de la enzima, y puede ser bloqueada
por MgADP (Davenport y Slayman, 1988; Pardo y Slayman, 1989). Se ha concluido que estas
cisteinas se encuentran en un medio hidrofdbico porque la yodoacetamida, que es un reactivo
hidrofilico, no causa inhibicion y el pKa para la cisteina "lenta' es mayor de 9. Adicionalmente, estos
dos sitios reaccionan con inhibidores hidrofébicos como lo son: N-pirenilmaleimida, N-
naftiimaleimida y ditiobisnitrobenzoato (Davenport y Slayman, 1988). La reaccidn de estas cisteinas
con reactivos menos voluminosos como el metilmetano tiosulfonato (MMTS), no inactiva a la
ATPasa de H* lo que indica que no son esenciales para la actividad de la enzima. La inactivacion
causada por la NEM, por tanto, parece ser de cardcter estérico.

La fluorescencia de reactivos como el JAEDANS ha sido aprovechada para la identificacion
de las cisteinas reactivas (Pardo y Slayman, 1989). Este reactivo forma complejos covalentes estables
con las cisteinas hidrofilicas de la enzima. Los péptidos tripticos de la enzima marcados con
IAEDANS se purificaron por HPLC y fueron secuenciados. Se identificéd a la cisteina "rdpida" como
la 545 y a la cis 532 como la cisteina "lenta" que se protege por MgADP. Ambos residuos se
encuentran cerca del dominio de fijacion para el MgATP, lo que explica la proteccién de la cisteina

lenta por el MgADP. S6lo en N crassa ha sido posible identificar la cisteina que se protege por el
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nucleotido.

En general, la alquilacion por NEM de las cisteinas de las ATPasas tipo P procede con
cinética de pseudo primer orden, lo cual sugiere la participacion de un residuo (o varios,
cinéticamente iguales), cuya modificacion que ocasiona la péridida completa de la actividad. Sin
embargo, en experimentos de proteccion con MgATP o MgADP en contra de la inactivacion por
NEM, la proteccion puede ser total, como sucede en la ATPasa de H" de NV crassa, en fa ATPasa de
[Na*/K*] y en la ATPasa de Ca** (Brooker y Slayman, 1982; Winslow, 1981; Panet y Selinger, 1970)
o parcial, como en el caso de la ATPasa de H” de raiz de avena (Katz y Sussman, 1987). Estos
resultados sugieren que existe alguna diferenciaen la posicién de las cisteinas, que manifiesta una
accesibilidad diferente de las cisteinas debido a un cambio conformacional ocasionado por la entrada
del nucledtido (Winslow 1981).

I1.4.3. Modificacion con fenilglioxal y 2-butanodiona. Estos reactivos reaccionan con las
argininas (Lundbald y Noyes, 1984). En N crassa, la ATPasa de H* se inactiva por fenilglioxal y 2-
butanodiona con una cinética de pseudo-primer orden (Kasher, 1986), se protege por MgADP y la
inhibicién se acelera por iones Mg?*,

La proteccion ejercida por el MgADP contra Ia inhibicién por fenilglioxal o 2-butanodiona
puede deberse a cambios conformacionales de la enzima inducidos por el nucleétido.,
Alternativamente, la arginina reactiva puede encontrarse en el sitio de fijacion del MgADP vy el
nucledtido produce un impedimento estérico que evita la reaccién de la ATPasa de H* con el
fenilghoxal o la butanodiona. La estequiometria de la reaccién indica que dos moles de fenilglioxal
reaccionan con cada ATPasa de H* para producir 100% de inactivacion. No ha sido posible identificar

a esta arginina en la estructura primaria de la enzima.
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11.4.4. Modificacion con diciclohexilcarbodiimida, Este reactivo reacciona con los grupos
carboxilo de las cadenas laterales del acido aspartico o glutdmico. Se ha utilizado para inhibir
ATPasas P, V y F (Pedersen y Carafoli, 1987). La inhibicion esta relacionada con la translocacion del
protén o ion (Sussman y Slayman, 1983). En N crassa, la ATPasa de H' se inactiva por DCCD, con
una cinética de pseudo-primer orden. La inhibicion completa de la enzima ocurre con una
estequionmetria de 0.4 moles de DCCD por mol de monémero de ATPasa. El residuo de aminoacido
que reacciona con el DCCD para producirla inhibicion, es el glutimico 129, que se localiza en el
extremo amino terminal, a la mitad del primer segmento hidrofébico que atraviesa la membrana. Es
probable que este residuo forme parte del canal de protones de la enzima (Sussman y cols, 1987).

Otro reactivo para carboxilos que se ha utilizado es el N-(etoxicarbonil-2-etoxi-1,2-
dihidroquinoleina) (EEDQ). En N crassa este reactivo inhibe irreversiblemente la hidrdlisis del ATP
con una cinética de pseudo primer orden y una estequiometria de 1 mol de EEDQ por mol de
ATPasa. La reaccién con EEDQ ocurre con un pKa cercano a 7, propio de un carbonilo en un
ambiente hidrofébico. La inhibicidn probablemente involucra la activacién de un grupo carboxilo
seguido por un ataque nucleofilico por un grupo funcional vecinal de la cadena polipeptidica, y Ia
produccién de un entrecruzamiento intramolecular (posiblemente entre un carboxilo y una lisina
vecinal). La enzima se protege de la inhibicién por el EEDQ con el MgATP y el vanadato,
combinacidén que mantiene a la enzima en la forma E,, pero no con el MgADP. Esto sugiere que uno
(o ambos) de los residuos involucrados en la reaccion de entrecruzamiento participan en la
transferencia del fosfato gamma del ATP (Addison y Scarborough, 1986) .

I1.4.5. Modificacion con Dietilpirocarbonato (DEP). Este reactivo reacciona con residuos

de histidina a pH neutro o ligeramente dcido, produciendo inhibicion de la ATPasa de H* de N crassa
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(Morjana y Scarborough, 1989). La inhibicién por DEP es muy rapida (k= 385-420 M'min™" ), y sigue
una cinética de pseudo primer orden; la inactivacion se previene por MgADP, lo que sugiere que el
residuo se encuentra localizado cerca del sitio de union del nucledtido. La posicién de 1a histidina

reactiva no se identificadé en este estudio,

IL. 5. Importancia de las levaduras. '

Las levaduras han sido utilizadas por el hombre, desde tiempos antiguos, en procesos
fermentativos. Algunas levaduras tienen una larga historia en la produccion de farmacos y derivados
alimenticios para el humano. Los productos obtenidos de las levaduras carecen de los problemas de
pirégenos o endotoxinas que se derivan del uso de células procaridticas, ademas de abatir los costos
de produccion a escala industrial (Swinkels y cols, 1993). Por otra parte, por ser eucarionte, las
levaduras realizan los mismos procesos postranscripcionales y modificaciones que ocurren en la célula
de mamiferos,

Las técnicas de recombinacion de DNA desarrolladas en la actualidad y la universalidad del
cddigo genético a través del reino animal y vegetal, proporciona la oportunidad de lograr la expresion
de genes heterdlogos. Saccharomyces cerevisiae ha sido utilizado como modelo de estudio debido
a la facilidad de su manipulacion genética y su uso a escala industrial. Sin embargo, el sistema de S
cerevisiae tiene limitaciones, como son la baja productividad y la secresién ineficiente (Kingsman
y cols., 1987), hiperglicosilacion (Innis, 1989), inestabilidad de las cepas y dificultades con
fermentaciones de alta densidad (da Silva y Bailey, 1991a; 1991b). Algunas de estas limitaciones han

podido superarse a través de la biologia molecular (Fleer, 1992). Una alternativa mas es el uso de

otras levaduras como sistemas de expresion, cuyas caracteristicas favorezcan altos niveles de
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secrecion y/o una fuerte regulacion por promotores. Existen cerca de 600 especies de levaduras que
no han sido exploradas para usos industriales (Swinkels y cols., 1993). Un ejemplo de ello representa
el uso de la levadura Kluyveromyces lactis, que se utiliza a escala industrial para la produccion de
lactasa (Hussein y cols, 1989). Esta levadura es pariente cercano de Saccharomyces cerevisiae, por
lo que se pueden aplicar las mismas técnicas de genética molecular, con la ventaja de tener buenos
niveles de secresidn, baja glicosilacion y vectores episomales estables de 2 pm (Falcone y cols,

1986).

11.6. Kluyveromyces lactis. Taxonomia,

La levadura que conocemos coma Kluyveromyces lactis originalmente se le nombrdé como
Saccharomyces lactis. Sin embargo, debido a que K lactis no entrecruza con S cerevisiae, la especie
se agrupd bajo el género de Kluyveromyces en 1965 y se le renombrd como Kluyveromyces lactis
(van der Walt, 1970). Posteriormente, en 1984, se reclasificaron las especies y se clasificé como
Kluyvermyces marxianus var, lactis. Por simplicidad se le continitia nombrando como Kluyveromyces

lactis (van der Walt y Johannson, 1984).

IL.7, Utilizacion de Kluyveromyces lactis.

La habilidad de K lactis para utilizar a la lactosa como fuente de carbono ha permitido la
produccion industrial de -galactosidasa, enzima utilizada en preparaciones comerciales de licteos
bajos en lactosa, que son empleadas en poblaciones intolerantes a este aziicar (Hussein y cols, 1989).

Independientemente del aspecto industrial, Kluyveromyces lactis ha sido explorada a nivel

genético (Brunner y cols., 1973; Celis y cols., 1975; Johnston y cols., 1988) y también se conocen
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los efectos de ciertos inhibidores sobre la biogénesis de las mitocondrias (Del Giudice y Brunner,
1977), la actividad de la cadena respiratoria y de la fostorilacion oxidativa (Brunner y cols, 1987;
Brunner y cols, 1977, Brunner y Tuena de Cobos, 1980).

En este trabajo, utilizamos levaduras de Kluyveromyces lactis para el estudio de la ATPasa
de H* de membrana plasmitica. El gene pmal que coditica para la ATPasa de H* de K lactis ha sido
clonado (Miranda y cols, 1993). La comparacion de las secuencias alineadas del gene pmal de la
ATPasa de H" de K lactis y § serevisiae muestran una similitud del 93% y una identidad del 85% .
Adicionalmente, ambas ATPasas contienen 9 residuos de cisteina en su molécula, pricticamente en
la misma posicion, con la excepcion de 1a C312 en S cerevisiae y 1a C840 en K lactis.

En experimentos preliminares en nuestro laboratorio, observamos que una ventaja mis de
utilizar K lactis sobre S cerevisiae, es la de tener un mejor rendimiento de membrana plasmitica y
mayor actividad especifica de la enzima purificada. Debido a la gran similitud entre las ATPasas de
H* de § cerevisiae (Wach y cols 1992) y K lactis (Miranda y cols. 1995) los resultadosobtenidos

con una pueden ser vilidos para las otra enzima.
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. OBJETIVOS.

II1.1. Objetivo General.

Caracterizar el papel que juegan las cisteinas en la actividad de la ATPasa de H* de la membrana
plasmatica de Kliuyveromyces lactis a través de su modificacion con reactivos esepcificos para grupos

sulfhidrilo.

II1.2. Objetivos particulares.

I. Estudiar la cinética cle inhibicion de la ATPasa de H* con a los siguientes reactivos especificos
para grupos sulfhidrilo: N-etilmaleimida,. yodoacetamida, IAEDANS y metilmetano tiosulfonato.

2. Estudiar el efecto de los iones monovalentes y divalentes sobre 1a inhibicion de la ATPasa de H*
por los reactivos para sulfhidrilo.

3. Estudiar la proteccion especifica por el MgADP contra la inhibicién mediada por los reactivos
para sulfhidrilos.

4. Determinar la estequiometria de la inactivacién de la ATPasa con la NEM.,
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IV. MATERIALES Y METODOS,

IV.1. Reactivos.

. Todos los reactivos utilizados en los experimentos fueron de grado analitico. Los reactivos
para sulfhidrilos: N-etilmaleimida (NEM), metilmetanotiosulfonato (MMTS), el dcido N-yodoacetil-
N'-(sulfo-1-naftil) etilén diamino (IAEDANS), y otros reactivos y enzimas como la piruvato cinasa,
ATP monosddico (libre de vanadato), ADP disddico, tosfoenol piruvato (sal de monociclohexil
amonio), N-2-(hidroxietil) piperazina-N'-(acido 2-etanosulfénico) (Hepes), dcido piperazina-N-N'-bis
[2-etanosulfonico] (Pipes), dcido etilén glicol-bis-(B-aminoetil eter) N,N,N',N'-tetra acético (EGTA),
azida de sodio, 2-mercaptoetanol, asolectina, acido etilén diamino tetra acético (EDTA), desoxicolato
de sodio (DOC), acido 3-(1,1-dimetil-2-hidroxietil) amino-2-hidroxipropilén sulfénico (AMPSO),
y la Liticasa, Zimoliasa se obtuvieron de Sigma St. Louis Mo. EUA. El detergente Zwittergent 3-14
se obtuvo de Calbiochem, USA. Las sales de MgSO, y NaCl se adquirieron de J.T. Baker de México.
Las membranas para transferencia PVDF (membranas de difluoruro de polivinilideno) se adquirieron
de Millipore Co. EUA. La "C-N-etilmaleimida se obruvo de NEN research products, Dupont Co.

Wilmington DE, EUA.

IV.2. Obtencion de la membrana plasmatica de la levadura.

Se utilizaron levaduras de Kluyveromyces lactis cepa WM27. Se incubaron en un litro de
medio estéril que contenia peptona 5%, extracto de levadura al 5% y glucosa al 10%, durante
aproximadamente 20 hs a 30°C . Las levaduras se cosecharon al final de la fase logaritmica por

centrifugacion a 3 500xg durante 5 min a 4°C; se lavaron con agua bidestilada y se centrifugaron de
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nuevo en las mismas condiciones. Se determino el peso humedo de las levaduras (rendimiento
promedio: 14 g/) y se resuspendieron a una relacion de 200 g/l en una solucién amortiguadora que
contenia:sorbitol 1 M pH 7.4, con K,HPO, 50 mM, EDTA ImM y 2-mercaptoetanol 5 mM y que
se ajustd a paH 7.4 con tris. Las levaduras se incubaron por 10 minutos a 30° C y se adiciond la
Liticasa (500 w/g de levadura), o Zimoliasa (0.6mg/g de levadura). Se incuaron a las levaduras con
la enzima por 60 minutos a 30° y luego se adiciond el p-metil-sulfonil-fluoruro I mM para inhibir la
actividad de las proteasas. La suspension se sonico a intervalos de 15 seg, por cuatro veces (1 min
en total), a 4°C. El material insoluble, (células intactas, niicleos y mitocondrias) se sedimentd en una
centrifuga Sorvall RC5B refrigerada a 15,000 xg durante 10 minutos a 4°C, en un rotor GSA,; el
sobrenadante que contenia las membranas plasmdticas, se centrifugd nuevamente a 30 000xg durante
45 mina 4 °C'y el sedimento se resuspendio en EGTA-Tris | mM pH 7.2 en el volumen original con
el propdsito de lavar las membranas. Finalmente, las membranas plasmaticas se sedimentadas por
centrifugacion a 30 000 xg durante 75 min ‘a 4°C y se resuspendieron en un volumen minimo de
EGTA-Tris | mM pH 7.2, y se separaron en alicuotas que se mantuvieron a -70° C hasta su
utilizacién. En cada preparacion de membrana plasmatica, la contaminacién mitocondrial se determind
por la relacion de la actividad de ATPasa a pH de 6.25 en presencia de azida de sodio y la diferencia
de actividades de ATPasa a pH 8 en ausencia y presencia de azida. de sodio. En una preparacién
tipica de membrana plasmadtica, la contaminacion mitocondrial es del orden del 5% . La actividad de

la ATPasa de H* en la membrana plasmatica fue de 1.5-4 pmol Pi..min"'.mg"'

IV.3. Purificacion de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica.

La purificacién de la ATPasa de la membrana plasmatica de K lactis se realiz6 siguiendo el
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método descrito por Bowman (1981), con las siguientes modificaciones: la membrana plasmatica se
diluyé a 2 mg/ml con el amortiguador A (tris 75 mM pH 7.2, KCl 0.6 M,y EDTA 6 mM)y EGTA
I mM ajustado a pH 7.2 con tris. Se adiciond el desoxicolitto de sodio (DOC) hasta alcanzar una
concentracion final de 0.09% (p/v). El DOC se anadio lentamente con la muestra en agitacion
constante a 4°C, y se incubd durante 10 min.; este paso es critico debido a que la relacion
DOC/proteina determina la efectividad del lavado y el rendimiento. La preparacion se centrifugé a
100 000xg durante | h a 4°C en una ultracentrifuga Beckman refrigerada. En este paso el
sobrenadante (SN)) se descarto y la pastilla sedimentada (P,) se resuspendié en un volumen pequeio
(< 10 mb) en el amortiguador B (KCH 0.3M, glicerol 45%, EDTA 2 mM Tris 25 mM pH 7.5 ) y se
homogenizé thilizzlrwclo un vastago de teflon (Potter- Evilhein). En este paso, la concentracién de la
proteina se determind por el método de Lowry modificado por Bensadoun y Weinstein (1976). La
concentracion de proteina de P, se ajusté a 6.5 mg/ ml con el amortiguador B y se adiciond
asolectina al 10% hasta alcanzar una concentracion final de 5 mg/ml. Se afadio el Zwittergent 3-14
lentamente hasta obtener una relacién tinal Zwittergent/proteina (p/p) de 0.85. La suspension se
homogenizd en un homogenizador de vidrio con 4-5 golpes con vistago de teflén, manteniéndola
en bafio de hielo. La preparacion se centrifugé a 100 000xg durante 1 h a 4°C (rotor 60Ti) en una
ﬁltracentrifnga Beckman refrigerada. El sobrenadante (SN,) se centrifugd nuevamente sobre un
gradiente de glicerol discontinuo ( 65%, 60%, 55% y 50% de glicerol en Tris 10mM pH 7, EDTA
I mM, 0.1% desoxicolato, 1 mg asolectina/ml) a 100 000xg por 14 h a 2°C en un rotor 60 Ti.
Aproximadamente la mitad superior del sobrenadante se descartd, y el resto se diluyé al 50 % con
EGTA-Tris I mM pH 7. La suspension se centrifugd a 100 000xg por dos horas. El sedimento, que

contiene la ATPasa de H", se resuspendié en un volumen pequeiio de EGTA-Tris ImM pH 7.2 y se
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mantuvo congelado a -70°C en alicuotas de 100 pl hasta su uso. En un experimento tipico a partir
de de 180 g de membrana plasmitica, se obtuvieron 10-15 mg deATPasa con una actividad

especifica de 25-30 pmol Pi -min"\mg’'.

IV.4. Ensayo de la actividad de la ATPasa de H".

La mezcla de reaccién para el ensayo de la actividad de la ATPasa contenia los siguientes
reactivos: ATP 5 mM (Na,ATP), MgSO, 5§ mM, MES 10 mM, azida de sodio S mM y fosfoenol
piruvato 5 mM, y se ajusté el pH a 6.25 con NaOH.. Como sistema regenerador del ATP, se adiciond
piruvato cinasa de misculo de conejo (21pg/ ml resuspendida en (NH,),SO, por lo que la
concentracion final de NH," en el ensayo es de 22 mM. Se diluyeron alicuotas de 5-10 pl de la
ATPasa incubada con el reactivo para sulthidrilo en 250 pl de la mezcla de reaccion para ATPasa y
se dejaron reaccionar durante 10 min a 30°C . La reaccion de ATPasa se detuvo por la adicién de
50 pl de Aacido tricloroacético al 30% (concentracion final 6% p/v) y los tubos se colocaron en un
bafio de hielo para evitar la hidrdlisis del ATP. La concentracién de fosfato inorgdnico se determind
por el método de Fiske-Subarrow (1925), que consiste en la formacién de un complejo de molibdato-
fosfato (de color amarillo) que se reduce con el sulfato de p-metil amino fenol (ELON), y produce
una coloracidn azul. La coloracion del complejo reducido se confirmé por la absorcion de [a luz a una
longitud de onda de 660 nm. Se hizo una curva patrén de fosfato por duplicado en cada

determinacion.

IV.S. Inhibicion por reactivos especificos para sulthidrilo.

Para los experimentos cinéticos con N-etilmaleimida, metilmetanotiosulfonato, yodoacetamida
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e TAEDANS, la ATPasa de H* (0.5-0.6 mg/ml) se resuspendio a 30°C, durante 2-5 min en un
amortiguador Hepes/NaOH 50 mM pH 7.5 con MgSO, 1 mM, volumen tinal 50pi; En todos los
casos, los inhibidores se adicionaron de una solucion recién preparada: NEM, MMTS y la
yodoacetamida se disolvieron en agua destilada. EIl IAEDANS se disolvio en Hepes 150 mM pH 7.5.
La reaccién de inhibicién se inicié con la adicion del reactivo para sulfhidrilos y la mezcla de ATPasa
se mantuvo a 30°C. Se tomaron alicuotas de 5-10 pl a diferentes intervalos y se diluyeron 50 veces
en la mezcla para ensayo de la actividad de ATPasa. El fosfato liberado se determiné como se
menciond anteriormente. Para obtener lineas rectas, se grafico, en escala semilogaritmica el
porcentaje de la actividad residual contra el tiempo. La pendiente de cada linea corresponde a la
constante a la constante de velocidad inicial de inactivacion (k). Las constantes de inactivacion
especificas para cada concentracion de inhibidor, se graficaron contra la concentracién del inhibidor

para obtener los valores de la constante de segundo orden de la reaccidn de inactivacion (Bell y Bell,

1988).

1V.6. Efecto del Mg?*, Na*, K* o MgADP sobre la ATPasa de H* durante la inactivacion

por reactivos para sulthidrilos.

En estos experimentos, la enzima (0.6 mg/ml) se resuspendié en Hepes SO mM pH 7.5 en
presencia de diferentes concentraciones de MgSO,, Na*, K* 0 MgADP y se preincubd a 30°C por 5
min. Se inicié la reaccién de inactivacion con la adicién del reactivo para sulthidrilos a la
concentracion inclicada en cada experimento. En experimentos en los que no se midi6 la participacién
del sodio, la concentracion de este i6n se ajusté a 100 mM con la adiciéon de NaCl. Se tomaron

alicuotas y la determinacion de la actividad residual se realiz como se indicé anteriormente.
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IV.7. Efecto del pH sobre la inhibicion con reactivos para sulthidrilos.

Con el fin de determinar la dependencia de la reaccion con respecto a la concentracion de
brotones, primero se estimd la estabilidad de la actividad enzimatica a valores de pH mayores que 7.0.
La enzima (0.6mg/ml) se incubé a 30°C en amortiguador Hepes o AMPSO 50 mM al pH indicado,
en presencia de MgSO, 1 mM. Se tomaron a!icuotas de 5-10 pl a diferentes tiempos y se diluyeron
en la mezcla para ensayo de actividad de ATPasa. La actividad de la enzima se determiné como se
indica arriba.

Para determinar el efecto del pH en la inhibicion de la ATPasa por la N-etilmaleimida, la
enzima se incubd en los siguientes amortiguadores: Hepes (pH 6.5, 7.0,7.5 ,8.0) o AMPSO (pH 8.5,
9.0, 9.5, 10.0), 50 mM con MgSO, 1 mM al pH indicado. La reaccién de inhibicion se inici6 por la
adicion de NEM (0.2-0.5 mM) y la actividad residual se determind como se indicé arriba.

Para la inhibicion por TAEDANS, la enzima se incubd, dependiendo del pH, en 50 mM de los
siguientes amortiguadores: Mes apH §.5,6.0y 6.5; Pipes apH 6.5y 7.0, y Hepes a pH 7.25, 7.5,
8.0 y 8.3. La concentracién de Mg®* libre se ajusté a | mM por la adicion de MgSO,. El IAEDANS,
a una concentracion de 100 mM se disolvid en agua con la ayuda de 2 pl de KOH 5 N, El pH de la
solucién stock del inhibidor fue de 10-11, pero su adicidén a la mezcla de incubacién no modificé el
pH final. La concentracion final del IAEDANS en estos experimentos fue de 10 mM.

IV. 8. Modificacion de la ATPasa de H* por MMTS.

La ATPasa de H* se incubd en presencia de MMTS 5 mM. La mezcla de incubacién contenia
Hepes 50 mM, pH 7.5, MgSO, I mM y ATPasa a una concentracién de 0.5-1 mg/ml. La reaccion
se inicid por la adicion de MMTS 5 mM recién preparado y se incub6 a 30°C durante 40 min. La

reaccion se detuvo por filtracion a través de columnas de Penefsky (1977) que contenian Sephadex
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G-50 equilibradas con Hepes 50 mM pH 7.5. La enzima modificada se utilizo de inmediato en los
experimentos de inhibicion con NEM, IAEDANS, y para analizar el efecto del Mg?** sobre la
inhibicion con IAEDANS.

Para los experimentos de pH con la ATPasa modificada con MMTS, 2 mg de la enzima fueron
resuspendidos en Hepes S0 mM, pH 7.5, MgSO, | mM y 5 mM de MMTS durante 40 min a 30°C.
Para detener la reaccion, la mezcla se diluyo 10 veces con 10 mM Hepes S0 mM, pH 7.5, glicerol
10% y asolectina lmg/ml. La suspension resultante se centritugd a 100 000xg por 60 min a 4°C. La
pastilla sedimentada fue resuspendida en EGTA | mM-Tris pH 7.25 con asolectina al Img/ml La
concentracion de proteina se determind por el método de Lowry (1951) y la actividad se midié como

se describe en Materiales y Métodos. La actividad especitica de la ATPasa-MMTS fue de 18.0 pmol

Pi-mg" - min™

1V.9. Estequiometria de la reaccion de la ATPasa de H* con “"C-NEM,

La “C-N-etilmaleimida (actividad especifica 39 mCi/mmol) se transfirié de pentano a agua
por la adicién de 500 il de agua al solvente original. La muestra se sometié a evaporacién con una
corriente de nitrégeno. La recuperacion de la ""C-N-etilmaleimida fue de 85-90%.

La mezcla de reaccién tipica contenia Hepes S0 mM, pH 7.5, MgSO, 1 mM, y la ATPasa 0.6
mg/ml, en presencia o ausencia de MgADP 10 mM. La reaccién de inhibicion se inicié por la adicidn
de '“C-NEM 360 pM (39mCi/mmol) en un volumen final de 1.25 ml. A los tiempos indicados, se
tomaron alicuotas de 5 il para la determinacion de la actividad residual de la ATPasa y de 70 pl que
s¢ diluyeron en 3 ml con Hepes S0 mM, pH 7.5, ditiotreitol (DTT) 50 mM. La proteina se recuperd

por centrifugacién a 100 000 xg por 1 h a 4°C y se resuspendié en un pequefio volumen de SDS al
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| %y DTT 50 mM. La preparacién se sometié a electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
(SDS-PAGE) (Laemmii, 1970), y el gel se tind y destifié como se indica abajo. La concentracion de
proteina asociada a la banda de la'ATPasa se determind de acuerdo con el método de Ball
(Ball,1986). Las bandas se cortaron e incubaron por 24 h a 37°C en I ml de SDS al 3%, isopropanol
al 50% . El Coomassie eluido se leyd a 595 nm. Paralelamente se establecio una curva patrén con
alblimina de suero de bovino preparada bajo las mismas condictones experimentales. La medicion de
la radiactividad asociada a la ATPasa se realizo en los segmentos del gel que contenian a la ATPasa.
Estos se colocaron en un vial de vidrio y se incubaron a 80°C en | ml de H,0, al 30 % hasta su
disolucion completa, La radioactividad se midié en 10 ml de liquido de centelleo. Para determinar la
incorporacién méaxima de ""C-NEM a la enzima, la ATPasa de H* se desnaturalizé con SDS al 1%

y se incubd en presencia de "'C-NEM | mM durante 3 h a 30°C, y se traté como se describié arriba.

IV.10. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS.

La electroforesis se realizd de acuerdo con el método de Laemmli (1970). El gel separador
consistio de acrilamida al 10%, bisacritamida al 0.27%, tris/HC1 0.5M, pH 8.8 y SDS al 0.1%. El gel
concentrador contenia acrilamida al 4%, bisacrilamida al 0.1%, Tris/HC10.125 M pH 6.8 y SDS al
0.1%. La polimerizacion se inicid con la adicién de persulfato de amonio al (0.067%) y TEMED
(0.33%). El amortiguador de corrida contenia glicina 0.2M, Tris 25mM, SDS al 0.1% y tioglicolato
I mM. Los geles se corrieron a 100 V por 3 h y se tifieron con una solucidon de azul de Coomassie
al 0.25%, metanol al 40% y cido acético glacial al 7%; la destincidn de los geles se realizd con una
solucion de metanol al 40% y écido acético al 7%. Los geles se secaron y se realizé la autoradiografia

por 3-4 dias a -70°C con una pelicula Kodak X-Omat, o se procesaron para la determinacién de
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proteina y radiactividad como se describio anteriormente.,
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V. RESULTADOS.

V.1. Purificacion de la ATPasa de H' de Kluyveromyces lactis.

Una preparacion tipica de ATPasa de H* purificada por el método descrito mostré el patrén
electroforético que se muestra en la figura 4. La pureza de la preparacion, determinada por
densitometria del gel de poliacrilamida con SDS fue de alrededor de un 70%. La actividad especifica
fué de 25-30 pmolas Pi -min"-mg’'. Esta preparacion se utilizd para los experimentos cinéticos de
modificacién con reactivos especificos para sulfhidrilo. Para los experimentos de estequiometria de
la reaccién con la “C-NEM, la banda de 100 kDa de la ATPasa de H* conteniendo la marca se
secciond del gel de poliacrilamida con SDS y la radiactividad asociada a la proteina se determind

como se indicd en los Métodos.

V.2, Efecto de la N-etilmaleimida sobre la actividad de la ATPasa de H* de K lactis.

La inactivacion de la ATPasa de H* mediada por NEM fue dependiente del tiempo y de la
concentracion del reactivo (Figura SA). Durante los primeros 6 minutos de incubacion con NEM 0.5
mM, la actividad descendioé un 40 % con respecto al control, y siguid una cinética de inactivacién de
pseudo primer orden. A concentraciones mayores, la cinética fue lineal sélo en los primeros minutos
de incubacidn, y a tiempos largos la inactivacion fué completa a tiempos largos (datos no mostrados).
La grifica de las constantes de velocidad de inactivacion inicial de inactivacidn (k) contra la
concentracion de NEM, produjo una relacion lineal, indicativa de una reaccién de segundo orden
entre los grupos SH de la enzima y la NEM. De la pendiente de esta grifica, se calculd la constante

de velocidad de segundo orden, con un valor de 200 M"'min ! (Figura 5B).
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Figura S, Inactivacion de la ATPasa por la N-etilmaleimida, A. Curso temporal de la inactivacion
de la ATPasa por NEM., La enzima (0.6 mg/ml) se incubd a 30°C, en 50 mM de Hepes pH 7.5,
MgSO, ImM, en presencia de las siguientes concentraciones de NEM: (0) 0 mM, (@) 0.5 mM, (V)
0.75 mM, (¥) 1.0 mM, (A) 1.5 mM, (O) 20 mM y (®) 2.5 mM. El panel B muestra que la
constante de velocidad de inactivacion de pseudo primer orden depende linealmente de la

concentracion de NEM.
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V.2.1. Efecto de los iones Na®y K'sobre la inactivacion de la ATPasa de H* por NEM.
Se ha descrito que el Na* y el K" aumentan o inhiben la actividad de la ATPasa de H” de diferentes
fuentes (Dufour y Goffeau, 1980; Alhers, 1984), lo que sugiere la presencia de sitios de unién para
cationes monovalentes en estas ATPasas. Se examind el efecto de los iones Na* y K* sobre la
inactivacion de laATPasa de H+ de K lactis mediada por NEM. Como sev muestra en la figura 6, las
constantes de velocidad de inactivacién aumentaron con la concentracion de los iones siguiendo una
cinética de saturacion del tipo de Michaelis-Menten. La constante de velocidad de inactivacion
maxima correspondié a un valor de 0.27 min' y la K, de 56 mM. El efecto fue similar para el Na*
y el K*, Este resultado sugiere que la enzima contiene un sitio de baja afinidad para estos iones. Para
eliminar los efectos del cation monovalente, en los experimentos donde la concentracién del sodio
pudiera variar en funcion de la concentracion del ligando, (por ejemplo, con en el MgADP-Na,"), la

concentracion del sodio se ajusto a 100 mM.

V.2.2. Efecto de iones Mg* sobre la inactivacion de la ATPasa de H* por NEM. E!
magnesio se requiere para la hidrélisis del ATP por las P-ATPasas (Alhers, 1981), Ademas, el Mg**
puede modular la inactivacion por NEM en algunas ATPasas de H* (Brooker y Slayman 1983), En
este experimento, examinamos el efecto de diferentes concentraciones de Mg** durante la inactivacion
de la ATPasa de H* de K lactis por NEM. Como se muestra en la figura 7A, la inhibicién por NEM
disminuyd en presencia de concentraciones bajas de Mg¥, pero aumenté cuando la concentracion del
Mg?** se incrementd por encima de I mM. La obtencién de las curvas hiperbélicas a partir de esta
curva compleja se realizé graficando la diferencia entre las constantes de inactivacién aparentes en

ausencia y en presencia del ligando (Ak). Los regificos de esta relacion se ilustran en las figuras 7B
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Figura 6. Inhibicion de la ATPasa de H" mediada por NEM. Efecto del Na* y K*. La enzima
(0.6 mg /ml) se incubd como se describio6 en la figura S, excepto que la concentracion de NEM se
mantuvo en | mM. Diferentes concentraciones de Na* (O) o K* (@) estuvieron presentes en el medio
de incubacidn. La curva hiperbdlica denota un sitio de baja afinidad para el sodio o el potasio. La Kd

para Na* o K* se obtuvo por medio de regresion no lineal.
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y 7C apoyan la existencia de dos sitios para el Mg, uno de alta afinidad (K;= 190+ 69uM) y otro

con afinidad baja (K,= 4.9+ 1.2 mM) que modulan la reactivida de la enzima hacia la NEM.

V.2.3. Efecto del pH sobre la inactivacion de la ATPasa de H* mediada por NEM. Para
este experimento se precisé estudiar primero la estabilidad de la enzima dentro de los limites de pH
de 7-10. La enzima se incubd a 30°C, por 9 minutos, a las diferentes concentraciones de H*. La
ATPasa mantuvo su estabilidad hasta un pH de 9.0 (Tabla I). Inclusive a pH de 10, la ATPasa retiene
lamayor parte de su actividad al termino de los 9 minutos, por lo que el pH mas alto que se estudio

fue de 10.

Tabla I. Estabilidad del la ATPasa de H' en funcion del pH. La enzima (0.6 mg/ml) se incubd en
Hepes S0 mM o AMPSO 50 mM a los pHs indicados, en presencia de MgSO, | mM. La reaccién
se dejo proceder hasta los 9 minutos y se midio actividad a la enzima como se describié en la seccién
de Materiales y Métodos. Los valores estan dados en porciento de la actividad residual del control

(25 pmol Pi- mg'min™).

pH 7.0 8.0 9.0 9.5 10
Actividad 100 % 98 % 08 % 90 % 60%

Para determinar el pH al que se observa el 50% de disociacion (pKa) del residuo que
reacciona con la NEM en la ATPasa de H* de K lactis, el pH del medio se varié entre 6.5 y 10

(Figura 8). La inhibicion por NEM a pH por debajo de 7 fue marginal, y aumentd drasticamente por
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Figura 7. Efecto del Mg** sobre la inhibicion de la ATPasa de H* por NEM. La enzima
(0.6mg/ml) se incubd como se describié en Materiales y Métodos, en presencia de diferentes
concentraciones de MgSO, (0-15 mM). La reaccion de inhibicion inicid por la adicion de NEM | mM
y se tomaron alicuotas para el ensayo de ATPasa. El panel A muestra la dependencia de las
constantes de inactivacion de pseudo primer orden con respecto a la concentracidén de Mg. Los
paneles B y C son regraficos de los datos a concentraciones altas y bajas de magnesio

respectivamente, El Ak se calculd como se indica en el texto.
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arriba de ese pH. Este comportamiento es tipico de la reaccion de la NEM con la cisteina
desprotonada a través de una adicion nucleofilica con el doble enlace de la NEM (Lundbald y Noyes,
1984). Los efectos del pH sobre la inactivacion de la ATPasa de H" por NEM pueden describirse por
la siguiente ecuacion (1)

K _*k®

K, +[H"]
en donde k* es la constante de velocidad de inactivacion de segundo orden, independiente del pH,
y Ka es la constante de disociacion acida. Esta ecuacion se dedujo de un modelo en el cual el
inhibidor reacciona con un solo grupo desprotonado de la enzima (o varios grupos con el mismo

pKa), lo que conduce a la inhibicion de la actividad.

k
1
E + I T E-I (inactivo)
-+ :
B*
E-H"

Este modelo pudo ser aplicado sélo cuando los limites del pH experimental utilizados fueron
de 6.5 y 8.5; los pardmetros obtenidos fueron pKa=9.04+ 0.07 y k= 4.38+ 0.55 mM'y los puntos
experimentales mostraron un buen ajuste tedrico (Recuadro, figura 8), Cuando la inactivacion se

determind en un intervalo de pHde 6.5 a 9.0, 9.5 0 10, el pKa varié dependiendo de los limites
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Figura 8. Efecto del pH sobre la inhibicion de la ATPasa de H* por la NEM. Laenzima (0.6
mg/ml) se incub6 a 30°C a diferentes pHs, en presencia de MgSO, 1 mM vy diferentes
concentraciones de NEM dependiendo del valor del pH. Los amortiguadores (50 mM) fueron:
Hepes, pH 6.5 a 8.0 (®); AMPSO pH 8.5 a 10.0 (O); TAPS pH de 9.0 y 9.5 (1J). Las curvas de
titulacién muestran la dependencia tedrica de las constantes de velocidad de segundo orden en
funcion del pH (ecuacién 1) usando los limites de pH indicados: (~) 6.5 a 9.5; (-----) 6.5 a2 9.0; (......)
6.5 a 10.0. El recuadro presenta una amplificacion de la gréfica entre 6.5 y 8.5, que muestran el ajuste

de los puntos experimentales a cada curva.
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escogidos: cuando el valor superior del pH fue de 9.0, los parametros calculados fueron: un pKa=
11.45% 34.5 y k=1385 +108400; cuando el valor del pH incluyd al pH= 9.5 como limite superior,
los nuevos resultados fueron pKa= 11.69 £ 5.2 y k=2476 + 27820. Cuando el intervalo de pH
seleccionado incluy6 un pHde 10, el pKa que se obtuvo fue de 12.34 £14.6. Es decir, si se incluyen
los pHs de 9.0 y superiores, la desviacion estindar asociada alosparimetros fue muy grande, y se
obtuvo una sobreestimacion del valor de k (curva tedrica) en comparacion con la curva experimental.
Esto produjo un ajuste pobre de los datos experimentales (recuadro figura 8); los resultados sugieren
que a un pH de 9.0 y por arriba de este valor, otros grupos se desprotonaron y reaccionaron con la
NEM, lo cual complico la reaccidn. Por otro lado, cuando el margen de pr fue de 6.5 a 8.5, se
obtuvo un mejor ajuste tedrico, con desviaciones estindar minimas. Por consiguiente, es probable que
el o los grupos que reaccionan con la NEM para producir la inactivacion de la enzima, tengan un pKa

cercano a 9.04 + 0.07.

V.2.4. Efecto del MgADP sobre la inactivacion de la ATPasa de H* mediada por la
NEM. En algunas enzimas, la presencia de ligandos fisioldgicos puede afectar en gran medida la
inactivacion mediada por NEM (Brooker y Slayman, 1982; Katz y Sussman 1987; Carter, 1986;
Winslow, 1981). En la ATPasa de H* de K lactis, el MgADP, inhibidor competitivo de la enzima, se
selecciond para explorar si la unién del ligando protegia a la enzima de la inactivacion por NEM. En
presencia de MgADP, la velocidad de inactivacién disminuyé (figura 9A). La proteccion fue parcial
atin a 20 mM de MgADP. La figura 9B ilustra la proteccion parcial que se obtiene en presencia del

nucledtido. Los datos se ajustaron a la siguiente ecuacién (2) :
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Figura 9, Efecto de MgADP sobre la inhibicion de la ATPasa mediada por la NEM. La ATPasa

(0.6mg/ml) se incubé con NEM | mM y NaCl 100 mM, en presencia de las siguientes

concentraciones de Mg ADP: A. (O) 0 mM, (@) 0.5 mM, (V) 1.0 mM, (¥) 2.0 mM, (0) 3.0 mM,

(W) 5.0 mM, (A) 7.5 mM y (&) 10 mM . B. La diferencia entre la constante de velocidad de

inhibicion de pseudo primer orden en presencia y ausencia de MgADP se graficaron contra la

concentracion de MgADP. C. Grifico de la doble reciproca de los datos de B.
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e K, *Kz*[Mg-ADH (2)
K,+[IMg-ADRA

que se derivé de un modelo de proteccion parcial (Renosto y cols, 1985). La K, para el ADP fue de

2.9+ 0.4 mM. La constante de velocidad de inactivacion de pseudo primer orden en presencia de

concentraciones saturantes de MgADP (k) fue de 0.017£0.005 min™', y la constante de velocidad de

inactivacion en ausencia del ligando (k,) fue de 0.211 min™', La ecuacion de arriba puede arreglarse

para obtener una relacion lineal de la siguiente manera (ecuacion 3):

11, Ky \ 1
Ak (k,-k;) (k,-k,) [Mg-ADA

(3)

donde Ak es la diferencia entre las constantes de velocidad en ausencia y presencia de MgADP para
cada concentracion del nucledtido examinado. La grifica de 1/Ak contra 1/[MgADP] produjo una
linea recta, que esta de acuerdo con el modelo descrito por la ecuacién (3) (figura 9C), y de la cual
se calculo el valor para la K, Cuando el valor de k,=0, la proteccidn es total debido a que el inhibidor
no reacciona con el complejo enzima-ligando. La ordenada al origen involucra el valor de k,, que
refleja la reactividad del complejo enzima-ligando por el inhibidor, lo que se traduce en un fenémeno

de proteccidén parcial.

V.2.5. Estequiometria de la reaccion de NEM con las cisteinas de la ATPasa de H*,
El nimero de cisteinas involucradas en la inactivacion de la ATPasa de H* mediada por NEM,

se determiné marcando a la enzima con “C-NEM, en presencia o ausencia de MgADP (figura 10A).
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La ATPasa se protegid parcialmente con el MgADP, con una constante de inactivacién de pseudo
primer orden de 0.017 min™ en presencia de MgADP y una k= 0.082 min” en ausencia del nucleétido.
En presencia de MgADDP, Ia inhibicion de la ATPasa siguid una cinética de pseudo primer orden
durante todo el tiempo de inhibicién, mientras que en asuencia del nucledtido, se logrd una inhibicion
del 80-90% pero con una cinética compleja, en donde a tiempos largos, aparece una segunda fase de
incubacion., Para determinar la incorporacién de ta marca radiactiva exclusivamente a la ATPasa de
H*, la banda de ATPasa marcada se secciond del gel de poliacrilamida con SDS y se procesd como
se indica en Materiales y Métodos. La incorporacién ;le la NEM a la enzima nativa fue gradual (figura
10B). Los pardmetros de la unién caracteristicos de cada curva se obtuvieron ajustando los datos a
la siguiente ecuacion (4):

A=A"x(1-0 7% X
donde A es el "“*C-NEM unido /ATPasa en el tiempo t, A= = "“C-NEM unido/ATPasa a tiempo
infinito y k es la constante de velocidad de incorporacion. Cuando la ATPasa se incubd con la NEM
en ausencia de MgADP, se modificaron 3.15 residuos de cisteina por molécula de ATPasa con una
k=0.048 min"' . En presencia de Mg-ADP, s6lo se marcaron 1.8 cisteinas /ATPasa (k= 0.054 min™)
(Figura 10B),

La extrapolacion lineal al eje de las x en la grafica de inhibicion de la ATPasa contra la
incorporacion de NEM (figura 10C) mostrd que en ausencia de Mg-ADP, dos de las tres cisteinas
marcadas por NEM estuvieron involucradas en la inhibicién de la ATPasa de H*. En presencia de
MgADP, la incorporacion de la primera NEM produjo una ligera inhibicion (del 10 al 20%), mientras

que mas de un 80% de inhibicién se alcanzé después de la incorporacion de la segunda molécula
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Figura 10. Marcaje con "C-NEM. Efecto sobre la actividad de la ATPasa de H* de
Kluyveromyces lactis ¢n ausencia y presencia de MgADP. La enzima (0.6 mg/ml) se incubd a
30°Cy pH 7.5, en Hepes 50 mM, MgSO; | mM, NuaCl 100 mM y “C-NEM 360 yM en ausencia (®)
o en presencia de MgADP (0O), A. Curso temporal de la inhibicidn de la actividad de la ATPasa de
H* por NEM. B. Curso temporal de la incorporacion de NEM en la ATPasa de H*. C. Relaci6n entre

la actividad y la incorporacién de NEM en la ATPasa.
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de NEM. Los resultados sugieren que el MgADP protegido uno de los residuos de cisteina

involucrados en la inactivacion .

V.3, Efecto de la yodoacetamida sobre la ATPasa de H', Modulacién por NEM.

La yodoacetamida reacciona con los residuos hidrofilicos en algunas proteinas (Lundbald y
Noyes 1984). Con el proposito de investigar si las cisteinas reactivas a NEM se encuentran expuestas
al medio hidrofilico, se estudio la reactividad hacia la yodoacetamida. Los resultados mostraron que
la yodoacetamida inhibid la actividad de la ATPasa ligeramente, reduciendo la actividad a un 80%
con respecto al control a los 20 minutos de incubacidn (figura 11), La inhibicién por yodoacetamida
presentd una constante de velocidad de inactivacion de pseudo-primer orden pequefia (0.017 min”
a5 mM y0.027 min a 10 mM). Ademds, después de 20 minutos de incubacién con yodoacetamida,
la mayoria de los grupos SH continuaron reactivos a la NEM, con una constante ﬁle pseudo-primer
orden de 0.176 min™ a 1 mM de NEM (figura | 1), lo que indica que los grupos SH reactivos a NEM

no reaccionaron con la yodoacetamida durante el tiempo que duré la reaccion .

V. Inactivacion de la ATPasa de H™ por IAEDANS.

Se ha descrito que el efecto inhibitorio del IAEDANS en la ATPasa de H* nativa de
Neurospora crassa ocurre al reaccionar con residuos de cisteina hidrofilicos (Pardo y Slayman,
1989). Para el caso de la ATPasade H' de K lactis, se designaron experimentos para explorar el
efecto del IAEDANS durante periodos cortos y largos de incubacidn con el reactivo. Se determind
que un curso temporal de 10 minutos de incubacion era un tiempo adecuado para la reaccion y con

ello se obtuvieron los pardmetros cinéticos de la inhibicion. Como se muestra en la figura 12A, el
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Figura 11. Efecto de la yodoacetamida sobre la ATPasa de H'. Efecto de Ia NEM y de la
yodoacatamida. La ATPasa (0.6mg/ml) se incubd a 30°C, con yodoacetamida (O) OmM, (@) 2 mM

y (V)5S mMapH 7.5, Hepes S0 mM y MgSO, | mM. La flecha indica el tiempo en el que se adiciond

laNEM | mM (V)
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Figura 12, Inhibicion de la ATPasa de H* por IAEDANS. A. La enzima (0.6 mg/ml) se incubd
a 30°C en Hepes 50 mM, pH 7.5, MgSO, | mM, y las siguientes concentraciones de IAEDANS: (A)
OmM, (@) 2 mM, (V) 4mM, (W) 6 mM, () 8 mM y (®) 10 mM. A los tiempos indicados se
tomaron alicuotas para ensayar la actividad de la ATPasa, como se describio en métodos. El panel
B muestra la dependencia de las constantes de velocidad de inactivacion de pseudo primer orden

contra la concentracion del JAEDANS.
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IAEDANS inhibid la actividad de la ATPasa con una cinética de pseudo primer orden. Al graficar
las constantes de velocidad de inactivacion contra la concentracion del IAEDANS se obtuvo una linea
recta (figura 12B), la cual indica que los grupos reaccionaron con el inhibidor en un proceso
bimolecular simple. De la pendiente de esta recta, se determiné una constante de inactivacion de
segundo orden de 21.4 £ 0.5 M'min "', La linealidad de la grafica y su origen en cero indica que

durante la reaccién, no se produjeron complejos reversibles especificos entre el inhibidor y la enzima

(Bell y Bell, 1988).

V.4.1. Efecto del Mg sobre la inactivacion de la ATPasa de H' por IAEDANS. Las
ATPasas de H* contienen dos sitios de unién para el magnesio, y estos pueden modular la actividad
de la enzima hacia algunos inhibidores (Brooker y Slayman 1983). En la ATPasa de H" de K lactis
el magnesio también afectd la inactivacion de la ATPasa por la NEM. En el caso de la inhibicidn
mediada por IAEDANS, también se exploré si el magnesio alteraba la inhibicién de la enzima. La
inhibicién de la ATPasa por IAEDANS, a diferentes concentraciones de magnesio se ilustra en la
figura 13, en la que se observa una relacién lineal entre Ia constante de velocidad de inactivacion y
la concentracion del Mg®, La recta tiene una pendiente de 0.013 mM'min™' que describe la velocidad
con la que reacciona la enzima con el IAEDANS en presencia del magnesio. El caricter lineal de la
interaccion de la enzima y el inhibidor en presencia de concentraciones crecientes de magnesio,
sugiere una reaccion de tipo inespecifico, en contraste con el comportamiento bifésico que ocurrié
durante la inhibicion con la N-etilmaleimida y que sugiere la interacién del magnesio con sitios

especificos,
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Figura 13. Efecto del Magnesio sobre la inactivacion de la ATPasa de H' nativa y de la
ATPasa-MMTS por IAEDANS. La enzima (0.6 mg/ml) se incubd a 30°C en Hepes 50 mM pH 7.5,
con IAEDANS 10 mM y diferentes concentraciones de MgSO,. La constante de velocidad de
inactivacion inicial de cada curso temporal se graficd contra la concentracién de MgSO,. Se muestra

el efecto directo de la concentracién de Mg sobre la inhibicién por IAEDANS .
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V4.2, Efecto del MgADP sobre la inactivacion de la ATPasa de H® mediada por
TAEDANS.

En estudios de proteccion por ligando en la reaccion del IAEDANS con la ATPasa de H* de
N crassa, se observo que el Mg-ADP protege sélo un 60 % a la enzima contra el inhibidor (Pardo
y Slayman, 1989). Para explorar el etecto de proteccidn por este ligando en la ATPasa de H de K
lactis, la enzima se incubd con IAEDANS 10 mM, en ausencia y presencia de MgADP 10 mM. La
proteccion ejercida por el Mg-ADP fue menor del 10% (tigura 14). La proteccion en la ATPasa de
H* de K lactis fue menor que la reportada para la enzima de Neuwrospora (Pardo y Slayman, 1989),
Esta diferencia en proteccion por el MgADP sugiere que en la ATPasa de H* de K lactis el (los)
grupo(s) que reaccionaron con el IAEDANS podrian encontrarse mas alejados del sitio de union del
nucledtido, de tal forma que contindian accesibles al inhibidor; por otro lado, la entrada del ligando
podria generar cambios conformacionales que alteren en forma diferente, debido a su distinta

localizactdn, la reactividad de las cisteinas al [JAEDANS. .

V.5, Interaccion del MMTS con la ATPasa de H'.

V.5.1. Complejo ATPasa-MMTS. Modulacion por NEM e IAEDANS. Los resultados
anteriores mostraron que algunos de los sulthidrilos presentes en la ATPasa de H* de K lactis
reaccionaron con el IAEDANS y la NEM para producir la pérdida de la actividad. Esto podria
sugerir que algunos de los residuos de cisteina tuvieran un papel esencial en el ciclo de reaccidn de
la ATPasa. Para probar ésto, se designaron algunos experimentos. Primero se estudi6 el efecto del
MMTS sobre la actividad de Ia ATPasa. La enzima se incubé con MMTS 2 mM o 5SmM a 30°C sin

que perdiera apreciable actividad (figura 15). Este resultado indicé que ninguno de los residuos de

N
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Figura 14. Efecto del Mg-ADP sobre la inhibicion de In ATPasa de H* mediada por IAEDANS.,
La enzima (0.6mg/ml) se incubd a 30°C con (®) 0 0 (O) [0 mM MgADP. La inactivacidn se inicid
por la adicién de IAEDANS 10 mM y se tomaron alicuotas a los tiempos indicados para el ensayo

de la actividad de la ATPasa. (@) Actividad de la ATPasa en ausencia de [IAEDANS.
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Figura 15. Modificacion de la ATPasa de H* con MMTS. Inhibicion de ta ATPasa-MMTS por
NEM y IAEDANS. La ATPasa (0.5-1.0 mg/ml) se incubd a 30°C y pH 7.5 en presencia de MMTS
5 mM por 40 minutos y luego se filtrd a través de columnas de Penefsky. El curso temporal de la
actividad de la enzima nativa en presencia de MMTS 5 mM (O), NEM | mM (V) o IAEDANS 10
mM (V). La actividad de la enzima modificada con MMTS en presencia de NEM 1 mM (¢) o

TAEDANS 10 mM (@).
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cisteina participan en las reacciones del ciclo catalitico de la ATPasa de H* de K lactis. Es probable
que la incorporacidn del tiometano al anion tiolato de las cisteinas blogquean su reactividad pero no
causan un dafio aparente en la estructura tridimensional de la enzima.

El siguiente paso fue determinar si los residuos de cisteina sensibles a NEM quedaron
bloqueados por el MMTS. Para probar esto, la ATPasa se incubd con 5 mM de MMTS durante 40
minutos, y el MMTS que no reacciond se eliminé por filtracion. La ATPasa-MMTS (E-MMTS), se
incubd con NEM | mM a pH 7.5. En la figura 15, se ilustra que la enzima moditicada con el MMTS
no se inhibe con la NEM; el resultado indicd que los grupos sulthidrilo reaccionaron eficientemente
con el MMTS vy se bloqueo la reaccidon con la NEM (Smith y cols, 1975).

Finalmente, la enzima-MMTS fue incubada con IAEDANS 10 mM, concentracion a la que
el IJAEDANS inhibid ripidamente a la enzima nativa (Figura 12A). Con la ATPasa-MMTS, la
constante de velocidad de inactivacion se redujo alrededor de 1/4 con respecto a la enzima nativa
(figura 15). Adicionalmente, la reaccidn prosiguié con una cinética de pseudo primer orden durante
mas tiempo, sugiriendo que un grupo, (o grupos cinéticamente similares) fueron modificados. Debido
aque el MMTS es altamente especifico para grupos sulthidrilo (Smith y cols, 1975), es posible que
el JAEDANS, por ser un derivado de la yodoacetamida, reaccione con otros residuos tales como la
lisina, metionina o histidina (Fig 3). Otra posibilidad mas seria que el MMTS reaccione solamente
cisteinas hidrofilicas de la ATPas, lo que permitiria la reaccion del IAEDANS con las cistéina(s)

hidrofabicas.

V.5.2. ATPasa-MMTS. Efecto de diferentes concentraciones de IAEDANS. Para

determinar los pardmetros cinéticos de la reaccién de la enzima-MMTS con el IAEDANS, se
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probaron diferentes concentraciones del reactivo. Parte del complejo ATPasa-MMTS se incubé con
NEM | mM como control. El resto de la enzima se incubd con diferentes concentraciones de
TIAEDANS (0-20 mM). Como se aprecia en la figura 16A, la ATPasa se inhibid con concentraciones
crecientes de IAEDANS. La inhibicion de la enzima-MMTS por TAEDANS no fue tan marcada
como la de la enzima nativa (figura 12A).

Al graficar las constantes de velocidad de inactivacion (k) contra la concentracion de
IAEDANS se obtuvo una relacion lineal (figura 16B) lo cual indica la ausencia de complejos
reversibles formados antes de la inactivacion. La pendiente de esta linea di6 el valor de la constante
de velocidad de inactivacién de segundo orden, de 4.7 M min™" que es un valor cuatro veces menor
que la velocidad de reaccién de la enzima nativa con el TAEDANS (figura 12 B). Si todas la cisteinas
se bloquearon con el MMTS, este nuevo valor de la constante de velocidad de inactivacién de
segundo orden sugiere que otros grupos diferentes a las cisteinas (o cisteinas hidrofilicas)

reaccionaron con el JAEDANS.

V.5.3. ATPasa-MMTS. Efecto del Mg* sobre la inactivacion por IAEDANS. El efecto
del Mg* sobre la inhibicién de la ATPasa nativa mediada por la NEM mostré un comportamiento
bifasico (Figura 7A). Este se perdi6 para el caso del IAEDANS. Con el propésito de investigar el
comportamiento de la ATPasa-MMTS, se incubd con diferentes concentraciones de Mg** (0-20 mM),
en presencia de 10 mM de IAEDANS.

En la figura 13 se observa que a medida que aumenta la concentracién del magnesio, aumenta
la inhibicion de la enzima. El incremento lineal entre las constantes de velocidad de inactivacién y las

concentraciones de Mg™, queds descrito por una pendiente de 0.0115 mM " 'min”', El comportamiento
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Figura 16. Efecto de concentraciones del IAEDANS sobre la ATPasa-MMTS. La ATPasa (1
mg/ml) se incubé con MMTS 5 mM durante 45 min y se filtré como se mencioné en Métodos. La
ATPasa-MMTS se resuspendid en buffer Hepes a pH 7.5 y la reaccion de inhibicion se inicid por la
adicion del IAEDANS: 0 mM(®), 2.5 mM (©), 5 mM (@), 10 mM (V), 15 mM (¥), 20 mM (OJ).
B. Regrifico de las constantes de velocidad de inactivacion de pseudo primer orden contra la

concentracion de TAEDANS.
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cinético fue idéntico al observado en la enzima nativa (k= 0.013 mM™' min ). Este resultado sugiere

que el magnesio produce un efecto inespecifico en la interaccion de la ATPasa nativa o modificada

con MMTS y el TAEDANS.

V.5.4. La ATPasa de H' nativa y ATPasa-MMTS. Efecto del pH sobre la inactivacion
por IAEDANS, Para estos experimentos, la ATPasa nativa se incubd con IAEDANS 10 mMen un
margen de pH de 5.5 a 8.0, para obtener informacion sobre el valor del pKa de los grupos
involucrados en la reaccion. Contrario a los resultados observados con la NEM, con el IAEDANS
se observé una reaccién pequeiia de la ATPasa a valores de pH entre 5.5 y 6.5, lo que sugiri6 que
otros residuos (p.ej. metionina o histidina), estaban reaccionando con el IAEDANS (figura 17). Al
igual que con la NEM, por arriba de un pH de 7.0, el IAEDANS inhibid a la enzima al reaccionar
nucleofilicamente con los residuos de cisteina desprotonados. Los datos se describieron con la
siguiente ecuacion (3):

Ky*Ke

k=k,+
1 KAHD ()

donde K, es la constante de disociacion dcida de los grupos protonados (posiblemente residuos de
cisteina), k, es la constante de velocidad de inactivacion independiente del pH, para los residuos de
cisteina y k, la constante de velocidad de inactivacion independiente del pH para el otro residuo
(metionina). El ajuste de los datos a este modelo, di6 los siguientes resultados: pKa= 9.3+ 0.3, k, =
0.136 £ 0.005 min' y k,= 8.5 5.7 min", La grafica de 1/k contra 1/[H*] para el IAEDANS conduce

a una linea curva (recuadro figura 17), lo cual muestra la reactividad de la enzima a bajo pH. Este

59



- i

3
- .
SR S
£
e
.-:.::
—— ~
™t y—
|
C oy
+ -
.7 K
(—-1 e
-
S
LA
prmveriad
0.3
O.C 1 | |
) & 7 5 9

Figura 17, Efecto del pH sobre la inhibicion de la ATPasa de H* por el IAEDANS. La ATPasa
nativa (0.6mg/ml) se incubd en 50 mM de los siguientes amortiguadores: MES pH 5.5, 6.0 y 6.5,
Pipes pH 7.0, Hepes pH 7.25, 7.5, 8.0 y 8.3, en presnecia de MgSO, 1 mM e IAEDANS 10 mM., La
curva de titulacion muestra la dependencia de la constante de velocidad de inactivacién sobre el pH.

En el recuadro, se muestra la doble reciproca de los datos 1/k vs 1/ [H'].
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rcsultédo fortalece la posibilidad de que otros grupos, ademas de las cisteinas, hayan reaccionado con
el IAEDANS.

Debido a que el MMTS bloquea especiticamente los grupos SH de la ATPasa, se estudio el
efecto inhibitorio del IAEDANS sobre la enzima-MMTS en funcién del pH. Los resultados mostraron
una inhibicidn de la enzima-MMTS que es independiente del pH (figu'ra 18). Esto sugirié que la
especie reactiva no es un grupo SH libre. El perfil de inhibicién con respecto al pH, sugiere que la
enzima-MMTS reacciona con el IAEDANS a través de un residuo de metionina (o varias metioninas)
pero no con histidinas, ya que en este caso se habria observado una dependencia de las constantes

de inactivacion con respecto al pH.
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Figura 18. Efecto del pH sobre la inactivacion de la ATPasa-MMTS por el IAEDANS. La
ATPasa (Img/mi) se incubdé con MMTS 5 mM durante 40 min. La ATPasa-MMTS se recupero por
centrifugacién como Se menciond en Materiales y Métodos. La enzima-MMTS (0.56 mg/ml) se
incubd a 30°C con IAEDANS 20 mM, en 50 mM de los diferentesamortiguadores, en un intervalo
de pH de 6.0 a 8.3 como en la figura 16, La ATPasa nativa se incubd con S mM NEM (©) o con

[AEDANS 10 mM (@), y la ATPasa-MMTS en presencia de [AEDANS 20 mM (4).
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V1. DISCUSION.

La ATPasa de H* de K lactis es una proteina integral de la membrana plasmética que cruza
entre 8 y 10 veces la bicapa. Estas proteinas no se han cristalizado por lo que no se ha podido obtener
informacién sobre su estructura a partir de la ditraccion de rayos X En la dltima década, la
modificaciéon quimica y la mutagénesis dirigida han sido dos de los enfoques mas utilizados para la
elucidacion de las relaciones estructura-funcion de algunas ATPasas de membrana (Pedemonte y
Kaplan, 1990).

Los grupos tioles de los residuos de cisteina en las proteinas pueden ser modificados
facilmente debido a su gran nucleofilicidad, lo que permite una gran especificidad de los reactivos
para sulfhidrilo (Imoto y Yamada, 1990). El efecto inhibitorio de estos reactivos ha sido probado
en algunas ATPasas de tipo P (Brooker y Slayman, 1982; Katz y Sussman, 1987; Skou, 1974). Para
este trabajo, seleccionamos algunos de los reactivos especificos para sulthidrilo para explorar la

funcion de los residuos de cisteina durante el ciclo catalitico de la ATPasa de H* de K lactis.

VL1, Purificacion de la ATPasa de H".

La purificacion de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica se realizé por el método
reportado por Bowman (1981). Las membranas plasmaticas de S cerevisiae se han identificado por
su morfologia, contenido de lipidos, propiedades de tincién (Schneider y cols 1978) y actividad de
ATPasa insensible a oligomicina con actividad éptima a pH 4cido (6.0-7.0) que la distingue de la
ATPasa mitocondrial (pH 8.0-9.0). También se ha reportado algunos marcadores enzimaticos como

la manosil transferasa e invertasa (Santos y cols, 1978). Sin embargo, estos marcadores han
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producido resultados conflictivos, por lo que, el mis recomendable es la actividad de ATPasa, su
resistencia a oligomicina y a la azida de sodio y su sensibilidad a vanadato a pH de 6-6.7
(dependiendo de Ia especie). Una buena preparacion de membrana plasmética es aquella que contiene
no mas del 5% de contaminacion por ATPasa mitocondrial. En este trabajo, utilizamos este criterio
para cuantificar la contaminacién mitocondrial tanto en las membranas plasméiticas como en la
fraccién purificada por gradiente de densidad. En una séla ocasion pudimos obtener una preparacion
con un mayor grado de pureza y mayor actividad (50 pmol Pi-mg 'min™), pero este resultado no se

pudo reproducir,

VI1.2. Inhibiciéon mediada por NEM.

La N-etilmaleimida es uno de los reactivos de mayor uso para marcar los residuos de cisteina
debido a su alta especificidad, su disponibilidad en forma radiactiva y su capacidad para formar
aductos estables a pH dcido. La reaccion con otros grupos puede ocurrir, pero esos derivados son
labiles a pH acido (Bell y Bell 1988).

La inhibicion de la ATPasa de H" de K lactis por NEM siguié una cinética de pseudo primer
orden durante los primeros minutos de inactivacién y fue dependiente de la concentracidn del
inhibidor con una constante de segundo orden de 200 M"' min™, Este valor refleja la rapidez con la
cual reaccionan de los residuos de cisteina. Por otro lado, es razonable suponer que varios residuos
de cisteina estan involucrados en la inactivacion de la ATPasa, ya que a tiempos largos la cinética se
vuelve compleja. Este comportamiento es compatible con el observado en la inhibicion de la ATPasa
de H" de N crassa por la NEM (Pardo y Slayman, 1989) en la que la alquilacion de un solo grupo (o

grupos cinéticamente similares) obedece una reaccion de pseudo-primer orden en los primeros
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minutos, y la reactividad hacia la NEM cambia despues de los diez minutos, lo que indica que més
de una clase de residuos (o de grupos SH cinéticamente diferentes) se esta modificando a diferente
velocidad.

La interaccion del Mg con los sitios especiticos de unién durante la inhibicién de la ATPasa
por NEM mostrd un comportamiento complejo. En el intervalo micromolar, el Mg** protegié a la
enzima de la inhibicién por la NEM, a través de su interaccion con un sitio de alta afinidad en la
ATPasa (Kd= 190+ 69 pM). Por arriba de | mM de Mg®, lareactividad de la enzima hacia NEM se
incrementd con un aumento en la K= 4.9 £ 2.1 mM. Esto significa que esta ATPasa posee sitios de
alta y baja afinidad para los cationes divalentes. Este mismo comportamiento bifasico ha sido
reportado para la ATPasa de N crassa, en la que la interaccion con el sitio de baja afinidad también
incrementa su sensibilidad hacia la NEM (Brooker y Slayman, 1983). Por otro lado, a diferencia del
magnesio, la interaccion de la enzima con iones monovalentes (K* y Na*) es de caricter monofisico
lo que sugiere un sélo sitio de baja afinidad (K ;= 56 mM).

El andlisis del efecto del pH sobre la reaccion con NEM queda sujeto a las siguientes
consideraciones. En principio, los grupos SH de las cisteinas libres en solucién acuosa tienen un pKa=
8.3. Cuando las cisteinas se encuentran incorporadas a las proteinas, el valor del pKa esperado es
de 8.5 a 8.8, debido al desacoplamiento ocasionado por los efectos de carga de los substituyentes o
(Cantor y Schimmel, 1980). La interaccién de la enzima con la NEM se incrementd con el pH, lo que
sugiere que la reaccion de la NEM ocurrid con la forma desprotonada del residuo de cisteina.
Cuando se estimo el pKa del grupocon los datos experimentales en el intervalo de pH de 6.5 a 8.5,
se obtuvo un pKa=9.02 y los puntos experimentales presentaron un buen ajuste al modelo (Figura

5). Sin embargo, cuando el intervalo de pH se amplié a valores de 9 y por encima, los valores del pKa
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fueron muy variables y con desviaciones estandar muy altas. Ademas, las curvas tebricas no se
ajustaron a los puntos experimentales. Las variaciones en el pKa y en k, observadas a valores de pH
mayores de 9.0 probablemente reflejan la desprotonacion de diferentes residuos de aminodcidos que
ahora reaccionan con la NEM a valores de pH altos (Smyth y cols, 1964). Las regresiones no lineales
obtenidas enel intervalo de pH de 6.5 a 8.5 mostraroh un ajuste mejor a los datos y los pardmetros
obtenidos presentaron desviaciones estandar minimas. Como la mayoria de los experimentos se
realizaron a pH de 7.5, es probable que los residuos de cisteina involucrados en la inactivacion a este
pH, tengan pKa cercano a 9, lo cual indica que estas cisteinas no se encuentran en un ambiente
hidrofébico (Cantor y Schimmel, 1980).

En estudios de modificacion quimica es importante establecer si el residuo modificado se
encuentra en el sitio de unién con el sustrato o el ligando. Los criterios experimentales para establecer
que este sitio de la proteina ha sido marcado durante la modificacién, son la proteccion especifica
en contra de la inactivacion y la estequiometria de la reaccidn. En experimentos de proteccién, el
inferir que el residuo en estudio se encuentra dentro o cerca del sitio de unién con el ligando, debe
de tomarse con cuidado ya que existe la posibilidad de que la unién del ligando a su sitio impida
estéricamente la entrada del inhibidor o produzca cambios conformacionales que eviten la interaccion
del residuo con el agente modificador. Para aclarar esto se requiere de mayor informacién, como seria
la identificacion del residuo modificado en la secuencia de la proteina (Bell y Bell, 1988). A este
respecto, se ha reportado que el MgADP protege a algunas de las ATPasas de tipo P en contra de
la inactivacion por NEM, de lo que se infiere que las cisteinas modificadas se encuentran dentro o
cerca del sitio de union con el nucledtido (Brooker y Slayman, 1982; Katz y Sussman, 1987,

Winslow, 1981). En N crassa la proteccion por MgADP en contra de la inactivacién por la NEM es
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total, y la inactivacion se produce cuando la cis532 se modifica (Brooker y Slayman, 1982; Davenport
y Slayman, 1989). Esta cisteina se encuentra muy cerca del sitio de fosforilacién y de union con el
nucledtido, y es por ello que el MgADP protege totalmente a la enzima (Pardo y Slayman, 1989). Sin
embargo, existen excepciones como es el caso de la ATPasade H"de laraiz de avenaen laque la
proteccién por MgADP parcial, por lo que se ha inferido que posiblemente esto se deba a cambios
conformacionales producidos por la entrada del nucledtido, ya que disminuye la accesibilidad de las
cisteinas reactivas (Katz y Sussman ,1987).

Para la ATPasa de H" de K lactis, la proteccion mediada por el MgADP en contra de la
inhibicién por la NEM no fué completa. Esto podria tener dos interpretaciones: a) hay al menos dos
grupos sulfthidrilo, uno situado en, o cerca del sitio de unién con el ligando, con una reactividad que
puede ser modulada por la unidn del nucledtido y otro grupo SH, que se encuentra alejado del sitio
de unién con el ATP y no puede ser influenciado por la unién del MgADP, o b) hay un solo grupo
sulfhidrilo que reacciona con la NEM, el cual sufre cambios en su accesibilidad debido a las
transiciones conformacionales ocasionadas por la unién del MgADP a la enzima. Los resultados
obtenidos en este trabajo, con la ""C-NEM, apoyan la primera propuesta, por las siguientes razones:
1) En ausencia de MgADP, la estequiometria de la inactivacién indicd que hay tres cisteinas que
reaccionan con el mondémero de ATPasa; las primeras dos fueron responsables del 80 % de la
inactivacién de la enzima. 2) En presencia de MgADP, sélo dos residuos de cisteina se incorporaron:
la modificacion del primero tuvo un ligero efecto sobre la actividad, mientras que el segundo, estuvo
involucrado en la inactivacion. Esta estequiometria concuerda con una posible estructura monomérica
de la enzimaque estd relacionada con la cinética hiperbélica exhibida por la ATPasa de H* de K lactis

(dato no mostrado).
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Por tanto, el sitio que se protege con MgADP debe corresponder con el sitio activo de la
enzima. El MgADP es un inhibidor competitivo de la actividad enzimatica (Brooker y Slayman,
1982), y, para la ATPasa de H" de K lactis, la K= .72 mM (Pardo y cols, manuscrito en
preparacion), Por otro lado, en los experimentos de proteccion de la enzima contra la inactivacién
por NEM, la K para el MgADP fue de 2.9 mM. Ambos valores son muy cercanos, lo cual sugiere
que el MgADP protegid a la enzima al interactuar con el sitio activo y apoya la propuesta de que
existe al menos una cisteina en o cerca del sitio de union del MgADP.

Como se indico anteriormente, en la ATPasa de H* de N crassa, la C-532 reacciona con la
NEMI y la enzima se inactiva (Pardo y Slayman, 1989). La reaccion se previene por MgADP o
MgATP, lo que sugiere que este residuo se encuentra cerca del sitio de unidn del ATP (Brooker y
Slayman, 1982; Pardo y Slayman, 1989). AGin mis, esta C532, se conserva en todas las ATPasas de
H+ de los hongos (Wach y cols, 1992) (Tabla 2). Por otra parte, la ATPasa de H* de K lactis y la
ATPasade H" de S cerevisiae contienen a la cisteina 221 (Miranda y cols, 1995) (Tabla 2). Por lo
tanto, es posible que en la ATPasa de H* de K lactis la C532 y Ia C221 sean los residuos que
participan en la inhibicion de la enzima por la NEM. La C532 corresponde al residuo que se protege
por MgADP, mientras que la C221 reacciona independientemente del MgADP, ya que se encuentra
localizada en el asa pequefia, situada entre el segundo y el tercer segmento membranal, en donde las
mutaciones tienen fuertes efectos sobre la enzima (Gishlain y cols, 1987; Serrano y Portillo, 1990),
Esta suposicion se apoya por resultados de mutagénesis puntual, en los que cada una de las cisteinas
de la ATPasa de S cerevisiae se reemplazaron por alanina, y se observé que el cambio de C532-Ala
o C221-Ala redujo la constante de inactivacion de la enzima por NEM. Ademds, la mutante C221-A

se protegid totalmente por el MgADP en contra de la inhibicion por NEM (Petrov y cols, manuscrito
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en preparacion).

Tabla 2. Cisteinas de N crassa, S cerevisiae y K lactis. Comparacion de secuencias, Las

cisteinas 148, 312, 840 y 869 (867) se encuentran en los segmentos transmembranales, C376 se

encuentra cercana al sitio de fosforilacion.

Levaduras Posicién de las cisteinas en la secuencia de aminodcidos

Neurospora crassa 148 | --- | --- 376 | 409 | 472 | 532 | 545 | --- | 840 | 869
S cerevisiae 148 ] 221 | 312 | 376 | 409 | 472 | 532 | ---- | 569 | ---- | 867
Kluyveromyces lactis | 148 | 221 | ---- | 376 |1 409 | 472 | 532 | ---- | 569 | 840 | 867

VL3. Interaccion de laATPasa de H" con IAEDANS. El [JAEDANS hasido utilizado para
localizar residuos de cisteina en dominios hidrofilicos de la ATPasa de H® de N crassa, gracias a sus
propiedades tluorescentes (Pardo y Slayman, 1989). Enla ATPasa de H* de K lactis, la reaccion con
IAEDANS sigui6é una cinética de pseudo primer orden en los primeros 10 minutos de incubacién, y
fue de caracter complejo a tiempos mayores, sin alcanzar una inactivacidn total; esto indica la
reaccion de varios residuos con el reactivo. La relacion lineal entre las constantes de velocidad de
inactivacion y las concentraciones del reactivo indicaron que el proceso de inactivacion es de caricter
bimolecular, descrito por una constante de velocidad de inactivacién de segundo orden con un valor
de k=21.4 M" min"', Con el IAEDANS, la velocidad de reaccién es un orden de magnitud menor que
la producida por la NEM (200 M"'min"'); ambas moléculas difieren en tamafio y carga (figura 3), lo

que hace pensar que la accesibilidad relativa de las cisteinas hacia estosreactivos puede afectar la
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velocidad de inactivacion.

En presencia del MgADP, la proteccion de fa ATPasa en contra de el IAEDANS (10%) fue
mucho menor que contra de la NEM (80%), lo que apoya la hipotesis de que el IAEDANS reacciona
con alguin otro residuo (s) localizado fuera del sitio de union del ATP,

El efecto del magnesio requiere de mayor atencion. Los datos que se muestran en la fig 12
son dificiles de explicar si se considera que el Mg** interactia con sitios de unién especificos sobre
la proteina. Si asi fuera, deberia obtenerse una curva con componentes hiperndlicos como la que se
observé para la NEM (figura 7A). Elefecto del Mg™, en este caso, podria ser analizado en términos
de un cambio en fuerza i6nica o una alteracion en el potencial de supetficie. Se conoce que la
dependencia de la constante de velocidad (k) con respecto a la fuerza idnica para una reaccion entre
dos reactivos cargados esta descrita por la siguiente ecuacidn (6):

log k =log k +2 Az,z, - Vu (6)
donde k, es la constante de velocidad a dilucidn infinita, z, y z, son las cargas de los reactivos, A el
factor de Debye-Huckel, con un valor de 0.509 a 25°C, y 1 la fuerza idnica del medio (Atkins 1990).

Si suponemos que el MgSO, es el tinico contribuyente a la fuerza iénica, y asignamos un valor
de 0.1 para k,, puede demostrarse que la dependencia de la constante de velocidad con respecto a la
concentracion del magnesio se ajusta a una linea recta en ¢l intervalo de 4 mM (u= 16 mM)a 20 mM
(1=0.283 mM ). Ademds, la contribucion del amortiguador a la fuerza idnica fue cercana a 25 mM,
valor que se puede esperar y se encuentra dentro del dominio lineal de la simulacién. Por lo tanto,
con estas consideraciones, se puede esperar una relacidn lineal entre las constantes de velocidad de
inactivacion y las concentraciones del Mg?, como se muestra en los resultados (Fig.13). La pendiente

de la linea recta es positiva, debido a que ambos reactivos presentan carga negativa (el anién tiolato
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y el TAEDANS presentan una carga de -1). O, en caso de que el IAEDANS reaccione con una
metionina esta se encuentra en un ambiente con carga negativa. Por otro lado, puede aventurarse la
posibilidad de que la linearidad de la curva puede también ser resultado de apantallamiento de un
potencial negativo que rodea a los residuos de cisteina y/o metionina por los iones Mg*. Cualquier
reduccidn del potencial de superficie negativo por la adicion de sales reducira la repulsion entre el
inhibidor y el microambiente de la cisteina, el cual facilitrd Ia reaccion. Resultados similares se han
reportado con la ATPasa de N crassa, utilizando isotiocianato de fluoresceina como inhibidor (Pardo
y Slayman, 1988).

La reaccion de 1a H'ATPasa con el IAEDANS fue dependiente del pH. Contrario a la NEM,
una parte de la reaccion de la ATPasa reacciond con el IAEDANS por debajo de pH 7, lo que sugiere
la participacion de otros residuos ademas de las cisteinas (figura 3). A pH alto, los residuos de
cisteina reaccionaron con un pKa de 9.34+ 0.3, Este valor se parece al obtenido con la NEM, lo que
sugiere que ambos inhibidores reaccionan con residuos de cisteina que presentan el mismo grado de
accesibilidad o que se encuentran en un microambiente similar, aunque difieren en su
comportamiento frente al magnesio.,

Con respecto a la reactividad de otros grupos a bajo pH, debe recordarse que los agentes
alquilantes como el IAEDANS, que es un derivado fluorescente de la yodoacetamida, puede
reaccionar con otros aminodcidos como son fa metionina, la lisina o la histidina (Bell y Bell 1988;
Lundbald y Noyes 1984). La reaccion de yodoacetamida con lisina, ocurre a pH por arriba de 8.5,
mientras que la reaccidn con histidina y metionina ocurre a un pH por debajo de 7-7.5 (Bell y Bell
1988). Ailin mads, en contraste con la metionina, la reaccion de la yodoacetamida con las cisteinas,

histidinas y lisinas es funcion del pH, ya que solamente las formas desprotonadas de los residuos
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reaccionan con el inhibidor. El pH utilizado en este trabajo fué de 7.5, condicion que permite la
reaccién con cisteinas, histidinas y metioninas. Para las cisteinas, el pKa de la reaccion esta alrededor
de 9, como se indicé anteriormente, y la formacion del aducto se lleva a cabo con la forma
desprotonada de la cisteina (Gorin y cols, 1966). Sin embargo, la reaccidn de la metionina con el
yodoacetato o sus derivados, es independiente del pH y procede mas lentamente que la reaccidn con
cisteinas en condiciones alcalinas suaves (Gundlach y cols, 1959). Por lo tanto, es posible que la
inactivacion a pH dcido que se observaen la ATPasa de H* de K lactis corresponda a la reaccién del
IAEDANS con una metionina (Gundlach y cols, 1959).

Experimentos realizados con la ATPasa de H® de N crassa muestran que el JAEDANS
reacciona rapidamente con la C545 sin que haya pérdida de la actividad (Pardo y Slayman, 1989). Por
tanto, la inactivacion por el IAEDANS se adjudicé a una cisteina localizada en los segmentos
transmembranales, debido a que no se pudo obtener el péptido modificado. Sin embargo, los
resultados obtenidos con la ATPasa de K lactis sefialan que al menos una cisteina de la porciédn
citoplasmica, con un pKa de 9.3, reacciona con el reactivo (descartando a la C545 por carecer de
ella), y que otro residuo, posiblemente una metionina, reacciona con el IAEDANS produciendo
inactivacion. Esta metionina, en lugar de una cisteina del segmento transmembranal, podria ser la
causante de la inactivacién por IAEDANS en la ATPasa de N crassa, ya que en ese trabajo no se

realizd un estudio detallado del efecto del pH.

VI.4. Inhibicion de la ATPasa-MMTS por IAEDANS. Contrario a la reaccién con NEM,
la enzima modificada por MMTS se inhibidé por IAEDANS, siguiendo una cinética de reaccién

bimolecular con una constante de segundo orden de 4.7 M min"'. La menor reactividad de la
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ATPasa-MMTS contrasta con la reactividad de la ATPasa nativa, en la que se encuentran mas
residuos involucrados en la reaccion. Similar a la enzima nativa, el Mg-ADP protege muy poco (dato
no mostrado) y el Mg?* incrementa linealmente la constante de velocidad de inactivacion. Puesto que
las cisteinas de la ATPasa fueron bloqueadas por el MMTS, estos resultados sugieren que el
[AEDANS reacciona con un residuo diferente, que se encuentra alejado del sitio de unidén con el
nucleétido, y que el magnesio, al cambiar el potencial eléctrico descrito alrededor del residuo,
modifica su reactividad con el IAEDANS. Adicionalmente, la inhibicion realizada por el IAEDANS
sobre la ATPasa modificada con MMTS mostré muy poca dependencia del pH. Considerando lo
anteriormente citado sobre la reactividad de las metioninas frente a agentes alquilantes, es probab[e
que sea una metionina en lugar de una lisina o histidina la que reaccione con el IAEDANS. Puesto
que existen reportes de que este péptido no se eluye de una columna C-18 en una cromatografia de
alta presion de fase reversa, este residuo de metionina podria estar en cualquiera de los segmentos
hidrofilicos conectados a los segmentos hidrofébicos. Los residuos que cumplen con estas
caracteristicas son la met 105, 128, 346, 688, 758, y 791. Sin embargo, la identificacion directa de
los residuos de cisteina o metionina que reaccionan con el JAEDANS s6lo se obtendra por la
purificacion del péptido marcado y su secuenciacion. Para lograr esto, la estrategia consiste en
purificar los péptidos tripticos de la enzima nativa y desnaturalizada modificada con IAEDANS vy con
MMTS-IAEDANS. La secuencia de aminodcidos de los péptidos modificados indicaran el residuo

que reacciona con el IAEDANS. Estos experimentos se encuentran en vias de desarrollo.

En este trabajo hemos mostrado, a través de la modificacion quimica de los residuos de

cisteina, que existen diferencias entre la H*ATPasa de K lactis y la H*'ATPasa de N crassa. Esta
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diferencia en comportamiento frente a reactivos voluminosos para grupos SH, como lo son la NEM
y el IAEDANS, probablemente sea resultado de la presencia de la Cis221. Por otro lado, al igual que
con N crassa, las cisteinas presentes en la ATPasa de H® de K lactis no son esenciales para la
actividad, (Davenport y Slayman, 1988). La modificacion selectiva por MMTS de los grupos tioles
de la H+ATPasa de K lactis que resulta en una enzima insensible ala NEM pero sensible al
IAEDANS, permite sugerir que existe una metionina capaz de reaccionar con el IAEDANS,
posiblemente en una region hidrofilica, Este trabajo es una muestra de Ia utilidad de la modificacion
quimica para el estudio de la relacién estructura-funcién de las protefnas, ya que los resultados
descritos contribuyen al conocimiento de la reactividad de varias cisteinas de la ATPasa de H de K
lactis frente a reactivos especificos para sulfhidrilos, asi como a su probable localizacion dentro del
sitio para el ATP. Ademds la combinacion de reactivos para grupos SH con diferentes caracteristicas,

puede ser utilizada para otros residuos involucrados en la actividad o estructura de la enzima.

VL.8. Perspectivas. El estudio de la relacidn estructura-funcion de las P-ATPasas ha
avanzado atn en ausencia de la informacidn cristalografica sobre la estructura tridimensional de la
enzima. La perspectiva de estudio actual esta dirigida a identificar los dominios de la proteina que
ejercen funciones especificas, como son la interaccion con el sustrato, el transporte del protén a
través de la membrana y el acoplamiento entre la hidrélisis del ATP y el bombeo del ion hacia el
exterior de la célula. Las técnicas de DNA recombinante pueden ser empleadas para introducir
residuos de cisteinas nuevos en lugares pre-determinados en la proteina. Estos residuos pueden ser
utilizados como sitios para la formacidon de entrecruzamiento con reactivos bifuncionales de

longitudes conocidas, de tal forma que sea posible producir mapas de la topografia de la protefna.
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VII. CONCLUSIONES.

1. La interaccién de la ATPasa de H* de Kluyveromyces lactis sigue una cinética compleja frente

a los reactivos N-etilmaleimida e TAEDANS.

2. La ATPasa de H* de K lactis contiene al menos una cisteina cerca o dentro del sitio activo que
no es esencial para la actividad de la enzima. Las otras dos cisteinas que reaccionan con la NEM

estan lejos del sitio de union para el Mg-ADP.

3. La unién del Mg® a un stio de alta afinidad en la ATPasa de H* protege parcialmente a la

enzima. Probablemente, este sitio contenga una cisteina.

4. La ATPasa de H* de K lactis tiene un sitio de baja afinidad para cationes monovalentes. La
union del Na* o el K* a este sitio aumenta la inhibicion de la enzima por los reactivos especificos
para grupos SH, probablemente debido a un cambio conformacional que aumenta la accesibilidad

de los residuos de cisteina.

3. En la ATPasa de H* se detectd un residuo, probablemente metionina, que reacciona con el
IAEDANS. La modificacion de las cisteinas con MMTS permite analizar la cinética de la

reaccion de las metioninas con el IAEDANS.

6. La cisteina 221, presente en la ATPasa de H* de Kluyveromyces lactis y Saccharomyces
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as levaduras y la de Newrospora crassa al reaccionar con NEM
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VIII. ABREVIATURAS.

NEM : N-etilmaleimida, MMTS: metilmetano tiosulfonato. JAEDANS : icido N-yodoacetil-N'-
(sulfo-1-naftil) etilendiamino. ATP: adenosin trifosfato. ADP: Adenosin di fosfato. Hepes: N-2-
(hidroxietil)piperazina-N'-(dcido 2-etanosulfonico). Mes: acido 2-{N-Morfolino }etano sulfonico
PIPES: 4cido piperazina-N-N'-bis[2-etanosulfdnico]. EDTA: icido etilén diaminotetra acético, DOC:
desoxicolato de sodio. AMPSO: 4cido 3-(1,1-dimetil-2-hidroxietil) amino-2-hidroxipropen sulfénico.

PVDF difluoruro de polivinilideno (membranas).
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dihidroquinoleina; (FITC) Isotiocianato de fluoresceina

(NEM) N-etilmaleimida; (MMTS) Metilmetano tiosulfonato; (IAEDANS)
N-yodoacetil aminoetil-5-naftilamina-1 del Acido sulfénico; (NBD-
Cl) 4-cloro-7-nitrobenza-2-oxa-1,3 diazole; TNP-ATP: 2'(3')-
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I. Generalidades de las ATPasas.

Fno olta odlula, ol adeonosin-tritostato (AP) os ta torma de
cnergia quimica rdpidamente ntitizabrc: Ja sintesis o hidrolisis
del ATP debe sor oxquisitamente controlada por la edlula para
responder  a las demandas v suninlstros  deo cnerglia gque su
metabolismo v ol medio externo imponen (Pedersen y Caraloli, 1987).
El ATP se sintetiza en la glucdlisis v con la foglorilacidn
oxidativa, v se hidroliza en procesos como la sinkesis de proteinas
v Acidos nucleicos y la conbtraccidn muscular. Tambidn las ATPasas
membranales hidrolizan al ATP v acoplan la cnergia liberada con el
transporte activo de iones, vy crean gradientes idénicos que luego se
aprovechan para generar sefiales eléctricas o en el cotransporte de
nutrientes y otros iones (Figura 1),

Las ATPasas celulares catalizan dos grupos de reacciones: las
ATPasas tipo F sintetizan ATP durante la fosforilacidn oxidativa,
mientras que las ATPasas tipo P y las tipo V se encargan de acoplar
la hidrdlisis del ATP con procesos tan variados como el transporte
de iones y nutrientes, la relajacidén muscular, el reciclaje de
receptores, el almacenamiento de hormonas y la acidificacidn
gastrica.

II. Clasificacidén de las ATPasas.

Las ATPasas son enzimas de membrana que, de acuerdo a su
composicién proteica, localizacién celular y mecanismo de accidn,
se han dividido en tres grupos: las F-ATPasas (FW/F, O
mitocondriales), las V-ATPasas (vacuolares), y las P-ATPasas
(fosforilables) (Tabla I). Una de las herramientas que mas han
servido para caracterizar a las diferentes ATPasas, son los

inhibidores especificos de cada tipo de ATPasa (Tabla II).

IT.l1. Las [, F,ATPasas.

Las ATPasas I'F, o ATPasas tipo I se encuentran en bacterias,
cloroplastos y mitocondrias (Amzel v Pedersen, 1983), y consisten
de una parte soluble (F,) involucrada en la catédlisis (sintesis o

hidrdlisis del ATP) y una parte hidrofdbica (F,) encargada de la
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translocacidn do protoues (FMigura Jd-a) 0 b complejo 1F Liene ana
masa molecular deo aproximademente 450 kba  (Stigall v ocol, 1978),
La fraceidn soluble tienoe cinco tivos doe anbunidades: La alta
(3/F,, PM 50-60 kba), la beta (3/t PK H0-00) la gawmna L/, 30-36
kDa), la delta (1/F,, menos deo 20 kDha) v la epsilon (1/1, nenos de
20 kDa). La fraccidn membranal tiene tres tipos de proteinas: la
subunidad a (1/F)), la b (L/F) v la ¢ (10/F,)). La subunidad ¢ forma
parte del canal de protones y contiene ¢l aspartico o glutamico que
reacciona con la diciclohexilcarbodiimida (DCCD)' (Foster vy
Fillingame, 1979; Friedl y Schairer, 1979y,

Las F-ATPasas se inhiben con DCCD, oligomicina, venturicina
trietilestafio, cadmio, agentes mercuriales y dietilestano (DES) (Mc

Enery y Pedersen, 1986) (Tabla II),

ITI.2 Las V-ATPasas.

Las ATPasas de tipo V se encuentran en membranas de organclos
diferentes a la mitocondria o el reticulo endoplasmico (Anraku vy
col, 1989). Una de las funciones fisioldgicas mas importantes de
estas ATPasas es la acidificacidn del lumen de la vacuola, lo que
promueve la disociacidn del complejo ligando-receptor (Yamashiro y
col, 1983; Bowman y col, 1989; Anraku y col, 1989; Sze, 1985;
Rudnick, 1986).

Las ATPasas vacuolares se distinguen de las ATPasas P y I por
su insensibilidad a la azida de sodio y al vanadato (Bowman vy
Bowman, 1986), y su inhibicidn por concentraciones nanomolares del
antibidtico bafilomicina (Bowman y col, 1988a). Las ATPasas V
también son inhibidas por el DCCD, tributilina, 4-cloro-7-
nitrobenza-2-oxa-1,3diazol (NBDCl), dietil-estafio (DES), nitrato de
potasio (KNO;) y sulfocianuro de potasio (KSCN) (Rudnick, 1986).
Al igual que las ATPasas tipo F, las ATPasas vacuolares no forman
intermediarios fosforilados durante su ciclo de reaccidén y estén
compuestas de varias subunidades (Figura 2-B). Fs posible que las
funciones hidroliticas y de translocacidn del protdn residan en
diferentes cadenas polipeptidicas (Bowman y col, 1992; Forgac,

1989). ELl peso molecular de las V-ATPasas ha sido estimado entre
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J00 v 700 kKDa ocstan formedas o doa 1o subanidades (Fovgac,
1986; Bowman v o ocol, 1992 see 0 col, Iav2y. e Nocrassa se han
clonado tros genes que codltican paro suboanadades de ta VEATRasa:
vmal, que codifica para una subnnidad de 70 kbha (Bowman v <ol
1988bh), vmal, que codifica pora ana subunidad de 60 kDa (Bowman vy
col, 1988b)y v wvmald, que coditica para una subunidad do 16 kida

(Bowman vy col, 1992},

IT.3. Las P-ATPasas.

Las P-ATPasas son una ramilia do onzimas que transportan
cationes a través de la membrana ¢n un ciclo que incluye la
fosforilacidn de la enzima. Estan constituidas por un polipéptido
de 70 a 100 kDa que hidroliza al ATP y transporta al catidn. De
todas las P-ATPasas, la ATPasa de Ca* del reticulo sarcoplasmico
es la Unica que ha sido cristalizada, gracias a que se encuentra en
alta concentracidn en la membrana. Mediante microscopia electrdnica
v espectroscopia de difraccidén de rayos X (angulo amplio), se
detectd una regidn globular que sobresale del lado citopléasmico,
conectada a través de un tallo a la membrana (Inesi vy Asai, 1968;
Dupont y col, 1973; Herbette vy col 1985). Posteriormente,
utilizando difraccidén electrdnica de arreglos bidimensionales de
moléculas de ATPasa se determind que el dominio globular se
extiende 65 A por encima del plano de la membrana vy tiene una forma
de pera (65x40x50A); este dominio estd unido a la membrana por un
tallo de 16A de altura y 28BA de didmetro (Figura 2-C) (Stokes vy
Green, 1990).

Las P-ATPasas pueden funcionar como: i. mondmeros, como la
ATPasa de protones de K lactis v de S cerevisiae; 1ii.
homodimeros, como la ATPasa de protones de N crassa; o contener
unidades adicionales, como la ATPasa de Na'/K que tiene a la
subunidad beta de 55 kDa y la gamma de 11 kDa (Goffeau y Slayman,
1981; Scheiner-Bobis y Farley, 1994) ., Estas subunidades adicionales
de la ATPasa de Na' /K' parecen interactuar con el citoesqueleto y/o
regular la actividad de la enzima (Scheiner-Bobis v Parley, 1994).

Las P-ATPasas provienen de fuentes tan variadas como la
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membrana plasmatica do mamiteros, incluyendo Tas ATPasas doe Na /K.
vode Ca’ . del reticulo 5&.11:‘(3();»5.(3:-smir.:u o mami foros, gque incluye olbra
ATPasa de Ca ' ; de membrana plaswitica do levadaras 4 plantas
superiorves, donde  hay una AlPasa  de protones v de Taenbes
cspecializadas como la membrana plasmitica de las cdlulas de la
mucosa gastrica, que tiene a la ATPasa de /K. La P-ATPasa mas
sencilla que se conoce es la ATPasa de K' de bacterias que pesa 75
kDa e interviene en la captacidn de polasio por la célula (Herruer
y col 1984). Recientemente han sido descritas las ATPasas de Mg™
y Cu’” de Salmonela tiphymurium vy Enteroccocus hirae (Smith y col,
1993; Odermatt y col, 1993).

Las P-ATPasas presentan dos estados conformacionales (Bl y 122)
durante su ciclo de reaccidn (Dupont, 1976) v forman un
intermediario fosforilado con el fosfato gama del ATP (Nishigaki vy
col, 1974; Dame vy Scarborough, 1981). El ortovanadato es un
andlogo del estado de transicidén del fosfato (Goffeau y Slayman,
1981); por lo tanto, el VO, sustituye al fosfato y se une a la
enzima con gran afinidad por lo que ésta queda inhibida. En
contraste, el vanadato no inhibe a las V-ATPasas o a las F-ATPasas
(Tabla II). Cerca de 17 P-ATPasas han sido secuenciadas y al
alinearse se observa un patrdén estructural similar (Wach y col,
1992). Esto sugiere que estas enzimas comparten un mecanismo comin,
ain cuando transporten iones distintos. Ademds, la presencia de
homologia en la secuencia de todas ellas indica que surgieron de un
ancestro comin (Serrano, 1989).

III. La H'ATPasa de la membrana plasmiatica de hongos y

levaduras.

La ATPasa de protones de la membrana plasmética (H'ATPasa) es
una P-ATPasa que ha sido descrita en varios tipos de hongos:
Neurospora crassa (Bowman y Slayman, 1977; Scarborough, 1977),
Schizosaccharomyces pombe (Delhez vy col, 1977), Saccharomyces
cerevisae (Pefla y col, 1972; Ahlers y col, 1978; Peters y Borst-
Pawels, 1979; Serrano, 1978), Candida tropicalis (Blasco vy col,

1981), Candida albicans (Hubbard v col, 1986), Dictyostelium
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discoldowm (Mobonald y Weeks Podd s Pogge- von SUrandaann v col,
1984y v Nilurvoromyoes Jactis (Hivewda v col, L19d9%)y., La membrana
-

plasmatica es rica en actividad de ATPasa (-8 puno b omin g prot

voesta enczima consbtituye del 7 al 10% de la protoina total de la

[nan 3

membrana e hidroliza el 25% del ATP producico por la mitocondria
(Goffeau y Slayvman, 1981; Nakamoto vy col, 1989). 5La HATPasa
expulsa activamente protones de la célula, y gencra un gradiente de
potencial electroquimico de prolones que suministra la energia para
la captacidn de iones inorganicos, aminocdcidos y awtcares disucltos
en el medio externo (Goffeau y Slayman, 1981),

La HATPasa de la membrana plasmatica es sensible a
concentraciones micromolares de vanadato, pero no se alecta por
azida u oligomicina, gque son inhibidores de la FP-ATPasa, o por
nitrato, que inhibe a las V-ATPasas (Blasco y col, 1981; Bowman vy
col, 1978). Por otro lado, la inhibicidn por vanadato no es (nica
para la H ATPasa, pues también existen fosfatasas sensibles a
vanadato capaces de hidrolizar al ATP (Bowman y Bowman, 1982).

Otras caracteristicas importantes de la H'ATPasa, son su alta
Km para el sustrato (MgATP), un pH déptimo acido (5-6.7), y una
relativa insensibilidad a sales monovalentes. Los valores de Km de
las H'ATPasas oscilan entre 0.8-4.8 mM MgATP (Borst-Pawels vy
Peters, 1981; Hubbard v col, 1985; Bowman y Slayman, 1977). La
concentracién de ATP en el citoplasma de los hongos es de 3 mM
(Chanson y col, 1984) por lo que la Km elevada de la ATPasa permite

su reqgulacidn por el ATP citosdlico.

III.1. Fisiologia de la H'ATPasa de la membrana plasmatica de
levaduras y hongos.

La principal funcidén de la H'ATPasa es generar un gradiente
electroquimico de protones a través de la membrana plasmatica. En
N. crassa se determindé que sc mantiene un potencial eléctrico de
200 mV negativo en el interior, y un gradiente de pH de cerca de
1.5 unidades (&cido en el exterior) (Slayman y col, 1973; Grandmann
y col, 1978). El componente eléctrico v el de pH mantienen una

relacién inversa: a menor ApH, mayor potencial eléctrico vy
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cicoversa.,  la o buora Pr‘utf)la-mut Pl total eos oot oatiad g 30 vV
(Ganders 0 Slayman, 19820) y pcde sawministrar b cnerg i pata
transportar aciivamente diversos oub ricentos o dones (SOancders oy
Slayman, 1982).

Pl caracter coloctrogénico de la HATPasa sce ha ostudiado
mediante la incorporacidn de la proteina a Liposomas, Yd sca por
medio de dialisis o modiante congelamionto-descongelamionts (Dufour
v col, 1982). Los cambios do pl so midieron con elecltrodos o por
apagamiento de la fluorescencia dol colorante 9-amino-6-cloro-2-
metoxiacridina (ACMA). Los resultados demnostraron que la H ATPasa
reconstituida se comporta como una bomba de protones electrogénica
(Scarborough v Addison, 1984). #n  auscencia de un potencial
eléctrico (eliminado por la adicidn de aniones permeantes), el
interior de las vesiculas reconstituidas se acidifica v se genera
un ApH de 3.5 unidades (Dufour y Tsong, 1981). En proteoliposomas
enriquecidos con H'ATPasa y usando anaranjado de acridina y oxonol
V para medir la generacidn de ApH y Ay durante la hidrdlisis del
MgATP, se encontrd que el ApH es maximo en presencia de aniones
permeantes (SCN°, NO, ,Cl°, 80, , MES), mientras que el AY es maximo
en ausencia de tales iones; esto estd de acuerdo con estudios

electrofisioldgicos realizados in vivo (Perlin y col, 1984).

IITI.2. Regulacidén de la H ATPasa de la membrana plasmatica.

La produccidn y la acltividad de la H'ATPasa son reguladas
durante el ciclo celular. En levaduras, conforme la célula se
acerca al final de la fase exponencial de la curva de crecimiento,
la actividad y la concentracidn de la H'ATPasa disminuyen. Después,
en la fase estacionaria, la actividad de la H'ATPasa regresa a su
nivel original (Goffeau y Slayman, 1981).

Se conocen dos factores que activan a la HATPasa de
levadura: la glucosa y la acidez del medio (Serrano, 1983; Eraso y
Gancedo, 1987); en contraste, ¢l etanol no tiene efectos (Serrano,
1983; Schyrova y Kotyk, 1985). En levaduras ayunadas la glucosa
activa rapidamente a la H'ATPasa, v el cfecto se elimina al quitar

la glucosa del medio. Esta activacidn se ovita con yodoacetato

3]

‘I:‘ o ‘:‘ ‘ i Yy Wely Wi ;) N Yoy Y]
. ‘ ' 4 s - .‘“ X ) [} - ;‘ PR
TN R | P : L PN "o 4%
f‘"k $ 3 R &= ’ [ I T 'Y {
g T T T \ s W feey ﬁ\u’ ¥ [T PR, i ]



-

Sorvano,  1983).,  La  activacion probabloemente ocurre  por da
interaccidn de algin componente qgoerncrado por Lo glucosa con ol
axtromo caorboxilo terminal doe o AlPosa (Braso oy Portitlo, 1990y,
ésto ha sido apovado porque cuando ocurro una mutacidn oen ol
axwtremo carboxilo terminal de la ATPasa (SOLIA/1T912A), las células
pierden la habilidad de crecer cia glucosa ;y la ATPasa ya no se
activa por este monosacarido (Fraso vy Portillo, 1994),

Por otro lado, la presencia de glucosa en ¢l medio incrementa
considerablemente la sintesis de la HATPasa, ain cuando las
caracteristicas cindéticas de la enzima no cambian (Rao vy col, 1993)
(Figura 3). Estos experimentos muestran que la glucosa regula la
transcripcidn del gene PMAL. Adicionalmente, la cxpresidn del gene
PMALl depende del estado metabdlico de la célula, ya que la cantidad
de ATPasa es proporcional a la velocidad de crecimiento en
diferentes fuentes de carbono (Sychrova y Kotyk, 1985).

Se ha descrito que las secuencias UASLl,,, y UAS2,,.,. Ss€
requieren para la expresidn de PMAL (Capleaux y col, 1989). Estas
dos regiones son homdlogas a UAS,., una secuencia concenso gue
controla la expresidn coordinada de los genes de proteinas
ribosomales. La transcripcidn de estos genes parece regularse a
través de la glucosa por un factor llamado TUF/RAP1/GRF1. [En el
caso de la ATPasa, este factor de transcripcidn, probablemente se
une fuertemente a UAS1l y UAS2 del PMALl (Herruer vy col, 1987;
Capieaux y col, 1989; Diffley, 1992) controlando el crecimiento
(traduccidén y transcripecidn), la glicdlisis y la diferenciacidn
celular.

Probablemente, la. glucosa genera seflales que afectan la
transcripcidn de varios genes que a su vez regulan la expresidn de
la ATPasa. Uno de estos genes es el APAL, cuya remocidn ocasiona un
defecto en la modulacidn que la glucosa ejerce sobre la expresidn
de PMAl, pero no tiene efectos notables sobre la expresidon de genes
regulados por TUF (CGarcia-Arranz vy col, 1994)

IITI.3. Estequiometria de la bomba de protones.

La relacidn cinética entre la velocidad de transporte de H' v
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Lo oot vaciot ode o sastrabos o b e ido dn vl on N crassa. baa
corrionte de Hose o midid o oditeroenteos valoros e pH o interno, tos
cuales so obltuvieron  al medic Do dictribucion doeoun deida dobid,
ol dcido butirico (Blatt v Slayman, 14983 Y. La corviente de ba bombia
aumenta con la concentracion de protones on ol citoplasma, con una
cinética de primer orden (Sandevs v Slayman, 1982; Slavman vy
suckier, 1989). AL trabajar con vesiculas de N crassa se observd
que la estequiometria del protdn translocado por ATP hidrolizado es
da 0,96 (Perlin v col, 1984). Valores similares fucron obtenidos
con vesiculas provenientes de levaduras (Malpartida vy Serrano,
1981).

En la HATPasa de levadura, so observd que el sitio de unidn
para los protones no acepta deuteriones. Por otro lado, la
capacidad hidrolitica de la enzima sc ve poco afectada, va que la
velocidad de liberacidn del Pi es similar en presencia de H,0 o de
D,0 (Kotyk y col, 1990). Estos resultados indican quo la hidrdlisis

del ATP y el transporte del protdn se pueden desacoplar.

IITZ.4. Ciclo de reaccidn.

Como todas las P-ATPasas, las HATPasas alternan entre dos
estados conformacionales durante su ciclo catalitico v forman un
intermediario fosforilado (Figura 4). Para comprender el mecanismo
de accidn de estas enzimas se requiere dilucidar el mecanismo por
medio del cual se acoplan la hidrdlisis del ATP v la translocacidn
del ion. A continuacidén se describen los pasos mas importantes del
ciclo catalitico,

III.4.i. Primer paso: unidn ATP/enzima.

Inicialmente se unen el protdn, el Mg y el ATP al sitio activo
de la ATPasa, cuando ésta se encuentra en la forma I,. El andlisis
cinético ha revelado dos tipos de comportamicnto: on K lactis, S
pombe y S cerevisiac, la velocidad de formacidn del producto (Pi)
y la concentracidén de MgaADP es una funcidn hiperbdlica que no
muestra cooperatividad. En contraste, en N crassa la velocidad de

hidrélisis es una funcidn sigmoide de la concentracidn de Mg-ATP,
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con ouna Koo de Lomlbyoun o covlbicionte de il corcano a (Bowman vy

e
col, 1981y, Por esto, se ha considorado que esta envimnag presenta un
cstado tenso (T) v oun estado relajado (RYy, oste Gltima con mayor
afinidad para ol sustrato. La cooperatividad on cstos ATPasas ha
sido interpretada de la siguiente manera:

a)y La enzima posce dos o mas sitios cataliticos gue
interactian cooperativamente (Bowman, 1983b).

b) La enzima puedo cxistiv ch maltiples estados
conformacionales que catalizan la hidrdlisis del Mg-ATP por vias
paralelas (Kholand y Hammes, 1986).

c) La enzima presenta varios estados conformaciconales con
diferentes afinidades para ¢l ATP-Hg durante ¢l ciclo catalitico
(Teruel y c¢ol, 1987),

d) La unidn del Mg* (como parte del sustrato), a la enzima
monomérica ocurre sobre dos sitios de fijacidn con diferente
afinidad, lo que produce cambios en las propiedades de la enzima.
Cuando el magnesio se une al sitio de alta afinidad (Kd=1-20 umy,
la ATPasa se activa, y se inhibe cuando el magnesio occupa el sitio
de baja afinidad (Kd=0.4-3.5mM) (Ahlers y col, 1978; Amory y col,
1982; Hubbard y col, 1985; Kholand y Hammes, 1986; Guerra y col,
1995). Esto puede resultar en valores del coeficiente de Hill por
encima de 1.6 (Brooker y Slayman, 1983b) que son interpretados como
cooperatividad.,

La interaccidén de la H'ATPasa de N crassa con vanadato apoya
el primer modelo. En una estructura dimérica, la estabilizacidn de
la forma relajada por un inhibidor debe estimular la actividad a
bajas concentraciones e inhibirla a altas concentracines, con una
disminucidén en el coeficiente de Hill (Cantor y Schimmel 1980).
Esto mismo sucede cuando la H'ATPasa se inhibe con vanadato,
disminuyendo el coeficiente de Hill a 1.04 (Bowman, 1983a).
Adicionalmente, los estudios de inactivacién de la H'ATPasa por
radiaciones de alta energia apoyan la idea de un modelo oligomérico
para la enzima. El peso molecular encontrado en este estudio fué de
230 kDa (Bowman y col, 1985) lo que sugiere que la HATPasa se

encuentra asociada en dimeros en la membrana plasmadtica. En
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contrvaposiclion a estos resultados,  so hia domnost vado que ol
nondmero do HATPasa cataliza ol trancpoitoe de 1 on proteoliposomnas
(Goormahtigh v <col, 1986). bs probable que aya cnedmas,  como o ba
HATPasa de N crassa que Lorman Jdimeros v muestran cooporat ividad
en su actividad (Bowman y col, 1Y83a; Brooker v Slayvman, 1983b) v
por otro lado, otras HATPasas, como la de Kluyveromyces lactis vy
la de Saccharomvcees cerevisiae, que son monoméricas, lo cual se
refleja en su cindética hiperbdlica de actividad (Guerra y cols,
1995) .

Con respecto al ndmero de sitios para el MgATP en la cenzima,
se ha encontrado un solo sitio utilizando andlogos del Mg-ATP cono
lo es el Terbio-Formicintrifosfalto (Tb-FTP) o compuestos de
fotoafinidad como el 2-azido ATP (Ronjabt 7y col, 1987; Davies vy col,
1990) ., El Th-FTP se une a la enzima con gran afinidad con una Kd=
1 uM (Ronjat y col, 1987). Un inconveniente es la insolubilidad de
estos reactivos a concentraciones milimolares, lo que dificulta la

determinacidén de un probable sitio de baja afinidad.

I1I.4.ii. Segundo paso: fosforilacidn de la H'ATPasa.

Una vez que la enzima tiene al H vy al Mg-ATP en sus sitios de
fijacidn, ésta se fosforila en un residuo de aspartico (D378) vy
libera al ADP. Con *P se ha detectado un [J-aspartil fosfato
esencial para la funcidén (Dame vy Scarborough, 1981; Amory y col,
1980; Foury y col, 1981l): cuando el aspartato que se fosforila se
sustituye por treonina en la H'-ATPasa de levadura o en la Ca®
ATPasa de reticulo sarcoplésmico, se inactiva el transporte del ion

(Portillo y Serrano, 1988; Murayama y Mc Lennan, 1988).

ITII.4.1iii. Tercer paso: transicidén de E, a E,.

En ausencia de ATP, la H'ATPasa se encuentra en la forma E,,
mientras que la proporcidn de la conformacidén E, aumenta durante la
hidrdlisis del ATP (Amory y col, 1982). El cambio entre la forma
E; v la E, se detecta por la diferente sensibilidad a proteasas.
En la conformacién E,, la tripsina corta cerca del extremo N-

terminal (lis-24, 1lis-36, vy arg-73) produciendo un péptido de
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G1,000 Da (Addisan sy scarborough, Juso: brookev oy Shopaan, P9850y
Mandala v o Slayvmen, 19U8). v 1o contformaciaon o (con vanadata oy
Mg -y, el extromo anino tovminal  se haoe menas accesible a o la
tripsina, miontras que ol cxtremo C-Loerminal gse oxpone, rovelando
un o nnevo  sitio de rompimionto on la BE900;  ademias, on estas
condicioncs se obsorva mayor alinidad a anticuerpos especificos

para el oxtremo C-lterminal (Mandala v Slayman, 1988).

IIT.4.iv. Cuarto paso: liberacidn del proldn.

El protdn que se une a la forma E, en la superficie interna
de la membrana (H E,~P), es liberado por la forma E, (H E,-P) hacia
el exterior. EBEstudios sobre ol gradiente de pH, a través de la
membrana plasmatica de N crassa, muestran diferentes valores de pKa
para el protdén en ambas superficics (Sanders vy col, 1981). Los
valores obtenidos fueron un pKa= 5.441 en el lado intracelular
(pH=7.2), y un pKa= 2.9 en el lado extracelular (pH=5.0). De estos
datos se concluve que, en condiciones de reposo, el sitio de unidn
se encuentra libre de protones en ambas superficies, y se protona
s6lo al presentarse un cambio de pH en el lado citoplasmico
(Sanders y col, 1981).

La transferencia de carga a través de la membrana es
dependiente de voltaje y se asocia con la transicidén E1~P a E2-P
(Slayman y 2Zuckier, 1989), La fosforilacidén de la enzima en el
sitio activo la convierte en la forma energizada que le permite
adoptar una conformacidn diferente para el transporte del protdn.
En N. crassa esto ccurre a una velocidad de recambio de 3,000 a
30,000 seg™' (Slayman y Zuckier, 1989) y para §. pombe de 9,200 sec
(Amory y col, 1982), Estas velocidades son mas grandes que las
encontradas para las ATPasas de mamiferos (la Na'/K'-ATPasa y la
Ca® -ATPasa) cuyos valores se encuentran por debajo de 300 seq’
(Chapman y col, 1983). Estos valores posiblemente indiquen que,
dependiendo de cada especie, hay diferencias en el mecanismo de
transporte del ion o protdn.

IIT.4.v. Quinto paso catalitico: hidrdlisis de la unidn B,-p.

s
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L Gltimo paso del ciclo catalitico do la WATPasa consiste
on la derosiorilacidn de la onsima, mediante la hidrdlisis ded
cnlace ontre ol aspartato v ool fosfato, v retorno o la forma b
para poder iniciar un nuevo claolo. La conformacion i, ha sido
estudiada con vanadato, que es un andlogo dol esbado de fransicion

del fosfato, que mantiene a la enzima "congelada” en la forma [VO,.

IV. Purificacién y estructura de la H'ATPasa.

La HATPasa de la membrana plagsmatica ha sido purificada de N
crassa, S cerevisiae y S pombe (Bowman v col, 1981; Malpartida vy
Serrano 1981; Kholand y Hammes, 1986; Dufour y Goffeau, 1978). Los
nétodos de purificacidén involucran la solubilizacidn d¢  las
membranas plasmaticas por detergentes (lisolectina o desoxicolato
de sodio) y purificacidn de la ATPasa por centrifugacidn en
gradiente de sacarosa o glicerol. Las preparaciones mas aclbivas
tienen actividades especificas entre 23 vy 35 pumolesemin 'emg prot™
(Smith y Scarborough, 1984; DbDufour y Goffeau, 1978). En casos
aislados, la actividad reportada ha sido hasta de 98 umoles'min 'mg
prot™? (Bowman y col, 1981).

IV.1l Estructura primaria de la H'ATPasa.

La "H'ATPasa purificada estd compuesta de una sola cadena
polipeptidica con un peso molecular promedio de 100,000 Da (Addison
y Scarborough, 1981; Bowman y col, 1981; Dufour y Goffeau, 1978;
Malpartida y Serrano, 1981). No hay evidencias de que la enzima
contenga carbohidratos o polipéptidos de bajo peso molecular
asociados (Vai vy Popolo, 1986), como ocurre en el caso de las
ATPasas de Na /K’ (Scarborough y Addison, 1984; Serrano y col,
1991).

La estructura primaria de las H'ATPasas de diferentes
hongos ha sido obtenida por técnicas de biologia molecular (Serrano
y col, 1986; Hager y col, 1986; Wach vy col, 1992). Los anticuerpos
policlonales dirigidos contra la H'ATPasa de N crassa o de §
cerevisiae muestran una fuerte reaccidn cruzada con la enzima de S

pombe (Vai y Popolo, 1986). Cuando los anticuerpos contra las
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HalPasas de Los hongos so hacen roacoionats con bas HATPasas doe
plantas, genervalmento se obsersa nna ceaccion debi b Cdusmsmean, 1981

Surawry o Sussman, L980) .

IV.2. Modolo topoldgico de la H ATPasa.

La HATPasa de hongos vy o levaduras  posec  una  porcion
hidrofdbica insertada en la membrana plasmdlica, Yy una gran
porcidn hidrofilica citoplasmica (Nakamoto y Slayman, 1989). En N
crassa y S cerevisiae, el polipdiptido atravicza la membrana
plasmatica ocho o diez veces, con pocos residucs expuestos en la
superficie externa (Figura 5). Las sccuencias de los segmentos que
atraviezan la membrana de dicz ovganismos distintos han sido
alineadas vy comparadas entre si (Nakamoto y col, 1989). Bl segmento
I transmembranal contiene ¢l glutamato-129, al que se le ha
adjudicado un papel funcional en la ruta por donde pasa el protdn
a través de la membrana (Tabla III). Sin embargo, la participacidn
del glutamico se encuentra en duda debido a que su reemplazo a
glicina por mutacidén dirigida (Inciso V.3), no modifica 1la
actividad (Serrano vy col, 1991; Rao y Slayman, 1992).

La mayor parte de la cadena polipeptidica se encuentra en el
citosol, y contiene varios fragmentos importantes: el extremo amino
terminal (formado por 115 residuos) vy dos asas, una de 130
aminodcidos vy otra de 300 residuos (Ghislain y col, 1987). El asa
de 300 residuos contiene el sitio de fosforilacidén, por lo que se
piensa que estd involucrada en la unidén e hidrdlisis del ATP (Tabla
IV). Este segmento corresponde a la reqgidn mas conservada entre las
P-ATPasas,

La posicidén de los extremos amino y carboxilo terminal han
sido definidas (Nakamoto y col, 1989; Rao y col, 1991). Tanto en N
crassa como en S cerevisiae los extremos amino y carboxilo terminal
se encuentran en el lado citopléasmico de la membrana (Mandala vy

Slayman, 1988; Hennessey y Scarborough, 1990).

IV.3. Aspectos Genéticos de la II'ATPasa.

Ulaszewskl y col (1983) aislaron una mutante aldlica de S.
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coreovisiace que presentaba resistoncia al fungioida Dhio=-9 v mostbirabn
cambios cnal ftat ivos on la ot ividad de la 1 AThasa, Al goene se e
donomind pmal v oso eonconbrd on Noorassa, Sopombe S0 corevisiace,
Se ha comprobado que el gene pmal cs cscencial para la oélula
(serrano v col, 1986)., Adicionalmente, so ha descerito ol gone pmal
on 5. corcovisiae v se ha propucesto que tambidn codifica para una
ATPasa de memnbrana con 947 residuos. BEn condiciones fisioldgicas,
no se han er'u':(,m‘t;rado‘product;osz de ewpresidn de este gqene (Goffeau
v col, 1991), sin embargo, cuando se elimina pmal ge cxpresa pmal
(Supply v col, 1993a). La ATPasa codificada por pma2 apoya las
funciones celulares al igual que la ATPasa del pmal (Supply vy col,
1993b) .EL gene pmal de S, cerevisiace mapea en el cromosoma VIL, muy
cerca de leul (Ulazewski v col, 1987h), el pmal de 5. pombe mapea
en el cromosoma I (Ulaszewski, 1986) v el de N. crassa en el brazo
izquierdo del cromosoma 1 (Hager v col, 1986).

El gene pmal ha sido clonado mediante inmunoseleccidn de una
genoteca de expresioén (Serrano y col, 1986; Hager y col, 1986;
Addison, 1986). El gene pmal de S. pombe fue aislado por
hibridizacidn con el gene de S§. cerevisiae (Ghislain y col, 1987).
El gene de N. crassa contiene cuatro intrones, mientras que el de

S. cerevisiae no contiene ninguno. Este gene presenta un alto grado

"de similitud en ambas especies (74%). En N.crassa, S.cerevisiae y

S. pombe, pmal codifica para proteinas con 920, 918 y 919 residuos
de aminoacidos respectivamente. La H' ATPasa de N. crassa (920 aa)
tiene un peso molecular de 99,886 Da, lo que concuerda con el peso
molecular estimado por electroforesis en gel de poliacrilamida
(100,000 Da) (Goffeau y Slayman, 1981).

En N crassa, la HATPasa se sintetiza en el reticulo
endoplédsmico rugoso y las modificaciones postranscripcionales son
minimas: ruptura de la metionina del amino terminal y acetilacidn
de la segunda alanina (Aaronson y col, 1988). Esto implica que no
se requiere de una secuencia lider, sino de sefiales internas en la
secuencia, para su incorporacidén a la membrana. Inyectando RNAm
truncado a ovocitos de Xenopus levi se ha determinado que las

primeras asas que cruzan la membrana podrian funcionar como sefiales
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internas para la insercion (Money v ooon ., 1a8u) .,

V. Estudios de la relacidn estructura-funcidn de la HAlPasa

de hongos y levaduras.

Pava cxplicar el mecarismo do accidn de la HWATPasa,  soe
requiaere conocver la localizacion vy la composicion del sitio de
unidén para el ATP, el camino que sigue el protdn para cruzar la
membrana y el mecanismo de acoplamiento entre ambos procesos. Para
definir la relacidn espacial centroe diferentes aminodcidos
funcionalmente esenciales mediante ditfraccidn de ravyos %, se
requiere de cristales puros de la enzima. Esto ha sido posible con
diversas proteinas solubles, pero solamnente unas cuantas enzimas de
membrana han sido cristalizadas: la porina de la membrana externa
de E coli (Garavito y Rosenbusch, 1986), la bacteriorodopsina
(Henderson vy col, 1990), ¢l complejo de proteinas del centro de
reaccidn de Rhodopseudomona viridis (Deisenhofer v col 1984) y
recientemente, la ATPasa mitocondrial (Abrahams y cols, 1994,

La modificacidn quimica especifica de diversos aminoacidos se
ha utilizado para analizar el mecanismo de catalisis en la ATPasa
de protones de los hongos (Tabla V). Estos estudios han sido
complementados con estudios de mutagénesis dirigida, cambiando
aminoédcidos considerados como importantes para la funcidn de la
enzima y analizando las modificaciones en diversas actividades. Aln
cuando estos estudios no dan una idea exacta de la estructura
tridimensional de la proteina, si indican qué aminoacidos
participan en una misma funcidn y por lo tanto interact@an entre si
en la enzima nativa,

A continuacidn se analiza la informacidn sobre los aminodcidos
identificados como importantes para la actividad de las H'ATPasas
de los hongos. Los hemos agrupado de acuerdo a sn funcidn en la
enzima, como por ejemplo: la fosforilacidn de la enzima, la unidn
con el ATP o la activacidédn por glucosa. Se discute la posibilidad
de que existan dominios esgpecializados en cada uno de los pasos

cataliticos o en otras funciones como el control de la actividad.



V.l., Silio de tosforilacion v doefostorilacion.

Como parte  de osu ciclo de reacoion,  la NibPasa s daebe
fosforilarse v defosforilarsce. Una heopamienta UL para el estadio
de la fosforilacidn es el vanadato, quo pucde uniise ol sitio de
fosforilacion establemente, inhibicundo a la ongima.

se ha observado que la sensibilbidad de la cnzima al vanadato
disminuye cuando se producen las siguicntes nmtaciones (Figura 0):
T231G (Portillo v Serrano, 1989), K2507 (GCoffeau y deMeis, 1990),
G268D (Ulaszewski y col, 1986; 1987a; CGhislain y col, 1987; Golfeau
v de Meis, 1990), S368F (Perlin y col, 1989), A608T (Ulaszewsky vy
col, 1983), P640L (Mc Cusker y col, 1987) y parcialmente C376L
(Portillo y Serrano, 1989). Todos estos aminodcidos se encuentran
en las asas citoplasmicas mIiI-wlII v mIv-nV. Por otro lado, en el
asa miv-mv las mutaciones D3I78E/N, K3790 confieren
hipersensibilidad al vanadato. D378 es el residuo que se une
covalentemente al fosfato en la enzima nativa (Portillo y Serrano,
1989) .

En el ciclo enzimatico se forma un intermediario E,P al
hidrolizarse el ATP, Las mutaciones que inhiben la formacidén de
este intermediario son: D226N, D634N y D730N, éste dltimo de
localizacidn intramembranal (mVI)., Puesto que todos estos
aminodcidos son acidicos, se ha propuesto qgue forman un
microambiente acido que favorece la hidrdlisis del ATP y por lo
tanto deben estar muy préximos entre si (Serrano y Portillo, 1990).
Por otro lado, E2330Q0 resulta en un aumento de la formacién del
intermediario fosforilado de la enzima.

En resumen, el sitio de unidén del fosfato a la enzima se
encuentra en las dos primeras asas citoplasmicas mII-mIII v mIV-mV.
Las mutaciones que modifican la afinidad por el anidn sugieren que
hay una geometria especifica que vale la pena explorar v que debe
albergar la estructura del vanadato o del fosfato en estado de
transicidn (Bowman y Slayman, 1979).

Por otro 1lado, las reacciones de fosforilacidén vy
desfosforilacidén de la enzima requieren de aminodcidos cargados,

principalmente negativamente, que estan distribuldos on estas dos
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asas 7 probabloement o muy prosines con b ospacio pata proveer ol

ambionte nocosario para La Lidardtisis,

V.2. Sitio de fijacidn para ol AT,

Hay diferventes modificacioneos de la HHWATPasa que llevan
cambios en la interaccion con ol ApP o ol AP (Portillo vy Serrano,
1989) (Figura 7): La interaccidn con ¢l fosfato gamma del ATP so
modifica cuando se mutan D378 (Portillo v Serrano, 1988), K474 vy
D634 (Portillo y Serrano, 198Y9). Los residuos importantes para la
interaccidén de la adenina con la enzima son D534, D560, D638
(Portillo v Serrano, 1988), A547 (Cid vy Serrano, 1988) y A6GOB
(Ulaszewsky v col 1983; van Dyck y col, 1990). La mutacidn A6Q8T
aumenta la Km para el ATP vy confiere resistencia al vanadato (ver
inciso V.1). Por 0ltimo, D5340Q, D5S560N vy D638N modifican la
especificidad de la ATPasa para los nucledtidos v son letales para
la célula (Portillo y Serrano, 1988).

El sitio de unidén al nucledtido también ha sido estudiado
evaluando la proteccidn ejercida por el ATP y el ADP contra la
modificaciédn de aminoacidos por reactivos especificos. Por ejemplo,
la NEM, que reacciona con cisteinas (Tabla V), inhibe a la H ATPasa
de N crassa (Brooker y Slayman, 1982), pero el MgATP (sustrato) o
el MgADP (inhibidor competitivo) probtegen a la enzima contra la
NEM., La proteccidn por sustrato indica que al menos una cisteina de
la H'ATPasa se encuentra en o cerca del sitio activo de la enzima,
Con 'C-NEM se determindé que hay dos cisteinas marcadas (C545 vy
C532) (Brooker y Slayman, 1983a). C545 reacciona rapidamente con
NEM sin pérdida de la actividad y no se protege por MgADP. C532
reacciona mas lentamente con NEM, lo que resulta en inhibicidn de
la ATPasa y su modificacidén puede ser evitada por la presencia de
MgADP: por lo tanto, se sugirid que C532 estada en o cerca del sitio
activo y C545 no. Otro dato interesante, es que la reaccidn de
estas cisteinas con un reactivo menos voluminoso, el metilmetano
tiosulfonato (MMTS), no inactiva a la ATPasa, lo que indica que
estas cisteinas no son esenciales para la actividad, vy que la

J
inactivacidén por NEM debe resultar de un impedimento estérico on el
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sitio activo (Davenporbt v Stavicin, 1ossg; Pardo v Slayinal, 19489) .,

I la HATPasa do N Jactis hay tres Clg react fvas a la VC-NEM;
una masg que on N oerassa. bn K loct s, a diferencia de a AT Pasa
de N crassa, la protecciomn por HgADbP os parcial (Guerra vy col,
1995), lo queo gugierce que ol MgaDP no proteqge a  una de las Cis
importantes para la funcidn. (Guerra vy col, 1995; Davenport vy
Slayman, 1988; Pardo y Slayman, 1989). Esta conclusidn es apoyada
por la secuencia de aminodcidos de la cnzima de K Jaclis (Miranda
v col, 1995) en que se detecta un contenido y una digtribucion de
las cisteinas diferente a la de N crassa.

La mutacidn K474G/R/H resulta en una enzima con actividad
especifica muy baja (Portillo vy Serrano, 1989) (ver este inciso
V.2, primer parrafo). La importancia de este aminodcido se
corrobordé al observar que el isotiocianato de fluoresceina (FITC,
Tabla V) reacciond con Kda7i producicendo una inactivacidn
irreversible de la enzima (Pardo y Slavman, 1988). El MgADP protege
parcialmente contra la inhibicidn por FITC, lo cual sugiere que la
enzima tiehe dos sitios de fijacidn para el FITC que resultan en
inhibicidén; uno que se protege con MgADP (K474) vy otro (no
determinado) cuya reactividad no se altera en presencia del
nucledtido (Pardo y Slayman, 1988; Bowman vy col, 1978).

El fenilglioxal  y la 2-butanodiona, que reaccionan con
argininas, inactivan a la H'ATPasa de N crassa en una reaccidn que
se 1inhibe con MgADP (Kasher, 1986). Se ha sugerido que la(s)
arginina(s) se hace(n) inaccesible(s) por un cambio conformacional
de la enzima inducido por el MgADP o que se encuentra(n) en el
sitio de fijacidén del MgADP. Ain no se ha determinado cual es la
arginina reactiva, pero pueden ser dos, va que la estequiometria de
la reaccidén indica que son necesarios dos moles de fenilglioxal por
cada H'ATPasa para producir 100% de inactivacidn (Kasher v col,
1986) .

Ll dietilpirocarbonato (DEP) (Tabla V) reacciona con residuos
de histidina a pH neutro o ligeramente acido, inhibiendo a la
H'ATPasa (Morjana y Scarborough, 1989). Hay una estequiomebtria de

ocho histidinas modificadas por molécula de enzima, pero sélo una
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de ellas os csonoeibal pata Ta act i ddad s de Lo T ATPasqa .
Adicionalmente, ol ADP protege o la  opsine en contra dola
inhiblcion por LEP Lo que signitica que ol residuo modi Ficado poede
cstar dentro o cerca del sitio de unidn del nucledtido (Mol jana vy
Scarborough, 1989).

Los experimentos anteriores indican que la interaccidn de la
ATPasa con los nucledtidos de adenosina (ATP o ADP) se lleva a cabo
en la segunda asa citoplasmica (miv-mV) (Serrano, 1984%; Rao vy col,
1989). La reactividad a compuestos apolaves como la NEM suglere que
este sitio tilene dominios hidrofidbicos importantes (Pardo v
Slayman, 1989; Guerra v cols, 1995). Ademas, ¢l sitio de unidn con
el nucledtido debe interactuar con el sitio de fosforilacidn, al
menos durante parte del ciclo catalitico (durante la transforencia
del fosfato del ATP al D378) por lo que, al menos temporalmente,

ambos sitios deben estar muy proximos entre si,

V.3. Segmentos transmembranales.

La H'ATPasa cataliza el movimiento vectorial de protones del
citoplasma al exterior de la célula. El paso del protdn a través de
la membrana hidrofdébica debe llevarse a cabo en el seno de los
segmentos transmembranales de la enzima (Nakamoto y col 1989). De
especial interés son los aminoacidos polares que se encuentran en
la zona hidrofdbica de la membrana, ya que éstos podrian participar
en la formacidén de un canal de protones a través de la membrana
(Figura 8).

Las mutaciones de los carboxilos embebidos en la membrana
tienen diferentes efectos: D730N (mVl) es letal, e inhibe la
desfosforilacidén de la enzima (Portillo y Serrano, 1989). D833A
(mIX) también es letal (Portillo y col, 1989). Otras mutaciones
resultan en una enzima normal, éstas son: D143N (mIl) (Portillo vy
Serrano, 1989), E703Q (mV) v E803Q (mVIILI) (Portillo v col, 1989),

El glutémico 129 (mlI) se encuentra conservado tanto en las
H'ATPasas de los hongos como on P~ATPasas de plantas superiores (A

thaliana) y de protozoarios (I donovani) que estdn encargadas de

transportar protones (Wach v col, 1992). Bl estudio de este
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aminoacido ha dado resultados coptlictivos: 1o wmoditicacion con

DCCD inactiva por complielto o Ta SiPaca de proiones de W crassa

(Sussman v Slayman, 1983; Cid oy col, 198 /b)y; «in ombargo,  la

mutacidn B1290/A no afecta a la cnzimas, Fsto ha llevado a
proponer que ol aminoacido no es imporlante para la funcidn v que

la inhibicidn por DCCD se debe a impedimnento estérico.

El EBEDQ (Tabla V) reacciona con carboxilos inhibiendo a la
H'ATPasa de manera irreversible v dependiente de pH  (Addison vy
Scarborough, 1986). En prescncia de vanadato, la inhibicidn por
EEDQ es sensible a Mg-ATP, pero no a MgADP, por lo que sc¢ ha
sugerido que el carboxilo reactivo se oculta cuando la enzima se
encuentra en la conformacidn . 'l pKa de ocoste carboxilo es
anormalmente alto, con un valor cercano a 7, lo que indica que
posiblemente se encuentre en un ambiente hidrofdbico (Addison vy
Scarborough, 1986).

Otros aminocadcidos de la H ATPasa asociados con la membrana,
cuya mutacién ha dado lugar a un fenotipo son: GL58D (mIfl), que
resulta en desacoplamiento entre la ATPasa y el bombeo de protones
(Perlin v col, 1989) vy P355A, que produce una disminucidn de la
actividad de la ATPasa y que es letal para la célula (Portillo vy
Serrano, 1988). Otras mutaciones letales que ain no han sido
totalmente caracterizadas son: A813S (mVIII), G814S (mVIII), P81l5A
(mMVIII), I834S (mIX) e 18355 (mIX) (Portillo y col, 1989).

El asa que conecta mI y mII se encuentra en el lado externo
de la membrana plasmatica v esta formada por los aminocdcidos 135 a
144, Las mutaciones en esta asa (por ejemplo, L138Y/A, D143A vy
F144A, o la adicidn de una S entre L138 y S139) resultan en cambios
en las propiedades de la enzima que incluyen disminucidn de la
actividad e inhibicidn del paso del protdn a través de la membrana,
Se ha propuesto que la alta sensibilidad a mutaciones de esta
regidén se debe a que hay requerimientos de rigidez importantes para
mantener la conformacidén de los segmentos mI vy mII en la ATPasa
(Seto-Young y col, 1994). Otro dato interesante con respoecto al asa
mI-mIl es que las mutaciones en esta zona tienen efectos a

distancia sobre los dominios involucrados en la hidrdlisis del ATP
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(IMonk v col, 1491).

Las mubaciones do Lo i ATPasa: 8368l (asa oitoplasmica miv-
myvy,  AL3SV( mbly v GLH3DL (it )y, lan dogar a o resistonciaoa
higromicina B o inhabilidad para crecer a bajo pl. PEstos defectos
de la ATPasa son corregidos, toltal o parelalvienle, por mubaclones
secundarias que cambian diferentes aminoacidos distribuidos a
través de la wmisma ATPasa. Estas reverlantos intragdénicas han dado
informacidn sobre la interaccidn cntre dreas de la proteina lejanas
en la secuencia primaria. Las mulaciones sccundarias que lLlevaron
a recuperacion de la funcidn fueron: a) para AL3I5V: VISTE (mIl) vy
L327V (mIV); b) para G158D: 8308 (mVIT) vy parcialmente VI127A (mI);
c) las revertantes de 8368F estan localizadas on mlI: AL35S, 11331,
miI: I147M, C1488, mIII: 1L.298F v mVI): a8285 v $836C, sugiriendo
que hay interacciones entre ¢l dominio de hidrdlisis de ATP y el
canal de protones. En resumen, hay mutaciones secundarias en
diferentes segmentos de la membrana v dominios del citoplasma que
revierten los efectos de mutaciones primarias en cotros dominios de
la enzima. Es 1d6gico asumir que los aminodcidos mutados
secundariamente a una mutacidn primaria deben estar cercanos al
sitio de la primera mutacidn. Con esto se ha propuesto un modelo
que predice las interacciones de los segmentos transmembranales
entre si y con el resto de la enzima (Figura 9) (Perlin y cols,
1992) .,

En este modelo se observa que ml se encuentra rodeado por los
otros segmentos, fuertemente unido al mII debido al corto segmento
que los une, y con mVIII, que probablemente estd unido a mII por un
puente disulfuro (Yan y Maloney, 1995). Con este modelo, se puede
proponer un mecanismo de acoplamiento entre: i) la hidrdlisis del
ATP, 1ii) la fosforilacidédn reversible de D378 y iii) el transporte
del H'. Este mecanismo sugiere que, durante la fosforilacidn
(figura 9, conformacién I1I) v defosforilacidén (Figura 9,
conformacién I), la profundidad de la insercidn en la membrana de
ml, mII y mVIII se modifica debido al cambio en la estructura
tridimensional del primer dominio citopliasmico (no mostrado en la

figura) moviendo los residuos que probablemente estén involucrados
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con el paso del protan.

Bl odeslizamionto do las asas transmembranales para Lransportar
solutos ha sido propuesto pova Ulpl. que oo oun antiportador de
Glucosa-6-Pi (ext) por ftosfato (int), ublicado on la membrana de
Escherichia coli. UhpT tiene doce segmentos Cransmembranales. L
segmento mVIT fue mutado para que contuviese un solo residuo de
cisteina en todas las posiciones posibles., De cada wmutante se
tomaron células intactas o vesiculas de polaridad invertida y se
adiciond un reactivo impermeante para Cis. 8Se observd que la
accesibilidad de los residuos ubicados en el centro del segmento
mVII de UhpT cambiaba dependiendo de la presencia del sustrato
glucosa-6-tosfato (Yan y Maloney, 1995). De estos resultados se
propuso que el segmento mVII do Uhpl suitre cambios grandes en su
posicidn en la membrana v al catalizar el transporte de glucosa-6-
P. En la figura 9 se usan estos datos para ilustrar un posible
mecanismo para la translocacidédn de H' en la H'ATPasa de los hongos,
tomando en cuenta el patrdn de interacciones entre segmentos

transmembranales descrito por Perlin y cols (1992).

V.4. Segmentos amino y carboxilo terminal.

Ambos extremos de la proteina son hidrofilicos y ambos se
encuentran del lado del citoplasma. En el extremo amino terminal de
la proteina se han llevado a cabo diversas mutaciones (Figura 10):
se ha observado que se pueden eliminar los primeros 27 aminodcidos
y la actividad ain es normal. En contraste, la eliminacidn de los
primeros 61 aminodcidos es letal (Portillo y Serrano, 1989). Dos
mutaciones, D91T y E92K, generaron una actividad sensible a
temperatura (Cid y col, 1987a). Se requeriran mayores estudios para
poder dilucidar cual es la funcidén de este segmento.

El carboxilo terminal (Figura 10) es un dominio inhibitorio
que interactia con el sitio de unidn para el ATP y esta
involucrado en la modulacién de la actividad de la ATPasa por
glucosa. Se han identificado al menos dos regiones diferentes que
participan en esta regulacidn: la primera regidn se encuentra en la

zona de los aminodcidos S$899 vy [901; las mutaciones en esta zona
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elindinan ol control de la glucosa sobre Ta Km. La seoquneda rogion so
ha ubicado alvededor do RIOY v 7912, cuvas multaciones ol iminan los
ctoctos de 1a glucosa sobre o Vmas. AGn eos nocosario delimitar
adecuadanonto estos sitios, pues algunas mulaciones ticneon ofceetos
mixtos (Fraso v Portillo, 1931y, Las mutacicones estudiadas en ol
carboxilo terminal son: S899D/A, FEOOIA/O, DOO2Y, FI9O3R, MIOLA,
T912A/D A905stop (18 aminoacidos)y v Q908stop (L1 aminodacidos)

(Figura 10) (Portillo v cols, 1989).

VI. Sistemas de expresidon de la HATPasa modificada por
mutagénesis dirigida.

Ha sido dificil lograr un bucn sistema de cxpresidn para la
H'ATPasa mutante debido a su caracter esencial (Serrano y col,
1986). Por ello se han desarrollado olros sistemas para obtener
ATPasa modificada vy poder estudiarla una vegz aislada. Portillo vy
Serrano (1988) diseflaron una estrategia en que la expresidn del
gene silvestre de la H'ATPasa de S cerevisiae queda bajo el control
del promotor de la galactosa cinasa (Gall), vy se introduce un
plasmido (pSB32) que contiene a la ATPasa mutante que se desea
estudiar bajo el control del promotor pmal (Portillo y Serrano,
1988; Cid vy col, 1987a). En el medio con galactosa, las células
crecen adecuadamente y contienen ambas ATPasas. Una vez que se
cuenta con suficientes células, se elimina a la galactosa del medio
y se adiciona glucosa. Esto inhibe la produccidén de la H'ATPasa
silvestre, mientras que la H'ATPasa mutante continda produciendose
(Figura 11).

Este sistema de expresidn, sin embargo, muestra algunos
inconvenientes: 1) La H'ATPasa mutada estd mezclada con la H'ATPasa
normal de la membrana plasmatica. 2) Al cambiar al medio de glucosa
para inhibir ¢l gene cromosomal, el crecimiento de la levadura
contintia sélo si la mutante es funcional.

Posteriormente se desarrolld otra estrategia para la expresidn
de la H'ATPasa en que la H'ATPasa mutada se incluye en un plasmido
centromérico bajo control de dos promotores de choque por calor
(pPHSE-pma) (Nakamoto y col, 1991) (Figura 12). Se usd la cepa de
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lovadura sect-4, que conticne un detocto on la via de secrecion gnoe
s sensible a temperatura (Scohekmon v Novick, tudly, oo la que
ademds se introdujo ol prowmotor Gall para controlar Ta oxprosion
del gone PMAL nativo (Nakamobo y o col 19931),

Fn un wmedio con galactnsa, o 2370, ge produce la HATPasa
silvestre que permite el crecimicento normal. Cuando lag células se
cambian a un medio con glucosa a 37°C, ¢l gene cromosomal silvestre
s@ apaga v el aumento en la tenperatura enciende al gene mutado e
inhibe la fusidn de las vesiculas de secrecidon con la membrana
plasmatica. En consecuencia, estas vesiculas se acumulan en el
citosol (Nakamoto vy col, 1991). Posteriormente, se¢ aislan las
vesiculas que contienen la HATPasa mutante con la porcidn
citoplasmica hacia el exterior, por lo que se puede medir el
transporte de H hacia el lumen de las vesiculas, donde la
acidificacidn puede ser medida con un reactivo fluorescente
sensible a pH. Las vesiculas contienen una cantidad sustancial de
H'ATPasa recién sintetizada proveniente del plésmido (5-10% de la
proteina total) y solo trazas de ATPasa silvestre. Ademéas, no

tienen ATPasa mitocondrial o fosfatasas.

VII. Perspectivas.

El estudio de la relacidn estructura-funcidn de las P-ATPasas
ha avanzado atn en ausencia de informacidén cristalogrdfica sobre la
estructura tridimensional de 1la enzima, En el futuro, sera
necesario obtener mejores cristales de la ATPasa de calcio del
reticulo sarcoplésmico, o de otras ATPasas, para poder asignar a
cada aminoadcido su sitio en la estructura tridimensional de 1la
enzima (Inesi y Kirtley, 1992).

De cualquier manera, el estudio de las H -ATPasas de hongos vy
levaduras ha permitido grandes avances en el conocimiento del
mecanismo de accidn de estas enzimas. La posibilidad de aplicar las
nuevas técnicas de biologia molecular al genoma de los hongos vy
levaduras (Sherman, 1991) ha ayudado a avanzar rapidamente en la
identificacidn de los aminodcidos importantes para la funcidn. Los

nuevos sistemas de expresién alterna permiten obtener las H' ATPasas
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con alto grado de pureza, o gque cventoalmento debe resultar on
cstudios eostructuralos. La porspectisa de ostudio actual ostda
divigida o  cnteonder  la  relacidn estruccuara-tunacidn de las
H'ATPasas, identificando las areas de la proteina que ejercoen

o
L

funciones especificasg como son la interaceidn con el sustrato, ol
transporte del protdn a través de la membrana v el control de la
sintesis v de la actividad de la enzima por glucosa. ks probable
que en un  futuro cercano s¢ puedan  probar mecanismos  del

funcionamiento de las P-ATPasas similarcs (o mejores) que el que

proponemos acgui .
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Tabla I. Caracteristicas de las ATPasas.
Tipo de Localizacidn | Peso No . Ac osp ptmol
ATPasas Mol . subunidades | Pi-min 'mg! Inhibidov
' ATPasa mitocondrias | 450-500 ~ 20 Oligomici
(F./F.) cloroplastos | kD na
bacterias Fo= 8-13 0.7-1.3
[''=3-6
V ATPasa | vacuolas Y450 kba | 8-10
tonoplastos
lisosomas 3-5 KNO,
~endosomas KSCN
granulos
secretores
Vesiculas de
Golgi
P ATPasa | Membrana 100- kDa | monomérica 1.5-4 Vanadato
plasmatica dimérica o |
trimérica
L———-—:"—-""‘———
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TABLA II. Comparaciodon de la sensibilidad a diferentes inhibidores

de las ATPasas. (adaptada de Bowman y Bowman, (1980).
Inhibidox V ATPasa I'/F ATPasa I ATPasa
Vanadato NI NI 1.0
Azida de Na NI 30 NI
Cloruro de 0-0.6 0.01 0.6
tributiril
DCCD 0.7 0.3 8.0
NBD-C1 1.4 3.0 14.0
TNP-ATP 10.0 6.0 100.0
Quercitina 22.0 170.0 24.0
N-etilmaleimida 50 NI 50.0
Bafilomicina 0.5x10"° NI moderada
KNO, 50 (mM) NI NI

LLos valores son constantes de inhibicidn expresadas (excepto donde

se indica)

en concentraciones micromolares.

Abreviaturas de la

tabla: NI no inhibe; DCCD diciclohexilcarbodiimida; NBD-Cl 4-cloro-

7-nitrobenza-2-oxa-1,3-diazol;

KNO,

nitrato de potasio;

2'(3Y)-trinitrofeniladenosin-5'- trifosfato.
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Tabla III Comparacidn de

Segmento 1.

segmentos transmembranales.

ESPECILE

SELCUENCIA

S cerevisiae H'ATPasa

KEVMETVGEPTOFVMEAAATLAAGLSD

N crassa H' ATPasa

KFLGEFFVVVGPIOFVMEGAAVCAAGLE

Gastrica H'/K'ATPasa

ROLAGGLOCLMWVAAATICLIATATIOASE

E colil K'ATPasa

RNPVMFIVWIGSLLTTCISIAMSGAMPGN
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Tabla IV. Comparacidén de secuencias. Sitio de Fosforilaciédn.

ESPECILE SECUKNCTA

S cerevisiae H'ATPasa (3695)ATESLAGVLILCSDKTGTLTKNKLSL

N crassa H'ATPasa (365)ATESLAGVEILCSDKTGTLTKNKSL

Gastrica H'/K'ATPasa (372)AVETLGSTSVICSDKTGTLTONRMTYV

E coli K' ATPasa (294 )AVEAAGDVDVLLLDKTGTITLGNRQA

Nota:D representa el aspartico que se fosforila y se encuentra

conservado en la mayoria de las especies.
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Tabla V Residuosgs modificados en N crassatr,

Residuo Inhibidor Protecaidn Referencia,

modificado por ATR

Lis 474 PITC g i 1.

Cis 532 NIEM 81 2
TAEDANS -

cls 545 NEM no 2
TAEDANS -

Arg# Fenil glioxal Sl 3, 4

butanodiona no

Glu 129 DCCD no 5

Glu/Asp EEDQ no** 6

Histidina DEP s i 7

Adaptada de Nakamoto y Slayman, (1989). 1) Pardo y Slayman
1988; 2) Pardo y Slayman 1989; 3) Di Pietro y Goffeau 1985; 4)
Kasher y col 1986; 5) Sussman y col 1987; 6) Addison y Scarborough,
1986 ; 7).Morjana vy Scarborough, 1989.* Residuo de aminodcido no
determinado, ** Hay proteccidén en presencia de  MgATP v
vanadato.Abreviaturas: N-etilmaleimida (NEM); Isotiocianato de
fluoresceina (FITC); N,N’'diciclohexilcarbodiimida (DCCD); N-
etoxicarbonil-2-etoxil, 2, -dihidroxiquinoleina (EEDQ); N-yodoacetil
aminoetil-5-naftilamina-1 del acido sulfénico (IAEDANS) ;
Dietilpirocarbonato (DEP).,
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PIES DE FIGURA,

FIGURA 1. Sintesis y utilizacidn del ATP en la edlula. Bl ATP se
sintetiza como resultado del ~atabol ismo celular, on procesos como
la glucdlisis, la fosforilacidn ownidativa y la fotosintesis, A su
vez, Se utiliza para encrgizar la sgintesis deo moléculas, la
contraccidn muscular, la movilidad celular y el transporte de iones

v nutrientes,.

FIGURA 2. Estructura de las ATPasas celulares., Las ATPasas son
enzimas de membrana que constan de una regidn transmembranal vy de
una regidn soluble. a) F-ATPasa, constituida por tres proteinas de
membrana y al menos cinco proteinas soclubles en diferentes
estequiometrias, con un PM de aproximadamente 450kDa; b) V-ATPasa,
constituida por cuatro diferentes subunidades de membrana y cinco
proteinas solubles, con diferentes estequiometrias, y un PM de 400
a 700 kDa; c¢) P-ATPasa constituida por una sola proteina, con un PM
aproximado de 100 kDa; d) P-ATPasa con subunidad alfa (100 kDa),
beta (55 kDPa) y gamma (11 kDa) (como en el caso de Na'/K'ATPasa) vy

, @) P-ATPasa dimérica (como el caso de H'ATPasa de N crassa).
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FIGURA 3. Control de la actividad de la HAlPasa, La glucosa entra
por un cotransporte con prolbones on un proceso aclivado por una
proteina sensora de azGcares (CGs1l) v se transforma de inmediato en
glucosa-6-fostato mediante hexokinasas (HK). La glucosa 6-fosfato
estimula a una proteina kinasa (PK) de membrana gue a su vez
fosforila a la HATPasa activandola. En ¢l nlcleo, la glucosa-6-
fosfato activa al promotor de la HATPasa mediante el factor TUF

acelerando la sintesis de la ATPasa.

FIGURA 4., Ciclo de reaccidn de las P-ATPasas. 1) La ATPasa en su
conformacién E, se une a un protdn situado en el citoplasma
(interno; Hi), a un magnesio y a un ATP. 2) El ATP se hidroliza vy
la enzima (E,) queda fosforilada y protonada. 3) Se lleva a cabo el
cambio a la conformacidén E, vy el protédn pasa al lado externo de la
membrana plasmatica (H'e). 4) Se libera el protén al medio externo.
5) La unidn fosfato-ATPasa se hidrolisa y la enzima queda como E,
deprotonada, 6) La H'ATPasa regresa a su conformacidén E,. El
vanadato se combina con la forma E, v la NEM se combina con la
forma E,. En ambos casos, la H'ATPasa se inactiva vy queda
"congelada" en estas conformaciones.



FIGURA 5. Modelo topoldgico de la HHATPasa de los hongos. Se
observan los dier segmentos bLransmembranaloes, onumerados I a X a
partir del extremo amino-tLerminal, Los segmentos solubles se
denominan de acuerdo a su pnsicidn con respecto a los segmentos
transmembranales. Los ndmeros indican la posicidn de cada residuo

en el lado citopléasmico de cada segmento transmembranal .

FIGURA 6. Mutagénesis dirigida de la regidén encargada de la
fosforilacidn y defosforilacidn de la H'ATPasa. En el diagrama se
indica la posicién de los residuos mutados usando abreviaturas de
una letra. Las mutaciones fueron: D226N, T231G, E233Q, K250T,
G26D, 8368F, C376L, D634N, P640L, D730N,

FIGURA 7. Mutagénesis de aminodcidos relacionados con el sitio de
unién al fosfato, En el diagrama se indica la posicidén de 1los
residuos mutados usando abreviaturas de una letra: S368F, C376L,
D378N/E/T, K379Q, K474R/Q, D534N, A547V, D560N, A608T, D634N, D638N
P640L,
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FIGURA 8. Mutagdnesis de aminodcidos Jde la regidon transmembranal de
la WATPasa. En ol diagrama so Ludice la posicion de los residuos
mutados usando abreviaturas de una lotra: E1I290/16L, DILI43N, G158D,
P335A, B703Q, D730N, E803Q, A313S5, G81l45, 2815A, DB33A, 18345,
IB835R., mI segmento transmembranal uno, mX segmento Lransmembranal

diez,

Figura 9. Modelo que propone la ubicacidn v v el desplazamiento de
los segmentos transmembranales de la H'ATPasa. La conformacidn I vy
la conformacidn Il son producto del deslizamiento de las asas I, 11
y VIII en respuesta a los cambios conformacionales generados en las
asas cltoplasmicas mwmII-mIII vy wlIv-mV (no mostradas) por la
fosforilacidn (conformacidn II) y desfosforilacidn (conformacidn
I). Las interacciones entre los segmentos son las propuestas por
Perlin y cols (1994), El deslizamiento de las asas ha sido
propuesto para otros transportadores (Yan y Maloney, 1995),

FIGURA 10, Mutagénesis de aminoacidos ubicados en los extremos
amino y carboxilo terminal de la H'ATPasa. A.- Extremo ‘amino
terminal. En el diagrama se indica la posicidén de los residuos
mutados usando abreviaturas de una letra: (A27) delecidn hasta A27,
(D61) delecidn hasta D61, (P84) delecidn hasta P84, (D91) A91lY,
(E92) E92K. B.- Mutagénesis de aminocdcidos ubicados en la regidn
carboxilo terminal de la H'ATPasa: (Y873) delecidén de 46 aa, (E901)
E901A, (D902) D902S, (F903) F903R, (M904) M904A, (A905) delecidn
desde A905 (18 amincacidos), (Q908) delecién desde Gln-908 (11
aminodcidos).



FIGURA 11. Sisteoma de cxprosiaon de INATPasas muatantes deserito por
el grupo de Serrano. 1) Sinlesis nuclear provoeniente del guenoe
nativo PMALl bajo el control del promotor GALL., La transcripcidn de
la HATPasa se inhibe al guitar la galactogsa del medio mientras
que: II) la sintesis de la ATPasa mutante contenida en el plasmido
PSB32 continda. Al final se oblienen membranas plasmaticas que

contienen una mezcla de ATPasa nativa v ATPasa multante.

FIGURA 12, Sistema de expresidn de H'ATPasa mutante descrito por el
grupo de Slayman. I). La sintesis de la H'ATPasa dependiente del
gene nativo PMAl, unido al promotor PGAL1l se inhibe al quitar la
galactosa del medio. II). Simultaneamente, se eleva la temperatura
a 37°C, con lo que se interrumpe la incorporacidn de las vesiculas
a la membrana vy se inicia la sintesis de la ATPasa mutante en el
pldsmido PHSE. La H'ATPasa mutante se concentra en las vesiculas
secretoras que se acumulan en el citoplasma. La presencia de la

H'ATPasa nativa en las vesiculas es casi nula.
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Sulfhydryl groups essential for the volume-sensitive release of taurine from
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Abstract

The volume-sensitive [*H]taurine cfflux from cultured astrocytes was found to be strongly inhibited by the sulfhydryl group-
modifying reagent N-cthylmaleimide (NEM). This maleimide inhibited taurine cfflux evoked by 50% hyposmotic solutions with an
ICs, of 34 uM. The inhibition by NEM followed pseudo-first order reaction kinetics. A double log plot of the pscudo-first order
constant against NEM concentration gave a lincar relationship with a slope of 1.2. The data are consistent with a simple bimolecular
reaction mechanism in which one molecule of NEM reacts with one sulfhydryl group per transport unit. The membrane-impermeunt
maleimide derivative 5-cosin maleimide did not affect the volume-stimulated taurine efflux. The sulfhydryl-moditying mercurial
reagents mersalyl and p-chloro mercuribenzenesulfonate (0.5-1 mM) increased [*H]taurine efflux under isosmotic conditions and
concomitantly decreased the hyposmolarity-evoked efflux, The results demonstrate an cssential requirement for sulthydryl groups

for the volume-sensitive taurine cfflux.

Key words: Taurine; NEM; Mercurial reagent; Volume regutation; PCMBS; Mersalyl

Astrocytes respond to cell swelling elicited by cxposure
to hyposmotic solutions by an active regulatory process
which restores cell volume despite the persistence of the
hyposmotic condition [10]. This process is accomplished
by the activation of transmembrane fluxes of intracellu-
lar solutes followed by osmotically obliged water. Osmo-
lytes involved in this process are the inorganic tons po-
tassium and chloride and organic molecules such as
amino acids, amines and polyalcohols, Efflux of taurine
as part of the adaptive response of astrocytes to swelling
is well documented [11,15,16] but the mechanism in-
volved in this efflux is still unclear. There is evidence
suggesting that it may be a diffusional pathway rather
than a saturable, carrier-mediated transport [20]. Bascd
on the effect on taurine efflux of inhibitors of the anion
exchanger, it has been suggested that this exchanger,
presumably with CI7 channel properties, may be in-

* Corresponding author: Instituto de Fisiologia Celular, UNAM,
Apartado Postal 70-253, 04510, México D.F., Mexico,
Fax: (515) 622-5607.

0304-3940/94/87.00 < 1994 Elsevier Science Treland Lid, Al cights reserved

SSDIO304-394009400472-M

volved in taurine efflux [21]. Morcover, results of a re-
cent electrophysiological and pharmacological study in
C6 glioma cells showing that taurine is translocated
through a C1™ channel exhibiting the same sensitivity to
blockers of the anion exchanger, strongly favors the sug-
gestion that an anionic channel may constitute the path-
way translocating taurine and possibly other organic os-
molytes during volume regulation in astrocytes [7]. To
gain insight into the nature of this pathway, the effect of
blocking sulfhydryl groups with maleimides and organic
mercurials was investigated as it is known that these
groups are importantly involved in other diffusional
pathways [18].

Astrocytes were cultured from dissociated cercbella of
8-day-old rats in 24-multitest dishes as previously de-
tailed [13]. After 2-3 weeks in culture, astrocytes were
preloaded with [Hjtaurine (1 #Ci/mi) for 1 h in the cul-
ture medium, After loading, cells were washed two times
(4 min cach) with isosmotic medium and subsequently
incubated with the tested drugs at the concentrations and
time periods indicated. The medium containing the drugs
wus then removed and cells were incubated tor H) min
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m sosmotic medium and 10 min with 500 hy posmotie
medium. Isosmotc medinm contamns i mM: NaCl 35,
KCE S0 MgsO, 0.6, CaCl, 1 KELPO, 1.7, glucose 1,
HEPES 10, The hyposmotic medium was prepared re-
ducing NaCl concentratton to 60 mM, At the end ol the
experiment, radioactivity in the collected tractions and
that remaming i cells was measured by scintillution
spectrometry. Results are expressed as fractional release,
i.e. the radioactivity in fractions as the percent of total
radioactivity mn the cells at the start of the experiment,
excluding the washing pertod. Measurements of cell vol-
wme were pertormed using trypsinized astrocytes by elec-
tronie sizing in a Coulter counter coupled to a Channel-
izer, as previously described {17]. Apparent first-order
rate constants tor the inhibition by the drugs of taurine
elflux were caleulated by nonlinear fits of the experimen-
tal data to a single exponential equation (E/E)100 = ¢™
using the non-linear regression analysis program of RS,
Leatherbarrow (ENZFITTER, Elsevier, BIOSOFT),

Astrocytes superfused with isosmotic medium, release
["HJtaurine at a rate of L14 £ 0.12% per min. Superfu-
ston with medium of reduced osmolarity (30%) leads to
a rapid and large increase in taurine release of about 20
times the basal efflux. This incrcased efflux inactivates
shortly after, despite the persistence of the hyposmotic
conditions [13]. At the end of the inactivation phase,
astrocytes have released 60-70% of the pre-loaded
[Hijtaurine (Table 1).

The effect on taurine efflux of sulthydryl-modifying

Table |
Effect of mercurial reagents and maleimides on taurine efflux from
cultured astrocytes

Reapent Concentration  [H]Taurine efflux (5)
(mM)
Isosmotic Hyposmotic
None 13.3£0.53 67.1 +2.8
PCMBS 0.25 13.1 £ 1,12 653 + 6.6
0.5 16.5 £ 1.81 54.2 £ 3.9%
1.0 21,2 % 1.70% 47.6 £ 3.7+
Mersalyl 0.1 23.5 & 2.16¢ 45.8 £ 3.6*
0.5 49.5 £ 3.19* 310 £ 238"
NEM 0.025 126 1,17 6l.1 249
0.03 131 k116 412 £2.2%
0.1 13.0 £ 071 13.1 £ 1.2%
SEM 1.0 13.2 41,01 65.7+£39

Cells prefoaded with ['Hjtaurine were incubated during 10 min with the
indicited concentrittions of the drugs and subsequently for 10 min in
isosmotic medium and 10 min in 502 hvposmotic medium. Results are
expressed as ['Hjtaurine released at each incubation period (excluding
the washing period) as percenl of total radioactivity in the cells at the
start of the experiment, Values are means £ S E.M, of 6-16 experi-
mends.  Stansucally  signiticant  ditferences  from  control  values:
Y P <0.001 (Student's -test),
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reagents was mvestigated under isosmotie and hypos-
motic conditions, The reagents used were the organic
mercurtals mersalvband p-chloro mercuribenzenesulfon-
ate (POMBS) and the malemmides N-cthy!l malenmide
(NEND aad S-casin maleimide (GEM) Mersaly! and
POMBS had o dual action increasing taurine efflux
under isosmotic conditions and decreasing the efflux
under hyposntotic conditions (Table 1), These effects
were time- and coneentration-dependent (Table 1) and
they could be prevented by preincubation with dithio-
threitol (results not shown). The large increase of taurime
clftux observed under isosmotic conditions, particularly
at high concentrations and long incubation periods in the
presence of the mercurials makes it likely that the effect
ol the drugs under hyposmotic conditions may be the
result of the depletion ol the taurine pool under isos-
motic conditions. This effect of mercurials on basal tau-
rine efflux is noteworthy, Increased taurine release in the
presence of PCMBS has been described in other cells,
presumably as a consequence of cell swelling caused by
accumulation of sodium, chloride and osmotically
obliged water [9]. This scems, however, not to oceur in
astroeytes as replacement of chloride in the medium by
the impermeant anion gluconate, preventing cell swel-
ling, did not influence the increase in taurine efflux
causced by the mercurials (results not shown). This con-
clusion is further supported by direct measurements of
astrocyte volume showing that no increase but rather a
decrease (20-309) in cell volume was observed in the
presence of the mercurials (21 £ 1.6%, n =6 for | mM
PCMBS; 32 £ 2.9%, n = 6, for 0.5 mM mersalyl). There-
fore, a mechanism other than swelling is likely to be
responsible for the effect of these compounds on the
release of taurine under isosmotic conditions, One possi-
bility may be that the sulthydryl groups sensitive to mer-
curials are assoctated with structures in the membrane
cytoskeleton which could serve as a permeability barrier
for taurine. The increase of taurine efflux in isosmotic
media caused by the cytoskeleton disrupting agent cyto-
chalasin B supports this possibility [16].

NEM exerted a very potent inhibitory effect on the
hyposmolarity-induced taurine efflux without affecting
the basal release. Taurine efflux was abolished after 10
min of exposure to 100 uM NEM (Table 1). The effect
of NEM was concentration and time dependent with an
[Csy of 54 #M. The inhibition by NEM followed pseudo-
first order kinetics (Fig. 1A). A plot of the apparent
pseudo-first order rate constants against the concentra-
tion of NEM was lincar and passed through the origin,
consistent with a reaction of NEM with the target-trans-
port protein on collision (Fig. IB). From this plot, a
second order rate constant of 68.4 £ 4.1 M™'s™ was cal-
culated. A double Tog plot of the pseudo-first order rate
constants against the NEM concentration gave a linear
relationship, with o slope of 1.2 £ 0.2 (Fig. 1C). consis-
tent with a first order reaction and a simple bimolecular
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Fig. 1. Effect of NEM on ['H]taurine relcase stimulated by hyposmolarity. Prefoaded cells were preincubated with NEM at the indicated concentra-
tions and incubation periods and the release of PH]taurine induced by 50% hyposmolar medium was measured as described in Table 1. In this figure,
results are expressed as the residual activity in percent, considering the stimulated [PH]taurine release in the control condition as 100%. Stimulated
[*H]taurine release was calculated as the difference between [*H}taurine release under hyposmotic conditions and [*HJtaurine release under isosmotic
conditions. Results are means of 4-16 experiments. A: semi-log plot of percent residual [*H]taurine efflux versus incubation time. The lines were
calculated by non-linear regression of the data as described in the text. B: apparent pscudo-first order rate constants for inhibition of [*H]taurine

cflux versus [NEM]. C: plot of log k,;,, versus log [NEM].

reaction mechanism with a stoichiometry of one sulfhy-
dryl group of the efflux unit modified by one NEM
molecule. Preincubation with taurine (5-10 mM) did not
prevent the inhibitory effect of NEM (results not shown)
indicating that no interference exists between NEM and
the taurine recognition site(s) in the membrane. In con-
trast to NEM, the membrane impermeant maleimide de-
rivative SEM had no effect on taurine efflux (Table 1)
suggesting that exofacial sulfhydryl groups are not in-
volved in taurine release. However, the short time re-
quired for NEM to exert its effect indicates that the
sulthydryl groups affected are readily accessible to the
reagent.

The present demonstration of a very potent cffect of
NEM on swelling-related taurine efflux is interesting,
NEM being the most potent inhibitor of this process so
far reported, This makes this reagent a useful tool to

further characterize the volume-activated pathways for
taurine and other osmolytes in astrocytes. It is known
that NEM inhibits a varicty of transport systems for
anions, cations, amines and amino acids (1,4,8,19,22], as
well as the facilitated diffusion of glucose [18]. However,
the concentration of NEM required for these latter cf-
fects, in the millimolar range, is much higher than that
found in the present work for the inhibition of taurine
efflux. Recent studies have shown that NEM has a po-
tent inhibitory effect on the function of a number of ion
channels. The NEM concentrations required for inhibi-
tion of these channels is in the micromolar range. Chan-
nels affected by NEM include potassium channels
activated by muscarinic receptors [3,6), GABA receptor-
gated chloride channels [2], L-type calcium channels [14]
and calcium currents in neurons ol Aplysia [5). There-
fore, the present findings of a potent inhibitory action of
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NEM on taurine efflux evoked by hyposmolarity may
add support to recent evidence suggesting that a channel,
prosumably an anton channel, is involved in the trans-
membrane fluxes of taurine activated by swelling {7.21}.
[t has been suggested that the NEM action on channels
may be exerted via an ctect on G protein-dependent
transduction mechanisms assoctated with these channels
[5.6.12]. Whether or not this may be the case for the
tatrine release mechanism must await further character-
ization ol this pathway in terms of the involvement of
second messenger systems, The etfect of NEM described
in this report could make this drug a wseful tool for
future investigations along this line.
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N-Ethylmaleimide (NEM) inhibited the H'-ATPase
(EC 3.6.1.35) from Kluyveromyces lactis with a second-
rate constant of 200 M ! min ' H'-ATPase was partially
protected by Mg-ADP. Low concentrations of Mg pvro-
tected ATPase from the effects of NEM, while high Mg
sensitized ATPase to NEM. The reaction of "C-NEM
with the native enzyme modified three cysteine resi-
dues/monomer, two of which were involved in 80% of
the inactivation of the enzyme, In the presence of Mg-
ADP, NEM binding to the first residue had only a slight
effect on the activity (10-20% inhibition). After further
incubation, the modification of a second cysteine resi-
due (probably cys-221) inactivated the ATPase. Methyl
methanethiosulfonate did not inhibit the H'-ATPase
but resulted in a NEM-resistant H'-ATPase. There
seems to be at least one cys (probably cys-532) at, or
near, the nucleotide binding site of the H*"-ATPase,
which does not appear to be essential for activity. Mod-
ification of a second cys residue (cys-221) also resultecd
in inactivation by NEM; this residue was not protected
by ADP and thus probably is not at the ATP binding
. site. @ 1995 Aeademic Press, Inc.

Key Words: proton ATPase, Kluyveromyces lactis,
sulfhydryl rcagents, N-ethylmaleimide, methyl-meth.
ane-thiosulfonate, cystcine,

During the past few years, the use of the yeast Kluyv-
eromyces lactis has been markedly increased, both for
genetic engineering purposes and for a variety of indus-
trial applications (1, 2). When compared to the better-
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known baker’s yeast, Saccharomyces cerevisiae (16
chromosomes and a genome size of 14,000 kb), K. lactis
is simpler, as it contains only 10 chromosomes and a
genome no longer than 12,000 kb (3, 4), Furthermord,
K. lactis is casily grown in the laboratory and readily
lends itself to cell fractionation and protein purifica-
Lion.

The plasma membrane of K. lactis contains an ATP-
dependent H'"-ATPase, which belongs to the P-type
ATPases. P-ATPases are constituted by a large cata-
lytic subunit of 100 kDa, hydrolyze ATP forming a cova-
lent B-aspartyl phosphate rcaction intermediate, and
are inhibited by micromolar concentrations of vana-
date; P-ATPases transport specific cations across cell
membranes. The H"-ATPase from the plasma mem-
brane of K, lactis and other fungi ¢jects protons from
the cell generating an electrochemical gradient that
drives the uptake of sugars, amino acids, and inorganic
ions (5). The H"-ATPase is essential for cell viability
and growth; thus, understanding the factors that con-
trol the production, stability, and activity of this en-
zyme is an important goal of current research,.

The reactivity of the cysteine residues contained in
the H"-ATPase was examined with the aim of studying
the kinetic properties of this enzyme. Gene cloning has
recently established that the K. lactis enzyme contains
nine cysteines [K. lactis H"-ATPase gene; GeneBank
Accession Number L37875 (6)]. Six of these cysteines
are conserved in the H'-ATPases of other fungal spe-
cies (6-8). The effects of a highly specific SH” reagent,
N-ethylmalcimide (NEM), on the activity of the H*-

Y Abhreviations used: AMPSO, 3-[1,1-dimethyl-2-hydroxyethyl)-
amine}-2-hydroxypropanesulfonic  acid; NEM, N-cthylmaleimide;
MMTS, methyl methanethiosulfonate; DT, dithiothreitol; PMSK,
phenylmethylsulfonyl fluaride; PVDEF, polyvinylidene diffuoride; SH,
sulthydryl; EGTA, ethylene glycol bistg-aminovethyl ether)-N,N'-tot-
raacetic acid,
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ATPase wore analyzed, together with data from paral-
lel libeling with "C-NEML The results suggested that
three cysteines are capable of reacting with NEN
the native protein, and modification of two ol these
residuces leads to enzyme inactivation, Mg-ADDP par-
tially prevented the NEM-mediated inhibition. The
small SH reagent MMTS blocked the reaction of NIKM
with the H™-ATPase, although the enzyvme remained
fully active,

Qur results are different from the reports on the New-
rospora crasse H=-ATPase (9, 101, The N. crassa en-
zyme is totally protected by Mg-ADP against NEM in-
activation (9), while in the K lactis enzyme protection
is partial, In N. erassa, only one eysteine scems to par-
ticipate in the NEM-mediated inhibition of ATPase
(10), while in K. lactis there seems to be two cys resi-
dues involved: one at or near the active site and another
removed {rom it.

MATERIALS AND METHODS

Materials,  All reagents were of the best quality available com-
mercially, NEM, MMTS, rabbit muscle pyruvate kinase, iodoacet-
amide, Na,-ATP (vanadate free), Na,ADP, phosphoeno/pyruvate,
PMSF, liticase, and asoleetin were from Sigma Co, (St. Louis, MO),
PVDFEF membranes were from Bio-Rad Laboratories, Ine. Sephadex
G-50 was from Pharmacia (Upsala), "'C-NEM (sp act, 39 mCi/mmoel)
wasg from New England Nuclear DuPont Co. (DE).

H -ATPase preparation. K. lactis strain WM27 was grown in
YPD at 30°C for 20 h; the cells were harvested at midlog phase by
centrifugation. The plasma membrane was isolated according to the
procedure used for N. crassa (11) with the following modifications:
cells were resuspended (¢ w/v) in 1 mat sorbitol, pH 7.5, 1 mat EDTA,
and 5% fB-mercaptoethanol. Liticase (500 units/gr cells) and PMSIP (1
ma) were added. The suspension was kept on ice and was sonicated
4xX 1 min at 30-s intervals, Differential centrifugation was performed
according to Ref. (10). Specific ATPase activity was 2-6 pmol P,
mg~temint,

H™-ATPase was purified from the membranes as deserihed by Bow-
man et al. (12) with the following modifications: the plasma mem-
brane was diluted to 2 mg/m] with buffer A (75 mnt ‘Tris, pH 7.2, 0.6
M KCl, and 6 mMm EDTA), 1 mMm EGTA, pH 7.2 (Tris), and deoxycho-
late (0.09% w/v) and incubated for 10 min at 4°C. The membranes
were centrifuged at 100,000¢ for 1 h at 4°C. The pellet was resus-
pended in a small volume (<210 ml) of buffer B (25 mam Tris, pH 7.25,
45% glycerol, 0.3 M KCI, and 2 mM EDTA) in a glass homogenizer
with a Teflon pestle. In this step, protein concentration was men-
sured by Lowry as modified by Bensadoun and Weinstein (13) and
adjusted to a final concentration of 5 mg/ml with buffer B. Then,
asolectin was added (5 mg/ml) and zwittergent 3,14 was added slowly
to obtain a zwitlergent/protein ratio of 0.85 (w/Aw), The suspension
was homogenized with four to five strokes of the Teflon pestle and
centrifuged at 100,000¢ for 1 h at 4°C. The supernatant was subjected
to centrifugation on a discontinuous glycerol gradient (65, 60, 55, and
50% glycerol in 10 mM Tris, pI1 7, 1 ma EDTA, 0.1% deoxycholate, |
mg asolectin/ml) at 100,0004 for 14 h at 2°C in a GOTI rotor, The
upper half of the supernatant was discarded and the remaining su-
pernatant and the pellet were diluted twofold with 1 my EGTA-
Tris, pH 7.2, and centrifuged at 100,000y for 2 h, In a typical gel
scan of a polyacrylamice gel, the 100,000 A, band constituted at least
507 of the total protein concentration. The pellet was resuspended in
asmall volume of I mM EGTA-Tris, pH 7.2, and kept at - 70°C until
used. H-A'TPase specific activity was 20 to 30 pmol P, min '-my .
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Naseny of ATPave activay. The standard ATPasqe assay misture
contimed D o N -AVEPO S mae MasOr, 0 10 gnan Mes, 5 omaid No-
arde, ms phosphoerodpyravate, pH G225 (KO TH and rabbit muscle
pyruvitbe Kinase o NTEH SO0 021 peembe The sy was carrvied out
at s C o 1O mnand was termmated by the addition of 676 trichlo-
roicetic acrd swv, Inorganic phosplote was determined by the
maethod of Fiske and Subbarow o4

Treatment with sul!hvdevl reagents. The H-A'TPase was sus-
poended e B0 mst Hepes, pHE 7.5, 1 mat MaSGy (0306 myg protein/
b and premneabated ae 30-C for 5 nin, The inhibition reaction was
initiated by the addivion of NIM or MMTS from a fresh stock solu-
tion in distitled watern, Aliquats were removed ot the indicated times
and diluted H0-0id into the ATPase assay misture. When prelabeling
with MMTS, the enzyvme was incubated with § mar NIMTS for 40
niin al 30 Cand passed throogh aspin column containing Sephadex
G-00 0 1H),

Lifect of My or Ma-ADP. The enzyme (0.6 mg protein/ml was
suspended in 50 my Hepes, pH 7.5, and the indieated concentrittions
of Mg-ADP or MgSO;. To avoid interference by sodium due to the
added ligand (e.z., Mu-ADP-Na), the Na~ concentration was adjusted
to 100 L The enzyme was preincubated at 30 C for 5 min, and the
SIH reagent was added.

Effect of pli. The H-ATPase (0.6 mg protein/ml) was incubated
in A5G my buffer tat the indicated pIh, T mat MgS0O, at 30°C for 2
min. The inhibition reaction was started with the indicated concens
tration of NISM. Activity was assayed as deseribed above.

Labeling of H -ATPase with "C-NEM,  The ATPase (0.6 my pro-
tetn/ml) was incubated at 30°C in 50 mat Hepes, pH 7.5, 1 ma MgSQO,
in the presence or absence of 10 may Mg-ADP. The inhibition reaction
was initinted by adding 360 gy "C-NEM (39 mCi/mmol). At the
indicated times, aliguots were used to determine the ATPase activity,
and the rest of the reaction mixture (620 ul) was diluted in 3 ml 50
mM Hepes, pH 7.5, 50 mum dithiothreitol. The protein was recovered
by centrifugation at 100,000 for 1 h, at 4°C, and resuspended in a
small volume of 1% SDS, 50 mM D'I'T', The preparation was subjected
to SDS-PAGE in the Lacmmli system (16). The protein associated
to the ATPase band was measured according to Ball (17}, Briefly,
the bands were cut and incubated for 24 h at 37°C in 1 ml 3% SDS,
H0% isopropunol. The eluted Coomassie was read at 595 nm. In paral-
lel, a standard curve with hovine serum albumin was prepared under
the same experimental conditions, To measure the radinactivity asso-
ciated with the ATPase, the bands were cut, transferred to a glass
vial, and incubated at 80°C with 1 ml 305 F.O, until the bands were
dissolved. Radioactivity was measured in 10 ml scintillation liquid.
[for total labeling with "C-NEM, the H*-ATPasc was denatured with
19 SDS, incubated in the presence of 1 my MC-NEM for 3 h at 30°C,
and treated as deseribed above.

RESULTS

NEM-mediated inhibition of H'ATPase. NEM me-
diated a time- and concentration-dependent inactiva-
tion of the H"-ATPase from K. lactis (Fig. 1A). Activity
was markedly reduced during the first 6 min of incuba-
tion. With 0.5 mm NEM, activity fell to 40% of the
control in 8 min, following pseudo-first-order kinetics.
At higher concentrations, kineties were linear only in
the first minutes of incubation, followed by complete
inactivation at longer times (data not shown). The plot
of the initial rate constant ol inactivation versus NEM
concentration resulted in a linear relationship, consis-
tent with a second-order reaction between the SH
groups of the enzyme and NEM, I'rom the slope of this
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FI1G. 1. Inactivation of the H*-ATPase by N-cthylmaleimide. (A)
Time course of the inactivation of the H*-ATPase by NEM. The en-
zyme (0.6 mg/ml) was incubated as described under Materials and
Mecthods at 30°C and in the presence of the following NEM concentra-
tions: (O) 0, (@) 0.5 mM, (V) 0.75 mn, (V) 1.0 mM, {A) 1.6 mMm, ([D)
2.0 mM, and (W) 2.5 mM. (B) Dependence of the initial pseudo-first-
order rate constant of inactivation on the concentration of NEM.

plot, a second-order rate constant of 200 M ! min ™! was
calculated (Fig. 1B).

Effect of Mg®* on the inhibition of the H*-ATPase by
NEM. Magnesium is required for the hydrolysis of
ATP by the fungal H*-ATPases (18). In addition, Mg**
can modulate the inhibition mediated by NEM in some
H*-ATPases (19). Therefore, the effects of different con-
centrations of free Mg®* on the inhibition of the H*-
ATPase from K. lactis by NEM was examined. As
shown in Fig, 2, the inhibition by NEM decreased in the
presence of low concentrations of Mg**, but increased
above 1 mM Mg**, If two sites for magnesium are as-
sumed, one of these would have higher affinity for mag-
nesium (K; = 190 = 69 uM) than the other (K; = 4.9
*+ 1.2 mM),
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Effect of pll on the NEM-mediated inhibition of the
I -ATPase.  To determine the pll at which the NIEM-
mediated inhibition of the K lactis H'-ATPase was
half-maximal and acquire an idea of the pi, of the
groups involved, the pH of the medium was varvied from
6.5 to 10 (IMig. 3). At pH 10 and in the absence of NEM,
the H'-ATPase was rapidly inactivated; thus, the high-
est pH tested was 10.0. Inhibition by NEM was mar-
ginal at low pH, although it drastically inereased above
pH 7.0, This is in agreement with the suggestion that
NIEM reacts with the unprotonated lateral chain of cys-
teine by nucleophilic addition across the NEM double
bond (20). The pH ceffects on the H'-ATPasc were de-
scribed by

st

po et 1)
K, +|H"]

where £* is the pH-independent second-order rate con-
stant of inactivation and K, the acid dissociation con-
stant. This equation was deduced from a mode! in
which the inhibitor reacts with a single, deprotonated
group of the enzyme (or several groups with the same
pK,) leading to inhibition of the activity. This model
seemed to apply only when the experimental pH range
used was from 6.5 to 8.5; here a pI, 0f 9.04 + 0.07 and
ak =438 = 0.55 were estimated and the experimental
points showed a good fit with the theoretical line (Fig.
3, inset). When inactivation was measured at pH 9.0,
9.5, or 10.0, the pK, varied depending on the pH: when
the upper pH was 9.0, the calculated parameters were

I

®
T °
£ 0.1
é Y'Y
0'0 1 ) 1
0 ] 10 15

MgSo, (mM)

FIG. 2, Effcct of Mg** on the inhibition of the H"-ATPase hy NEM,
The enzyme (0.6 mg/ml) was incubated at 30°C and pH 7.5 in the
presence of different concentrations of MgSO, (0-15 mm). The inhibi-
tion reaction was started by the addition of 1 mm NEM and aliquots
were withdrawn {or ATPase assay. The plot shows the dependence
of the pseudo-first-order rate constant of inactivation on the concen-
tration of Mg.
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ph, of 1145 = 345 and & = 1385 = 108,-100: when the
pH range included pH 9.5 as the upper limit, the results
were ph, 1169 = 5.2 and £ = 2476 = 27820, When
the seleeted range was pH 6.5 to 10.0, ph, was 12.3:
= 1.1.6. When using the data from pH 9.0 and higher,
we observed large standard deviations and a continu-
ous overestimation of & by the theoretical curve, re-
sulting in a poor fit to the experimental points (I'ig. 3,
inset), The results suggest that at pH 9.0 and higher,
diverse groups are becoming deprotonated and reactive
to NEM, thus complicating the reaction. In contrast,
when the range of pH 6.5 to 8.5 was used, the theoreti-
cal—experimental fit was very good while the devia-
tions observed were minimal, Therefore, the predicted
pK, 0f 9.02 for the groups reacting at pH 7.5 is probably
accurate.

Protection by Mg-ADP against the NEM-mediated in-
hibition of the H*-ATPase. In many enzymes, the pres-
ence of physiological ligands can greatly affect the rate
of the NEM-mediated inactivation (9, 21, 22). Inthe H -
ATPase from K, lactis, the competitive inhibitor Mg-
ADP was selected to explore whether ligand binding
protects against NEM inhibition, The binding of the li-
gand to the enzyme decrcased the rate of inactivation
(Fig. 4A). However, the enzyme was only partially pro-
tected, even when the concentration of Mg-ADP was
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FIG. 3. Effect of pH on the inhibition of the H*-ATPase by NEM.
The enzyme (0.6 mg/ml) was incubated at 30°C at different pH levels
in the presence of 1 mm MgS0, and different concentrations of NEM
depending on the pH value. The buffer was always 50 m as follows:
Hepes was used for pH levels ranging from 6.5 to 8.0 (@); AMPSQ
for pH levels ranging from 8.5 to 10.0 (O); and Taps for pH levels
9.0 and 9.6 ([)). The titration curves show the theoretical dependence
of the second-order rate constant of inactivation as a function of pH
(Ixq. (11 using the pH range indicated: (—) 6.5 to 8.5, (---) 6.5 to 9.5,
and (+++) 6.5 to 10.0. The inset presents a magnification of the plot
in the range 6.6 to 8.5 to show fit of experimental points to cach
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FIG. 4. Effect of Mg-ADP on the inhibition of the ATPase by NEM,
The ATPase was incubated at 30°C and pH 7.5 at a protein concentra-
tion of 0.6 mg/ml, with 1 mm NEM and 100 mM Na*, in the presence
Mg-ADP. (A) Time course of the inhibition at the following concentra-
tions of Mg-ADP: (O) 0, (@) 0.5 mM, (V) 1.0 mM, (¥) 2.0 mM, (1) 3.0
mu, (B9) 5.0 mat, (A) 7.6 mM, and (&) 10.0 mM. (B) The difference
between the pscudo-first-order rate constant in the absence and pres-
ence of Mg-ADP is plotted against the Mg-ADP concentration. (C)
Double reciprocal of the data in B.

raised to 20 mm. Figure 4B illustrates the partial protec-
tion elicited by the nucleotide. The data were fitted to

=l + ly[Mg-ADP] 2]
: K, + [Mg-ADP] -

derived from a model of partial protection (23), The K,
for ADP was 2.9 + 0.4 mu. The pscudo-first-order rate
constant of inactivation at saturating concentrations of
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Mu-ADP f) was 0017 & 0.005 min Uand the rate
constant of inactivation in the absence of hgand thy
was 0.211 min ' The above equation can be arranged
into a straight e as

1 1 R S 13
I [Mg-ADP] )

AV, - (/\‘1 - /\';3) ' {/\'1 -

where Ak is the difference between the rate constants
i the absence and in the presence of Mg-ADP at cach
Mg-ADP concentration tested (23). The plot of 1724
versus NMg-ADP was a straight line, consistent with
Eq. [3] (Fig. 4C).

Interaction of MMTS with the H ™ -ATPase and subse-
quent addition of NEM.  The results described above
indicate that some sulfthydryl groups contained in the
H -ATPase from KA. lactis reacted with NEM, re-
sulting in loss of activity and suggesting that these
residues might be essential; alternatively, the inhibi-
tion by the bulky NEM could be due to steric hin-
drance, To test this, a small sulthydryl reagent was
examined: MMTS which is highly speccific for cys-
teines (24). No appreciable loss of activity was de-
tected when MMTS reacted with the H'-ATPase. In
addition, the MMTS-modified ATPase was fully pro-
tected against inhibition by NEM, indicating that
MMTS reacted efficiently with the same sulfhydryl
groups as NEM (results not shown).

Stoichiometry of the reaction of NEM wilh the cys-
teines in the H"-ATPase. 'The number of cysteines in-
volved in the NEM-mediated inhibition of the I"-
ATPase was determined by labeling the protein with
MC-NEM, either in the presence or absence of Mg-ADP
(Fig. 5A), The ATPase was partially protected by Mg-
ADP, with a pseudo-first-order rate constant of inacti-
vation of 0.017 min"! in the presence of Mg-ADP and
0.082 min™! in its absence. The inhibition of the
ATPase departed from pseudo-first-order kinctics at
the longer times tested and above 80-90% inhibition,
In addition, the gradual incorporation of NEM into the
native H™-ATPase was studied (Fig. 5B). The binding
parameters characterizing each curve were obtained
by fitting the data to

A=A"u (1 —e™, 4]

where A is "C-NEM bound/H*-ATPase at time ¢, A™
is "C-NEM bound/H'-ATPase at infinite time, and
is the rate constant of incorporation, When the AT-
Pase was incubated with NEM in the absence of Mg-
ADP, 3.15 cysteine residues/ATPase were modified
with £ = 0.048 min~'. In the presence of Mg-ADP,
only 1.8 cys/ATPasc (& = 0.054 min ') were labeled
(IFig, BB).
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FIG. 5. "C-NEM Inbeling. Effects on the activity of the Kluyvero-
myces lactis H*-ATPasc in the absence and presence of Mg-ADP, The
enzyme (0.6 mg/ml} was incubated at 30°C and pH 7.5, in 1 mM
MgSO0,, 100 mM Na*, and 1 mm "C-NEM in the absence (@) and
presence (O) of 10 mm Mg-ADP. (A) Time course of the inhibition of
the ATPase activity by NEM, (B3) Time course of the incorporation
of NIEM into the ATPase, (C) Relationship between the activity and
the incorporation of NEM into the A'TPase.

The plot of inhibition of H"-ATPase versus incorpora-
tion of NEM (Fig. 5C) showed that in the absence of
Mp-ADP, extrapolation of the linear region of the plot
to the a axis suggested that two of the three cysteines
labeled by NEM were involved in the inhibition of H'-
ATPase. In the presence of Mg-ADP, incorporation of
the first NEM elicited only a slight inhibition (10 to
20%), while up to 80% inhibition was attained after
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