





ﬂ DEPARTAMENTO DE BIOLOXIA CELULAR E MOLECULAR
% FACULTADE DE CIENCIAS

UNIVERSIDADE DA CORUNA

KIHEM13, un gen hipoxico en la
biosintesis de hemo

Memoria presentada por
MOISES BLANCO CALVO

para aspirar al grado de
DOCTOR EN BIOLOGIA

Junio 2006



2006

D

© Universidade da Corufia, 2006
Todos los derechos reservados



El presente trabajo, KIHEM13, un gen hipéxico en la biosintesis
de hemo, presentado por Moisés Blanco Calvo para aspirar al grado de
Doctor en Biologia, ha sido realizado bajo mi direccién en el Departamento

de Bioloxia Celular e Molecular de la Universidade da Coruiia.

Revisado el texto, estoy conforme con su presentacion para ser

juzgado.

En A Corufia, a 9 de Mayo de 2006.

Dra. Maria Esperanza Cerdan Villanueva

Catedratica del Area de Bioquimica y Biologia Molecular






El autor de esta tesis ha disfrutado durante su realizacion de una
beca predoctoral concedida por la Direccion Xeral de Investigacion,
Desenvolvemento e Innovacion de la Xunta de Galicia (marzo 2004 - marzo
2006) y de una beca predoctoral concedida por la Universidade da Corufia
(enero 2004 - febrero 2004). También ha estado contratado (septiembre 2001 -
diciembre 2003) con cargo al proyecto de investigacion MCYT (BMC2000-0117).

La realizacion de este trabajo ha sido posible gracias a la
financiaciéon obtenida a través de los proyectos MCYT (BMC2000-0117) y MCYT
(BMC2003-04992) y a través de los incentivos para dichos proyectos
PGIDT01PXI10303PN y PGIDT04PXIC10302PN de la Xunta de Galicia.






A mi madre

“Hace tan solo seis meses, todavia trabajaba como albaiiil.

No, no hay nada humillante en ello, aprendes muchas cosas,

trabas amistad con gente sencilla y admirable, y también te das cuenta

de que nosotros, gente de ciencia, somos unos privilegiados,

porque hacer un trabajo que es a la vez una pasiéon es un privilegio,

sf, amigos mios, el privilegio que jamas han conocido mis comparfieros albafiles,
porque es imposible cargar vigas con pasiéon.”

Milan Kundera, en La Lentitud (1995)






Después de casi cinco afios ha llegado la hora. He de enfrentar mi
destino, ponerme delante del ordenador y dedicarle unas palabras a toda esa
gente que de alguna forma ha estado conmigo y ha contribuido a este trabajo.
Para empezar, quisiera agradecerle a la Dra. Esperanza Cerdan la oportunidad que
me ha brindado de hacer una tesis (Quién me lo iba a decir). Quisiera también
agradecerle la confianza inquebrantable que ha depositado en este proyecto
cuando ni yo mismo lo veia claro. Tampoco puedo olvidarme aqui del resto del
equipo de Bioquimica y Biologia Molecular que ha estado ahi para resolver alguna
que otra incidencia y, bueno, también ha caido alguna que otra bronca. Ellos son
las Dras. Ana Rodriguez, Maribel Gonzalez, Marian Freire, Esther Rodriguez y Ménica
Lamas y el Dr. Manuel Becerra Y, como no, a mi jefa ejecutiva, la ya Dra. Laura
Nufiez quisiera agradecerle toda esa avalancha de ayuda prestada en todo tipo
de materias. Después de estos afios juntos no deja de sorprenderme su
sobrehumana capacidad de trabajo y dedicacién, alimentada de un amor por la
ciencia que estoy por asegurar que deja atras al de muchos premios Nobel.

Una mencién especial merece una persona también muy especial:
Nuria. Después de todo este tiempo, tengo tanto que agradecerle que todo lo que
diga aqui se quedara corto. Gracias por transmitirme un poco de tu energia
(sismica, ¢no?) desbordante y gracias por prestarme muchas veces parte de tu
gran inteligencia (aunque reniegues de ella). Gracias por tu risa imborrable y
gracias por tus incansables y sufridas cuerdas vocales que son los mejores antidotos
conocidos contra la tristeza y la apatia. Gracias por estropear todo cacharro con
mas de dos piezas que tocas, porque si no yo me aburriria. Y, especialmente,
gracias por aportar todo lo que has aportado a mi ser; no sé si te has dado cuenta
pero ti has hecho de mi un nuevo yo, alguien distinto y desconocido de aquel que
era hace ya casi cinco afos. Gracias...

A los que estan y que quizas algun dia se vean escribiendo esto mismo:
Raquel Castro, Angel Pereira y Rafael Fernandez, gracias por apoyarme en este
ultimo empujén, gracias por haberme permitido compartir con vosotros lo poco que
sé y, en definitiva, gracias por ser como sois. Y a nuestras mas recientes
adquisiciones de la cantera: Silvia Remeseiro y Luisa Martinez, gracias por dejarme
volver a ver la ilusién y las ganas de aprender de los que empiezan su camino.

A nuestra pequefia, Aida Sanchez, a la que le he prometido un
apartado para ella sola, gracias por todo. Excepto por chantajearme
emocionalmente para quedarme a comer y por haberme enganchado a las
telenovelas.

Tampoco quisiera olvidarme de los que ya se han ido y que han
aportado, de una u otra manera, algo a la realizacidon de esta tesis: Ana Franco,
Arturo Rodriguez, Silvia Diaz, Cristina Trillo, Silvia Seoane, Gema Ruiz, Eva Fortuna,
Monica Rey y Rebeca Santiso. Y gracias también a todos los chicos de intercambio
por haberme mostrado que hay un mundo maravilloso por descubrir mas alla del
gue vemos cada dia.

Y como lo mas importante siempre se deja para el final por aquello de
gue los ultimos seran los primeros, quisiera agradecerle a mi madre todo lo que ha
hecho, todo lo que ha luchado y todo lo que se ha sacrificado por mi desde el
primer dia en que vine a este mundo. Esta tesis es tan tuya como mia, porque tu me
has convertido en lo que soy y lo que soy ha hecho esto. Por eso, va dedicada a ti.






Quisiera agradecerles al Dr. Jean Michel Camadro y a su gente,
la indispensable colaboracién prestada con las medidas de la
actividad coproporfiinégeno oxidasa incluidas en este trabajo.
También quisiera agradecerles a las Dras. Laura NUfiez y

Mdnica Gonzalez, su valiosa aportaciéon a este trabajo.






ABREVIATURAS

*: final en secuencia proteica.

A: Alanina, aminoacido en secuencia proteica.

A: Ampicilina, antibiético afiadido como suplemento en un medio de cultivo.
A: desoxinucleo6tido de Adenina en secuencia de DNA.

A: unidades de Absorbancia.

Acli: Acetato de Litio.

AdoMet: S-Adenosil-L-Metionina.

ADP: porfiria por deficiencia en ALA deshidratasa.

AIP: Acute Intermitent Porphyria, porfiria intermitente aguda.

ALA: AminoLevulinic Acid, acido aminolevulinico.

AMPc: adenosin monofosfato ciclico, nucleétido de adenina ciclico.

APS: Ammonium PerSulphate, persulfato amaonico.

B: asparragina o acido aspartico, aminoacido en secuencia proteica.

bp: base pairs, pares de bases.

BSA: Bovine SeroAlbumin, Seroalbuimina bovina.

C: cisteina, aminoacido en secuencia proteica.

C: desoxinucledétido de Citosina en secuencia de DNA.

C: zona carboxilo-terminal, en estructura proteica.

cDNA: DNA complementario, acido desoxirribonucleico complementario.
CDS: secuencia codificadora, CoDing Sequence.

CEP: Congenital Erythropoietic Porphyria, porfiria eritropoyética congénita.
CHIP: CHromatin InmunoPrecipitation.

CM: Complete Medium, medio completo.

cm: centimetro.

Cmz: centimetro cuadrado.

CoA: Coenzima A.

Coprogen: Coproporfirinégeno.

CPD: CoproPorfirinbgeno Deshidrogenasa.

CPO: CoproPorfirin6geno Oxidasa.

CPRE: CPO Promoter Regulatory Element, elemento regulador del promotor de
CPO.

D.O.: Densidad Optica.

D: cualquier base menos C en secuencia de acidos nucleicos.

D: acodp aspartico, aminoacido en secuencia proteica.

dATP: deoxyAdenine TriPhosphate, desoxinucleétido de adenina trifosfatado.
dCTP: deoxyCytosine TriPhosphate, desoxinucledtido de citosina trifosfatado.



ddATP: dideoxyAdenine TriPhosphate, didesoxinucleétido de adenina trifosfatado.
ddCTP: dideoxyCytosine TriPhosphate, didesoxinucledétido de citosina trifosfatado.
ddGTP: dideoxyGuanine TriPhosphate, didesoxinucleoétido de guanina trifosfatado.
ddTTP: dideoxyTimine TriPhosphate, didesoxinucledtido de timina trifosfatado.
DEPC: DiEtilPiroCarbonato.

dGTP: deoxyGuanine TriPhosphate, desoxinucledétido de guanina trifosfatado.
DNA: acido desoxirribonucleico.

DNasa: desoxirribonucleasa, enzima degradadora de DNA.

dNTPs: desoxinucledtidos trifosfatados, dATP, dTTP, dGTP, dCTP.

DTT: DiTioTreitol.

dTTP: deoxyTimine TriPhosphate, desoxinucledtido de timina trifosfatado.

E: glutamato, aminoacido en secuencia proteica.

E.: Escherichia.

EDTA: acido EtilenDiamino Tetra-Acético.

EMSA: Electrophoretic Movility Shift Assay, ensayo de retardo en gel.

EPP: Erythropoietic ProtoPorphyria, protoporfiria eritropoyética.

EUROSCARF: EUROpean Saccharoymces Cerevisiae ARchive for Functinal analysis
F: fenilalanina, aminoacido en secuencia proteica.

G: desoxinucleo6tido de Guanina en secuencia de DNA.

G: glicina, aminoacido en secuencia proteica.

g: gramo, masa.

GCT+A: mezcla de dNTPs deficiente en dATP, usada en el marcaje de primer
extension.

GTF: factor general de la transcripcion, General Transcription Factor.

H: cualquier base menos G en secuencia de acidos nucleicos.

H: histidina, aminoacido en secuencia proteica.

HEPES: acido [4-(2-HidroxiEtil)-1-Piperazina-Etano-Sulfénico]

Hz: herzios, frecuencia.

l: isoleucina, aminoacido en secuencia proteica.

HCP: Heredetary CoproPorphyria, coproporfiria hereditaria.

IPTG: IsoPropil-B-D-TioGalactopirandsido.

K: Kanamicina, antibiético suplementado a un medio de cultivo.

K.: Kluyveromyces.

K: lisina, aminoacido en secuencia proteica.

KDa: KiloDaltons, peso molecular.

Kl: delante de los nombres de los genes indica que son de Kluyveromyces lactis.
L: leucina, aminoacido en secuencia proteica.

I: litro, capacidad = volumen.

LB: Luria Bertani, medio de cultivo.

M: metionina, aminoacido en secuencia proteica.

M: molar, concentracion mol/I.

mBa: milibares, presion.

Me: grupo Metilo.

mg: miligramo, masa.

mJ: milijulios, energia.

ml: mililitro, capacidad = volumen.

mM: milimolar, concentracioén.

MOPS: acido 3-(N-MOrfolino)-Propono-Sulfénico.

MRNA: RNA mensajero.

N: cualquier base en secuencia de acidos nucleicos.

N: asparragina, aminoacido en secuencia proteica.

N: zona amino-terminal, en estructura proteica.

NADPH: nicotin adenin dinucleétido fosfato reducido.

ng: nanogramos.

nm: nanometros, longitud de onda.

nmol: nanomoles.

°C: grados centigrados, temperatura.



ONPG: O-Nitrofenil-p-D-Galactopiranésido.

ORF: Open Reading Frame, pauta abierta de lectura.

P: prolina, aminoacido en secuencia proteica.

pb: pares de bases.

PBG: PorfoBilindGeno.

PCIA: Phenol Chloroform Isoamyl Alcohol, fenol + cloroformo + alcohol isoamilico.
PCR: Polymerase Chain Reaction, reaccién en cadena de la polimerasa.
PCT: Porfiria Cutanea Tarda.

PDB: Protein Data Bank, base de datos de estructuras proteicas.

PEG: PoliEtilenGlicol.

pH: potencial de Hidrégeno.

pmol: picomol.

Pro: grupo Propilo.

Proto: Protoporfirina IX.

Protogen: Protoporfirinégeno.

Q: glutamina, aminoacido en secuencia proteica.

Q: glutamato, aminoacido en secuencia proteica.

R: bases puricas, A 6 G en secuencia de acidos nucleicos.

R: arginina, aminoacido en secuencia proteica.

RNA: &cido ribonucleico.

RNasa: ribonucleasa, enzima degradadora de RNA.

rRNA: RNA ribosémico.

r.p.m.: revoluciones por minuto.

S.: Saccharomyces.

s: segundos.

S: serina, aminoacido en secuencia proteica.

Sc: delante de los nombres de los genes indica que son de Saccharomyces
cerevisiae.

SD: secuencia Shine-Dalgarno.

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate, dodecil sulfato sédico.

T: desoxinucleétido de Timina en secuencia de DNA.

t: tiempo.

T: treonina, aminoacido en secuencia proteica.

Taq: DNA-polimerasa usada en PCR extraida de la bacteria Thermus aguaticus.
TBP: proteina de unidn a TATA, TATA Binding Protein.

TEMED: N, N, N’, N’-TetraMetil-EtilenoDiamina.

TIC: Translational Initiation Codon, codén de inicio de la traduccion.

tRNA: RNA transferente.

Tween 80: polyoxyethilenesorbitan monooleate.

U: unidad de enzima.

UAS: Upstream Activating Sequence, secuencia activadora 5’, elemento regulador.
UupOREF: upstream ORF.

Urogen: Uroporfirinégeno.

UTR: region no traducida, UnTranslated Region.

V: capacidad = volumen.

V: valina, aminoacido en secuencia proteica.

V: voltios, potencial eléctrico.

Vn: grupo Vinilo.

VP: Variegate Porphyria, porfiria variegada.

W: bases A 6 T/U en secuencia de acidos nucleicos.

W: triptéfano, aminoacido en secuencia proteica.

x g: fuerza centrifuga relativa ejercida sobre una muestra en una centrifuga.
X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido.

Y: bases pirimidinicas, C 6 T, en secuencia de acidos nucleicos.

Y: tirosina, aminoacido en secuencia proteica.

YNB: Yeast Nitrogen Base, suplemento para medios CM.

YPD: Yeast Peptone Dextrose, medio de cultivo a base de estos tres compuestos.



Z: Glutamina o acido glutamico, aminoacido en secuencia proteica.
Q: ohmios, resistencia eléctrica.

uF: microfaradios, capacitancia eléctrica.

ug: microgramo, masa.

ul: microlitro, capacidad = volumen.

um: micrémetros, longitud.
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INTRODUCCION

1. Levadurasy biotecnologia

En términos generales la biotecnologia se puede definir como el uso de
organismos vivos o de compuestos obtenidos de organismos vivos para
obtener productos de valor para el hombre.

La biotecnologia ha sido utilizada desde los comienzos de la historia en
actividades tales como la preparacion del pan y de bebidas alcohdlicas o en
la mejora de cultivos y de animales domésticos. Procesos como la
produccion de cerveza, vino, queso Yy yogurt implican el uso de
microorganismos con el fin de convertir un producto natural en un producto
derivado por fermentacién. Entre los microorganismos empleados las
levaduras ocupaban un lugar destacado, aunque claro, nuestros
antepasados no tenian conciencia de ello. En la actualidad, la biotecnologia
se basa en una gran variedad de técnicas utilizadas en biologia molecular
gue sirven para modificar, bien microorganismos, como las levaduras, bien
células vegetales y animales, dotandolas de la capacidad para generar
diversos productos de interés para el hombre que de otra manera serian
muy dificiles de conseguir.

Por tanto, podemos decir que la biotecnologia abarca desde la
biotecnologia tradicional, muy conocida y establecida, hasta la biotecnologia
moderna, basada en la utilizacion de las nuevas técnicas de ingenieria
genética sobre organismos de interés biotecnolégico.

2. Saccharomyces cerevisiae versus Kluyveromyces lactis

La levadura mas utilizada desde los inicios de la biotecnologia ha sido
Saccharomyces cerevisiae. Se trata de una levadura cuyo mecanismo
principal para la obtencibn de energia metabdlica se basa en las
fermentaciones. Incluso en condiciones aerébicas, esta levadura fermenta
glucosa u otras fuentes de carbono suministradas que puedan ser
convertidas en etanol. Tan s6lo cambia su manera de obtener energia
cuando las fuentes de carbono de las que dispone no son fermentables,
pasando entonces a respirar. Este sistema metabdlico ha convertido a
S. cerevisiae en el organismo mas empleado en la biotecnologia tradicional,
una biotecnologia que se centraba sobre todo en la elaboracion de nuevos
alimentos a traveés de procesos de fermentacion.

Sin embargo, con la llegada de las técnicas de ingenieria genética
aplicadas a la biotecnologia, ésta ha sufrido una gran revolucion,
descubriéndose nuevas aplicaciones mas alla de las ya conocidas en la
industria alimentaria. De este modo, hoy se generan mediante procesos
biotecnoldgicos un gran numero de productos destinados al empleo en la
industria farmaceéutica, quimica, etc. Muchas veces estos procesos no sélo
no requieren que los organismos empleados fermenten, sino que incluso
este modelo metabdlico resulta contraproducente. Ello es debido a que la
generacion de los productos finales depende en gran medida de la
capacidad de generar biomasa por parte del organismo que lleva a cabo el
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INTRODUCCION

proceso biotecnolégico, de tal manera que cuanta mas biomasa se produzca
en el menor tiempo posible y con los minimos costes, mayor rendimiento
econdmico se podra obtener. Sin embargo, al ser la fermentacién un sistema
metabodlico muy ineficiente, en términos de aprovechamiento de las fuentes
de carbono y de obtencion de energia, resulta inadecuada. Mediante el
metabolismo respiratorio la levadura es capaz de generar mucha mas
cantidad de energia partiendo de una misma cantidad de nutrientes. Como
consecuencia de ello, un microorganismo que tenga como modelo
metabolico basico la respiracibn, asegura un mayor rendimiento
biotecnolégico y, por tanto, econdmico, puesto que con el mismo coste se
generara mas biomasa y mayor cantidad de producto final. Por todo lo
expuesto, actualmente se utilizan, y son objeto de investigacion para su
mejora, una serie de microorganismos, entre los que se encuentra la
levadura Kluyveromyces lactis que utiliza la respiracion como sistema
metabolico preferente para la obtencién de energia. La fermentacion solo se
produce en K. lactis en condiciones deficitarias de oxigeno, necesario para el
metabolismo respiratorio (Gonzalez-Siso et al., 1996).

3.  Hemo, oxigeno y respiracion

El grupo hemo es un compuesto formado por cuatro anillos pirrélicos
entre los cudles se intercala un ion de hierro (en estado de oxidacion +2 6 +3
segun los casos). Este ion es capaz de interaccionar de forma reversible con
el oxigeno lo que convierte al hemo en un transportador de oxigeno.
Ademas, el hemo puede interaccionar con otras moléculas proporcionando
un sistema para su unién y transporte. Debido a estas caracteristicas, se ha
postulado que en S. cerevisiae el grupo hemo puede funcionar como un
sensor (Poyton, 1999) capaz de detectar la cantidad de oxigeno disponible
en la célula en cada momento, bien a través de su union fisica a é€l, bien a
través del estado redox del hierro. Ante las variaciones en los niveles de
oxigeno del medio ambiente y de la célula, el grupo hemo puede
desencadenar una serie de mecanismos de respuesta en la célula a través
de la intervencion de factores de transcripcion especificos que, o bien son
hemo-proteinas, o son capaces de unirse a hemo. Ademas de este papel en
la regulacion transcripcional, el grupo hemo es fundamental para la
respiracion puesto que forma parte como grupo prostético de algunos
transportadores de electrones de la cadena respiratoria. Por otro lado, el
hemo actia como cofactor en muy diversas reacciones enzimaticas en las
que participa el oxigeno, como es el caso de la llevada a cabo por la
coproporfirinbgeno oxidasa que interviene en la propia biosintesis de hemo.
De todo esto se puede deducir que el grupo hemo esta estrechamente
relacionado con la gestion del oxigeno a nivel celular. Por tanto, el estudio
de la biosintesis de hemo, de su regulacion y de los procesos en los que
interviene nos pueden ayudar a entender la utilizacion de rutas metabdlicas
diferentes para la obtencion de energia en levaduras, como sucede al
comparar S. cerevisiae y K. lactis. Los conocimientos obtenidos pueden
resultar de aplicacion para la modificacion y mejora de estos
microorganismos de cara a su aplicacibn en nuevos procesos
biotecnolégicos.
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4. El hemo y su biosintesis

En general, en diversos organismos procariotas y eucariotas la ruta de
biosintesis del hemo se encuentra organizada en ocho reacciones
enzimaticas (Figura 1.1). El primer paso consiste en la condensacion de
succinato y glicina para dar lugar al acido &-aminolevulinico (ALA), proceso
catalizado por la enzima aminolevulinato sintasa codificada en levaduras por
el gen HEM1, (hemA en procariotas). El siguiente paso llevado a cabo por la
aminolevulinato deshidratasa codificada en levaduras por el gen HEM2
(hemB en procariotas), consiste en la union de dos moléculas de ALA para
dar lugar a porfobilinogeno, una molécula ciclica que sera la base estructural
del grupo hemo. Como resultado de la fusion de cuatro moléculas de
porfobilinégeno se consigue hidroximetilbilano gracias a la intervencion de la
porfobilindgeno desaminasa también llamada uroporfirinégeno | sintasa,
codificada en levaduras por el gen HEM3 (hemC en procariotas). El
siguiente paso consiste en el cierre del anillo tetrapirrolico dando lugar a
uroporfirindgeno lllI; esta reaccion es catalizada por una holoenzima formada
por la uroporfirinbgeno | sintasa del paso anterior, junto con la
uroporfirinogeno Il cosintasa, fundamental para la formacion del producto.
Esta enzima estd codificada en levaduras por el gen HEM4 (hemD en
procariotas). A continuacion se genera coproporfirinégeno Il con la
intervencion de la uroporfirinbgeno descarboxilasa codificada en levaduras
por el gen HEM12 (también llamado HEM6 en levaduras; hemE en
procariotas). En el siguiente paso se produce una descarboxilacion de la
molécula, esta vez en presencia de oxigeno, dando Ilugar a
protoporfirindgeno 1X por la accion de la coproporfirinégeno oxidasa (Figura
I.2 e 1.5) codificada en levaduras por el gen HEM13 (en procariotas hemF 6
hemN; estos dos ultimos dan lugar a dos isoformas bacterianas de la
enzima). Seguidamente, el protoporfirindgeno IX pasa a protoporfirina IX,
proceso catalizado por la protoporfirindgeno oxidasa con la intervencion de
nuevo del oxigeno. Esta enzima esta codificada en levaduras por el gen
HEM14 (hemG y hemY en procariotas). A la protoporfirina IX ahora se le
pueden incorporar distintos iones metalicos para dar lugar a distintos tipos
de moléculas; cuando se le incorpora un i6n de hierro se origina hemo. Este
ultimo paso lo realiza la ferroquelatasa codificada en levaduras por el gen
HEM15 (hemH en procariotas).
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Figura I.1. Esquema que representa la secuencia de reacciones de la ruta de biosintesis del
grupo hemo y su localizacion subcelular en S. cerevisiae. Adaptado de Zhang y Hach
(1999).

En general, en eucariotas esta serie de reacciones se inician en la
matriz mitocondrial, donde se sintetiza ALA a partir de glicina y del succinato
procedente del ciclo de los &cidos tricarboxilicos. ElI ALA se exporta al citosol
donde contintan el resto de reacciones hasta que llegamos a los tres ultimos
pasos, catalizados por enzimas que se encuentran en la mitocondria. El
hemo generado puede salir al citosol para formar parte del pool de hemo
libre o unirse a otras proteinas y/o estructuras y ejercer sus funciones. Cabe
destacar una excepcion a esta disposicion de las enzimas que participan en
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la biosintesis de hemo. En S.cerevisiae se ha descrito que la
coproporfirinégeno oxidasa se localiza en el citosol (Camadro et al., 1986),
aungue existia cierta controversia ya que previamente se habia observado
que la actividad enzimatica era estimulada entre dos y tres veces por
fosfolipidos y detergentes neutros, lo que apoya la hipétesis de que exista
una interaccion entre la CPO y las membranas mitocondriales (Yoshinaga y
Sano, 1980) Por otro lado, cabe destacar que en algunas bacterias se
observa la ausencia de los ultimos cuatro genes de biosintesis de la ruta de
hemo, llegando incluso a desaparecer por completo la ruta en determinadas
bacterias parasitas (Panek y O’Brian, 2002).

El hemo en eucariotas superiores se produce principalmente en dos
lugares: en el higado y en los tejidos eritropoyéticos. Los mecanismos que
controlan la regulacion de la sintesis de hemo se ejercen de forma diferente
en ambos tejidos actuando sobre la produccion de la primera enzima de la
ruta de biosintesis de hemo, la ALA-sintasa. En humanos, asi como en el
resto de eucariotas superiores, existen dos genes que codifican la ALA-
sintasa, uno especifico de células eritroides, el gen ALA-sintasa 2 en el
cromosoma X, y otro de codificacion ubicua, el gen ALA-sintasa 1 en el
cromosoma 3 (May et al.,, 1995). En las células eritroides la sintesis de
enzimas participantes en la formacion de hemo se encuentra bajo el control
de la eritropoyetina generada en condiciones hipéxicas. Por otro lado, en
ausencia de hemo, la traduccion del transcrito del gen ALA-sintasa 2 en las
células eritroides es bloqueada por la uniéon de una proteina citosélica que
une hierro a un elemento de respuesta a hierro localizado en el RNA
mensajero (Ponka, 1999). En el higado, el hemo celular libre retroinhibe la
actividad ALA-sintasa a traves de la actuacion a tres niveles de regulacion:
una regulacién a nivel transcripcional, una regulacion a nivel traduccional
con una desestabilizacion del RNA mensajero de la ALA-sintasa y una
regulacion de la tasa de internalizacion de la enzima en la matriz
mitocondrial (May et al., 1995).

A otro nivel en la ruta de biosintesis, analisis funcionales del promotor
del gen de la CPO en las células eritroides de humanos muestran que es
necesaria la accion sinérgica de un elemento similar a Sp-1, un sitio GATA y
un elemento regulador especifico del gen, denominado CPRE (CPO
Promoter Regulatory Element), que interactia con Klpl, un factor con una
estructura similar a las cremalleras de leucina de algunas proteinas. En las
células no eritroides no es necesaria la presencia del elemento GATA para la
actividad del promotor del gen de la CPO (Takahashi et al., 2000) de lo que
se deduce que el gen de la CPO presenta una regulacion tejido-especifica.

5. Lacoproporfirindgeno oxidasa (CPO) y los genes que la codifican
5.1. En procariotas
En algunas bacterias se ha constatado la presencia de dos isoformas

de coproporfirinogeno oxidasa (CPO), frente a lo que ocurre en eucariotas
gue sblo poseen una. Una de las isoformas codifica una CPO oxigeno-
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dependiente, mientras que la otra codifica una CPO independiente de
oxigeno que no precisa de oxigeno para llevar a cabo el proceso de catalisis
(Figura 1.2). Esta peculiar caracteristica hace que determinadas bacterias
sean capaces de generar cantidades de hemo suficientes para sobrevivir,
incluso en las condiciones andxicas mas estrictas. Estas bacterias presentan
dos genes: el gen hemF y el gen hemN que codifican respectivamente las
isoformas dependiente e independiente de oxigeno de la CPO. Sin embargo,
esto no es lo habitual, y la mayoria de las bacterias suelen presentar solo el
gen hemN que da lugar a la isoforma independiente de oxigeno. Esta
isoforma es mayoritaria incluso en aquellas bacterias que poseen también el
gen hemF (Panek y O'Brian, 2002).

Pro e
e Pro
Mg Me
Pro Pro
copmoporfiindgeno 11T
2 Ardnhst O+ 3 HY
Pro = Prapilo CPD C PO
W ="Yinilo
CPO = Coproporfiindgena oxidaza 2 (::02+ 8 Met + 200, +2HO
o i 2 5- desoriadenina
CPD = Coproporfinnagena deshidrogenasa
AdaMet = 5-adenosilL-metionina W Me
Met = Metiorina
Me = Metilo
Me W
e he
Pra Pra

protoporfiindgeno I

Figura 1.2. Reaccidn catalizada por la coproporfirinégeno oxidasa (CPO) dependiente de
oxigeno. La misma reaccién es catalizada por la coproporfirinégeno deshidrogenasa (CPD),
presente en algunas bacterias y que, como se puede observar, no utiliza el oxigeno como
sustrato.

5.2. En eucariotas
5.2.1. En S. cerevisiae

S. cerevisiae quizas sea el organismo eucariota donde mas se ha
estudiado la ruta de biosintesis del grupo hemo y en concreto, la CPO y el
gen que la codifica, HEM13. El primer dato que nos encontramos en la
bibliografia acerca de la presencia de CPO en levadura data de 1968 y se lo
debemos a Miyake y Sugimura, cuando estudiaban una mutacion
termosensible que a alta temperatura presentaba deficiencias respiratorias,
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carencia de todos los citocromos y acumulacién de grandes cantidades de
porfirinas. Después de una serie de estudios y controversias acerca de
diferentes aspectos de la CPO, en el afio 1986 Camadro y colaboradores,
determinaron que la enzima en S. cerevisiae era citosélica y que precisaba
oxigeno para llevar a cabo su funcion catalitica (Camadro et al., 1986). Cabe
la posibilidad de que sea necesaria una interaccion transitoria entre la CPO y
la membrana mitocondrial, de manera que el protoporfirindgeno generado
pueda seguir siendo transformado a hemo por las dos Ultimas enzimas de la
ruta que se encuentran en las membranas mitocondriales (Labbe-Bois y
Labbe 1990). Camadro y colaboradores también demostraron que la CPO
era en realidad un homodimero formado por dos subunidades idénticas de
35 kDa, cada una de las cuales presentaba un atomo de hierro unido,
aungue no fueron capaces de asignarle ninguna mision en la catalisis. Por
otro lado, comprobaron que el tratamiento con agentes que reducen los
grupos tiol conducia a una inhibicion parcial del enzima, de forma que
postularon que la presencia de grupos sulfidrilo (SH) en la proteina era
requerida para su funcionalidad (Camadro et al., 1986).

Figura 1.3. Estructura terciaria de la coproporfirindgeno oxidasa de S. cerevisiae. Los
elementos estructurales son designados con una H cuando se trata de hélices-a y con una
S cuando son hebras-B. Los nimeros se refieren al orden que ocupan con respecto al
extremo amino-terminal. La gama de colores va desde el azul del extremo amino-terminal
(N) al rojo del extremo carboxilo-terminal (C). Tomado de Phillips et al., 2004.

Hasta hace relativamente poco tiempo no han existido datos
estructurales de la CPO, mas alla de intentos mas o menos afortunados de
predecir un modelo para su estructura terciaria (Colloc’h et al., 2002). En
2004, Phillips y colaboradores cristalizaron la CPO de S. cerevisiae y
determinaron por primera vez su estructura terciaria real que se muestra en
la figura 1.3 (Phillips et al., 2004).
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La proteina adopta una estructura terciaria diferente a los modelos
previos obtenidos por modelado por homologia (Colloc’h et al., 2002).
Presenta una lamina abierta formada por siete hebras beta antiparalelas, la
cual se encuentra flanqueada por una serie de hélices alfa. La zona de
ensamblaje de las dos subunidades que forman el dimero esta constituida
por un conjunto de hélices y una pequefia hebra beta aislada que se
empareja de forma antiparalela con su compafiera en la otra subunidad. El
centro activo resultd estar enterrado en la profundidad de la estructura de la
molécula y, como era de esperar, se encuentra bordeado por residuos
conservados, que probablemente sean importantes para la catalisis, lo que
explicaria los efectos deletéreos de muchas mutaciones asociadas con la
coproporfiria hereditaria, una enfermedad en humanos causada por el mal o
nulo funcionamiento de la CPO (Phillips et al., 2004).

El gen HEM13 de S. cerevisiae fue clonado por complementacion de
un mutante hem13" por Zagorec y colaboradores (Zagorec et al., 1988).
Estudios previos habian puesto de manifiesto que la actividad enzimatica
CPO se incrementaba en mutantes deficientes en la biosintesis de hemo,
fuera cual fuera el paso de la biosintesis que estuviese bloqueado (Labbe-
Bois et al., 1980; Grimal y Labbe-Bois, 1980; Rytka et al., 1984). Ademas
dicho incremento podia ser revertido mediante la adicion de hemo al medio
(Zagorec y Labbe-Bois, 1986). La actividad CPO también se incrementaba
cuando las células no mutadas crecian en condiciones anaerobicas, aunque
en este caso el efecto no pudo ser revertido por la adicion de hemo.
Incrementos similares en la actividad CPO se detectaron cuando los
mutantes crecian en anaerobiosis, o que sugiere que los efectos de la
carencia de hemo y oxigeno no se producen a través del mismo mecanismo.
Estos cambios en la actividad enzimatica CPO se producian de forma
paralela con los que se observaban en los niveles de mRNA y de proteina
CPO, de manera que se demostraba la existencia de una regulacion
negativa a nivel transcripcional por hemo y oxigeno sobre el gen HEM13 de
S. cerevisiae (Zagorec y Labbe-Bois, 1986; Zagorec et al., 1988).

Al comparar la regulaciéon descrita para HEM13 a nivel transcripcional
(Zagorec y Labbe-Bois, 1986; Zagorec et al., 1988) con la de otros genes
implicados en la biosintesis de hemo en levaduras y para los que existen
datos en la bibliografia (Keng and Guarente 19987; Keng et al., 1992;
Diflumieri et al. 1993; Schlaepher et al., 1994; Labbe-Bois, 1990), se deduce
que, con la informacion por ahora disponible, el paso catalizado la CPO es
uno de los mas regulados de la ruta, a nivel transcripcional mediante el
producto final, el hemo, ademas de mediante la variacion en los niveles de
oxigeno. Por otro lado, el paso se convierte en limitante en condiciones de
déficit de oxigeno, debido a que la enzima CPO utiliza oxigeno para llevar a
cabo la reaccion. Esto convierte al hemo en un excelente sensor de oxigeno
a nivel celular, puesto que sus niveles descienden de modo paralelo a como
lo hace el oxigeno (Zagorec et al., 1988). Aunque el modelo de regulacion de
HEM13 y de la CPO parezca complejo, tiene un significado biologico.
Cuando la disponibilidad de oxigeno desciende por debajo de un
determinado nivel se produce un descenso progresivo en la actividad CPO,
debido a que el oxigeno disponible no es suficiente para mantener la
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actividad catalitica méxima. Esto provoca, como ya se ha comentado antes,
que el paso catalizado por CPO se convierta en limitante para la ruta
biosintética, de manera que se produce un descenso en la biosintesis de
hemo. Al cesar la represion por producto final, se produce un incremento de
la expresion de HEM13 que intenta paliar la disminucion de la actividad
catalitica incrementando la biosintesis de la enzima. Por tanto, podemos
clasificar a HEM13 dentro del grupo de los genes hipoxicos de S. cerevisiae,
es decir, aquellos cuya expresion se ve incrementada a bajos niveles de
oxigeno.

En 1992 Teresa Keng demostro que el gen HEM13 se encuentra bajo
la regulacion de dos factores que ejercen su control de forma dependiente
de oxigeno: Hapl (Heme activating protein) y Rox1 (Repression by oxygen).
El factor Hapl potencia la represién en condiciones aerobias mientras que
es a la vez necesario para que HEM13 pueda expresarse a su maximo nivel
en condiciones de déficit de oxigeno y/o hemo. Roxl ejerce una fuerte
represion sobre HEM13 en condiciones de hemo suficiencia y/o
disponibilidad de oxigeno (Keng, 1992). En S. cerevisiae, la actividad
reguladora de Hapl es modulada por hemo y juega un papel importante en
la activacion transcripcional de genes que codifican proteinas requeridas en
la respiracion y en el control del dafio oxidativo (Creusot et al., 1988; Pfeifer
et al., 1989; Zhang y Hach, 1999). Hapl también activa la transcripcion del
gen ROX1 (Lowry y Zitomer, 1988) que codifica la proteina Roxl que
reprime la expresion de genes de funcidén especificamente requerida para el
crecimiento en anaerobiosis (Ushinsky y Keng, 1994). En ausencia de hemo,
Hapl estd asociado con chaperonas formando un complejo de alto peso
molecular (HMC) inactivo (Zhang et al., 1998). La presencia de hemo
provoca cambios conformacionales que posibilitan la liberacion de muchas
de las proteinas del complejo inactivo y Hapl puede unirse como dimero al
DNA con una alta afinidad y activar la transcripcién de los genes diana (Hon
et al., 1999). Hapl se une a dos tipos diferentes de elementos reguladores
en los promotores, de los que podemos considerar como ejemplos los
elementos UAS1 (Upstream Activation Sequence) del promotor del gen
CYC1l (CGGGGTTTACGGACGAC) y el UAS del promotor de CYC7
(CGCTATTATCGCTATTA) (Pfeifer et al., 1987). Ademas de este efecto
activador de Hapl en condiciones aerobias, Hapl también es necesario para
el crecimiento de S. cerevisiae en condiciones anaerobias o hemo-
deficientes (Chantrel et al., 1998). El mecanismo aceptado de forma general
para la regulacion de HEM13 por parte de estos dos factores
transcripcionales Hapl y Rox1 propone que la represion por parte de Hapl
sobre HEM13 en condiciones aerbbicas es un efecto indirecto mediado por
Rox1, puesto que Hapl en estas condiciones (en presencia de oxigeno y por
tanto, en condiciones de hemo-suficiencia) se encuentra activo y se une a
sus sitios diana en el promotor del gen ROX1, provocando la activacién de
su expresion y la produccion de proteina Rox1l que actia como represor
sobre el promotor de HEM13 (Figura 1.4).

En 1996 Amillet y colaboradores (Amillet et al., 1996) llevaron a cabo

un analisis en profundidad de la region promotora del gen HEM13 de S.
cerevisiae, en relacion con los datos de regulacion transcripcional de este
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gen aportados anteriormente. En este estudio se encontré una region UAS,
ademas de tres sitios potenciales para la union del factor de transcripcion
Rox1, el cual ejerce su represion sobre el gen en condiciones aerbbicas. Se
determin6 mediante mutaciones en la secuencia UAS que ésta tenia
relevancia en la regulacion de la expresion de HEM13 aunque no se pudo
determinar qué factor se unia a ella, puesto que los ensayos EMSA
(Electrophoretic Mobility Shift Assay) utilizando cepas delecionadas en los
genes que codifican los factores Hapl y Rox1l mostraban la presencia de
una proteina desconocida unida a dicha secuencia. Por otro lado, en este
mismo estudio se localizaron sitios de unién para el factor Rox1l en el
promotor de HEM13 y se analizé la funcionalidad de los mismos mediante
mutaciones (Amillet et al., 1996). De los sitios localizados en el promotor
que, por su secuencia, se habian identificado como potenciales para la unién
de Rox1, el localizado en la posicion -474 a -463 (tomando como -1 el
nucledtido 5° respecto al ATG), con la secuencia TCAATTGTTTAG, era el
que ejercia el mayor efecto represor, a pesar de que presenta cuatro
variaciones respecto del consenso general aceptado para la unién de Rox1
(YYYATTGTTCTC). La union de Roxl a este sitio del promotor fue
comprobada in vitro mediante ensayos EMSA en distintas condiciones,
determinandose que, ademas, esta unién soélo se produce en presencia de
oxigeno, hemo y el factor Tupl (Amillet et al., 1996). Tupl es un factor
regulador perteneciente al complejo de represidbn Tupl-Ssn6 que es
reclutado hasta los promotores de distintos genes reprimidos a través de
factores especificos, entre los que se encuentra Roxl (Mennella et al.,
2005).

Mas recientemente, en el afio 2005, Klinkenberg y colaboradores
actualizaron y ampliaron el estudio sobre el promotor de HEM13
(Klinkenberg et al., 2005). De los cuatro sitios potenciales para la union de
Rox1 incluidos en el estudio, determinaron que el que presentaba mas
relevancia a la hora de ejercer la represion era el mismo caracterizado
previamente por el grupo de Amillet. Ademds, encontraron cinco sitios
potenciales para la union de Mot3, de los cuales tres demostraron ser
funcionales. Mot3 es también un factor transcripcional que regula la
expresion de genes anaerobicos en S. cerevisiae (Menella et al., 2003; Sertil
et al.,, 2003; Kastaniotis et al., 2000). La importancia de su papel como
represor de los genes que pertenecen al regulon de Rox1 es muy variable
dependiendo del gen que se esté considerando (Kastaniotis et al., 2000). La
union de Mot3 a los promotores de los genes regulados se realiza a través
del consenso degenerado TRCTD. Aungue Mot3 coopera con Rox1 en el
reclutamiento del complejo co-represor Tupl-Ssn6 (Figura 1.4.A y 1.4.B), no
se une cooperativamente con Rox1 in vitro (Kastaniotis et al.,, 2000) y
mediante experimentos de CHIP (CHromatin ImmunoPrecipitation) se ha
podido demostrar que Mot3 es capaz de reclutar a Ssn6é en ausencia de
Rox1 (Menella et al., 2003). En el promotor de HEM13 los tres sitios para la
uniéon de Mot3 que resultaron ser funcionales (Klinkenberg et al., 2005) se
encuentran flanqueando el sitio funcional Rox1 descrito anteriormente. Esta
proximidad espacial de los sitios de union para Rox1 y Mot3 tiene un efecto
sinérgico mediante interacciones con el complejo represor general Tupl-
Ssn6 (Klinkenberg et al., 2005).
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Otro sistema de regulacién que afecta a la expresion de HEM13 en S.
cerevisiae depende de los niveles de AMP ciclico (AMPc). La expresion
hipéxica de HEM13 disminuye ligeramente en mutantes defectuosos en la
cadena de transduccion de sefiales dependiente de AMPc (Bourdineaud et
al., 2000), sin embargo se desconoce por el momento si existe una relacién
entre la via AMPc-dependiente y la via hemo-dependiente.
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Figura 1.4. Ay B. Mecanismos de represion del complejo Ssn6-Tupl en S. cerevisiae. Mot3
se une a Ssn6 y ayuda al reclutamiento del complejo por parte de Rox1. Mot3 y Rox1
ejercen un efecto represor mediado por Ssn6-Tupl que, o bien se une a la RNA polimerasa
(RNA pol 1) evitando que arranque la transcripcion (A), o bien se une a las histonas de la
cromatina impidiendo su liberacién para el acceso de la maquinaria transcripcional (B).
Adaptadas de Smith y Jonson (2000). C. Mecanismo de regulacién de HEM13 en S.
cerevisiae. En presencia de oxigeno se incrementan los niveles de hemo (puesto que la
CPO, entre otras enzimas de la ruta de hiosintesis de hemo, depende del oxigeno para la
catdlisis de su reaccion), lo que desencadena una cascada que termina con la represién de
HEM13 y la generacion de menos CPO. De este modo se modulan y se mantienen estables
dentro de unos limites los niveles de hemo.

5.2.2. En K. lactis

Antes de la realizacién de este trabajo existia muy poca informacion
acerca del gen HEM13 de K. lactis. En el afio 2000, Gonzalez-Dominguez y
colaboradores, utilizando la técnica de Northern blot y una sonda de
KIHEM13, obtenida por PCR a partir de DNA genomico de Kluyveromyces
lactis mediante el disefio de cebadores en regiones conservadas en otros
genes que codifican para CPO, demostraron que su expresion, al igual que
la de ScCHEM13, depende de la disponibilidad de hemo y oxigeno. El gen
incrementa su expresion en hipoxia y este incremento de expresion se
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mantiene incluso si se aflade hemina al medio de cultivo (Gonzalez-
Dominguez et al., 2000).

5.2.3. En otros eucariotas

Al contrario de lo que ocurre en S. cerevisiae cuya CPO es citosolica
(Camadro et al., 1986), las CPOs de eucariotas superiores se localizan en la
espacio intermembrana mitocondrial. EI gen de la CPO de humanos fue
clonado y caracterizado funcionalmente por Martasek y colaboradores
(1994) que observaron que da lugar a una proteina de 76 KDa, formada por
dos subunidades con un peso molecular aproximado de 39 KDa. Como se
ha comentado anteriormente la regulacion de la CPO humana es especifica
de tejido (Takahashi et al., 2000).

Para la CPO de humanos se ha demostrado que el transporte de la
CPO desde el citosol, donde es generada, hasta la mitocondria se encuentra
inhibido por la adicién de hemina, una forma de hemo (Susa et al., 2002).
Por otro lado, el gen de la CPO de humanos presenta dos posibles codones
ATG de inicio de la traduccién (TIC) que se encuentran en la misma pauta
de lectura. La CPO se genera en el citosol en forma de un polipéptido
precursor, llamado pCPO, que porta en su extremo N-terminal una
presecuencia que sefaliza y dirige a la proteina hasta la mitocondria. Esta
presecuencia es eliminada una vez que la proteina ha llegado a su destino.
Los dos posibles TICs del gen de la CPO humana darian lugar a dos
posibles pCPOs que tendrian 10 y 110 aminoacidos en su presecuencia.
Susa y colaboradores (2003) estudiaron los dos precursores pCPO
generados con los dos tipos de presecuencias y demostraron que era la
presecuencia larga, de 110 aminoacidos, la que resultaba esencial para el
transporte y localizacion de la CPO en la mitocondria.

Muchas publicaciones sobre la CPO humana se centran en la
caracterizacion de las mutaciones que provocan un fallo total o parcial en la
actividad de la CPO y que desencadenan enfermedades denominadas
coproporfiria hereditaria y harderoporfiria. Las porfirias son enfermedades
causadas por deficiencias funcionales en las enzimas que participan en la
ruta de biosintesis de hemo. Estas deficiencias funcionales son causadas
por mutaciones que afectan a sus genes y su sintomatologia clinica puede
presentarse en distinto grado de intensidad dependiendo de la mutacion
producida. Las porfirias son clasificadas en eritropoyéticas o hepaticas en
funcidn del tejido en el que tiene lugar el exceso de produccion de porfirinas
0 sus precursores. Las porfirias hepaticas se clasifican en funcion de su
sintomatologia en agudas y en cutaneas. Las porfirias agudas muestran un
cuadro clinico de ataques agudos que se manifiestan de forma principal en
convulsiones, ataques de dolor abdominal, acompafnados de estrefiimiento,
nauseas, vomitos, taquicardia, hipertensiéon, sudores e insomnio, y en una
neuropatia que en un 20-30% de los casos es de tipo psicolégico
presentandose en forma de ansiedad, depresién, desorientacion,
alucinaciones y estados de confusion. En mas del 70% de los casos, la
neuropatia es primordialmente motora y se puede presentar una
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sintomatologia de debilidad muscular con pérdida de movilidad en las
extremidades pudiendo llegar a producirse una tetraplejia que, en algunos
casos, desemboca en una parada respiratoria causando la muerte del
paciente. También puede verse afectado ocasionalmente el sistema nervioso
central con episodios de ceguera transitoria y pérdidas de conciencia entre
otros sintomas. Este es el cuadro general que presentan los pacientes
aguejados de porfiria causada por deficiencia en ALA-deshidratasa (ADP)
que afecta al segundo enzima de la ruta, la porfiria aguda intermitente (AIP)
que afecta a la porfobilinbgeno desaminasa, tercer enzima de la ruta, la
coproporfiria hereditaria (HCP) que afecta a la coproporfirindgeno oxidasa,
sexto enzima de la ruta, y la porfiria variegada (VP) que afecta a la
proporfirindgeno oxidasa, séptimo enzima de la ruta. Aunque dependiendo
de la enfermedad, pueden presentarse soOlo ataques agudos, como es el
caso de la ADP y la AIP, 6 puede haber un porcentaje de pacientes que
manifiesten la enfermedad solamente a través de una afeccion cutanea o
bien con ataques agudos combinados con la afecciéon cutanea, como en el
caso de la HCP y la VP. Sin embargo, son mas frecuentes los ataques
agudos en el caso de la HCP mientras que en el caso de la VP la mayoria de
los pacientes presentan solo lesiones cutaneas. Dentro de las porfirias
hepaticas la porfiria cutanea tarda (PCT) que afecta a la uroporfirin6geno
descarboxilasa, quinto enzima de la ruta, es la Unica que s6lo presenta como
sintoma lesiones cutaneas. Existen tres porfirias eritropoyéticas: la porfiria
eritropoyética congénita (CEP 6 enfermedad de Gilinther), que afecta a la
uroporfirinbgeno sintasa, la cuarta enzima de la ruta, la protoporfiria
eritropoyética (EPP), que afecta a la ferroquelatasa, la octava y ultima
enzima de la ruta y la harderoporfiria eritropoyética, que afecta, como la
HCP, a la coproporfirinGgeno oxidasa, sexta enzima de la ruta.

Por tanto, las mutaciones sobre el gen de la CPO son responsables de
dos tipos de porfirias, una de naturaleza hepatica y otra eritropoyética. En el
caso de la HCP, los pacientes son de estatura pequefia (140 cm a los 20
afos), muestran fotosensibilidad y presentan sintomas neurolégicos, como
los descritos antes, con ataques agudos severos desde la edad de cinco
afos (Kuhnel et al., 2000; Takeuchi et al.,, 2001). En el caso de la
harderoporfiria, los pacientes muestran ictericia y anemia hemolitica al nacer
(Nordmann et al., 1983; Lamoril et al., 1998) y el patron de excrecion fecal
de porfirinas no se corresponde con el de la HCP, en la cual se presentan
cantidades importantes de coproporfirina, sino que la porfirina principal en
este caso es la harderoporfirina. EI nombre de la harderoporfirina procede
del harderoporfirinégeno, un intermediario de la reaccion de paso de
coproporfirinbgeno a protoporfirindgeno, en el cual tan solo uno de los
grupos propilo ha sido descarboxilado a vinilo (Figura 1.5). Las alteraciones
en la CPO que dan lugar a la harderoporfiria estan bien definidas (Schmitt et
al., 2005) y son las sustituciones R401W (cambio de arginina en la posicién
401 de la CPO por triptéfano) y K404E (cambio de lisina en la posicion 404
de la CPO por glutamato). Estas alteraciones afectan a los amino&cidos que
se corresponden con los localizados dentro de la hélice ocho de la estructura
de la CPO de S. cerevisiae (Phillips et al., 2004), hélice, que junto con la
hélice dos, cierra el hueco en el que se introduce el sustrato en la CPO de
levadura para ser procesado. Ademas el primero de los residuos se
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encuentra ampliamente conservado entre organismos muy dispares (Phillips
et al., 2004). En la estructura de la CPO humana recientemente dilucidada
(Lee et al., 2005) estos residuos aparecen entre la pequefia zona de unidn
entre las hélices nueve y diez, muy proximos a una serie de residuos que
enlazan una molécula de citrato que se ha encontrado en el centro activo de
la enzima y que parece ser importante para el reconocimiento del sustrato y
la catdlisis. Es probable que la arginina 401 forme algun tipo de interaccion
electrostatica con el harderoporfirinégeno, y ayudada por la lisina 404, evite
su salida del enzima antes de que se produzca el segundo paso de
descarboxilacion. En lo que se refiere a las alteraciones de la CPO que dan
lugar a HCP, existen mas de veinte cambios documentados afectando al gen
y en distinto grado a la actividad enzimatica de la CPO resultante (Lee et al.,

2005).
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Figura 1.5. Reaccion llevada por la CPO paso a paso, donde se muestra el producto
intermedio harderoporfirinégeno con solo uno de los propilos descarboxilado (anillo A).
Adaptada de Lee y colaboradores (2005).

Dada la importancia de las mutaciones de la CPO en algunos tipos de
porfirias, el estudio de CPOs de otros organismos eucariotas puede
contribuir al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.
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OBJETIVOS

A fin de profundizar en el estudio de la ruta de biosintesis de hemo en
la levadura Kluyveromyces lactis, especialmente del gen KIHEM13, muy
poco caracterizado en esta levadura y que ademas responde a hipoxia, nos
propusimos en este trabajo los siguientes objetivos:

1. Clonar y secuenciar el gen KIHEM13 a partir de genotecas de DNA
gendmico de la levadura K. lactis.

2. Comprobar su capacidad de complementacién en un mutante hem13
de Saccharomyces cerevisiae.

3. Obtener una cepa haploide de K. lactis con el alelo KIHEM13
delecionado y analizarla fenotipicamente.

4.  Analizar los puntos de inicio de la transcripcion de KIHEM13.

5. Estudiar la expresion heteréloga de KIHEM13 en cepas de S.
cerevisiae mutantes para los genes reguladores Roxl y Mgaz2,
relacionados con la respuesta a hipoxia.

6. Analizar los elementos reguladores del promotor de KIHEM13.

7. Averiguar la importancia del factor regulador Rox1 de K. lactis, en la
expresion de KIHEM13.

8.  Estudiar la regulacion transcripcional dependiente de oxigeno de otros

genes de la ruta de biosintesis de hemo en K. lactis no estudiados
hasta el momento: KIHEM2, KIHEM3, KIHEM4, KIHEM14 y KIHEM15.
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1. Material bioldgico
1.1. Cepas de bacterias (Escherichia coli)

Las cepas de Escherichia coli utilizadas para la propagaciéon de
plasmidos se recogen en la tabla M.1.

Tabla M.1. Cepas de Escherichia coli empleadas y su procedencia.

Cepa Genotipo
DH10B™* F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) $80dlacZAM15 AlacX74 recA1 endA1

araA139 A(ara, leu)7697 galU galK A- rpsL (StrR) nupG
XL-1 Blue** recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F'proAB

laclZDM15 Tn10 (Tet?)]
* Datos proporcionados por el proveedor: Gibco BRL-Invitrogen (www.invitrogen.com)
** Datos proporcionados por el proveedor: Stratagene (www.stratagene.com)

1.2. Cepas de levaduras

1.2.1. Saccharomyces cerevisiae

Tabla M.2. Cepas de Saccharomyces cerevisiae empleadas y su procedencia.

Cepa Genotipo
BY4743-Y20000* MATa/a, his3A1/his3A1, leu2A0/leu2A0, lys2A0/LYS2,

MET15/met15A0, ura3A0/ura3A0, HEM13/hem13::kanMX4
BY4742- MATa/« (?), his3A1,leu2A0, lys2A0, MET15, ura3AO0,
ASchem13::KanMX4** hem13::kanMX4
21RAmel1* MATa, ura3-52, leu2-3,112, adel, Amell
BY4741-Y00000* MATa, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0
BY4741-Y05484* MATa, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0, YPRO65w::kanMX4
BY4741-Y05968* MATa, his3A1, leu2A0, met15A0, ura3A0, YIR033w::kanMX4

*Procedentes de la coleccion EUROSCAREF (http://web.unifrankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/)
**Haploide derivado del diploide BY4743 por esporulacién (cedido por la Dra. Laura Nufez)

1.2.2. Kluyveromyces lactis

Tabla M.3. Cepas de Kluyveromyces lactis empleadas y su procedencia.

Cepa (procedencia) Genotipo
Y1140 (Coleccion NRRL)* MATa
MW190-9B (Dra. M. Wésolowsky) MATa, uraA, lac4-8
MW190-9B AKlrox1 (Dra. L. Nufiez) MATa, uraA, lac4-8, rox1::kanMX4
CBSAKu80 (Kooistra et al., 2004)** MATa, KIku80
CBSAKu80AKIhem13 (este trabajo) MATa, ku80, hem13::kanMX4
SAY529 (Dr. S. Carter) MAT «, adel, trpl, leu2, metAl, uraAl, nejl::hisG

*Y1140 = CBS2359 es una cepa de: Kluyveromyces lactis var. lactis (Dombrowski) van der
Walt var. lactis (1986). **CBSAKUS80 deriva de CBS2359 = Y1140.
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2. Medios de cultivo
2.1. Medios de cultivo para bacterias
2.1.1. LB modificado

La composicién del medio se recoge en la tabla M.4. EI medio es
esterilizado en autoclave. El agar se afiade cuando es necesaria la
preparacion del medio en estado sdlido, vertiéendose en placas cuando éste
se encuentra a una temperatura de en torno a los 65 °C. Se trata de un
medio rico utilizado para el crecimiento y la recuperacién de células
bacterianas sin ningun tipo de seleccion.

Tabla M.4. Composicién del medio LB (Luria-Bertani) modificado con adicién de glucosa.

Compuesto Gramos por 100 ml
Bacto-Tryptona 1
Bacto-Yeast-Extract 0,5
NaCl 0,5
Glucosa 0,1
(Agar) (1,5)
Agua destilada Hasta 100 ml

2.1.2. Medio SOC

Tabla M.5. Composicion del medio SOC para la preparacién de bacterias competentes.
Tras su preparacion, el medio se esteriliza en autoclave.

Compuesto Cantidades para 100 ml
Bacto-Tryptona 2g
Bacto-Yeast-Extract 0,59
NaCl 58,4 mg
KCI 18,6 mg
Agua destilada Hasta 100 ml

2.1.3. Medios LB selectivos

Este tipo de medios se utiliza para cultivar de manera selectiva
bacterias que albergan en su interior un plasmido. Simplemente se trata de
afadir al medio LB el antibiético para el cual el plasmido que portan las
bacterias posee el gen de resistencia. De este modo, el medio LB pasa a ser
selectivo puesto que en él sélo podran crecer aquellas bacterias que
contengan el plasmido. El antibiético se puede afadir tanto a medios en
estado liquido como en estado solido. El antibidtico debe ser afiadido con
posterioridad a la esterilizacion del medio en autoclave y después de dejar
enfriar el medio hasta una temperatura de en torno a los 65 °C para no
destruir el antibiético. En este trabajo se han utilizado dos tipos de medios
selectivos: el LBA y el LBAK. El LBA es LB suplementado con el antibidtico
ampicilina a una concentracién final de 40 ug/ml. El stock de ampicilina se
prepara a una concentracion de 40 mg/ml en agua. Este medio es utilizado
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para el crecimiento selectivo de las bacterias transformadas con plasmidos
que portan el gen que les confiere resistencia a la ampicilina. En el caso del
LBAK, ademas de ampicilina al medio se anade también el antibiético
kanamicina a una concentracién final en el medio de 30 ug/ml. El stock de
kanamicina se prepara a una concentracion de 10 mg/ml en agua.

2.1.4. Suplemento de X-Gal

Las placas de medio LB y de medios selectivos se suplementaron
cuando fue necesario con un derivado sintético de la galactosa, denominado
de forma abreviada X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido).
Este compuesto puede ser utilizado como sustrato por la enzima f-
galactosidasa, una enzima que, en condiciones naturales, es capaz de
hidrolizar el enlace B(1->4) de la galactosa, un disacarido compuesto por
galactosa y glucosa. El X-Gal, que de partida es incoloro, tras ser roto por la
f-galactosidasa por su enlace 8, da lugar a galactosa y a 5-bromo-3-cloro-4-
indolil, un compuesto que presenta coloracidén azul. De este modo, mediante
una alteracion de la coloracién blanquecina habitual de las colonias
bacterianas, se pone de manifiesto de manera cualitativa la presencia de
actividad p-galactosidasa en las mismas.

La pgalactosidasa bacteriana es codificada por el gen lacZ. Este gen
es incluido en numerosos vectores de clonacion como una sefial que permite
identificar por su coloracién las colonias bacterianas que, tras una reaccion
de ligacion y transformacién (ver los apartados correspondientes), portan un
vector con un inserto integrado. Esto se consigue gracias a que el sitio de
clonacion multiple de estos vectores, una pequefia secuencia nucleotidica
artificial con una serie de dianas para endonucleasas de restriccion situadas
en tdndem, se encuentra situado dentro de la secuencia codificadora de lacZ
sin alterar su pauta de lectura y provocando una minima alteracion en el
tamano, estructura y funcion de la p-galactosidasa resultante que seguira
siendo funcional. De este modo, aquellas células bacterianas sembradas en
medio suplementado con X-Gal que tengan color azul, portaran el vector
vacio, esto es, sin ningun inserto en su sitio de clonacién multiple. Sin
embargo, aquellas células bacterianas sembradas en medio suplementado
con X-Gal que tengan coloracién normal, portaran un plasmido con un
inserto en el sitio de clonacion multiple. Se debe de disponer de una cepa
bacteriana que presente su copia gendmica del gen lacZ mutada o
delecionada, ya que sino todas las colonias a la que daria lugar en medio
suplementado con X-Gal tendrian color azul. En este trabajo las dos cepas
de E. coli utilizadas, XL-1 Blue y DH10B™, son apropiadas para la seleccion
en placas suplementadas con X-Gal.

Al medio también se afade IPTG (isopropil-pB-D-tiogalactopiranésido),
un analogo no metabolizable de la galactosa que actua como inductor
artificial de la expresién del gen lacZ (en realidad es un inductor del operdn
lac al completo) ya que anula la represién a la que se ve sometido en
ausencia de lactosa en el medio.
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El stock de X-Gal (Sigma-Aldrich) es preparado a 20 mg/ml en
dimetilformamida (Sigma-Aldrich) y la concentracion final en medio es de 40
mg/Il. El stock de IPTG (Sigma-Aldrich) es preparado a 230 mg/ml en agua y
la concentracion final en medio es de 92 mg/l.

2.2. Medios de cultivo para levaduras
2.2.1. YPD
El medio se esteriliza en autoclave. El agar se anade cuando es

necesaria la preparacion del medio en estado sdlido, vertiéndose en placas
cuando éste se encuentra a una temperatura de en torno a los 65 °C.

Tabla M.6. Composicién del medio YPD (Yeast extract, Peptone, Dextrose).
Compuesto Gramos por 100 ml

Yeast Extract 1
Bacto-Peptona 2
Glucosa 2
(Agar) (1,5)
Agua destilada Hasta 100 ml

2.2.2. CMy derivados (Zitomer y Hall, 1976)

Medio sintético utilizado para la seleccion de transformantes de
levaduras mediante complementacion de auxotrofias. El medio puede ser
carente en uno o varios aminoacidos en funcion de la seleccién que se vaya
a realizar, o puede incluir todos los aminoacidos en cuyo caso se trataria de
un medio completo no selectivo. La mezcla sin el YNB y el YNB son
esterilizados por separado en autoclave y se mezclan cuando la temperatura
de ambos se encuentra alrededor de 65 °C. El agar se afade cuando es
necesaria la preparacion del medio en estado sélido, vertiéndose en placas
cuando éste se encuentra a una temperatura de en torno a los 65 °C.

Tabla M.7. Composicién del medio completo, CM.

Compuesto Cantidades por 100 ml
Fuente de carbono (glucosa, fructosa,...) 29
Histidina 4 mg
Adenina 4 mg
Uracilo 4 mg
Leucina 4 mg
Tirosina 4 mg
Triptéfano 3 mg
(Agar) (1.59)
Mezcla de aminoacidos (Tabla M.8) 0,5 mi
Agua destilada Hasta 92,8 mi
YNB (Tabla M.9) 6,7 mi
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Tabla M.8. Composicién de la mezcla de aminoacidos 200x para el medio CM. La mezcla
es esterilizada en autoclave y se guarda a 4 °C.

Compuesto Gramos por 100 ml
Arginina 0,2
Isoleucina 1,2
Lisina 0,8
Metionina 0,2
Treonina 0,2
Fenilalanina 1,2
Agua destilada Hasta 100 ml

Tabla M.9. Composicion del YNB (Yeast Nitrogen Base) para el medio CM. El sulfato
amonico es afiadido después de que el resto de componentes se encuentren disueltos. La
mezcla es esterilizada en autoclave y se guarda a 4 °C.

Compuesto Cantidades por 100 ml
Vitaminas (Tabla M.10) 5ml
Sales traza (Tabla M.11) 10 ml
Fosfato potasico monobasico (KH,PO,) 1,59
Sulfato magnésico 0,759
Cloruro sédico 0,15¢
Cloruro calcico 0,159
Agua destilada Hasta 85 ml
Sulfato amonico 7,59

Tabla M.10. Composicién de las vitaminas 300x para el YNB. Se guardan a -20 °C.

Compuesto Cantidades por 100 ml
Biotina 0,06 mg
Pantotenato calcico 12 mg
Acido félico 0,06 mg
Inositol 60 mg
Niacina 12 mg
Acido p-Aminobenzoico 6 mg
Piridoxina 12 mg
Riboflavina 6 mg
Tiamina 12 mg
Agua destilada Hasta 100 ml

Tabla M.11. Composicién de las sales traza 150x para el YNB. Se guardan a -20 °C.

Compuesto Cantidades por 100 ml
Acido bérico 7,5 mg
Sulfato cuprico 0,6 mg
loduro potasico 1,5 mg
Cloruro férrico 3 mg
Molibdato sédico 3 mg
Sulfato de zinc 6 mg
Agua destilada Hasta 100 ml

2.2.3. Suplemento de hemina

La hemina es un precursor no natural del grupo hemo que es
facilmente convertido por las células a hemo utilizable. Se trata de un grupo
hemo con un hierro unido en un estado de oxidacion +3, en lugar de +2
como es su estado natural. Los medios YPD y CM y derivados son
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suplementados con hemina para facilitar el crecimiento de los mutantes
deficientes en la biosintesis de hemo a cualquier nivel de la ruta. También se
utiliza para estudiar el comportamiento de diversos genes ante la adicion de
un suplemento de hemo exdgeno en condiciones de hemo-deficiencia
creadas al someter a los individuos a hipoxia. La hemina es afiadida en los
medios a una concentracion final de 50 ug/ml (2,5 ul por cada ml de medio)
a partir de una solucién stock 20 mg/ml (Tabla M.12). Para su esterilizacion
la suspension se pasa por un filtro de acetato de celulosa (Albet) con un
didmetro de poro de 0,2 um y se mantiene a 4 °C y en oscuridad, puesto que
se trata de un compuesto fotolabil.

Tabla M.12. Preparacién de solucioén stock de hemina (20 mg/ml).

Compuesto Cantidades por 5 ml
Hemina 100 mg
NaOH 0,2M 2ml
Tris-HCI 0,5ml
Agua destilada Hasta 5 ml (aprox. 2,5 ml)

2.2.4. Adicion de geneticina

A los medios YPD y CM y derivados se les ha afiadido geneticina para
la seleccion de los mutantes, tanto de S. cerevisiae como de K. lactis, con
algun gen anulado con el casete kanMX4. La geneticina es un antibidtico
especifico de eucariotas al cual confiere resistencia el gen kan presente en
el casete de delecién kanMX4. Se afiade en los medios a una concentracion
final de 200 ug/ml (Kooistra et al., 2004) a partir de una solucién stock de
200 mg/ml en agua (esto es, se afiade 1 ul de stock de geneticina por cada
ml de medio).

3. Cultivos de levaduras en hipoxia
3.1. Sistemas para la realizacion de cultivos en hipoxia

Para el crecimiento de levaduras en condiciones hipdxicas se han
utilizado distintas metodologias. Para realizar cultivos de gran cantidad de
muestras y durante periodos de tiempo relativamente largos (dias) se han
utilizado distintos sistemas comerciales para la generacion de atmdsferas
pobres en oxigeno. Se utiliza un compartimento que se puede sellar de
forma totalmente hermética, denominado jarra de anaerobiosis, dentro del
cual, antes de su cierre, son colocados los tubos, matraces o botellas con las
levaduras que se van a cultivar en condiciones hipdxicas. Existen varios
tipos de sistemas de generacién de atmdsferas pobres en oxigeno. Uno de
ellos se presenta en unos sobres que contienen acido ascérbico como
componente activo. El acido ascoérbico reacciona de forma espontanea con
el oxigeno al entrar en contacto con él, generando di6éxido de carbono; esto
en un ambiente cerrado, como el creado en la jarra, hace que se agote
practicamente todo el oxigeno (quedan a niveles de en torno al 1%). El
sistema de este tipo empleado ha sido el AnaeroGen™ (Oxoid). En el caso
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de los sistemas que utilizan un catalizador para desencadenar la generacion
de atmésfera hipdxica, estos se presentan en unos sobres que en nuestro
caso se encontraban divididos interiormente para albergar los diferentes
reactivos. La reaccidn se inicia cuando se anaden al sobre 10 ml de agua, lo
que hace que el catalizador se mezcle con los reactivos en el interior. Como
resultado de la reaccion se genera dioxido de carbono e hidrogeno. Los
sistemas empleados en este caso han sido el BBL™ GasPak™ Plus
Enveloppe (BD) y el Gas Generating Kit (Oxoid).

Cuando se quieren realizar cultivos en hipoxia en periodos mas cortos
y con mayores volumenes de cultivo se puede recurrir al burbujeo de
nitrogeno o al fermentador. En el caso del burbujeo de nitrégeno, se trata
simplemente de conectar uno o varios matraces a una bombona de
nitrdgeno. Los matraces se tapan con un tapon que cierre bien para soportar
la presidn y evitar que se escape el nitrdgeno y/o entre el aire. Los tapones
presentan un par de orificios atravesados por sendas varillas de vidrio
huecas, una de las cuales se sumerge en el medio mientras que la otra no.
El nitrogeno entra a través de la varilla sumergida en el medio, generandose
un burbujeo en el mismo, y sale a través de la otra varilla. Esta varilla, a su
vez, puede estar conectada con la varilla sumergida de otro matraz, lo que
genera burbujeo en el mismo, expulsandose el gas por la otra varilla de este
matraz. Y asi sucesivamente, tantas veces como se quiera o matraces o
espacio haya disponibles. Al final de la cadena de matraces se coloca un
matraz con agua y una varilla sumergida, para asegurarse de que no entra
aire en el ultimo matraz, cosa que si ocurriria si la varilla del ultimo matraz
con medio quedase expuesta directamente al aire. En el caso del
fermentador s6lo se puede hacer un cultivo de cada vez pero tiene la ventaja
de que se puede monitorizar y controlar el suministro de nitrégeno en cada
momento, puesto que dispone de un sistema de medicion de la presion
relativa de oxigeno y unas valvulas que facilitan el control del flujo de gas al
interior.

3.2. Suplementos para cultivos en hipoxia

Para el crecimiento de levaduras en hipoxia se hace necesaria la
adicién de una serie de suplementos, puesto que la falta de oxigeno impide
la generacién de determinados compuestos en cuya biosintesis interviene el
oxigeno y que intervienen, entre otros procesos, en la generacion y el
mantenimiento de la membrana plasmatica. Las levaduras creciendo en
hipoxia no pueden generar acidos grasos insaturados ya que la desaturasa
requiere oxigeno como aceptor de electrones al generar las instauraciones.
La carencia de acidos grasos insaturados da lugar, entre otras alteraciones,
a cambios en la fluidez de la membrana plasmatica. Del mismo modo, no
son capaces de generar esteroles puesto que varias enzimas de la ruta
basica de biosintesis de los mismos utilizan oxigeno para llevar a cabo las
reacciones. Por ello a los cultivos en anaerobiosis se les afade un
preparado comercial de oleato (acido graso insaturado) esterificado,
denominado Tween 80 (Sigma-Aldrich). También se les afiade ergosterol
(Sigma-Aldrich), un intermediario en la sintesis de esteroles, a partir del cual

53



MATERIAL Y METODOS

las levaduras pueden sintetizar los mismos sin necesidad de oxigeno. Las
cantidades utilizadas de ergosterol y Tween 80 por cada 100 ml de medio de
cultivo son 1 ml y 2,5 ml de las soluciones stock respectivas. El stock de
ergosterol se realiza a una concentracion de 4 mg/ml en etanol absoluto
manteniéndolo en agitacion hasta su completa disolucion. El stock de Tween
80™ se realiza diluyendo el preparado comercial a una concentracion del
20% en agua estéril.

3.3. Cultivos en hipoxia con hemina

Para el estudio del comportamiento de determinados genes se han
llevado a cabo una serie de cultivos de levadura en condiciones de hipoxia
con adicion de hemina exdgena para revertir la carencia de hemo derivada
de la deficiencia de oxigeno (para la biosintesis de hemo es necesario el
oxigeno). Estos cultivos se realizaron mediante el sistema de burbujeo de
nitrdgeno del siguiente modo: las células son cultivadas en aerobiosis hasta
que alcancen una densidad 6ptica 6ptima para la realizacién del protocolo
posterior (en este caso, densidad Optica seria de en torno a 0,8 para la
extraccion de RNA); seguidamente, se le afade al cultivo hemina en las
cantidades indicadas en un apartado anterior y se deja seguir creciendo en
aerobiosis durante aproximadamente una hora, para luego ser colocado en
el sistema de burbujeo de nitrégeno. Esta preincubacion en medio aerobio
es necesaria para que la hemina sea incorporada al interior de la célula ya
que el transporte estd inhibido en hipoxia. El cultivo con burbujeo de
nitrdogeno se mantiene en un bano entre 28 y 30 °C y con agitacion suave
(incluso no es necesaria puesto que el mismo burbujeo de gas remueve el
medio). Tras tres horas de burbujeo de nitrégeno, el crecimiento y
metabolismo del cultivo se para en un bafio con una mezcla de hielo y agua
durante 15 minutos, manteniendo durante este tiempo el burbujeo de
nitrdgeno para evitar que las células se expongan al oxigeno mientras no
paren su metabolismo. A continuacidn se procede con el desarrollo del
protocolo para el cual fue puesto el cultivo.

4. Marcadores de tamaino molecular

Para calcular de forma aproximada los tamafios de los
fragmentos de DNA en gel, se ha empleado como marcador, un
preparado comercial (New England Bioloabs) del DNA del fago
lambda digerido con la enzima de restriccion BstEIll (Figura
M.1).

Figura M.1. Marcador de tamafo molecular para DNA, BstEll Lambda. Se
obtiene con la digestion del DNA del fago Lambda por la endonucleasa de
restriccion BstEIl. Fotografia obtenida de www.neb.com.
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5. Vectores y genotecas

5.1. Genotecas de K. lactis: genoteca de pAB24

Figura M.2. Representacién del vector pAB24
(Botstein et al., 1979) sobre el que se construy6 la
genoteca de K. lactis. Se trata de un vector episddico
lanzadera de S. cerevisiae, puesto que sélo tiene pAB24
capacidad de replicacion en esta levadura (debido al
origen de replicacion 2 micrén). EI DNA gendémico de
K. lactis fue digerido parcialmente con la
endonucleasa de restriccion Sau3A | y luego insertado
en el sitio BamHI del vector (ambas enzimas dejan
extremos cohesivos compatibles).

13700 bp

5.2. Vectores
5.2.1. Vectores de clonacién en bacterias

Se ha utilizado el vector comercial pPGEM™ T-easy™ de Promega. El
vector se encuentra abierto por su gen lacZ donde presenta unas colas
monohebra de nucleétidos de timina (T), cada una en una hebra. En estas
colas poli-T es donde se introducen los fragmentos de PCR a clonar,
siempre y cuando sean generados por Taq DNA-polimerasa o alguna otra
polimerasa de caracteristicas similares. Esta polimerasa deja unas colas
poli-A en ambos extremos de los productos de PCR que genera, de modo
que estos hibridan facilmente con las colas poli-T del vector. Los vectores en
los que se ha introducido el inserto son distinguidos frente a aquellos que
han autoligado por la ausencia de coloracion azul de las colonias
bacterianas transformadas sembradas en placas con el sustrado
cromogénico de la f-galactosidasa, X-Gal, puesto que debido a la insercién
de los fragmentos el gen lacZ queda interrumpido.

Hrn] i T7 4] 1
2009 T ! Tpal | 14
sl T Astll | 20
1850 fl oxi 3 Sl | 26
BstZl 31
Heal 37
BstZl 43
Hotl 43
Ampr. lacZ
PGEM-T easy Sacll 43
(3018pk) T EeoRl | 52
Spel 64
EzoFI | 70
Hatl s
BstZI 7
. .z Pstl bt
Figura M.3. Representacion del vector 1 | o
comercial pGEM™ T-easy™ (Promega). Neel | 97
. . . on Sacl 109
Dibujo extraido y adaptado de www. BstEl | 118
Hsil 127
promega.com. e
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5.2.2. Vectores lanzadera de K. lactis

Se ha utilizado uno de los vectores episdmicos de la serie pXW para la
fusidn de fragmentos de promotores (siempre con promotor basal puesto
que el vector carece de ello) al gen informador lacZ que codifica la
galactosidasa de E. coli. Las fusiones en este vector solo podran ser
utilizadas en K. lactis puesto que sélo tiene capacidad para replicarse en
esta levadura y serviran para hacer analisis de expresion de los genes cuyos
promotores se han fusionado mediante estudios de actividad f
galactosidasa. La diferencia entre los tres vectores de la serie pXW estriba
en la pauta de lectura a la que dan lugar tras el corte con las endonucleasas
de restriccion del sitio de clonacion multiple que se encuentra situado 5’ del
octavo codon del gen lacZ, como se muestra en la figura M.4.

Pstl

pXwi1 Figura M.4. Representacion del vector
10700 bp | = pXW1 de la serie de vectores creada por
*i  X.J. Chen para la medida de actividad 4
findll - galactosidasa en células de K. lactis.
(Chen et al., 1992).

5.2.3. Vectores lanzadera de S. cerevisiae

BamHI

Figura M.5. Representacién del vector episdomico
de S. cerevisiae YEp365 (Myers et al., 1986),
donde se pueden observar las enzimas que forman
parte de su sitio de multiple clonaje y que han sido
utilizadas en este trabajo, asi como los genes
marcadores y el origen de replicacién para S.
cerevisiae.
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HindIll

Seil

BamHI
Xmal
Kpnl
Sacl
EcoRl

Yiplac204
3545 bp

Figura M.6. Representacion del vector integrativo de
levaduras Ylplac204 (Gietz y Sugino, 1998), donde se
pueden observar las enzimas que forman parte de su
sitio de clonaciéon multiple, asi como los genes
marcadores y el origen de replicacion en bacterias.

Scal

5.2.4. Vectores lanzadera de S. cerevisiae y K. lactis

Figura M.7. Representacion del vector episémico
lanzadera (Prior et al., 1993) obtenido al introducir un
origen de replicaciéon de S. cerevisiae (origen de
replicacion 2 micrén) en el vector Kep6 de K. lactis
(origen de replicacion S11). Se ha marcado, ademas
de los genes y origenes de replicacién, el sitio de
restriccion para la endonucleasa Eagl que es el
utilizado en este trabajo.

6. Introduccion de DNA en las células
6.1. Transformacion de bacterias
6.1.1. Preparacion de células competentes de bacterias

1. Con un precultivo de bacterias se inoculan 300 ml de medio
SOC (tabla M.5) y el cultivo se incuba a 37 °C en agitacion hasta que la
densidad optica sea de 0,6 unidades de absorbancia a una longitud de onda
de 600 nm.

2. Cuando se alcance la densidad O6ptica anterior, se para el
crecimiento del cultivo en hielo durante 5-10 minutos. Seguidamente el
cultivo se pasa a botes esterilizados previamente enfriados y se centrifuga a
5.000 r.p.m. durante 7 minutos en frio. Tras descartar el sobrenadante, se
afiade un pequefo volumen de tampdén TBF-1 (Tabla M.13) frio en el que se
resuspenden las células. A continuacion se anade TBF-1 y la suspensién se
mantiene en hielo durante 5 minutos.
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3. De nuevo se recuperan las células centrifugando a 5.000 r.p.m.
durante 7 minutos en frio.
4, Tras descartar el sobrenadante, se afiade el tampon TBF-2

(Tabla M.14) donde se resuspenden las células. Esta suspensién, que ya
contiene las células competentes, se reparte en alicuotas que se guardaran
a -80 °C hasta el momento de su uso.

Tabla M.13. Composicion del tampdn TBF-1 para la preparaciéon de bacterias competentes.
El tampdn se esteriliza en autoclave.

Compuesto Cantidades para 80 ml y un uso
RbCl, 0,964 g
MnCl, 0,788 g
Acetato potasico 0,232 g
CaCl, 0,116 g
Glicerol 12 ml
Agua bidestilada Hasta 80 ml

Tabla M.14. Composicién del tampon TBF-2 para la preparacion de bacterias competentes.
El tampon se esteriliza en autoclave.

Compuesto Cantidades para 15 ml y un uso
RbCl, 20 mg
CaCl, 0,2g
Glicerol 2,28 ml
Agua destilada Hasta 15 ml

6.1.2. Transformacién de bacterias mediante choque
térmico

1. Se toma un alicuota de 100 ul de bacterias competentes a las
que se afiade el DNA transformante y la mezcla se mantiene 20 minutos en
hielo.

2. Seguidamente la mezcla de células y DNA se somete a un
choque térmico a 42 °C durante 2 minutos. Esto favorece la entrada del DNA
en las bacterias.

3. Tras el choque térmico, al tubo de transformacion se anade 1
ml de medio LB modificado y las células se ponen a recuperarse de 30
minutos a 1 hora a 37 °C.

4, Finalmente las células se recuperan por centrifugaciéon a
13.000 r.p.m. durante 1 segundo. El sedimento celular se resuspende en un
volumen de medio LB modificado adecuado para la siembra en placa
selectiva (70-80 pl).

6.1.3. Preparaciéon de células electrocompetentes de
bacterias
1. Se inocula 1 litro de medio LB modificado y se incuba a 37 °C

en agitacion hasta que su densidad Optica sea de 0,6 unidades de
absorbancia medida a una longitud de onda de 600 nm.
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2. Se para el crecimiento del cultivo incubandolo en hielo durante
10 minutos. Seguidamente las células se pasan a botes esterilizados
previamente enfriados y se recogen por centrifugacion a 5.000 r.p.m. durante
5 minutos en frio.

3. Se desecha el sobrenadante y se afiaden 50 ml de agua
bidestilada esterilizada donde se resuspenden. Las células se recuperan por
centrifugacion a 5.000 r.p.m. durante 5 minutos en frio.

4, Se repite el paso anterior.

5. El botdn celular se resuspende ahora en glicerol al 10% frio y la
suspension celular se somete a centrifugacion de nuevo a 5.000 r.p.m.
durante 5 minutos en frio, tras lo cual se desecha el sobrenadante.

6. Se repite el paso anterior.

7. El precipitado celular se resuspende en 2 ml de glicerol al 10%
frio y la suspensidon celular se reparte en alicuotas en tubos previamente
esterilizados para ser guardadas a -80 °C hasta su uso.

6.1.4. Transformacion de células de bacterias mediante
electroporacion

1. Se toma una alicuota de 50 ul de bacterias electrocompetentes
a las que se afnade el DNA transformante y la mezcla se mantiene en torno a
20 minutos en hielo.

2. Seguidamente la mezcla de células y DNA se coloca en una
cubeta de electroporacion de 1 mm de diametro (Equibio™) y se somete a
electroporacion en un dispositivo Gene Pulser™ (Biorad) en las siguientes
condiciones: 1.500 V, 50 uF, 150 Q.

3. Tras la electroporacién, se anade a la cubeta 1 ml de LB
modificado, se agita levemente y se recupera en un tubo de cultivo. Las
células se ponen a recuperar en un incubador a 37 °C durante 30 minutos a
1 hora.

4., Finalmente las células se recuperan por centrifugacién a
13.000 r.p.m. durante 1 segundo. El sedimento celular se resuspende en un
volumen de medio LB modificado adecuado para la siembra en placa
selectiva (70-80 pl).

6.2. Transformacion de levaduras
6.2.1. Competencia de células de levadura
Para obtener células competentes de levadura preparadas para que

sean capaces de tomar DNA exdgeno, se utilizan soluciones salinas
basandose en la técnica desarrollada por Ito y colaboradores (1983).
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6.2.2. Transformacion de células de levadura mediante
choque térmico

1. Se prepara un cultivo en 10 ml de medio adecuado para el
crecimiento de la levadura huésped hasta una densidad optica de 0,6 a 0,8
unidades de absorbancia a una longitud de onda de 600 nm.

2. Las células son recuperadas por centrifugaciéon en un tubo
estéril a 4.000 r.p.m. durante 5 minutos, se descarta el medio de cultivo y se
lavan por adiciéon de agua estéril y nueva centrifugacion en las condiciones
anteriores.

3. A continuacién las células son lavadas con 1 ml de tampodn
AcLi-TE (Tabla M.15) mediante resuspension y posterior centrifugacion a
13.000 r.p.m. durante 1 segundo.

4. Seguidamente las células se resuspenden en 1 ml de tampon
AcLi-TE.
5. De la suspension anterior se toman 100 ul de células para una

transformaciéon a los que se anaden 10-15 ug de DNA transformante y la
mezcla se agita por inversidén o pipeteo. Seguidamente se afiaden 50 ug de
DNA transportador o carrier (tabla M.16, Schiestl et al., 1989), que en este
caso sera DNA de testiculos de salmon (Sigma-Aldrich), y 300 pl de PEG
4.000 preparado al 50% en agua, agitando de nuevo por pipeteo. EI DNA
carrier favorece la entrada del DNA en las células y probablemente lo
preserve de la degradacion por las DNasas celulares.

6. La mezcla anterior se incuba durante 30 minutos a 30 °C, para
luego someterla a un choque térmico de 15 minutos a 42 °C.
7. A continuacidén las células son recuperadas mediante una

centrifugacion de 13.000 r.p.m. durante 1 segundo, desechando el
sobrenadante. El boton celular se resuspende en 1 ml de agua estéril para
su lavado, recuperando de nuevo las células por centrifugacién a 13.000
r.p.m. durante 1 segundo y descartando el agua.

8. Las células ahora se resuspenden en un pequefio volumen de
agua (70-80 pl) para la siembra en una placa de medio selectivo adecuado
que se pondra a crecer de 2 a 3 dias en un incubador a 30 °C.

Tabla M.15. Preparacion del tampdn AcLi-Te. Las dos soluciones que lo componen se
esterilizan en autoclave por separado.

Compuesto Cantidades para 1 ml
Acetato de Litio 1 M 900 wl
Tampon 10xTE (tabla M.17) 100 pl

Tabla M.16. Preparacion del DNA transportador o carrier para la transformacion de
levaduras. La solucién una vez preparada se somete a agitaciéon fuerte y posteriormtente a
sonicacion con una potencia de 14 pA, en 15 pulsos de 1 minuto. Seguidamente se
desnaturaliza a 95 °C durante 5 minutos.

Compuesto Cantidades para 1 ml
DNA de testiculos de salmén 10 mg
Tampoén 1xTE pH 8,0 (tabla M.17) Hasta 1 ml
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Tabla M.17. Composicion del tampon 50xTE a partir del cual se puede preparar 1xTE
diluyendo 50 veces. La mezcla se esteriliza en autoclave.

Compuesto Volumenes para 100 ml
Tris 1M pH 8,0 50 ml
EDTA 0,5 M pH 8,0 20 ml
Agua bidestilada 30 ml

6.2.3. Transformacion de células de levadura mediante
electroporacion

La técnica de electroporacion de levaduras es la empleada por Kooistra
y colaboradores (2004) a partir de una adaptaciéon de la desarrollada por
Weésolowsky-Louvel y colaboradores (1996) para transformar K. lactis con
fragmentos lineales de DNA. Se basa en un lavado con una serie de
soluciones salinas en frio antes de someter las células ya competentes a
electroporacion.

1. Las células de levadura se cultivan en 100 ml de YPD hasta
que alcancen una densidad oOptica de aproximadamente 0,8 unidades de
absorbancia a una longitud de onda de 600 nm.

2. Seguidamente las células se pasan a un bote de centrifuga
esterilizado y se recuperan por centrifugacion a 3.000 r.p.m. durante 5
minutos a 4 °C y se descarta el sobrenadante.

3. Las células se lavan por resuspensioén con 50 ml de tampodn de
electroporacién (tabla M.18) mantenido a 4 °C y se repite de nuevo el paso
anterior.

4, Ahora las células se resuspenden en 50 ml de tampdn de
incubacion (tabla M.19) en el que se incuban durante 30 minutos a 30 °C sin
agitacion.

5. Pasados los 30 minutos, las células son recuperadas por

centrifugacion a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos a 4 °C, descartandose el
sobrenadante y lavando el botdén celular con 10 ml de tampdn de
electroporacién enfriado en hielo (0 °C). Se repite la centrifugacion anterior
para recuperar las células, que finalmente son resuspendidas por pipeteo en
0,2 ml de tampon de electroporacion enfriado en hielo (0 °C).

6. A partir de la suspension celular anterior se toman 60 ul de
Células y se pasan a un tubo estéril donde se mezclan con el DNA
transformante. Esta mezcla se incuba durante 15 minutos en hielo antes de
ser transferida a una cubeta de electroporacion de 2 mm de diametro
(suministrada por Equibio™) estéril enfriada en hielo.

7. Tras limpiar la cubeta de electroporacién de restos de agua y/o
hielo, se monta en un electroporador (Gene Pulser™ de Biorad) ajustando
las condiciones de electroporacion a 1.000 V, 400 Q y 250 uF.

8. Inmediatamente después del pulso se afade a la cubeta de
electroporacién 1 ml de YPD a temperatura ambiente, se agita por inversion
y el contenido se recupera y es transferido a un tubo estéril para que las
células se recuperen mediante incubacion durante 2-3 horas a 30 °C con
agitacion.

9. A continuacion las células se recuperan por centrifugacion a
3.000 r.p.m. durante 5 minutos, descartandose el sobrenadante. El boton
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celular se lava con agua estéril y las células se recuperan de nuevo por
centrifugacion en las condiciones anteriores. Las células ahora se
resuspenden en un pequefio volumen de agua (70-80 pl) para la siembra en
una placa de medio selectivo adecuado que se pondra a crecer de 2 a 3 dias
en un incubador a 30 °C.

Tabla M.18. Composicién del tampdn de electroporacion. Los componentes una vez
mezclados se esterilizan en autoclave.

Compuesto Cantidades por 100 ml
Tris-HCI pH 7,5 121,14 mg (10 mM)
Sacarosa 9,24 g (270 mM)
MgCl, 9,521 mg (1 mM)
Agua bidestilada Hasta 100 ml

Tabla M.19. Composicion del tampdn de incubacién. Los componentes una vez mezclados
se esterilizan en autoclave.

Compuesto Cantidades por 100 ml
DTT (Ditiotreitol) 385,25 mg (25 mM)
HEPES pH 8,0 476,,6 mg (20 mM)
YPD Hasta 100 ml

7. Extraccion de acidos nucleicos
7.1. Extraccion de DNA plasmidico en bacterias

7.1.1. Extraccion mediante lisis alcalina (modificado de
Sambrook et al., 1989)

1. Se parte de un cultivo bacteriano iniciado el dia anterior (12-16
horas) en LBA u otro medio selectivo dependiendo del plasmido que aloja la
bacteria y que queremos extraer. El cultivo puede ser en placa (maximo 1/4
de placa) o en medio liquido (maximo 10 ml).

2. En el momento de comenzar la extraccion se prepara a
solucion |l (Tabla M.21).
3. Se raspa el sembrado de la placa con un palillo estéril y se

resuspende en 200 ul de la solucién | (Tabla M.20). Si el cultivo se ha
realizado en medio liquido, las células deben ser recuperadas en un paso
previo de centrifugacién a 4.000 r.p.m. durante 5 minutos o a 13.000 r.p.m.
durante 1 segundo.

4. Agitacion fuerte en vortex hasta conseguir una mezcla
homogénea.

5. Anadir 400 pl de la solucion 1l (Tabla M.21) y agitacion suave
por inversion.

6. Anadir 300 ul de la solucidn Ill (Tabla M.22) y agitacion suave
por inversion.

7. La mezcla anterior se somete centrifugacion a 13.000 r.p.m.
durante 5-10 minutos. Se pasa el sobrenadante a tubos limpios.

8. Opcional: este paso sirve para obtener DNA mas limpio (libre

de proteinas), aunque en él se pierde cierta cantidad y calidad del DNA. Se
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afladen 500 4l de PCIAXTE (tabla M.23). La mezcla se agita en vortex hasta
que blanquee y luego se somete a centrifugacion a 8.000 r.p.m. durante 5
minutos, resultado de la cual se formaran dos fases. Se reservara la fase
acuosa (superior) y se descartara la organica (inferior). Se debe tener
cuidado de no tomar la interfase puesto que ahi quedan depositadas las
proteinas después de la centrifugacion.

9. Al sobrenadante recuperado de cualquiera de los dos paso
anteriores, se anade 1 ml de etanol al 95% frio (-20 °C). Se agita la mezcla
por inversion.

10. Precipitacion del DNA a -80 °C. Con 5 minutos es suficiente.

11. Centrifugar a 13.000 r.p.m. durante 10 minutos a 4 °C. Se
descarta el sobrenadante.

12. Se lava el pellet con 1 ml de etanol al 70% frio (-20 °C).
Mezclar por inversion.

13. Centrifugar 13.000 r.p.m. durante 5 minutos a 4 °C. Se descarta
el sobrenadante de etanol y se retira lo que quede en el tubo con una pipeta.
Poner a secar en una bomba de vacio durante 10-15 minutos.

14. El DNA seco es suspendido en 30 ul (0 mas dependiendo de la
cantidad de DNA extraido) de agua bidestilada o 1xTE mediante pipeteo y/o
agitacion al vortex si es preciso.

Tabla M.20. Composicién de la solucién | para la extraccion de DNA plasmidico de bacterias
mediante el método de la lisis alcalina. Antes de su uso es esterilzada en autoclave.

Compuesto Cantidades por 100 ml
Glucosa 20% 4,5 ml
EDTA 0,5M, pH 8,0 2ml
Tris-HCI, pH 8,0 2,5 mi
Agua bidestilada 91 ml

Tabla M.21. Composicidon de la solucion Il para la extraccion de DNA plasmidico de
bacterias mediante el método de la lisis alcalina.

Compuesto Cantidades por 10 ml
NaOH 0,2 M 9,5 ml
SDS 20% 0,5 ml

Tabla M.22. Composicion de la solucion Il para la extraccion de DNA plasmidico de
bacterias mediante el método de la lisis alcalina. Antes de su uso es esterilizada en
autoclave.

Compuesto Cantidades por 100 ml
Acetato potasico 5M 60 mi
Acido acético glacial 11,5 ml
Agua bidestilada 28,5 ml

Tabla M.23. Composicion de la solucién de PCIAXTE (fenol, cloroformo y alcohol isoamilico
en 1xXTE) empleado para la limpieza del DNA plasmidico.

Compuesto Cantidades
Fenol equilibrado con 1xTE (tabla M.17) 100 ml
Cloroformo 100 ml
Alcohol isoamilico 8 ml
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7.1.2. Extraccién mediante kits comerciales

A lo largo de esta tesis se han empleado dos sistemas de extraccion
comerciales basados en la unién del DNA a una membrana cargada. Esta se
encuentra alojada en el centro de un reservorio 0 columna donde es
depositado el DNA en suspension junto con el fluido resultado de la ruptura
celular. Esta suspension es forzada a pasar por centrifugacion a través de la
membrana donde queda retenido el DNA. Estos sistemas comerciales han
sido: Qiaprep™ Spin miniprep (Qiagen™) y SpinClean™ Plasmid Miniprep
Kit de M Biotech™ y se han utilizado segun los protocolos suministrados por
el fabricante.

7.2. Extraccion de DNA plasmidico en levaduras

1. Se realiza un cultivo de las células de levadura transformadas
en 10 ml de medio selectivo adecuado durante una noche (12-16 horas).

2. Se recuperan las células mediante centrifugacion a 4.000 r.p.m.
durante 5 minutos y se resuspenden en 200 nul de solucion | (tabla M.20) fria.

3. Se anaden glass beads (Sigma-Aldrich) de 0,4 mm de diametro
hasta debajo del nivel que alcance la suspension de células.

4. La mezcla anterior se agita en vortex durante 4 minutos a
maxima velocidad.

5. Se procede a una centrifugacién a 13.000 r.p.m. durante un par
de minutos y se recupera el sobrenadante.

6. Al sobrenadante se anaden 200 pl de solucién Il (Tabla M.21)

fria, se agita por inversion y se afaden 300 pl de solucion Ill (Tabla M.22)
fria y de nuevo se agita por inversion.

7. La mezcla se incuba 5 minutos en hielo y se afnaden 500 ul de
PCIAXTE (tabla M.23), se agita por inversion y se centrifuga a 13.000 r.p.m.
durante 2 minutos.

8. Al sobrenadante que se recupera del paso anterior
(aproximadamente 500 ul) se le afiaden 0,1 volumenes de acetato sédico 3
M (aproximadamente 50 pul) y 2 volumenes de etanol al 95%
(aproximadamente 1 ml) y la mezcla se mantiene durante 30 minutos en
hielo para favorecer la precipitacion del DNA.

9. Se procede a una centrifugacion de 15 minutos a 13.000 r.p.m.,
tras la cual se descarta el sobrenadante que es sustituido por 1 ml de etanol
al 70%. En el fondo del tubo quedara un precipitado blanco de DNA. De
nuevo se procede a una centrifugacion a 13.000 r.p.m. pero esta vez de 5
minutos, tras la cual se descarta el sobrenadante y se secan bien los restos
de etanol del fondo del tubo.

10. El sedimento de DNA se seca en una bomba de vacio tras lo
que se resuspende en 10 ul de 1XTE (Tabla M.17). Seguidamente se
transforma una cepa de bacterias altamente competentes (por ejemplo, XL-1
Blue) mediante electroporacién.
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7.3. Extraccion de DNA genémico de levaduras

1. Las levaduras se cultivan en 10 ml de un medio apropiado
durante una noche.
2. Se recuperan por precipitacién en una centrifuga a 4.000 r.p.m.

durante 5 minutos. Se elimina el sobrenadante y las células se resuspenden
en 500 pl de agua.

3. Las células se pasan a un tubo limpio y se centrifugan a 13.000
r.p.m. durante un segundo. Se descarta el sobrenadante y se agitan en
vortex brevemente en seco.

4, Las células se suspenden en 200 ul de solucion de ruptura
(tabla M.24) y se anaden entre 100 y 200 pl de glass beads (Sigma-Aldrich),
2 ul de RNasa diluida 25 mg/ml (Qiagen) y 200 ul de PCIAXTE.

5. La mezcla se agita en vortex a baja velocidad (15-20 Hz)
durante 3 minutos.

6. Se afaden 200 ul de 1XTE (tabla M.17) y se agita brevemente.

7. La mezcla se centrifuga a 13.000 r.p.m. durante 5 minutos a

temperatura ambiente. El sobrenadante resultante se transfiere a un nuevo
tubo. Se aflade 1 ml de etanol 100% y se mezcla por inversion. Se deja de 5
a 10 minutos a temperatura ambiente.

8. La mezcla se centrifuga ahora a 3.000 r.p.m. durante 5
minutos. Se descarta el sobrenadante y se resuspende el precipitado en 30
ul de 1XTE. Mantener a 4 °C.

Tabla M.24. Composicion de la solucién de ruptura empleada en la extraccion de DNA
genomico de levaduras.

Compuesto Cantidades para 10 ml

Triton X-100 2% 200 pl

SDS 1% 500 ul de SDS 20%

NaCl 100 mM 200 ul de NaClI 5 M

Tris-HCI 10 mM, pH 8,0 100 ul de Tris-HCI 1 M, pH 8,0

EDTA 1 mM, pH 8,0 20 ul de EDTA 0,5 M, pH 8,0
7.4. Extraccion de RNA total en levaduras

7.4.1. Extraccion con Trizol™ Reagent (Invitrogen)

A lo largo de esta tesis se han utilizado dos variantes de este método
en el que se utiliza un preparado comercial a base de fenol y isotiocianato de
guanidina, llamado Trizol™, desarrollado y suministrado por Invitrogen Life
Technologies. Este preparado estabiliza el RNA en los pasos del protocolo
posteriores a su introduccién, de manera que queda relativamente protegido
de la digestion por RNasas y de la ruptura y degradacion generada por
exposicidén a la temperatura ambiental, lo que convierte a este método en el
idoneo si se va a utilizar el RNA en posteriores procesos y tratamientos. El
Trizol™ puede ser utilizado también para la extraccion de DNA y proteinas
en células de plantas o tejidos de mamiferos, ademas de para la extracciéon
de RNA en levaduras. La diferencia entre las dos variantes del método que
aqui se presenta radican en el modo de abordar la ruptura de la pared de las
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células de levadura necesaria para facilitar el acceso del Trizol™ al RNA,
siendo llevada a cabo en un caso mediante pulverizacién, previa congelaciéon
en nitrégeno liquido, mientras que en el otro caso se utilizan perlas de vidrio
que son anadidas a las células de levadura que son rotas mediante friccidon
mecanica generada por agitacion vigorosa en vortex.

1. Se pone un preindculo de la levadura a la que se le desea
extraer el RNA, a crecer durante una noche (15-16 horas) en el medio de
cultivo adecuado y a 30 °C.

2. Se inoculan entre 100 y 200 ml de medio con el volumen
necesario de preindculo para que su densidad optica (D.O.) sea 0,3-0,4
unidades de absorbancia a una longitud de onda de 600 nm. Poner a crecer
a 30 °C a agitacion moderada (200-250 r.p.m.).

3. Esperar a que el cultivo alcance una D.O. de 0,8-0,9 unidades
de absorbancia a una longitud de onda de 600 nm. El tiempo de crecimiento
dependera de la cepa de levadura y de las condiciones de cultivo. Una vez
alcanzada la D.O. deseada se enfria el cultivo en hielo durante 5-10 minutos.

4. El cultivo se recoge en el bote y se centrifuga a 5.000 r.p.m.
durante 3 minutos en frio.

Opcidn A: utilizando nitrégeno liquido para la ruptura de las levaduras.

5. Se retiran 5 ml de medio (sobrenadante) con una pipeta y se
desecha el resto. Los 5 ml retirados son afadidos al sedimento celular y se
resuspende en el mismo bote manteniéndose en hielo.

6. Se toma un tubo plastico de 10 ml y se introduce en el
nitrogeno liquido llenandolo del mismo. Se espera hasta que cese el
burbujeo y se saca del nitrégeno.

7. Se toman con la pipeta parte de los 5 ml de cultivo y se afiaden
gota a gota sobre el nitrégeno liquido del tubo para que se vayan formando
una especie de bolas de levadura congeladas, repitiendo el proceso hasta
agotar los 5 ml de células.

8. Se montan las capsulas del pulverizador con su bola de
tungsteno y se introducen en nitrégeno liquido. Una vez frias se abren sobre
la placa petri, se abre un tubo con bolas de levadura congeladas y se toman
con las pinzas una serie de bolas colocandolas en el interior de la capsula
para volverla a cerrar e introducirla de nuevo en nitrégeno liquido.

9. Se saca la capsula del nitrégeno liquido y se monta en el
pulverizador, procediendo a dar un pulso de 3 minutos a 2.000 r.p.m.
Mientras, se prepara un tubo de vidrio con 10 ml de Trizol™ frio (4 °C).

10. Se abre la capsula del pulverizador y se retira el polvo de
levadura con una cucharilla afiadiéndoselo al Trizol™.

Opcion B: utilizando perlas de vidrio para la ruptura de las levaduras.

5. Se retira 1 ml de medio (sobrenadante) y se desecha el resto.
Se afade a las células precipitadas y se resuspenden en el mismo bote
manteniéndolo en hielo.

6. Las células son transferidas a un tubo de vidrio y se mantienen
en hielo. Se afladen perlas de vidrio de 0,3 cm de diametro hasta abarcar 2/3
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del volumen de células y se procede a su ruptura. Para ello se daran en
vortex 15 pulsos de 20 segundos, enfriando en hielo 20 segundos entre
pulso y pulso.

7. A continuacion se afiaden 10 ml de Trizol™ al tubo de vidrio.

Final comun del protocolo.

1. La mezcla de Trizol™ y levaduras se agitan con vortex durante
1 minuto y se deja reposar 5 minutos a temperatura ambiente.

2. Se afaden 2 ml cloroformo y la mezcla se agita en vortex 15
segundos, dejando reposar de 3 a 10 minutos a temperatura ambiente.

3. La mezcla se centrifuga a 10.000 r.p.m. durante 5 minutos a 4
°C. Tras la centrifugacion se pasa la fase acuosa (aprox. 5 ml) a un tubo de
vidrio limpio.

4, A la fase acuosa se le afiade ahora 5 ml de 2-isopropanol para

la precipitaciéon del RNA, se mezcla dando un toque de vortex y se deja
reposar 10 minutos a temperatura ambiente.

5. La mezcla se centrifuga a 10.000 r.p.m. durante 10 minutos a 4
°C.

6. Tras la centrifugacién el RNA quedara pegado a la pared del
tubo. Se desecha el liquido y se afiaden al RNA, 2 ml de etanol al 75% libre
de RNasas conservado a -20 °C, mezclando a continuacion con un toque de
vortex. La mezcla se centrifuga a 10.000 r.p.m. durante 10 minutos a 4 °C.

7. Se repite el paso anterior, tras lo cual se seca levemente el
RNA durante 5 minutos en bomba de vacio.
8. El RNA se disuelve lavando las paredes del tubo de vidrio con

500 ul de agua tratada (tabla M.25) disparada con una pipeta automatica. El
RNA disuelto en agua es transferido entonces a un tubo plastico pequefio,
donde se le afladen 500 ul del tampdn de sales a base de LiCl (tabla M.26) y
se mezcla con pipeta. La mezcla se deja reposar a -20 °C de 2 horas a una
noche.

9. La mezcla anterior se centrifuga a 15.000 r.p.m. durante 30
minutos a 4 °C para recuperar el RNA.
10. Se desecha con cuidado el sobrenadante y se afiade 1 ml de

etanol al 75% libre de RNasas conservado a -20 °C, mezclando con pipeta
automatica. A continuacién se centrifuga la mezcla a 15.000 r.p.m. durante
15 minutos.

11. Se repite el paso anterior, tras lo cual el RNA se seca
levemente durante 5 minutos en bomba de vacio.
12. El RNA es suspendido ahora en el minimo volumen posible (en

torno a 30 ul de agua tratada) y se mide su calidad y concentracion bien al
espectrofotometro, bien en gel de agarosa.

Tabla M.25. Preparacién de agua tratada. Después de mezclar el dietilpirocarbonato con el
agua se deja reposar durante una noche y se esteriliza en autoclave.

Compuesto Cantidades para 1 litro
Agua bidestilada 999 mi
DEPC 1ml
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Tabla M.26. Composicion del tampdn LiCl utilizado en la extraccion de RNA de levaduras
mediante Trizol™,

Compuesto Cantidades por 100 ml
LiCl 16,96 g (4 M)
Tris-HCI 1 M, pH7.,5 2 ml (20 mM)
EDTAO0,5M 2 ml (10 mM)
Agua tratada Hasta 100 ml

7.4.2. Extraccién con PCIAXRE

1. Se pone un preindculo de la levadura a la que se le desea
extraer el RNA, a crecer durante una noche (15-16 horas) en el medio de
cultivo adecuado y a 30 °C.

2. Inocular entre 100 y 200 ml de medio con el volumen necesario
de preinéculo para que su D.O. sea 0,3-0,4 unidades de absorbancia a una
longitud de onda de 600 nm.

3. Esperar a que el cultivo alcance una D.O. de 0,8-0,9 unidades
de absorbancia a una longitud de onda de 600 nm. El tiempo de crecimiento
dependera de la cepa de levadura y de las condiciones de cultivo. Una vez
alcanzada la D.O. deseada enfriar el cultivo en hielo durante 5 minutos

4, Pasar los cultivos a los botes de plastico de 250 ml
previamente frios y precipitar las células en la centrifuga refrigerada durante
5 minutos a 5.000 r.p.m.

5. Tras la centrifugacion se descarta el sobrenadante y se
resuspende el pellet en aproximadamente 25 ml de 1xRE frio (Tabla M.28).
6. Se centrifuga de nuevo en la centrifuga refrigerada durante 5

minutos a 5.000 r.p.m. y se descarta el sobrenadante. NOTA. En este
momento se puede parar el protocolo congelando el precipitado a -20 °C.

7. Se resuspende el precipitado en 2 ml de 1xRE frio y se pasa a
un tubo de vidrio. Afadir perlas de vidrio de 3 mm de diametro, lavadas con
acido nitrico y esterilizadas, hasta que alcancen la curvatura de la base del
tubo de vidrio.

8. Se dan al menos 15 pulsos de 20 segundos cada uno en
vortex, dejando el tubo en hielo entre pulso y pulso al menos 20 segundos
para evitar su calentamiento.

9. Se afaden 2 ml de 1xRE + SDS 1% (10 ml de 1xRE y 0,5 ml
de SDS 20%) a cada muestra. Agitacién mediante vortex suave durante 20
segundos.

10. Se anaden 7,8 ml de PCIAXRE (tabla M.29). El tubo de vidrio
se cubre con papel plastico. Toque de vortex para mezclar las fases.

11. Se centrifuga a 10.000 r.p.m. durante 10 minutos a 4 °C.
Mientras se centrifuga se preparan tubos de vidrio frios con 5 ml de
PCIAXRE (tabla M.29).

12. Se transfiere la fase acuosa superior (no tomar la interfase) al
tubo de vidrio con PCIAXRE preparado antes. Se tapa con papel plastico.
Toque de vortex para mezclar las fases. Se centrifuga a 10.000 r.p.m.
durante 10 minutos a 4 °C. Mientras tanto se prepara otro tubo de vidrio frio
por muestra.
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13. Se transfiere la fase acuosa superior (no tomar interfase) al
tubo de vidrio preparado antes. Se afiaden 2,5 volumenes de etanol 95% y
1/10 de acetato sddico 3 M (5 ml de etanol y 0,5 ml de acetato sddico).

14. Se deja precipitando a -20 °C una noche (15-16 horas).

15. Se centrifuga a 10.000 r.p.m. durante 10 minutos a 4 °C.

16. Se afiaden 10 ml de etanol 75% (preparado con agua tratada).
Se resuspende el precipitado con pipeta automatica y se centrifuga de nuevo
durante 10 minutos a 10.000 r.p.m. y a 4 °C.

17. Dar la vuelta a los tubos de vidrio sobre un trozo de papel
secante hasta escurrir el etanol de las paredes. Se secan los tubos en
bomba de vacio o al aire.

18. El RNA es suspendido ahora en el minimo volumen posible (en
torno a 30 ul de agua tratada) y se mide su calidad y concentracion bien al
espectrofotometro, bien en gel de agarosa.

Tabla M.28. Composicion del tampén 10xRE para la extraccion de RNA total de levaduras.
Se prepara 10xRE como stock y se diluye a 1xRE para uso. Ambas soluciones se preparan
con agua tratada y se mantienen a 4 °C. El tampon 10xRE se esteriliza en autoclave. Se
debe ajustar el pH del agua tratada a 7 4.

Compuesto Cantidades por 100 ml
Tris 12,11 g (1 M)
LiCl 4,249 (1 M)
EDTA 37 mg (1 mM)
Agua tratada Hasta 100 ml

Tabla M.29. Composicion de la solucion PCIAXRE para la extraccion de RNA total de
levaduras. El LiCl se prepara con agua tratada.

Compuesto Cantidades
Fenol equilibrado con 1xTE 100 ml
Cloroformo 100 ml
Alcohol isoamilico 8 mi
LiICI5 M 2ml

8. Cuantificacion de &cidos nucleicos
8.1. Mediante espectrofotometria

La concentracién de las muestras de acidos nucleicos se puede medir
con un espectrofotdmetro haciendo incidir sobre ellas radiacion ultravioleta a
260 nm, longitud de onda que absorben. Para el DNA de doble hebra 1
unidad de absorbancia a 260 nm equivale a una concentracion de 50 ug/ml,
mientras que 1 unidad de absorbancia a 260 nm de DNA de hebra sencilla
equivale a 33 ug/ml. En el caso de RNA de hebra sencilla (desnaturalizado),
1 unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 40 ug/ml. En el caso del RNA
la absorbancia se suele medir ademas a una longitud de onda de 280 nm y
el ratio entre la absorbancia obtenida a 260 nm y la obtenida a 280 nm da
una idea de la calidad del RNA. Normalmente se considera de buena calidad
un RNA cuando el ratio de absorbancia 260nm/280nm se encuentra préximo
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a 2 (Sambrook et al., 1989). Las medidas fueron realizadas en un
espectrofotometro Cecil CE2041.

8.2. Mediante electroforesis en gel de agarosa

Este método para la medida de la concentracion de acidos nucleicos se
basa en la propiedad del bromuro de etidio (ver apartado 11), la molécula
que se usa para la visualizacidon de los mismos, de emitir tanta mas
fluorescencia cuanto mas concentrado esta el acido nucleico al que se ha
unido. Ademas se debe tener en cuenta que cuanta mas larga es el
fragmento de acido nucleico mas bromuro de etidio se une a él, con lo cual
mas fluorescencia emitirda una molécula mayor a una misma concentracion
que una pequefa. Por eso las muestras a medir se comparan en
fluorescencia, teniendo en cuenta su posicién en el gel, respecto a un
marcador de tamafio molecular cuyas bandas tienen una concentracion
conocida. Para la cuantificacién se pueden utilizar distintos programas de
analisis de imagen, siendo en este caso el Quantity One™ de Biorad.

9. Ingenieria genética: corte y pegado del DNA
9.1. Corte: digestion mediante endonucleasas de restriccidon

El DNA plasmidico fue digerido con endonucleasas de restriccion de
diversos proveedores (Roche, New England Biolabs y Takara) siguiendo sus
recomendaciones en cuanto a los tampones, tiempos y temperaturas de
reaccion e inactivacion y en el caso de digestiones dobles, las enzimas con
tampones compatibles.

9.2. Ligacion: realizacion de construcciones

Para la colocacion de fragmentos de DNA en vectores se empleo la T4
DNA ligasa de Roche con el tampdén suministrado con la enzima. Las
ligazones se realizaron afiadiendo un volumen variable de inserto y de vector
(generalmente una proporcion 1:10 de vector e inserto a clonar) con 1 U de
ligasa por cada ng de DNA y la cantidad de tampon adecuada. La mezcla se
incuba toda la noche a 14 °C. El inserto puede provenir de otro vector por
digestion, en cuyo caso la/s endonucleasa/s de restriccion empleada/s para
separar el inserto del vector donante debe/n ser la/s mismal/s con la/s que se
corte el vector huésped o como minimo, aunque sean distintas, deben dejar
extremos compatibles, para que pueda producirse el ligado. El inserto
también se puede obtener a partir de PCR; en este caso, los cebadores
deben llevar en sus extremos 5’ unas colas, que no hibridaran con el molde,
en las que portan la diana para la endonucleasa de restriccion y unos
cuantos desoxinucleétidos mas a mayores hacia su extremo 5’, que serviran
como zona de soporte y anclaje para que las enzimas de restriccion se unan
al extremo del fragmento de DNA amplificado y puedan cortarlo. Estas colas
en el extremo 5 de los cebadores se muestran junto a la secuencia de los
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mismos en los diferentes apartados de Resultados segun se fueron usando.
Una alicuota del producto de la PCR se comprueba en gel y, tras comprobar
que su tamano es correcto, el resto del producto de la PCR se purifica segun
se indica en el apartado correspondiente. Después de purificar el producto
de la PCR, éste es sometido a la digestion mediante las endonucleasas de
restriccion apropiadas. Tras la digestion, las endonucleasas de restriccion
son inactivadas siguiendo las recomendaciones del proveedor y, a
continuacién, el DNA se purifica de nuevo como se indica en apartado
correspondiente. Este DNA ya esta listo para ser utilizado como inserto en la
reaccion de ligacion.

En los casos en que el vector es digerido con una unica endonucleasa
de restriccion se hace necesario el empleo de una fosfatasa con el fin de
evitar posibles autoligados (puesto que los dos extremos del vector al ser
generados por la misma endonucleasa de restriccion encajan a la
perfeccion). Para ello se trata el DNA con la fosfatasa que elimina los grupos
fosfato en el extremo 5’ del vector impidiendo que la ligasa sea capaz de unir
un extremo al otro y recircularizar el vector. En el tratamiento se siguen las
recomendaciones del proveedor (Roche), utilizando 1U de fosfatasa alcalina
junto con 1 pl del tampdn 10x suministrado, afiadiendo 8 pl de la digestion
del vector para completar 10 ul finales. La mezcla se incuba durante 1 hora a
37 °C vy, transcurrido ese tiempo, la fosfatasa se inactiva por calor a 65 °C
durante 10 minutos, afadiéndole previamente, 10 ul de EGTA 0,1 mM. Tras
la inactivacién, la mezcla se purifica segun se indica en el apartado
correspondiente.

10. Recuperacion, purificacion y concentracion de DNA

10.1. Recuperacion de fragmentos de DNA a partir de geles de
agarosa

Para la recuperacion de fragmentos de DNA separados en geles de
agarosa se utilizan los tubos Montdge™ DNA Gel Extraction Kit — Ultrafree™
DA (Millipore). Se trata de unos tubos en cuyo interior tienen montado un
compartimento en el fondo del cual se encuentra colocado un dispositivo
nebulizador, que rompe la agarosa en fragmentos muy pequefios, seguido
de un filtro, que evita el paso de cualquier particula de agarosa. Dentro del
compartimento se situa el trozo de gel de agarosa que contiene el fragmento
de DNA o banda que se quiere purificar. Al someter a una centrifugacion de
10 minutos a 5.000 x g (en nuestra minicentrifuga, 9.500 r.p.m.), la fuerza
centrifuga empuja el trozo de agarosa contra el nebulizador y el filtro,
apretandolo y haciendo que éste libere el tampon que contiene junto con el
fragmento de DNA. El fluido recuperado debe ser purificado posteriormente
como se describe en el siguiente apartado.
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10.2. Purificacion y concentracion de fragmentos de DNA

Para la purificacion y concentracion de fragmentos de DNA, tanto
provenientes de una separacion mediante electroforesis en gel de agarosa,
de una PCR o de cualquier otro tipo de manipulacion, se utiliza el sistema de
columnas con filtros de afinidad y tampones del kit SpinClean™ PCR
Purification Kit (M Biotech) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit
es capaz de retirar enzimas de restriccidn, polimerasas, cebadores y
nucleodtidos no incorporados durante la PCR, ademas de eliminar las sales y
otros compuestos y contaminantes no deseados que pueden estar presentes
en las soluciones de DNA. En esencia, los pasos a los que se somete el
DNA para su purificacion son los siguientes:

1. Se mide el volumen de la suspension de DNA, sea cual sea su
origen, y se afaden 5 veces mas de tampdn de purificacion.

2. La mezcla se pasa a una columna con filtro de afinidad y se
hace pasar por el filtro por centrifugacién a 13.000 r.p.m. durante 1 minuto.

3. Se desecha el liquido y se afaden a la columna 700 pl de
tampon de lavado con etanol. La columna se lava por centrifugacion a
13.000 r.p.m. durante 1 minuto.

4. Se desecha el liquido y la columna se centrifuga en vacio a
13.000 r.p.m. durante 1 minuto para eliminar los restos de tampédn.
5. La columna se pasa ahora a un tubo limpio y se afiade el

volumen deseado de agua al filtro de la columna (no menos de 30 pul), se
deja que se empape durante 1 minuto y se centrifuga a 13.000 r.p.m.
durante otro minuto. En el agua se encuentra contenido el DNA ya limpio.

11. Obtencion de DNA in vitro
11.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta es una de las técnicas basicas en Biologia Molecular desde que
en la década de los 80, Kari Mullis recibié el premio Nobel por su desarrollo.
Se utiliza para amplificar (esto es, aumentar su cantidad), y por extension
también en muchas ocasiones para detectar haciendo visibles, fragmentos
especificos de DNA, ya sea plasmidico o gendmico, a partir de cantidades
infimas del mismo (la teoria dice que basta con una sola molécula de DNA).
Se trata en esencia de una serie de reacciones ciclicas de replicacion in vitro
llevadas a cabo a distintas temperaturas en unos dispositivos denominados
termocicladores, donde se explota la capacidad de las DNA-polimerasas de
sintetizar una hebra complementaria de DNA tomando como referencia una
molécula de DNA monohebra, que se denomina molde, con el unico
requerimiento de unos cebadores. Los cebadores, generalmente obtenidos
por sintesis hibridan con el DNA molde en los extremos de la regidén a
amplificar. En el presente trabajo se han utilizado la Taqg DNA-polimerasa de
Roche y la Vent DNA-polimerasa de New England Biolabs y en todos los
casos se ha utilizado el tampdn de reaccion proporcionado y se han seguido
las recomendaciones de los proveedores. Los cebadores empleados en
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cada proceso se listan en el correspondiente apartado de Resultados vy
fueron suministrados por Roche TIB-Mol.

11.2. Obtencién de DNA complementario (cDNA) a partir de RNA
mediante retrotranscripcion

Para la obtencion de cDNA a partir de RNA se emplea el kit
SuperScript™ |l Reverse Transcriptase de Invitrogen que consta de la
retrotranscriptasa SuperScript™ |1I, su correspondiente tampon 5x First
Strand™ y una solucién de 0,1 M de DTT.

11.2.1. Eliminacién de restos de DNA genomico de las
preparaciones de RNA

En los protocolos utilizados para la extracciéon de RNA total de levadura
se aisla también como producto colateral DNA gendmico. Debido a que para
el uso del RNA en las siguientes técnicas se necesita que éste se encuentre
totalmente puro y libre de contaminacion de DNA, lo que podria dar lugar a
resultados “fantasma”, se procede a la eliminacién del DNA gendmico
mediante el uso de una desoxirribonucleasa o DNasa. En este caso, se ha
empleado el kit de la DNasa libre de RNasa RQ1™, siguiendo para ello las
instrucciones del proveedor (Promega).

1. Se emplean tantas unidades de DNasa como pug de RNA se
vayan a tratar, mezclando ambos componentes con la cantidad apropiada de
un tampon de reaccidon 10x suministrado con la DNasa.

2. El tratamiento se lleva a cabo durante 30 minutos a 37 °C.
Transcurrido este tiempo se afiade una solucion de parada 10x, suministrada
con la DNasa.

3. Finalmente se inactiva la DNasa incubando toda la mezcla
anterior durante 10 minutos a 65 °C.
4. A continuacion, para retirar la DNasa y los demas componentes

utilizados en la reaccidén, se lleva a cabo una precipitacion del RNA
afadiendo un volumen de isopropanol a la mezcla anterior.

5. Después de dejar precipitar el RNA durante 10 minutos a
temperatura ambiente (20 a 25 °C) se procede a una centrifugacion de 30
minutos a 15.000 r.p.m. a 4 °C.

6. Una vez terminada se debe observar un pequeio sedimento
blanco de RNA en el fondo del tubo. Se descarta el sobrenadante y se
anade 1 ml de etanol al 75% libre de RNasas. Se centrifuga durante 5
minutos a 15.000 r.p.m.y a 4 °C.

7. Se repite el paso anterior.

8. Se descarta el etanol del ultimo lavado procurando retirar el
maximo posible. Se utiliza pipeta automatica teniendo cuidado de no llevarse
el RNA del fondo del tubo. El RNA se seca brevemente en una bomba de
vacio o a temperatura ambiente (20 a 25 °C) durante 5 minutos y se
resuspende en el volumen deseado de agua tratada.
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9. Se comprueba la ausencia de DNA gendmico mediante la
realizacion de una PCR.

11.2.2. Obtencidon de cDNA para primer extension

Hacer un primer extension supone, en esencia, obtener cDNA
especifico de un determinado gen utilizando un cebador localizado en las
cercanias del extremo 5 de su secuencia codificadora orientado hacia su
region 5. La retrotranscriptasa genera cDNA a partir del mRNA desde el
cebador hasta su limite 5 obteniéndose asi una banda de un tamano
determinado que se visualiza al ser cargada la reaccion en un gel de
poliacrilamida. Si en paralelo se efectia una secuenciacién del gen
utilizando el mismo cebador que el empleado en la reaccion de
retrotranscripcion, se puede determinar en que punto exacto se encuentra el
limite 5° del mRNA vy, por tanto, el sitio de inicio de la transcripcion del gen.
Para la obtencion de cDNA para primer extension se ha seguido el siguiente
protocolo:

1. Se toman 40-60 ng de RNA, se tratan con la DNasa RQ-1™ y
se suspenden en 12 ul de agua tratada. Se afiaden 2 pmoles en 2 ul de
cebador especifco (suministrado por Roche TIB-Mol) de gen (evidentemente
a 1 pmol/ul).

2. La mezcla se incuba a 70 °C durante 10 minutos y se enfria
rapidamente en hielo.

3. Se afiaden ahora: 6 ul de tampon 5x First Strand™ (en el Kit
Super Script™ Il Reverse Transcriptase), 3 ul de DTT 0,1 M (en el Kit Super
Script™ 1l Reverse Transcriptase), 1 ul de mezcla de desoxinucleétidos
GCT+A, 4 ul de dATP marcado con *P en el fosfato o (GE-Healthcare
Amersham Biosciencies) y 2 ul de retrotranscriptasa SuperScript™ II. La
mezcla GCT+A es una mezcla de desoxinucledtidos trifosfatados deficiente
en dATP (los dNTPs son suministrados por Roche) puesto que el faltante se
afiade en forma de dATP marcado (Tabla M.30). El volumen final de la
reaccion sera de 30 pl.

4. La reaccion de obtencion del cDNA (y simultaneamente de
marcaje) se lleva a cabo a 42 °C durante 1 hora.
5. A continuacion se procede a la hidrdlisis del molde de RNA,

afnadiendo para ello a la mezcla de reaccion: 1 ul de SDS 1%, 1 ul de EDTA
0,5MpH 8,0y 3 ul de NaOH 3 M. Todo esto se calienta a 65 °C durante 30
minutos y luego se deja enfriar a temperatura ambiente durante
aproximadamente 15 minutos.

6. Seguidamente la mezcla anterior se neutraliza anadiendo: 10 pl
de Tris-HCI 1M pH 8,0 y 3 ul de HCI 2 M.
7. Finalmente se procede a la precipitacion del cDNA. Para ello se

afiaden: 5 ul de acetato sédico 3 M pH 5,3, 5 ul de tRNA 10 mg/ml y 60 ul de
isopropanol. La precipitacion se realiza durante 2 horas a -80 °C o bien
durante una noche (12 a 16 horas) a -20 °C.

8. El cDNA precipitado se recupera centrifugando a 13.000 r.p.m.
durante 30 minutos.
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9. Se descarta el sobrenadante y se resuspende el sedimento en
10 ul de agua bidestilada y se guarda a -20 °C si el cDNA no va a ser usado
de forma inmediata. En el momento de la carga en el gel, al cDNA se
afiaden 4 pul de tampén de carga o de solucion de parada de las
secuenciaciones, puesto que es coloreada y lleva glicerol en su composicion
lo que ayuda en la operacion de cargado.

Tabla M.30. Composicion de la mezcla de desoxinucledtidos GCT+A. La mezcla se realiza
en agua tratada.

Compuesto Cantidades
dGTP, dCTP, dTTP 16 mM
dATP 100 uM

11.2.3. Obtencion de cDNA total y cDNA especifico de gen

Como resultado de este protocolo se puede obtener cDNA total que
seria un reflejo del RNA mensajero existente en la célula. Esto se consigue
gracias al uso del oligo-dT, un cebador formado por 12-18 desoxinucleétidos
de timina (dTs) que hibrida de forma especifica con la cola poli-A
caracteristica del extremo 3’ terminal de los RNA mensajero. Si en lugar del
oligo-dT, se utiliza un cebador especifico de un gen determinado que hibrida
con el interior o final de su secuencia codificadora o con la zona de
terminacion de dicho gen, se puede obtener un cDNA perteneciente
unicamente al gen deseado.

1. Se toman 40 ug de RNA total y se tratan con DNasa RQ-1.
Tras el tratamiento se suspende en 10 ul de agua tratada.
2. Se toman 4 ul de RNA total sin DNA y se le afiaden: 500 ng de

oligo-dT (suministrado por Roche TIB-Mol) o, en su lugar, 2 pmol de cebador
especifico de gen (suministrado por Roche TIB-Mol), segun lo que se quiera
conseguir, 1 ul de dNTPs (Roche) y agua tratada hasta13 pl.

3. La mezcla calienta a 65 °C durante 5 minutos y se enfria
rapidamente en hielo para desnaturalizar el RNA. Seguidamente se afiaden
4 ul de 5x First Strand™ (en el Kit Super Script™ Il Reverse Transcriptase) y
2 ul de DTT 0,1 M (en el Kit Super Script™ Il Reverse Transcriptase).

4. La mezcla anterior se incuba ahora a 42 °C durante 2 minutos,
tras lo cual se le afade 1 ul de retrotranscriptasa Super Script™ Il Reverse
Transcriptase y se continda con la incubacién a 42 °C durante 1 hora para
que se produzca la reaccion de retrotranscripcion.

5. Al cumplirse la hora, la reaccion se para calentandola a 70 °C
durante 15 minutos y se guarda a -20 °C hasta su uso.

12. Electroforesis: separacién y visualizacion de 4cidos nucleicos
Para la separacion y visualizacion de muestras de acidos nucleicos se

utiliza la técnica de la electroforesis. La electroforesis consiste en la creacion
de un campo eléctrico a través de un tampon salino, de manera que se
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fuerza a las moléculas a ir hacia el polo que presente una carga opuesta a la
suya. En este caso, los acidos nucleicos presentan carga negativa con lo
cual migraran hacia el polo positivo. Si a la molécula en cuestién se le obliga
ademas a atravesar una matriz porosa, el resultado es que se producira una
separacion en funcion de los tamafios de la molécula, puesto que las
moléculas mas pequefas migraran mas rapido al encontrar menor
resistencia al paso entre la reticula formada por la matriz porosa.

12.1. Electroforesis en geles de agarosa

La agarosa es un polimero natural extraido a partir de algas que
afiadido al agua o tampones es insoluble formando una suspension, pero
que después de calentado por encima de una determinada temperatura
(depende del tipo de agarosa) se disuelve totalmente pasando a convertirse
en un fluido transparente. Si este fluido se deja enfriar lentamente,
polimeriza y queda convertido en un soélido de aspecto gelatinoso,
translucido y uniforme, a través del cual se haran pasar los acidos nucleicos.
El tamafio de poro que deja la agarosa después de polimerizar depende de
la cantidad afadida siguiendo una relacion inversamente proporcional: a
mas concentracion de agarosa, menor tamafio de poro y mas resolucion.

12.1.1. Electroforesis de DNA en geles de agarosa

En el caso de los geles de agarosa, para visualizar el DNA una vez
separado es necesario tefir o anadir al gel o a las muestras bromuro de
etidio, una molécula plana que se intercala de forma estable entre la doble
hebra del DNA. El procedimiento para la realizacién de los geles de agarosa
para DNA es el siguiente: la agarosa en polvo es suspendida en tampon
1XTAE (Tabla M.31) y la mezcla se calienta en microondas hasta que la
agarosa se funde y la mezcla quede transparente y fluida. Después de
enfriar la mezcla brevemente en agua, se le afade unas gotas de una
solucion de bromuro de etidio (10 mg/ml en agua) y se vierte todavia caliente
en un molde donde se le coloca un peine que dara lugar a los pocillos del
futuro gel. A continuacién, se deja enfriar hasta que la agarosa polimerice y
quede formado el gel. Una vez preparado el gel, éste se coloca en cubetas
de electroforesis Mini Sub® Cell GT de Biorad llenandolas de tampdén 1xTAE
hasta que el gel quede cubierto por una capa fina del mismo. Seguidamente
se cargan las muestras a las que previamente se les ha afadido 1/10 de
tampén de carga 10x (Tabla M.32), que contiene glicerol, que por su
densidad hace que las muestras se carguen con mas facilidad al caer al
fondo de los pocillos, y colorantes, que facilitan la visualizacién del avance
de las muestras a través del gel. Seguidamente se tapa la cubeta y se inicia
la electroforesis. El voltaje utilizado y el tiempo de migracion son variables
dependiendo del tamafo del gel y de la concentracién de agarosa utilizada.
Tras la electroforesis el gel es irradiado con luz ultravioleta de manera que el
DNA se hace visible y la imagen puede ser recogida mediante el uso de un
sistema adecuado de analisis de imagen.
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Tabla M.31. Preparacién del tampén 20xTAE modificado con baja concentracion de EDTA.
A partir de éste se prepara el 1XTAE en el que se realizan las electroforesis de DNA en
geles de agarosa. El Tris y el EDTA se disuelven en unos 600 ml de agua y es en este
momento cuando se afiade el acido acético, midiendo el pH en evolucion, hasta que se
alcance pH 8,0. Se esteriliza en autoclave.

Compuesto Cantidades para 1 litro
Tris 96,919
EDTA 0,744 g
Acido acético 35 ml
Agua bidestilada Hasta 1 litro

Tabla M.32. Preparacion del tampoén azul de carga 10x utilizado para facilitar la carga y
visualizar el avance de muestras en geles de agarosa.

Compuesto Cantidades para 5 ml
Glicerol 2ml
Azul de bromofenol 1,5mg
Xilencianol 1,5mg
1XTE 3ml

12.1.2. Electroforesis de RNA en geles de agarosa

En el caso de los geles de agarosa utilizados para separar muestras de
RNA no se utiliza bromuro de etidio, puesto que estos geles después son
utilizados para transferir las muestras de RNA separadas a una membrana y
realizar ensayos de Northern con posterioridad y el bromuro de etidio podria
interferir en cualquiera de estos dos procesos. Ademas en estos geles se
utiliza formaldehido, un compuesto desnaturalizante que ayuda a mantener
el RNA desenredado vy libre de bucles que forma de manera natural. Otra
peculiaridad a tener en cuenta a la hora de hacer estos geles es el uso de
material tratado con DEPC (dietilpirocarbonato), tanto en el agua, como en la
preparacion de las muestras y en las soluciones empleadas, lo que ayuda a
inactivar las RNasas a lo largo de todo el proceso. El tampdn en el que se
hace el gel y que se utiliza para la realizaciéon de la electroforesis es el
1XMOPS, preparado a partir de una solucion stock de 20xMOPS (tabla M.34)
guardada a 4 °C. La agarosa (a una concentracion final del 1,5%) se mezcla
con el agua tratada y el MOPS (Tabla M.34) y se calienta todo en el
microondas hasta que la solucion sea homogénea y transparente. Entonces
se deja enfriar en un bafio a 65 °C. Cuando la mezcla alcance mas o menos
esa temperatura, se afiade el formaldehido (Tabla M.33), se vierte en un
molde y se coloca el peine. El gel se deja polimerizar durante una media
hora en una campana extractora para absorber los vapores de formaldehido.

Tabla M.33. Preparacion un gel de agarosa para la separacion de RNA. La mezcla de
agarosa, MOPS y agua tratada se calienta en microondas y luego se deja enfriar hasta 65
°C. Al alcanzar esa temperatura se anade el formaldehido y se procede a su vertido.

Compuesto Cantidades para un gel de 100 ml
Agarosa 1,59
20xMOPS (tabla M.34) 5 ml
Agua tratada 78,4 ml
Formaldehido 16,6 ml
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Tabla M.34. Preparacion del tampén 20xMOPS. Este tampén se utiliza en la electroforesis
para la separacién de RNA y en la preparacién de los geles de agarosa para RNA y en la
preparacion del tampon de muestra para disolucion del RNA antes de la carga en el gel. El
pH se debe ajustar a 7 con NaOH. No se esteriliza en autoclave. Se guarda en oscuridad y
a4 °C.

Compuesto Cantidades para un litro
Acido 3-(N-MOrfolino)-Propano-Sulfénico (MOPS) 33,729 (0,2 M)
Acetato sodico 8,20 g (5 mM)
EDTA 7,44 g (1 mM)
Agua tratada Hasta 1 litro

Mientras el gel va polimerizando se procesan las muestras de RNA que
se van a cargar. La concentracion del RNA extraido y que va a ser cargado
debe de ser cuantificada ya sea al espectrofotometro o en gel (véase el
apartado correspondiente), si es que todavia no lo esta. En el gel se cargara
una cantidad fija de RNA para todas las muestras que oscilara entre 20 y 40
ug. Como los RNA extraidos estan a distintas concentraciones, los 20-40 pg
estaran en distintos volumenes por lo que las distintas muestras seran
llevadas a un volumen final de 10 ul con agua tratada. A las muestras se les
afiade entonces 20 ul de tampon de muestra (Tabla M.35) que contiene
formamida desionizada y formaldehido, dos compuestos que mantienen al
RNA desnaturalizado. A continuacion, la mezcla es sometida a una
desnaturalizacion a 65 °C durante 5 minutos con enfriamiento posterior en
hielo. Finalmente, se le anade a las muestras 2-3 ml de buffer azul de carga
(Tabla M.32) y se conserva todo en hielo hasta el momento de su carga en
el gel.

Una vez polimerizado el gel se coloca en una cubeta de electroforesis
refrigerada (para evitar la degradacion térmica del RNA) HE100 Super Sub™
Horizontal Unit de Hoefer llena de tampéon 1xMOPS (Tabla M.34) y se
procede a cargar las muestras previamente preparadas.

Tabla M.35. Preparacion del tampén de muestra para la carga y separacion de RNA
mediante electroforesis en gel de agarosa. Se prepara de cada vez que se realiza la
electroforesis.

Compuesto Cantidades para un litro
Formamida desionizada (tabla M.36) 1,44 ml
Formaldehido comercial (37%) 576 ul
20xMOPS 225 pl
Agua tratada 160 ul

Tabla M.36. Preparacion de la formamida desionizada para el tampoén de muestra para la
carga y separacion de RNA mediante electroforesis en gel de agarosa. Ambos componentes
se mezclan en un matraz de 100 ml en agitacién durante una hora y después se guardan
(sin separar) a 4 °C.

Compuesto Cantidades para 50-75 ml
Analytical grade mixed bed resin Unas perlas cubriendo el fondo
Formamida comercial 50-75 ml
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12.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Para la separacion de fragmentos pequefios de DNA se utilizan los
geles de poliacrilamida. Los geles se realizan mezclando distintas
proporciones de acrilamida y bisacrilamida, afiadiendo o no algun compuesto
desnaturalizante, dependiendo su adicion y el tipo de compuesto
desnaturalizante de la finalidad del gel. En el caso de geles para la
visualizacion de fragmentos de DNA se utiliza la urea como agente
desnaturalizante. La bisacrilamida es el componente que conecta entre si las
hebras lineales de acrilamida polimerizada, formando el tamiz. Asi, la
concentracion relativa de bisacrilamida determina el tamafio de poro del gel
y, por tanto, la mayor o menor resoluciéon del mismo.

El gel de acrilamida utilizado se encuentra a una concentracion del 7%
(Tabla M.38) y para su preparacién se parte de un preparado concentrado
de acrilamida/bisacrilamida al 45% (Tabla M.39) junto con el tampon 10xTBE
(tabla M.40), urea y agua. El gel de acrilamida/bisacrilamda al 7% es
mantenido a 4 °C. Para la formacion del polimero (Tabla M.37) se le afiade
TEMED (N, N, N, N — TetraMetilEtilenDiamina) un iniciador de la reaccion de
polimerizacion, y APS (persulfato amonico), a una concentracion de 10
mg/ml, un agente catalizador que acelera la formacién de la trama de
enlaces acrilamida/bisacrilamida.

Tabla M.37. Preparacién de la mezcla de polimerizacion del gel desnaturalizante de
acrilamida/bisacrilamoda al 7% para visualizacion de fragmentos de DNA. El APS se
prepara de nuevo para cada gel.

Compuesto Cantidades para un gel
Gel de acrilamida/bisacrilamida al 7% (tabla M.38) 90 ml
TEMED 90 pl
APS 10 mg/ml 270-290 ul

Tabla M.38. Preparacién del gel desnaturalizante de acrilamida/bisacrilamida al 7% para la
visualizacion de fragmentos de DNA. Para poder disolver la urea completamente es
necesario calentar la preparacion de forma moderada mientras se mantiene en agitacion.
Una vez realizada la mezcla se mantiene en una botella oscura a 4 °C.

Compuesto Cantidades para 700 ml
Mezcla bisacrilamida/acrilamida al 45% (tabla M.39) 109 ml
10xTBE (tabla M.40) 70 mi
Urea 249 ¢
Agua bidestilada Hasta 700 ml

Tabla M.39. Preparacion de la mezcla de la mezcla de acrilamida/bisacrilamida al 45%.
Mezclar por agitacion.

Compuesto Cantidades para 500 ml
Acrilamida 2179
Bisacrilamida 759
Agua bidestilada Hasta 500 ml
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Tabla M.40. Preparacion del tampdn 10xTBE. Este tampdn se usa en la preparacion del gel
de acrilamida vy, disuelto a 1XTBE, como medio en el que se realiza la electroforesis.

Compuesto Cantidades para 250 ml
Tris 279
Acido boérico 13,75 g
EDTA 3,79
Agua bidestilada Hasta 250 ml

Para ralentizar la reaccion de polimerizacion del gel de acrilamida, la
mezcla con el TEMED vy el APS se realiza en un recipiente mantenido en
hielo. A continuacion, la mezcla se va inyectando, ayudandose de una
jeringuilla, en el hueco dejado por dos cristales entre los cuales se formara el
gel. Los cristales deben estar silinizados, es decir, impregnados con una
mezcla de cianin-xilol diluido en cloroformo. El objetivo de este tratamiento
es facilitar el vertido del gel sin formacion de burbujas y evitar que el gel se
quede pegado al vidrio cuando se quiera retirar después de la electroforesis.
A partir de este momento los cristales tienen orientacidn, puesto que para el
vertido correcto del gel de acrilamida las caras tratadas deben ir hacia el
interior. Para el montaje de los cristales se coloca el mas grande
horizontalmente con la cara tratada hacia arriba y en sus bodes mayores,
que seran los que luego queden en vertical en el dispositivo de
electroforesis, se colocan unas tiras plasticas denominadas separadores,
que son los responsables de dejar el hueco entre los cristales y definen el
grosor del gel de acrilamida. Los separadores iran impregnados en vaselina
que ayudara a contener el gel en el hueco de los cristales, puesto que repele
las soluciones acuosas. Sobre los separadores y el cristal mayor se coloca el
cristal menor (con la cara tratada hacia abajo), alineando los bordes de los
cristales excepto por uno de los lados pequeios, en el que el cristal mayor
sobresaldra sobre el menor donde se anadira el gel de acrilamida y se
colocara apoyado el peine. A continuacion se sellan todos los bordes de los
cristales excepto aquel por donde se afnade el gel de acrilamida.

Después del vertido del gel, se coloca un peine apoyado en el cristal
mayor y se deja polimerizar la acrilamida por espacio de unas horas a una
noche (la velocidad de polimerizacion depende de la temperatura del
ambiente que rodea al gel y de la cantidad de APS ahadido en su
preparacion.

Una vez el gel esta polimerizado se les quita el sello a los bordes de los
cristales y se procede a colocar todo el montaje en el dispositivo de
electroforesis vertical con el peine en la parte superior (puesto que las
muestras circularan de arriba abajo). En los depdsitos superior e inferior del
dispositivo de electroforesis se afiade 1xTBE (preparado a partir de 10xTBE)
y se retira el peine del gel. Se limpian los pocillos, ayudandose de una pipeta
pasteur, de restos de urea precipitada y se procede a un precalentamiento
del gel durante aproximadamente 30 minutos, aplicando al gel la misma
diferencia de potencial que la que se utilizara posteriormente en la
electroforesis. Después se desconecta la fuente de alimentacion y se limpian
de nuevo los pocillos de restos de urea acumulados. A continuacion se
cargan las muestras, que deben de haber sido previamente

80



MATERIAL Y METODOS

desnaturalizadas, y se inicia la electroforesis en si. EI campo eléctrico
aplicado, tanto en el precalentamiento como en la electroforesis, tiene una
diferencia de potencial de 1.500 V.

13. Secuenciacion
13.1. Secuenciacién manual

Antes de empezar con el protocolo en si de secuenciacién manual hay
que desnaturalizar el DNA plasmidico si éste es de doble hebra.

1. Se toman de 2 a 3 ug de DNA plasmidico y se completa con
agua bidestilada hasta 10 ul. A continuacion se afiade 1,1 ml de una
solucion de NaOH 2 My EDTA 2 mM (en 2 ml de agua se diluye una lenteja
de NaOH y se anade 4 ul de EDTA 0,5 M).

2. Incubar 30 minutos a 37 °C.

3. Precipitacion: se afiaden 1,2 ul de acetato soédico 3 M y 30 pul
de etanol 95%. Se mantiene a -80 °C durante 15 minutos y se centrifuga a
15.000 r.p.m. durante 30 minutos.

4. Lavar con etanol 70% (afnadir 1 ml y centrifugar 5 minutos a
15.000 r.p.m. en frio). Secar el precipitado y conservar asi hasta la siguiente
fase.

Para la secuenciacion se ha utilizado el kit de USB, Sequenase™
version 2.0 DNA sequencing kit. Este kit se basa en el método de
secuenciacion de los didesoxinucleétidos desarrollado por el ya premio
Nobel Frederick Sanger y sus colaboradores (Sanger et al., 1977), lo que le
valio el segundo premio Nobel de su carrera en el aino 1980. Los
didesoxinucledtidos son moléculas analogas a los nucleotidos a los que se
les ha sustituido el grupo hidroxilo (-OH) del carbono 3’ de la desoxirribosa
por un hidrogeno (-H). Debido a que es por el 3'-OH de la desoxirribosa por
donde se une el siguiente nucleétido a la cadena naciente de DNA, cuando
la polimerasa (en este caso, llamada Sequenase™) integra uno de los
didesoxinucledtidos, al carecer del grupo 3’-OH, se para la extension de la
cadena.

5. El DNA plasmidico seco y desnaturalizado en el paso anterior
se resuspende en 7 ul de agua bidestilada. Se afiaden 2 ul de tampén de
reaccion y 1 ul de cebador a 1 pmol/ml.

6. La mezcla se incuba 2 minutos a 65 °C y luego se deja enfriar a
30 °C durante 15-30 minutos.
7. Mientras se preparan cuatro tubos donde se pondra en cada

uno una mezcla que contiene, ademas de los todos los nucleétidos trifosfato
necesarios para la extension, didesoxinucleétidos trifosfatados (ddGTP,
ddATP, ddTTP, ddCTP) en una pequefia proporciéon. Al afadir un analogo
didesoxi en cada tubo, la extensiéon de la molécula de DNA se parara en
cada tubo a la altura de un didesoxinucleétido de G, A, T 6 C,
permitiéndonos leer la secuencia en un gel de acrilamida posterior. Tanto los
nucledtidos como los didesoxinucledtidos deben estar trifosfatados puesto
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que la polimerasa extrae la energia necesaria para la incorporacion de los
mismos rompiendo el enlace entre el fosfato mas cercano al nucleésido y los
dos siguientes.

8. Se preparan diluciones 1:5 de labeling mix 6 mezcla de
marcaje y 1:8 de Sequenasa™ (T7 DNA-polimerasa | genéticamente
modificada). Ambas diluciones se mantendran en hielo.

9. Después de estar a 30 °C se afiade al tubo de reaccion: 1 ul de
DTT (ditiotreitol) 0,1 M, 2 pl de dilucién de labeling mix, 0,5 pl de o[**P]-
dATP suministrado por GE-Healthcare Amershan Biosciences) y 2 ul de
dilucion de Sequenase™.

10. La mezcla anterior se mantiene a temperatura ambiente
durante 5 minutos mientras se preincuban a 37 °C los tubos que contienen
los didesoxinucledtidos trifosfatados.

11. Se anaden 3,5 ml de la mezcla de reaccion a cada uno cuatro
tubos que contienen los didesoxinucleotidos trifosfatados y se espera a que
se produzca la reaccidn de extension no mas de 5 minutos a 37 °C.
Transcurrido este tiempo la reaccidn se para con 4 ml de solucion de parada
(proporcionada en el kit) y la secuenciacion se congela (-20 °C) hasta su
visualizacion (no mas de unos dias) en un gel de acrilamida desnaturalizante
con urea. En el gel una secuenciacion se carga en cuatro carriles. En cada
carril se carga la reaccion de secuenciacion terminada con un
didesoxinucledtido distinto, de modo que los nucléotidos con G, A, Ty C de
la secuencia se leen en los cuatro carriles de abajo a arriba segun la
polimerasa fue generando productos intermedios de la amplificacién del DNA
molde diana interrumpidos con los didesoxinucleotidos.

13.2. Secuenciacién automatica

La secuenciacion automatica ha sido realizada por la empresa
Sistemas Gendémicos (www.sistemasgenomicos.com). Este método es
similar al anterior salvo que los didesoxinucleétidos estan marcados cada
uno con un fluorocromo de un color distinto. De este modo se pueden
mezclar los cuatro didesoxinucleétidos en un mismo tubo de reaccion de
manera que cada reaccion de secuenciacion se carga en un solo carril de
gel y los distintos fragmentos/bandas a los que dan lugar las paradas en los
distintos didesoxinucledtidos, y por tanto las secuencias, se pueden leer
gracias al distinto color en que éstos emiten fluorescencia.

14. Transferencia Northern

La técnica de la transferencia Northern & Northern blotting fue
desarrollada por Alwine y colaboradores (1977) y consiste en una
transferencia de fragmentos de RNA desde un gel de electroforesis a una
membrana o blot. Tras la transferencia, el RNA es inmovilizado sobre la
membrana de manera que ésta portara una reproduccién semipermanente
del gel. Después de la inmovilizacion, el RNA contenido en la membrana
puede ser sometido a hibridacion con una sonda de DNA marcada que
hibridara unicamente con el RNA de la membrana que presente una
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secuencia complementaria, dando lugar asi a una determinada banda. La
intensidad relativa de la banda frente a un control de carga sera proporcional
a la cantidad de RNA que la genera, de modo que podemos determinar los
niveles de expresion (cantidad de RNA generado) de un determinado gen en
diferentes condiciones de cultivo y cepas celulares, lo que nos proporciona
informacion acerca de su comportamiento y su regulacién. El control de
carga normalmente viene dado por la intensidad de la banda generada por la
hibridacién con una sonda de un gen constitutivo cuyos niveles de expresion
no varian, en nuestro caso sera el gen SNR17A de S. cerevisiae que da
lugar al RNA pequeiio nuclear 17A (también llamado ScU3).

14.1. Transferencia a membrana de RNA separado en gel de
agarosa mediante electroforesis

Para la transferencia se han utilizado membranas de nailon (Roche)
debido a su resistencia a la ruptura, a la gran capacidad para unir RNA y a
que permiten ser hibridadas en repetidas ocasiones con mas de una sonda.
Estas membranas de nailon, de tamafio de poro de 0,45 um, estan cargadas
positivamente y atraen y unen al RNA en el momento de la transferencia
mediante una interaccion electrostatica debido a su diferente carga (el RNA
tiene carga negativa). Sin embargo, esta interaccion es débil y pasajera vy,
debido a ello, tras la transferencia a la membrana, el RNA debe ser
inmovilizado mediante la generacion de enlaces covalentes entre él y la
membrana, lo que se consigue por exposicion de la membrana a luz
ultravioleta. Otra cuestion a resaltar es que utilizando un tampén de
transferencia con un alto contenido en sales se promueve la union del RNA a
la membrana. El tampdn usado para transferencia de RNA a membranas de
nailon es el SSC (Tabla M.41), compuesto de cloruro sédico y citrato sédico.

Antes de empezar se corta un trozo de membrana de nailon de tamarfo
similar al del gel de electroforesis en el que se separa el RNA vy, tras un
lavado con agua tratada, se impregna durante 10 minutos en una solucion
de tampoén 10xSSC (Tabla M.41). Seguidamente la membrana se coloca en
el dispositivo de transferencia VacuGene XL™ de Pharmacia y sobre ella se
dispone el gel de agarosa con el RNA separado tras la electroforesis. El
RNA se transfiere a la membrana utilizando una soluciéon de 10xSSC a una
presion de vacio de 50 a 60 mBa durante 1 hora. Transcurrido ese tiempo,
se retira el gel (comprobandose, tras una breve tincion con bromuro de
etidio, que todo el RNA ha sido transferido) y el RNA se fija a la membrana
con luz ultravioleta, aplicando mediante el dispositivo UV Cross Linker 500
de Hoefer, una energia de 120 mJ/cm? durante 2 minutos. Finalmente se
etiqueta la membrana, se sella en una bolsa de plastico y se conserva a 4 °C
hasta la hibridacion.
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Tabla M.41. Preparacion del tampén 20xSSC. Tras su preparacion se esteriliza en
autoclave.

Compuesto Cantidades para 1 litro
NaCl 175,32 g (3 M)
Citrato sédico 88,23 g (0,3 M)
Agua tratada 800 mi
HCI Hasta ajustar el pH a 7
Agua tratada Hasta 1 litro

14.2. Marcaje de sondas

El DNA obtenido a partir de PCR o por digestion a partir de un vector,
es cargado en un gel de agarosa para su separacion por electroforesis y
posterior visualizacién. Tras la electroforesis el DNA es recuperado,
purificado y concentrado siguiendo el método ya descrito en un apartado
anterior. Este DNA se marca mediante el método de random primed o
cebado aleatorio (Feinberg y Vogelstein, 1983) utilizando los reactivos
suministrados en el kit Prime-a-Gene™ Labeling System (Promega) y
siguiendo las instrucciones de uso.

1. Se toman entre 30 ng y 3 ug de DNA en 14ul de agua y se
desnaturalizan a 95 °C, tras lo cual se enfrian rapidamente en hielo.
2. Seguidamente al DNA desnaturalizado se le afiaden: 7 ul de

mezcla de marcaje (Tabla M.42), 3 ul de o[*?P]-dATP (suministrado por GE-
Healthcare Amershan Biosciences), 1 ul del fragmento Klenow de la DNA
polimerasa | de E. coli (en el kit) y se completa con agua hasta 25 pl.

3. La mezcla se incuba a 37 °C durante 1 hora para que la
polimerasa incorpore dATP marcado a la sonda.
4. La sonda ahora se puede guardar hasta su uso a -20 °C (no

por tiempo prolongado) o se puede preparar para su uso. Para ello, se
desnaturaliza a 95 °C y se enfria rapidamente en hielo justo antes de ponerla
a hibridar con la membrana.

Tabla M.42. Preparacion del la mezcla de marcaje o labeling mix para el marcaje de sondas
radiactivas y su uso en hibridaciones Northern. El tampdn de marcaje contiene: Tris-HCI 250
mM pH 8,0, MgCl, 25 mM, DTT 10 mM, HEPES 1M pH 6,6 y 26 unidades de absorbancia a
260 nm en 1 ml de hexadesoxirribonucleétidos de secuencia aleatoria que hibridan en varios
puntos de la sonda proporcionando un cebado para la polimerasa.

Compuesto Cantidades para 700 ml
Tampodn de marcaje 5x (en el kit) 300ul
dCTP (1,5 mM) (en el kit) 20yl
dGTP (1,5 mM) (en el kit) 20yl
dTTP (1,5 mM) (en el kit) 20yl
BSA (10 mg/ml) (en el kit) 60 ul
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14.3. Prehibridacién, hibridacion, lavado y exposicion
14.3.1. Prehibridacién

Las membranas son introducidas en botellas de hibridaciéon
(normalmente una por botella) y se les afiaden 10 ml de solucién de
(pre)hibridacién (Tabla M.43). A continuacion, se introducen en un horno de
hibridacién Hybridization oven Model 1004 de SHEL-LAB™ y se mantienen
girando a una temperatura variable, dependiendo de la longitud y de la
exactitud de la sonda, durante 1 hora con el fin de eliminar posibles uniones
inespecificas durante la posterior hibridacion. La prehibridacion no es
necesaria después de la primera hibridacién de la membrana.

Tabla M.43. Preparacion de la solucion de (pre)hibridacion para Northern (Church y
Gilbert, 1984). Esta solucién no se esteriliza. Preparacion del tampén fosfato 1 M
pH 7,2: se pesan 45,44 g de Na,HPO, y se disuelven en 300 ml de agua tratada; se
pesan 12 g de NaH,PO, y se disuelven en 100 ml de agua tratada; se pone la
primera solucion en agitacion en el pH-metro y se ajusta su pH a 7,2 afadiendo
poco a poco la segunda. La solucion asi preparada se esteriliza en autoclave.

Compuesto Cantidades para 500 ml
Tampon fosfato 1 M pH 7,2 250 mi
SDS 20% 175 ml
EDTAO0,5M 1 ml
Agua tratada Hasta 500 ml

14.3.2. Hibridacion

Tras la prehibridacion, se renueva la solucion de hibridacion, poniendo
de nuevo 10 ml, a la que se afade la sonda marcada y desnaturalizada,
teniendo la precaucion de que no toque la membrana antes de que se diluya
en la solucién de hibridaciéon. La hibridacion se realiza durante una noche a
la misma temperatura a la que se hizo la prehibridacion y que depende de la
longitud y de la exactitud de la sonda.

14.3.3. Lavado

Tras la hibridacion se elimina la sonda no unida mediante una serie de
lavados con 20 ml de una solucién de lavado (Tabla M.44). Por lo general,
se realiza un primer lavado de 10 minutos a la temperatura de hibridacién
seguido de otro lavado de 10 minutos a temperatura ambiente, aunque el
numero y duracion de los lavados se puede variar dependiendo del grado de
emision de las membranas.
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Tabla M.44. Preparacion de la solucion de lavado para hibridaciones Northern. Esta
solucién no se esteriliza.

Compuesto Cantidades para 1 litro
20xSSC 100 ml (2xSSC)
SDS 20% 5 ml (0,1%)
Agua tratada Hasta 1 litro

14.3.4. Exposicién y cuantificacién

Después de retirar la solucion de lavado, las membranas radiactivas se
introducen en una bolsa de plastico para poder exponerlas a las pantallas
del sistema de deteccion para su analisis posterior. El tiempo de exposicion
depende de la intensidad de emision del o[*’P]-dATP empleado (hay que
tener en cuenta que la vida media del *P es de 15 dias) y de la capacidad
de expresion del gen: un gen que se exprese de forma importante y cuya
sonda ha sido marcada con un a[*?P]-dATP fresco necesitard menor tiempo
de exposicion que otro gen que se expresa menos utilizando el mismo
a[**P]-dATP o que el mismo gen con un o[*?P]-dATP con su vida media ya
agotada. Para analizar las sefales radiactivas de hibridacién sobre la
membrana de nailon se utiliza el escaner Phosphorimager SI™ Scanning
Instrument 425 de Molecular Dynamics. Las sefales obtenidas se cuantifican
y los valores del gen a estudio se normalizan respecto a los valores
obtenidos del control de carga (en nuestro caso el U3 de S. Cerevisiae,
secuencia SNR17A que genera el RNA pequeiio nuclear 17A).

Tras la exposicion, las membranas ya hibridadas con una determinada
sonda se lavan con la solucion de lavado (Tabla M.44) durante 2-3 horas a
80 °C para proceder a una nueva hibridacién con una sonda distinta.

15. Determinacion de los niveles de expresion de genes de K. lactis
mediante arrays de DNA

Las sondas de DNA se prepararon a partir de DNA gendmico de la
cepa NRRL-Y1140 mediante PCR utilizando cebadores especificos para
cada gen. Una vez verificados y purificados, los productos de PCR fueron
cuantificados mediante espectrofotometria y se inmovilizaron 600 ng de cada
uno sobre membranas de nailon cargadas positivamente. La obtencién de
cDNA a partir de los mRNA obtenidos en distintas condiciones de cultivo ya
se ha descrito en el apartado 11.2.3.

Las membranas fueron prehibridadas una hora a 65 °C en la solucién
de hibridacién (Tabla M.45). La sonda (cDNA) fue desnaturalizada a 100 °C
durante 5 minutos, enfriada rapidamente e hibridada durante toda una noche
a 65 °C. Al dia siguiente se retir6 la sonda y se hicieron dos lavados a 65 °C,
de 5 y 20 minutos respectivamente, con la soluciéon de lavado (tabla M.46).
Las membranas se expusieron durante 24 horas en una pantalla de fésforo y
la toma de datos y cuantificacion se llevdé a cabo con un Phosphorimager
SI™ Scanning Instrument 425 de Molecular Dynamics. Para la cuantificacion
de las senales se utilizé software de Array Vision (Molecular Dynamics).

86



MATERIAL Y METODOS

Tabla M.45. Solucion de hibridacion para arrays. Se debe ajustar supH a 7.

Compuesto Cantidades
NaCl 750 mM
Acetato sddico 75 mM
BSA 0,1%
Ficol 0,1%
Polivinilpirrolidona 0,1%
SDS 0,5%
Agua bidestilada Hasta completar volumen final

Tabla M.46. Solucion de lavado para arrays. Se debe ajustar supH a 7.

Compuesto Cantidades
NaCl 300 mM
Acetato sodico 30 mM
SDS 0,1%
Agua bidestilada Hasta completar el volumen final

16. Actividades enzimaticas
16.1. Medida de actividad g-galactosidasa

La fgalactosidasa es una enzima que hidroliza de forma natural el
enlace B (1->4) de la lactosa, un disacarido compuesto por galactosa y
glucosa. Esta enzima también es capaz de utilizar como sustrato moléculas
artificiales que contienen enlaces similares (como es el caso del X-Gal ya
comentado), de modo que tras su ruptura se genera un producto coloreado.
En funcidn de la intensidad del color obtenido se puede medir la cantidad de
producto generado y, de manera indirecta, la actividad f-galactosidasa. Por
ello, el gen lacZ, que codifica la f-galactosidasa de E. coli, es utilizado como
gen informador en un gran numero de vectores. En el presente trabajo se
han utilizado el vector pXW1 de la serie pXW especificamente disenados por
el Dr. X. J. Chen para K. lactis (Figura M.4). Un gen informador es aquel que,
como su propio nombre indica, es capaz de aportar informacién acerca de la
expresion de otro gen. Esto se consigue mediante la colocacién de la region
5 no traducida del gen a estudio, ya sea tal cual o con mutaciones, o
fragmentos de la misma, delante de la secuencia codificadora del gen
informador, en este caso el gen lacZ. Las construcciones son entonces
introducidas mediante transformacion (ver apartado correspondiente) en una
cepa celular mutada para que no genere f-galacosidasa endoégena (en
nuestro caso se ha utilizado la cepa de K. lactis MW190-9B) que pueda
distorsionar los resultados. Las células transformadas pueden ser cultivadas
en distintos tipos de medios y condiciones de cultivo para averiguar si la
expresion del gen a estudio se ve afectada por algun tipo de factor
ambiental. Tras realizar los cultivos, se puede determinar la actividad f-
galactosidasa generada, la cual sera un reflejo de la cantidad de f-
galactosidasa producida por el gen lacZ y esto, a su vez, sera un reflejo de la
capacidad de generar expresion que tienen las distintas construcciones de la
region 5’ del gen a estudio en cada caso.
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La medida de la actividad f-galactosidasa se realizé midiendo el color
(amarillo) que se genera cuando la fgalactosidasa hidroliza un sustrato
sintético incoloro llamado ONPG (O-Nitrofenill-p-D-galactopiranosido). Esta
medida se realizo a partir de cultivos liquidos llevados a cabo en condiciones
de aerobiosis e hipoxia, bien permeabilizando las células para permitir la
salida de la proteina al medio, bien extrayendo y purificando la proteina. Tras
iniciar la reaccion afadiendo el ONPG a los cultivos permeabilizados o a los
extractos de proteina y después de transcurrir un tiempo determinado (que
se toma, ya que es fundamental para los calculos posteriores), la reaccion es
detenida mediante la adicion de carbonato sdédico que inhibe a la £
galactosidasa. La intensidad de color obtenida es medida de manera
cuantitativa en un espectrofotometro a través de la absorbancia que
presenta la muestra a una longitud de onda de 420 nm. Es importante
resaltar que la absorbancia obtenida depende de forma directa de la
intensidad de la coloracidon que presenta la muestra, pero ésta no tiene
porque ser un reflejo de la actividad f-galactosidasa, puesto que la actividad
f-galactosidasa depende ademas de la densidad celular del cultivo
(densidad 6ptica medida en unidades de absorbancia a una longitud de onda
de 600 nm), del volumen de cultivo utilizado para el ensayo y del tiempo que
se ha dejado actuar la p-galactosidasa.

El protocolo utilizado para la medida de la actividad p-galactosidasa en
permeabilizados celulares (Rose et al., 1990) es en esencia el que se
presenta a continuacion:

1. Se toman 10 ml de un cultivo celular a una densidad optica de
0,6-0,8 unidades de absorbancia a una longitud de onda de 600 nm y se
recogen las células mediante centrifugacion a 4.000 r.p.m. durante 5
minutos.

2. Las células son resuspendidas en 1 ml de tampdn Z (Tabla
M.45) y se recogen de nuevo mediante centrifugacion a 4.000 r.p.m. durante
5 minutos.

3. Ahora las células se resuspenden en 2 ml de tampdn Z y se les
afiaden 110 ul de cloroformo y 175 ul de SDS al 0,1%, tras lo cual son
sometidas a agitacion fuerte en vortex durante unos 15 segundos.

4. La mezcla anterior se pone a preincubar en agitacion en un
bafo de agua a 30 °C (temperatura 6ptima para la f-galactosidasa) durante
5 minutos.

5. A continuacion se afaden 440 pul de una solucion de ONPG 4
mg/ml en tampdn Z y se toma el tiempo inicial en el cual ha sido afnadido.
6. Cuando la reaccion empiece a virar de color a amarillo, se toma

1 ml de la misma y se para en un tubo con 500 ul de Na,CO3; 1 M y se toma
el tiempo de reaccioén transcurrido hasta ese momento.

7. A continuacion se espera el mismo tiempo del paso anterior (el
que ha transcurrido desde el tiempo inicial hasta la retirada de la primera
muestra) y se retira una segunda muestra siguiendo el mismo procedimiento
que el utilizado en el paso anterior: retirada de 1 ml de reaccion y parada de
la misma en un tubo con 500 pl de NayCOs.
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8. Las muestras obtenidas se centrifugan a 13.000 r.p.m. durante
5 minutos para eliminar todos los restos celulares. Se recoge 1 ml del
sobrenadante que se deposita en una cubeta para la medicion del color en
un espectrofotometro.

La férmula aplicada para la obtencion de la actividad p-galactosidasa
ademas de la intensidad de color (As20 es la absorbancia del O-nitrofenol
presente en las muestras medida a una longitud de onda de 420 nm), tiene
en cuenta el factor tiempo (t es el tiempo utilizado en la toma de las
muestras dado en minutos), la concentracion de células en el cultivo de
partida (a través de su densidad o6ptica medida como unidades de
absorbancia a una longitud de onda de 600 nm, Asyp) Yy el volumen del
mismo utilizado en ml (V). Las unidades en que se presenta la actividad (-
galactosidasa son las unidades Miller.

As20
Actividad f-galactosidasa = x 1.000
t x Aeoo xV

En el caso de la utilizacion de proteina total para la medida de la
actividad p-galactosidasa en los mismos, antes es necesario la obtencion de
los extractos proteicos (Rose et al., 1990). Para ello se sigue el siguiente
protocolo:

1. Las células de un cultivo de 10 ml son recuperadas por
centrifugacion a 4.000 r.p.m. durante 5 minutos y se descarta el
sobrenadante.

2. Ahora las células se resuspenden en 1 ml de tampodn Z (tabla
M.45) y de nuevo se recuperan por centrifugacion a 4.000 r.p.m. durante 5
minutos, descartando el sobrenadante.

3. Las células se resuspenden en 250 ul de tampdén Z y se
anaden aproximadamente 0,5 gramos de glass beads de 0,4 um de diametro
(Sigma-Aldrich).

4. Se dan tres pulsos de vortex de 30 segundos cada uno con 30
segundos de enfriado de la muestra en hielo entre pulso y pulso.

5. Se recoge el fluido y se pasa a un tubo limpio. El tubo con las
glass beads se lava por adicion de 750 ul de tampdn Z y el fluido resultante
se pasa al mismo tubo limpio anterior. El tubo con las glass beads se
descarta y se guarda el tubo con el fluido que contiene la proteina y los
restos celulares para ser utilizado en el siguiente paso.

6. El tubo anterior se centrifuga a 13.000 r.p.m. durante 5 minutos
a 4 °C para eliminar los restos celulares y las glass beads que hayan podido
ser transferidas al mismo en el paso anterior.

7. El sobrenadante, que es el extracto proteico crudo, se pasa a
un tubo limpio y se mantiene en hielo hasta su uso en un corto periodo de
tiempo, puesto que tiene una vida limitada.

Antes de proceder a la medida de la actividad f-galactosidasa es

necesario conocer la concentraciéon del extracto proteico obtenido. Para ello
se realiza un patron utilizando una serie de disoluciones de la proteina BSA
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(seroalbumina bovina) con cantidades conocidas de la misma, midiendo la
absorbancia que presentan a una longitud de onda de 595 nm, tras hacerlas
reaccionar con el reactivo de Bradford (Biorad) durante 5-10 minutos. En
funcidén de la absorbancia que presente, a la misma longitud de onda, una
disolucion del extracto proteico que se ha hecho reaccionar del mismo modo
con reactivo de Bradford, es posible calcular su concentracion.

El extracto se utiliza para la medida de la actividad f-galactosidasa del
siguiente modo:

1. Se toma una cantidad determinada de extracto proteico en
funcién de su concentracion y llevar a 1 ml con tampén Z.
2. Se afiaden 400 pl de ONPG a una concentracion de 4 mg/ml

diluido en tampdn Z y la muestra se hace reaccionar en un bafo a 30 °C. Se
anota el tiempo que tarda en cambiar de color de forma perceptible,
momento en el cual se retira 1 ml de la muestra y para detener la reaccion
por adicion a un tubo que contiene 500 ul de Na,CO3; 1 M.

3. Seguidamente se mide la absorbancia de la muestra a una
longitud de onda de 420 nm.

La formula aplicada en este caso para la obtencién de la actividad f-
galactosidasa ademas de la intensidad de color (A4 es la absorbancia del
O-nitrofenol presente en las muestras a una longitud de onda de 420 nm),
tiene en cuenta el factor tiempo (t es el tiempo utilizado en la toma de las
muestras dado en minutos), el volumen final de reaccion (V) en ml (después
de afnadir todos los componentes de la reaccion, incluido el Na>,COs3), la
concentracion del extracto proteico (C) expresada en mg/ml de proteina y el
volumen de extracto utilizado (V¢) expresado en ml. El factor 0,0045 es la
absorbancia de una solucion de o-nitrofenol de 1 nmol/ml. La actividad £
galactosidasa viene dada en nmoles de o-nitrofenol generados por minuto y
ml (nmol/min x ml).

Auzo X Vi

Actividad f-galactosidasa =
0,0045 x C x Ve x t

Tabla M.47. Preparacion del tampén Z. El pH se ajusta a 7. No esterilizar.

Compuesto Cantidades para 500 ml
Na,HPO, (+7H,0) 4,26 g (8,05 9)
NaH,PO4 (+7H,0) 2,399(2,759)
KCI 0,375g
MgS0O,+7H,0 0,123 g

16.2. Medida de actividad coproporfirinégeno oxidasa
El ensayo fluorimétrico acoplado, que se describe a continuacion, fue

desarrollado por Pierre Labbe y colaboradores (Labbe et al., 1985) y ha
podido llevarse a cabo gracias a la colaboracién del Dr. J. M. Camadro.
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Las células de las cepas de K. lactis mutante Ahem13::kanMX4 y su
isogénica salvaje para KIHEM13 (CBSAKu80AKIhem13 y CBSAKu80) fueron
cultivadas en medio rico (YPD) modificado con un contenido extra de
adenina (a una concentracion final de 100 mg/I de medio) y metionina (a una
concentracion final de 2 g/l de medio) y con suplemento de hemina (como se
describe en un apartado anterior) hasta alcanzar una densidad optica de 2
unidades de absorbancia a un longitud de onda de 600 nm.

Seguidamente las células se lavaron para eliminar los restos de hemina
y se procedié a su ruptura con glass beads (0,4 mm de diametro, Sigma-
Aldrich) en un tampon fosfato potasico 0,1 M a un pH de 7,2. A continuacion
la mezcla se centrifugd durante 5 minutos a 3.000 x g para eliminar las
células que no habian sido rotas. El sobrenadante resultado de este paso se
denomin6é como “homogenado”.

Una alicuota del homogenado anterior se centrifuga de nuevo a 45.000
X g durante 30 minutos para sedimentar los organulos y las membranas
mitocondriales. El sobrenadante resultado de este paso es lo que se
denomin6 como “fraccién soluble”.

Las actividades fueron medidas en un espectrofluorimetro Photon
Technology International en cubetas de 1 ml de diametro, a 30 °C y en
tampdn fosfato potasico 0,1 M a pH 7,2 saturado con aire, Tween 80 1%,
EDTA 1 mM, DTT 6 mM y coproporfirinégeno recién preparado. La enzima
acoplada utilizada fue protoporfirinbgeno oxidasa de S. cerevisiae altamente
purificada (5-7 U/ml). La longitud de onda de excitacién fue de 410 nm vy la
longitud de onda de emision fue de 632 nm.

17. Soporte informético

Oligo. Se trata de la solucién informatica, disefiada por Molecular
Biology Insights Inc., utilizada para el disefio de los cebadores de este
trabajo.

pDRAW32. Esta es la aplicacién desarrollada por AcaClone Software y
utilizada para dibujar los vectores que se muestran en este trabajo.

Array Vision. Aplicacidn para el tratamiento de datos procedentes de
arrays desarrollada por Molecular Dynamics.

Adobe® Reader, Adobe® Acrobat® Professional y Adobe®
Photoshop®. Aplicaciones de Adobe Systems Incorporated utilizadas para el
tratamiento del texto y las imagenes del presente trabajo.

Bases de datos En el presente trabajo se han utilizado las siguientes
bases de datos: NCBI-Entrez-PubMed (www.pubmed.gov), EBI-EMBL
(www.ebi.ac.uk/), KEGG encyclopedia (www.genome.jp/kegg/), Génolevures
(cbi.labri.fr/Genolevures/), Saccharomyces Genome Database
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(www.yeastgenome.org/), Vector DB (seq.yeastgenome.org/vectordb/) y
PDB (http://www.rcsb.org/pdb/Welcome.do).

Aplicaciones en linea. En este trabajo se han utilizado los recursos
informaticos alojados en los siguientes sitios de la red: NCBI-BLAST
(www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/), EBI-Tools (www.ebi.ac.uk/Tools/), EXPASy
(www.expasy.org), RSA-Tools (rsat.scmbb.ulb.ac.be/rsat/), PSIPRED
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) y LALING (http://www.ch.embnet.org/
software/LALIGN_form.html). La aplicacion BLAST, Basic Local Alignment
Search Tool, ha sido desarrollada por Altschul y colaboradores (1990). La
aplicaciéon ClustalW ha sido desarrollada por Higgins y colaboradores (1994).
La aplicacion PSIPRED ha sido desarrollada por Jones (1999) y puesta en
marcha por McGuffin y colaboradores (2000). LALING ha sido desarrollado
por William Pearson basado en el trabajo de Huang y Miller (1991).
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1. Clonacién y caracterizacion del gen KIHEM13 de Kluyveromyces
lactis

1.1. Aislamiento del gen KIHEM13

En primer lugar se verific6 mediante PCR la presencia del clon
deseado en una serie de genotecas de Kluyveromyces lactis disponibles en
el laboratorio, utilizando para ello cebadores basados en regiones
conservadas del gen en varios organismos (Gonzalez-Dominguez et al.,
2000). Los resultados que se muestran en la figura R.1 indicaron que la mas
idénea era la genoteca construida en el vector pAB24. Esta genoteca fue
construida por Anthony Brake a partir de DNA genomico de la cepa NRRL-
Y1140 mediante insercion de fragmentos de DNA de K. lactis generados por
la digestidn con la endonucleasa de restriccion Sau3A en el sitio BamH| del
vector pAB24. Nos fue amablemente cedida por el Dr. Robert Dickson
(Departamento de Bioquimica de la Universidad de Kentucky) y por Jeffrey
R. Shuster (de la empresa Chiron Corporation).

A1 2 3 C+

& !
:-

C - -

Figura R1. Andlisis de tres genotecas gendmicas de K. lactis para el gen KIHEM13. 1:
genoteca en pAB24, 2: genoteca en KEp6, 3: genoteca en pSK1, C+: un control positivo en
el que se utiliza como molde para la PCR, DNA gendmico de K. lactis (cepa NRRL-Y1140).
A: marcador de tamafios moleculares BstEll Lambda.

Se procedié a la amplificacion de la genoteca seleccionada mediante
electroporacién de bacterias (linea DH10B de E. coli), para obtener un
numero de colonias suficiente como para que todos los clones (y por tanto
todo el genoma de K. lactis) estuviesen representados, o que supone el
analisis de 30.000 transformantes si se quiere una redundancia aproximada
de cinco veces por cada clon.

A continuacion se procedid a la deteccion y aislamiento del clon
portador de KIHEM13 mediante el uso de la estrategia denominada
DCbyPCR (Diaz et al., 2004). Esta estrategia consiste en la deteccion por
PCR del clon portador del gen buscado en grupos de transformantes. Ya que
este sistema se basa en la técnica de la PCR, es indispensable disponer de
dos cebadores que amplifiquen un fragmento de la secuencia codificadora
(CDS) del gen buscado. Por tanto, es necesario conocer previamente, como
minimo, la secuencia de un pequefno fragmento de la CDS. En el caso de
KIHEM13, el fragmento de CDS fue obtenido amplificando por PCR DNA
genomico de K. lactis, utilizando para ello cebadores basados en regiones
conservadas del gen en varios organismos (Gonzalez-Dominguez et al.,
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2000). A partir de la secuencia del fragmento obtenido por PCR se disenaron
los cebadores que se utilizaron para la identificacién del gen en la genoteca
(ECV95M Y ECV96M; Tabla R.1).

Tabla R.1. Cebadores utilizados para la clonacién y secuenciacion de KIHEM13. TETRA1 y
TETRAZ2 hibridan en las zonas adyacentes al sitio BamHI de insercién de los fragmentos de
DNA gendmico de K. lactis en el vector pAB24, el cual se situa dentro de la CDS del gen de
resistencia al antibiético tetraciclina. La hebra se designa como Watson (forward) y Crik

(reverse).

Cebadores Secuenciab' >3 Hebra
ECvo5M  GGA CGT TGC CTT GTA CCC AAA Watson
ECvesM  GAA CAC GGG ATC CTG GAG TTC Crick
Ecvi2oM AGG CGA AGA ATT TTA CTC CTG Crick
Ecvi2iMm  GGC CGT CGA CAA TAC TTT TAT Watson
ECvizoM TCC TCT TCC TGT ATG CGG Watson
ECV130M ATC CAA AAA GCA AGC AGA CT Crick
ECVi31M AGG GTC TGG AAA CTT TGG Watson
ECV133M GAT GCT TTC GTT TTG CCC Crick
ECviasM TCA CGC TTC ATT AGG CTC G Crick
ECviseM CCC GGC TTG TTA CTG CTC Watson
TETRA1 GCT TCG CTA CTT GGA GCC ACT Watson
TETRA2  GGT GAT GCC GGC CAC GA Crick

Después de la transformacién de bacterias con esta genoteca se
hicieron una serie de réplicas de las placas para proceder a continuacion a
realizar la extraccion del DNA plasmidico del conjunto de transformantes de
cada placa (ver Material y Métodos). Este DNA se utilizé como molde en una
serie de reacciones de PCR, llevadas a cabo con los cebadores ECV95M y
ECV96M que hibridan sobre la secuencia codificadora de KIHEM13, que
revelaron qué placa contenia el clon de KIHEM13. Dividiendo esta placa por
sectores y aplicando la metodologia anterior se pudo identificar un grupo de
colonias entre las cuales se encontré la portadora del clon de KIHEM13
(marcadas en las sucesivas imagenes de la figura R.2 con una flecha).
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Paso 1. Amplificacion de la genoteca
(transformaciones individuales sembradas
cada una en varias placas) y realizacion de
réplicas (A, B y C de cada placa). Extraccion
de DNA plasmidico de cada una de las placas
de la réplica C.

Genoteca Chiron

1

Electroporacién
de bacterias

T
= ©

40 unidades Réplicas

Extraccién
de plasmido

Paso 2. PCRs usando de molde una mezcla
de extracciones de plasmido de cada grupo
de réplicas C procedentes de una
transformacion. Se realizaron PCRs, tantas
como transformaciones. El clon de KIHEM13
se detectd en la PCR numero 6.

Paso 3. PCRs con las extracciones de
plasmido individuales de cada una de las seis
placas (réplicas C) del grupo 6 encontrandose
el clon en la placa 4. M es una mezcla del
DNA de las 6 placas. C- es el control
negativo, amplificacion sin DNA. C+ es el
control amplificado desde genomico. ¢ es la
amplificacion desde el vector vacio y A es el
marcador de tamafios moleculares.

i

n
u

4 1l

12 3 4 56 M C+ C ¢ A

Paso 4. Division en 8 sectores de la réplica B
de la placa 4 y extraccion de DNA de cada
sector para comprobar por PCR dénde se
encuentra el clon. KIHEM13 se encuentra en
el sector 8. C+: control positivo con DNA
genomico de K. lactis.

- .
¥ a4 i
1

T

h----W“--Qﬂ
1 2 3 4 5 86 7 8C+C ¢ A

Paso 5. Resiembra a partir de la placa
original (A) de la totalidad de las colonias del
sector 8, extraccion en grupos de colonias y
comprobacién por PCR. Se selecciond el
grupo 4. C+: control positivo realizado
utilizando como molde para una PCR, DNA
gendmico de K. lactis.

8 9 1011C+C-¢ A

Paso 6. Deteccion del clon portador de
KIHEM13 en varios transformantes
individuales del grupo 4. C+: control positivo
realizado utilizando como molde para una
PCR, DNA gendmico de K. /lactis.

l-nlu L
ﬂ -

- e - -

12345 6789101112C+C-¢ A

Figura R.2. Esquema del proceso DCbyPCR seguido para la obtencién del clon de

KIHEM13.
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Con la intencion de obtener mas informacion acerca del tamafio del
inserto en el vector pAB24 y de establecer un mapa de restriccién del
mismo, se realizaron una serie de digestiones con endonucleasas de
restriccion (Figura R.3). Del estudio de los datos obtenidos en la digestion
con Sphl se deduce que el tamafio del inserto es de entre 6.000 y 7.000 pb.
Asimismo, se ha podido determinar que Smal no corta en el inserto. La de
Kpnl es en realidad doble.

ot Lot -Lohadobet et

g2k L N B A sl e e e L 2 )
Hindlll  Hpal Kpnl Sall Smal Sphl

Figura R.3. Digestiones enzimaticas del clon de KIHEM13 con diversas endonucleasas de
restriccion. 1 = vector pAB24; 2 = clon de KIHEM13; A= marcador de tamafio molecular
BstEll Lambda.

1.2. Secuenciacién de KIHEM13

Una parte del clon asi obtenido fue secuenciada (Sanger et al., 1977)
en las dos hebras mediante la estrategia de primer walking, consistente en el
disefio de cebadores (Tabla R.1) divergentes sobre los fragmentos ya
secuenciados de manera que se va ampliando de forma progresiva la
lectura. Como resultado de este proceso, y tras el ensamblado de los
distintos fragmentos obtenidos, se obtuvo una secuencia de 3.411 pb. Tras
el analisis de esta secuencia se llegd a la conclusion de que contiene dos
secuencias codificadoras que se extienden desde la posicion 1.062 a la
2.189 en la hebra de Watson y desde la posicidn 2.975 a la posicion 2.637
en la hebra de Crick (Figuras R.4, R.5 y anexo). Una de ellas presenta
homologias con el gen HEM13 de S. cerevisiae. La otra secuencia
codificadora, que se encuentra en posicion 3’ de la anterior y en la hebra
reversa, presenta homologia con el gen RPC11 que codifica una subunidad
de la RNA polimerasa Ill de S. cerevisiae. La secuencia completa se
deposité en la base de datos del EMBL (European Molecular Biology
Laboratory) con el numero de acceso AJ519802.
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Figura R.4. Identificacion de la CDS que muestra homologia con el gen HEM13 de
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agaagagaagcattggatctatactgcccttttctctccaat

R R E AL DL Y CUPF L SN
caagcagaatcattgataaaactttacatccagtatacttgtctg
Q AE S L I K LY I QY T C L
gtaaagcaaacagaaactcaacgaccggttcatcttaacacacat
v K Q T E T Q R P V H L N T H
tctaaatattatcattgtgcgatgacagattcacaagtgccaatt

S K Y Y HC A T DS Q VvV P 1
agagagagaatogaggccttagtgcgccggaaacagcaagaaatt
R E R E ALV R RKQ Q E 1

accaagggtctggaaactttggatactgtaaagtttcaagccgat
T K 6 L E T L DTV K F Q A D
tcttgggatcgtggcaacaacggtggtggcggtgtctcg gtg
S WDIRGNNG GGG G V S \Y
ttgcagaatggtactacgtttgagaaaggtggtgttaatgtcagt
L Q NG TTFEIKGGV N V S
gtggttcatgggaacttgagtccacctgctatcaaggct aaa
VVAH G NLS PP A1 K A K
gcggaccacaaaaatttgcatctgcctattgatcctgcaactggt
A DHKNULMHULUP 1T DUPATG
gaaccagatgcaacaggagtaaaattcttcgcctgtggtctctct
E P DATGV KFF AUCGTL S

gttattcatccaattaatccacatgcgccaaccacccatttg

vV 1 H P 1 NP HAWPTTHL
aattataggtatttcgaaacctggaatgcggacggtacaccacaa
N Y RY F ETWNAUDGT P Q
gcttggtggttcggtggtggtgctgatttaactccttcttatttyg
AW W F G G G A DULTWP S Y L
tacgaggaagacgctaaattgttccatcaattgcacaaggatgct
Y E E D A K L FH QL HK D A
ttggacaaaacggacgttgccttgtacccaaaatacaagaaatgg
L DK TDVALYPKY K KW
tgcgatgagtatttctatatcaaacacagagaagaaaccagaggt
c bE Y FY 1 K HREZETRG
atcggtggtattttctttgatgatgtcgatgatcgtgatccaaac
Il 6 G 1 F F DDV DUDIRDPN
gaaatcttgcaaatggttgaaaactgttttgatgccttcttgcca
E I L Q V ENCF D A F L P
tcttacctcgaaatcatcaaaagaagaaaggat ccttacact
S YL E 1 1 K R R K D P Y T
gaagaagaaagacaatggcaacaaattagacgtggcagatacgtt
E E ER QW Q Q I' R R G R Y V
gaattcaacctagtccttgacagaggtactcaattcggtttaaga
E F NLVLDURGT QZFGLR
actccaggatcccgtgtcgaaagtattttg tctttgcctgtg
T P G S RV E S 1 L S L PV
actgcttcgtggttgtatgaccatcatcctgaagtagactctaga
T A S W L Y DHWHUPEV D SR
gaagataaattactccaagtattgaagaaccctgttgaatgggtt
E D KL L Q V L KNPV E WV
tga 2189

S. cerevisiae y su traduccioén a proteina
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2975 ctttcgttttgcccattatgcaataac ttgttggtatca
L S F CP L C NN L L V S

2930 aaagctgattcaggtctgtataaactagcatgcggatcatgccca
K A DS GULY KL AZCGSCP

2885 taccagtttttaattgatgggatagaggtatacgatagaaagaac
Y Q F L1 DG 1 E VY DR KN

2840 ctccctaggaaagaagttgatgatgtcttaggtggagaaggtgca
L PR KEVDUDUVLGGE G A

2795 tgggataatgttgaccagacagcagcacaatgtccgaaccatgac
W D NV D QTAAQUCPNHD

2750 caatgtgcgggtgaaagagcttacttcttccagttgcaaatcaga

Q CAGERAYFF QL Q I R
2705 tctgcagatgaacct acaactttctacaaatgtgttaactgt
S A D E P T T F Y K C V N C

2660 ggtcataaatggagagagaactag 2637
G H K WR E N *

Figura R.5. Identificacién de la CDS que muestra homologia con el gen RPC11 de S.
cerevisiae y su traduccioén a proteina

1.3. Caracteristicas de la proteina traducida a partir del gen
KIHEM13

La traduccién del gen KIHEM13 da lugar a una proteina que muestra
elevada homologia con otras coproporfirinbgeno oxidasas de organismos
eucariotas (tabla R.2). Las comparaciones se han hecho con el programa
BLAST2 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi). Tanto la
matriz de comparacion utilizada como los parametros estadisticos de la
misma fueron los proporcionados por defecto en el programa. Gaps indica el
numero de huecos, es decir, aminoacidos no presentes en alguna de las dos
proteinas después de la mejor comparacion. Identidades indica el numero de
aminoacidos iguales entre ambas proteinas y positivos indica el numero de
identidades mas el numero de aminoacidos que aun siendo distintos entre
ambas proteinas, son del mismo tipo. El segundo numero de cada par indica
el numero de aminoacidos de la CPO del organismo frente al que se realiza
la comparacion que se han podido solapar en la comparacion, esto es, la
diferencia entre la posicion del ultimo aminoacido comparado menos el
primero mas los gaps.

La CPO de K. lactis presenta dos posibles codones ATG de inicio de la
traduccién (TIC) que se encuentran en la misma pauta de lectura. La duda
para asignar el TIC utilizado en K. lactis surge cuando se compara la
proteina de K. lactis con otras de levaduras o con las de eucariotas
superiores. Ya que la homologia con las de levaduras sélo comienza desde
el segundo TIC, mientras que la homologia con las de eucariotas superiores,
por ejemplo la humana, comienza desde el primer TIC. La proteina
resultante de la traduccion de la secuencia codificadora desde el segundo
TIC consta de 323 aminoacidos, con un peso molecular aproximado de 37,1
KDa y un punto isoeléctrico estimado de 5,59. La proteina resultante de la
traduccion desde el primer hipotético punto de inicio de la traduccion consta
de 375 aminoacidos, un peso molecular aproximado de 43,3 KDa y un punto
isoeléctrico estimado de 5,98. Los analisis informaticos llevados a cabo para
intentar predecir la existencia de alguna presecuencia de localizacion
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subcelular han dado un resultado negativo tanto para la proteina derivada de
la traduccidn de la secuencia desde el primer ATG como desde el segundo.

Tabla R.2. Resultados de la comparacion mediante Blast-2-Sequences de las CPOs de
distintos organismos frente a la secuencia de aminoacidos derivada de la traduccion de
KIHEM13.

Organismo Gaps Identidades Positivos
Saccharomyces cerevisiae - 243/318 (76%) 269/318 (84%)
Candida albicans 08/322 (2%) 222/322 (68%) 250/322 (76%)
Schizosaccharomyces pombe 13/323 (4%) 163/323 (50%) 216/323 (66%)
Homo sapiens 12/317 (3%) 155/317 (48%) 206/317 (64%)

La distribucion topoldgica de los elementos de estructura secundaria
esta bien conservada cuando se comparan las proteinas de CPO de K. /actis
y otras levaduras. La prediccion de estructura secundaria ha sido realizada
con el programa PSIPRED (Jones, 1999; McGuffin et al., 2000) al que se
puede acceder desde la red (http://bioinf.es.ucl.ac.uk/psipred/) y se muestra
sobre el clustal de la figura R.7.

AE -
\

~

—

Figura R.6. Comparativa del modelo obtenido para la CPO de K. /actis en este trabajo (A) y
el modelo de la estructura determinada mediante datos cristalograficos para la CPO de S.
cerevisiae tomado de Phillips y colaboradores (Phillips et al., 2004) (B).

Se ha podido predecir mediante modelado por homologia (programa
SwissModel, Schwede et al., 2003) la estructura terciaria de la proteina CPO
de K. lactis. Se han utilizado los datos disponibles de la cristalizacion de la
CPO de S. cerevisiae (Phillips et al., 2004) que muestran una coincidencia
estructural con una hipotética proteina de Leishmania major cuyos datos
cristalograficos se encuentran depositados también en PDB (Protein Data
Bank) bajo el cddigo 1VJU. El modelo obtenido para la CPO de K. lactis
incluye la mayor parte de la proteina aunque excluye 39 aminoacidos de la
region amino-terminal, los localizados entre el primer TIC y el segundo. La
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prediccion estructural se ajusta bien a los datos cristalograficos disponibles
tanto para la CPO de S. cerevisiae como a los publicados posteriormente
para la CPO de humanos, mostrando una estructura terciaria caracterizada
por una lamina abierta formada por siete hebras  antiparalelas flanqueadas
por ambas caras con hélices o (Figura R.6).

La unica diferencia es que tanto en la CPO de humanos como en la de
S. cerevisiae existen ocho hebras [, mientras que en la prediccion
estructural de CPO de K. lactis aparecen nueve hebras 3, aunque dos de
ellas parecen no formar parte de la lamina abierta que caracteriza a estas
proteinas. EI numero de hélices a es variable en las dos CPOs cristalizadas,
en S. cerevisiae hay diez hélices mientras que en humanos hay doce (las
dos adicionales se encuentran en la zona amino-terminal de la proteina que
en humanos es mas extensa). En el modelo de la prediccion para K. lactis
aparecen nueve hélices (Figura R.7).

En lo que se refiere a las mutaciones que causan coproporfiria
hereditaria (HCP) y harderoporfiria en humanos, algunas de ellas se
encuentran afectando a residuos altamente conservados entre muy diversas
especies mientras que otras no parecen seguir ninguna distribucidn
concreta. Es mas, hay mutaciones que incluso afectando a residuos
conservados no producen una pérdida de actividad enzimatica tan acusada
como otras que afectan a residuos no tan conservados. Ni siquiera si las
comparamos con los aminoacidos que en la CPO de S. cerevisiae se
encuentran expuestos en el centro catalitico de la enzima parecen coincidir
en distribucién (Phillips et al., 2004 y de Lee et al., 2005). Una explicacién de
los efectos de estas mutaciones es que puedan desestabilizar la formacion
de alguna hebra o hélice y que esto afecte a la estructura general de la
proteina o a la formacion del dimero (Figura R.8).
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Figura R.7. Alineamiento clustal y prediccion de estructura secundaria. £ son residuos
cuyas mutaciones en la CPO humana producen HCP y 1 son residuos cuyas mutaciones en
la CPO humana derivan en harderoporfiria. Con fondo se marcan aminoacidos
altamente conservados. a denota hélices a. B denota hebras B. Sc: S. cerevisiae, Cg:
Candida glabrata, KIHEM13: K. lactis, Eg: Eremothecium gossypii, Dh: Debaryomyces
hansenii, Sp: Schizosaccharomyces pombe.

103



RESULTADOS

KH13-ATG1 MRREALDLYCPFLSNQAESLIKLY 1QYTCLVKQTETQRPVHLNTHSKYYHCAMTDS---- 56
KH13-ATG2  ———— e MTDS---- 4
ScCPO e MPAPQDPR---- 8
HsCPO = MLPKTSGTRATSLGRPEEEEDELAHRCSSFMAPPVTDLGELR 42
P N S W K
KH13-ATG1 QVP——IRERMEALVRRKQQEITKGLETLDT—VKEQADSWDRGNNGEGQVSMVLQNETTFE 113
KH13-ATG2 QVP--IRERMEALVRRKQQE I TKGLETLDT-VK[EFQADS[IDRGNNGEGEVSMVLQNETTHE 61
ScCPO NLP--TRQQMEAL IRRKQAEITQGLESIDT-VKFHADTITRGNDGEGETSMVIQDETTHE 65
HsCPO RRPGDMKTKMELLILETQAQVCQALAQVDGGANFSVDRWER—KEGGGGISCVLQDGCVFE 101
6 33 FF 5 22 0
T S
KH13-ATG1 KGN HENLSPPAIKAMKADHKNLHLP IDPATGEPDATGVKI[gFACELSMV I[glg INg 173
KH13-ATG2 KGN VI HENLSPPA I KAMKADHKNLHLP IDPATGEPDATGVK[gFACELSMV I[gIZ Iy 121
ScCPO KGN YEQLSPAAVSAMKADHKNLRLPEDPKTGLPVTDGVKgHACELSMV 15IgVilly 125
HsCPO K SI HENLSEEAAKQMRSRGKVLKT----KDGK-—---- LPECIAMEVESV I[glgKly 152
34 1t It ¢ * P+ 5
R L TD RV
KH13-ATG1 HARTTRILNYRYFETWNADGTPQA ABLIIESYLYEERAKLFgQLHKDALDKTDVAL 233
KH13-ATG2 HARTTRILNY[RYFETWNADGTPQA ABLIIESYLYEERAKLFEOLHKDALDKTDVAL 181
ScCPO HARTTRILNY[RYFETWNQDGTPQ DL l%SYLYEERGOLFgQLHKDALDKHDTAL 185
HsCPO HART 1[gFIN Y)Y FEVEEADGNKQ- DR TYLNQERAVHFgRTLKEACDQHGPDL 211
FF ¥ 1 8 29 11 539
R W
KH13-ATG1 MPKYKKUeDENEY 1 KIXNEISTR{E 1 efe 1 [Z=g¥DVDDRDPNE I LOMVENCFDAFLPSYLEIIKR 293
KH13-ATG2 MPKYKKIUeDENARY 1 KIINEI=TR{€ 1€ 1 [Z=g¥D\VDDRDPNE I LQMVENCFDAFLPSYLEIIKR 241
ScCPO MPRFKKIUeDENARY 1 TINKISTR{E 1 €¢I [Zg¥DYDERDPQE I LKMVEDCFDAFLPSYLTIVKR 245
HsCPO PKFKKI®DDMEF 1 ARIKCI=RIXE 1 (€fe] 1 [JZDL DSPSKEEVFRFVQSCARAVVPSY IPLVKK 271
¥ 3 32 k3
* *
AW W E R
KH13-ATG1 RKDMPYTEEERQWEQ I REEIAVISIZNE\/| BDINETQZE]ERTPESR MSLIHVTASHILYDH 353
KH13-ATG2 RKDMPYTEEERQWEQ I REEINASZNE\/| BDIXNETQZE]MRTPESR MSILIgVTASIILYDH 301
ScCPO RKDMPYTKEEQQWEA I REEIaaAVISIZNE | YDINE T Q[ZE]MR TPESR MSILIREHASIILYNH 305
HsCPO HCDDSFTPQEKLWEQLEEEIAISZNE| YINETK Ze]RFTPESR I MSILL TARIJEYMH 331
022 63 35% it ¥ 0
it
KH13-ATG1 HPEVDSREDKLLQVLKNPVEWV- 375
KH13-ATG2 HPEVDSREDKLLQVLKNPVEWV- 323
ScCPO HPAPGSREAKLLEVTTKPREWVK 328
HsCPO SPSENSKEAEILEVLRHPRDWVR 354

Figura R.8. Clustal que muestra una comparaciéon entre las CPOs de humanos (Hs), S.
cerevisiae (Sc) y KIHEM13p (KH13) traducida desde los dos posibles puntos de inicio de la
traduccion (ATG1 y ATG2). Con * encima se muestran los dos residuos que dan lugar a la
harderoporfiria. Los residuos en muestran los residuos conservados tras la
comparacion de las CPOs de los organismos que se muestran y de los siguientes:
Drosophila melanogaster, Aplysia californica, Mus musculus, Nicotiana tabacum,
Synechocystis sp. PCC 6803, E. coli, Ralstonia solanacearum, Agrobacterium tumefaciens
str. C58 y Arabidopsis thaliana. Adaptada de Phillips y colaboradores (2004) y de Lee y
colaboradores (2005).

En la figura R.8 los simbolos 1 debajo de los residuos indican que ese
aminoacido en la estructura de la CPO de S. cerevisiae se encuentra
expuesto en el centro catalitico de la enzima en la forma Il, la forma con el
centro activo cerrado. Las letras encima de los residuos indican el
aminoacido por el cual se ha sustituido en una mutacion concreta el que
aparece en ese lugar en la CPO humana y que dan lugar a porfirias. Los
numeros debajo de los residuos indican el porcentaje de actividad que
presenta la CPO humana alterada por la sustituciéon del aminoacido indicado
arriba con respecto a la actividad de la CPO humana normal (Phillips et al.,
2004; Lee et al., 2005).
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2. ElI gen KIHEM13 complementa la deleciobn de HEM13 en
S. cerevisiae

Para comprobar si el clon de KIHEM13 obtenido a partir de la genoteca
era capaz de complementar la delecién del gen homdlogo de S. cerevisiae
se proyectd transformar con él la cepa de S. cerevisiae BY4742-
ASchem13::KanMX4 (procedente de EUROSCARF, ver Material y métodos)
que presenta el gen HEM13 anulado mediante delecion y sustitucion de su
secuencia codificadora por el gen de resistencia a la geneticina (Wach et al.,
1994). Esta cepa mutante de S. cerevisiae es incapaz de crecer en un medio
sin el aporte de una fuente de hemo exdégena (hemina, ver Material y
métodos) y si le es suministrada presenta un crecimiento pobre. Sin
embargo, el mutante transformado con el clon de KIHEM13 recupera el
fenotipo propio de una cepa salvaje siendo capaz de crecer en ausencia de
hemina (Figura R.9).

Debido a que el clon original era de gran tamafio y contenia mas de un
gen, se procedié también a subclonar unicamente el gen KIHEM13 en el
vector pSK1 (Prior et al., 1993). Este es un vector lanzadera capaz de
replicarse en bacterias y en las levaduras S. cerevisiae y K. lactis. La
subclonacién en pSK1 se realizé en su sitio Eagl, previo paso por el vector
comercial pGEM™ T-easy™ (ver Material y métodos) y digestion con Notl
(cuya diana de corte es compatible con la de Eagl). La subclonacién inicial
en pGEM™ T-easy™ fue realizada mediante PCR con los cebadores que se
describen en la tabla R.3. Una vez en el vector pSK1 se verificé la secuencia
para comprobar que no se habian introducido mutaciones durante el proceso
de amplificacion.

Tabla R.3. Cebadores empleados en la subclonacion del gen KIHEM13 en el vector pSK1.

Cebadores Secuenciab5 >3’ Hebra
ECV164M gggatcgatTTTTTTGGCATGGAAGGAACG Watson
EcviesM  gggatcgatTAGGTGGAGAAGGTGCATGGG Crick

La cepa mutante BY4742 ASchem13::KanMX4 al ser transformada con
el clon original o con el subclén en el vector pSK1 restablecia su capacidad
para crecer en ausencia de precursores de hemo. (Figura R.9). De todo esto
se puede deducir que el gen KIHEM13 que se ha aislado de la genoteca de
K. lactis es totalmente funcional y ademas, es lo suficientemente similar a su
homologo de S. cerevisiae como para suplir su ausencia en una cepa
mutante y restaurar un fenotipo salvaje.
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Figura R.9. KIHEM13
complementa la delecion
de ScHEM13. 1. Cepa
mutante Ahem13::KanMX4.
2: Mutante transformado con
el clon original de KIHEM13
en pAB24; 3. Mutante
transformado con el subclon
de KIHEM13 en pSK1; 4:
Mutante transformado con el
vector pSK1 sin inserto.
Todos crecen en presencia
de hemina (A) mientras que en su ausencia (B) so6lo son capaces de crecer los mutantes
que han sido transformados con el gen KIHEM13.

Para asegurar mediante otra prueba experimental que el fenotipo de
crecimiento en ausencia de hemina, era dependiente del gen KIHEM13
insertado en el plasmido, se realizaron cultivos de los transformantes en
medio no selectivo durante varias generaciones. En estas condiciones se
favorece la pérdida del plasmido y puede analizarse si la pérdida del mismo
esta asociada a la pérdida de la capacidad de crecimiento en medios sin
adicién de hemina. Tras un periodo de seis dias creciendo en YPD liquido, y
renovando el cultivo en dias alternativos, se sembré una dilucion del mismo
en una placa YPD+hemina. De esta placa se tomé un grupo de colonias y se
sembraron en varios medios con el fin de estudiar su crecimiento: CM, CM-
URA, CM-URA+hemina y YPD+hemina (Figura R.10).

Figura R.10. Ensayo de curacion sobre
33 transformantes A: YPD+hemina; B:
CM-URA+hemina; C: CM; D:CM-URA.
La pérdida de la capacidad de crecer
en medios sin uracilo (-URA) va
asociada a la pérdida de capacidad de
crecimiento en medios sin adiciéon de
suplemento de hemina (CM).
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3. Obtencién y analisis de una cepa haploide de K. lactis con el gen
KIHEM13 delecionado

Una vez comprobada la funcionalidad de KIHEM13 en S. cerevisiae se
planted la necesidad de verificar su funcionalidad en K. lactis y averiguar si
también en esta levadura existe un unico gen que codifica la enzima CPO,
como sucede en S. cerevisiae (Zagorec et al., 1988) Para ello se procedio a
la delecion y sustitucidn de su secuencia codificadora por el médulo kanMX4
(Wach et al., 1994). Este mddulo contiene la secuencia codificadora del gen
kan', aislada del transposén Tn903 de E. coli, bajo el control transcripcional y
traduccional de los elementos promotores y terminadores del gen TEF del
hongo filamentoso Ashbya gossypii. La proteina a la que da lugar la
secuencia codificadora del gen kan', permite una versatil y eficiente
seleccion dual mediante el uso de los antibidticos kanamicina y geneticina,
especificos de procariotas y eucariotas respectivamente, a los que confiere
resistencia. Esto posibilita la realizacion de manera mas sencilla de trabajos
de ingenieria genética con el médulo en bacterias para posteriormente, usar
las construcciones conseguidas sobre K. lactis. Este modulo se localiza en el
vector pFA6 en una secuencia de clonacién multiple (MCS) donde se
encuentra flanqueado por dianas de corte para la endonucleasa de
restriccion Notl, con la que puede ser retirado de su ubicacion original. Su
tamano es de aproximadamente 1.500 pb y esta especificamente destinado
a la realizacién de sustituciones de genes para la consecucion de mutantes
nulos en S. cerevisiae, aunque debido a su versatilidad es de aplicacion
también en otras especies de levaduras. Sin embargo, debido a que el
proceso de recombinacion homologa, muy favorable en S. cerevisiae, no
suele producirse con la misma eficacia en K. lactis es necesario utilizar una
amplia regién flanqueando ambos extremos del casete kanMX4. Por este
motivo el disefio de cebadores para amplificar directamente el casete
kanMK4 desde el vector pFA6 con colas homdlogas al gen que se desea
anular en la levadura K. lactis no resulta adecuado. La estrategia disenada
en este caso implica una serie de pasos intermedios adicionales que se
resumen en el esquema de la figura R.11. La levadura K. /actis presenta una
recombinacién homaologa muy poco activa registrandose casos (depende del
gen diana) donde es inferior al 1% (Zeeman y Steensma, 2003), resultando
extraordinariamente complicado llevar a cabo una integracion dirigida. Para
incrementar las probabilidades de la ocurrencia de recombinacion homdéloga
en K. lactis se deben situar grandes regiones flanqueantes de la secuencia
diana a ambos lados del médulo que se va a utilizar para sustituirla (en este
caso flanqueando kanMX4 se colocaron 897 y 497 pb). Aun asi, resulta muy
dificil llevar a cabo la integracion por recombinacion homodloga en cepas
convencionales de K. lactis y se recurre a cepas como SAY529 o
CBSAKu80, modificadas genéticamente para aumentar la recombinacién
homologa por distintas estrategias.
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Figura R.11. Esquema de los pasos seguidos para la anulacién del gen KIHEM13. 1.
Subclonacion del gen KIHEM13 en el sitio Kpnl del vector Ylplac204. 2. Delecion de la
secuencia codificadora de KIHEM13 y creacion de un sitio Notl en su lugar. 3. Insercion en
el sitio Notl del médulo kanMX4. 4. Amplificacion por PCR de la construccién obtenida
formada por el promotor de KIHEM13 (PKH13), el médulo kanMX4 y el terminador de
KIHEM13 (TKH13). 5. Transformacién mediante electroporacion de diferentes lineas de
K. lactis con el producto de PCR para obtener la integracion del mismo por recombinacion
del promotor y terminador de KIHEM13 con sus homdlogos gendmicos, consiguiendo la
sustitucion en el cromosoma de la secuencia codificadora de KIHEM13 por el mddulo
kanMX4.

3.1 Subclonacion de KIHEM13 en Yiplac204

En primer lugar se clon6 el gen KIHEM13 en un vector de tamafio
pequefo. En este caso se eligio el vector Ylplac204 (Gietz et al., 1988; ver
material y métodos), un vector integrativo (carente de elementos de
replicacion) que tiene un tamano de 3.545 pb. Ylplac204 presenta un sitio de
clonacion multiple con una serie de sitios unicos de corte por endonucleasas
de restriccidon, donde se podran colocar el/los inserto/s. Para la insercion del
gen se seleccion6 uno de estos sitios de modo que no cortase en el interior
del gen a subclonar. Esa diana de restriccion se coloco delante (5') de unos
cebadores (Tabla R.4) disefados para la amplificacion del gen completo.
Estos cebadores fueron empleados en una PCR utilizando como molde DNA
gendémico de K. lactis (cepa NRRL-Y1140, ver Material y métodos) para
amplificar un fragmento de 2.776 pb que contenia el gen KIHEM13. De este
modo, el fragmento amplificado llevaba en sus extremos, en este caso, un
par de dianas para la endonucleasa de restriccion Kpnl, que es la que
portaba en su extremo 5' los cebadores utilizados en la amplificacion. El
producto obtenido en la PCR, después de haber sido comprobado en
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rendimiento y tamafio mediante electroforesis se sometio a digestion con la
endonucleasa Kpnl (ver Material y métodos).

Tabla R.4. Cebadores empleados para la subclonacién del gen KIHEM13 completo en el
vector Ylplac204. Estos cebadores portan en su extremo unas dianas para la enzima de
restriccion Kpnl, ademas de una cola de Gs que facilita el corte posterior del producto de
PCR.

Cebadores Secuenciab' >3’ Hebra
ECV184M 90ggggtaccTTTTTTGGCATGGAAGGAACG Watson
ECV185M  §9999gtaccTAGGTGGAGAAGGTGCATGGG Crick

A continuacién se cortd el vector con esta misma endonucleasa y se
unié con el producto de la PCR digerido previamente. Una vez concluido
este proceso se llevd a cabo una transformacion de una linea bacteriana
competente y se comprobd si entre los transformantes habia alguno que
portase la construccion deseada. Esta comprobacion se realiz6 mediante
PCR (utilizando los mismos cebadores usados previamente para la
amplificacion del inserto) y posteriormente se verifico el resultado en un gel
de agarosa (figura R.12).

i!_
Figura R.12. En el carril 1 se observa la comprobaciéon por PCR de -
la obtencién del subclon de KIHEM13 en el vector Yliplac204. El
tamano del fragmento amplificado es justamente el del gen KIHEM13
insertado, 2.776 pb. En 2 se observa el resultado de la PCR
realizada con los cebadores que hibridan de manera divergente en
los extremos de la secuencia codificadora de KIHEM13 y que
serviran para delecionarla. Estos cebadores amplifican el promotor y
el terminador de KIHEM13 con el vector Ylplac204 entre ambos,
dando un fragmento de un tamano total de aproximadamente 5.300 1 M 2

pb. M: marcador de pesos moleculares BstEll Lambda.

3.2 Eliminacién de la secuencia codificadora de KIHEM13

Una vez que se consigui6 clonar KIHEM13 en Ylplac204 se procedié a
eliminar la secuencia codificadora de dicho gen. Para hacer esta delecion se
disefiaron unos cebadores (Tabla R.5) que hibridan en sentido divergente en
los extremos de la secuencia codificadora de KIHEM13. Estos cebadores
llevan en sus extremos 5' una diana para la endonucleasa de restriccion
Notl. Esta endonucleasa de restriccion no corta ni en el vector ni en los
fragmentos de KIHEM13 que se amplificaran. A partir de aqui el
procedimiento fue similar al seguido en el paso anterior. En primer lugar se
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procedié a la realizacion de una PCR con estos cebadores utilizando como
molde la construccidn obtenida anteriormente (Figura R.12).

Como los cebadores estan colocados en orientaciones opuestas en los
extremos de la secuencia codificadora, amplifican el promotor del gen diana,
el vector al completo y el terminador del gen diana, dejando fuera la
secuencia codificadora, consiguiendo de esta forma eliminarla. A
continuacion, se procedid a la digestion del producto obtenido en la PCR
mediante la endonucleasa de restriccion Notl. Seguidamente, se llevé a cabo
la reaccion de auto-ligacion, se transformaron bacterias competentes y se
comprobé si entre los transformantes obtenidos habia alguno correcto. Para
la comprobacion de los transformantes se llevaron a cabo digestiones con
las enzimas de restriccion Kpnl y Notl para comprobar la presencia de la
diana, dando como resultado la disminucion del tamafio del inserto contenido
en Ylplac204 (debido a la delecibn de la secuencia codificadora de
KIHEM13), en el primer caso, y la linearizacion de la construccion, en el
segundo caso (Figura R.13). De esta manera, el resultado final de este paso
es el vector original que ahora presenta un inserto con el promotor y el
terminador de KIHEM13 separados por una diana para la endonucleasa de
restriccion Notl.

Tabla R.5. Cebadores empleados en la delecion de la secuencia codificadora de
KIHEM13 en Ylplac204. Estos cebadores portan en su extremo 5 unas dianas para
la endonucleasa de restriccion Notl, ademas de una cola de Gs que facilita el corte
posterior del producto de PCR.

Cebadores Secuenciab' >3’ Hebra

ECV250M  99999cggccgcGGCTAGCTAGTTTCCACCG Crick

ECV251M g999g9cggccgcGGCCGTCGACAATACTTTT Watson
3.3 Insercién del moédulo kanMX4 en la construccioén

El siguiente paso consiste en la insercion del modulo kanMX4 en el
lugar que antes ocupaba la secuencia codificadora de KIHEM13. Para ello se
llevé a cabo la extraccidon del mddulo de su plasmido original mediante
digestion con la endonucleasa de restriccion Notl cuyas dianas flanquean
dicho modulo. Por otro lado, simultaneamente, se procede a la apertura de la
construccion sin la secuencia codificadora de KIHEM13 obtenida en el paso
anterior mediante digestion con la misma endonucleasa de restriccion.
Seguidamente se llevd a cabo la ligacion del modulo kanMX4 y de la
construccion ya digeridos y se procedié a su transformacion en bacterias
competentes y siembra en un medio selectivo con la adicion del antibidtico
kanamicina que solo permitira el crecimiento de aquellos transformantes que
porten el gen de resistencia kan" en el médulo kanMX4. La insercion de
kanMX4 en el lugar correcto se comprob6é mediante digestiones con las
enzimas de restriccion Kpnl y Notl. Kpnl libera la construccién completa
formada por el promotor de KIHEM13, el médulo kanMX4 y el terminador de
KIHEM13. Notl libera el médulo kanMX4 (Figura R.13). De este modo se
delecion6 la secuencia codificadora de KIHEM13 y se sustituyé por el
mddulo kanMX4.
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Figura R.13. N: Digestiones con la endonucleasa
de restrccion Notl de las construcciones para la

obtencién del nulo de KIHEM13. 1: con el modulo - -

kanMX4 sustituyendo a la secuencia codificadora, -

donde se observan las bandas inferiores que se mzﬁ
corresponden con el modulo liberado e — —
(aproximadamente 1.500 pb) y las bandas PR —

superiores que se corresponden con el vector
Yliplac204 con el promotor y el terminador de
KIHEM13. 2: sin la secuencia codificadora con un PO —

tamano de aproximadamente 5.300 pb; K: f—
Digestiones con la endonucleasa de restriccion
Kpnl de las construcciones para la obtencion del
nulo de KIHEM13. 1: con el modulo kanMx4 1 2 1542

sustituyendo a la secuencia codificadora, donde se
observan las bandas inferiores correspondientes a
la suma del promotor y el terminador de KIHEM13 N M K

mas el modulo kanMX4, y la banda superior que se

corresponde con el vector Ylplac204 linearizado. 2:

sin la secuencia codificadora, donde se observa la banda inferior correspondiente a la suma
del promotor mas el terminador de KIHEM13 (aproximadamente 1.400 pb) y la banda
superior que se corresponde con el vector Ylplac204 linearizado (3.545 pb). M: Marcador de
tamafio molecular BstEll Lambda.

3.4 Transformacién de K. lactis y comprobacién de la
anulaciéon de KIHEM13

Una vez conseguida la construccion anterior se llevd a cabo su
integracion en el genoma de K. lactis mediante la recombinacion entre las
secuencias que presentan en comun la construccion anteriormente descrita
y el cromosoma de la levadura, es decir, entre los promotores vy
terminadores de KIHEM13. Esto lleva consigo la sustitucion de la secuencia
codificadora de KIHEM13 por el médulo kanMX4 en el DNA gendmico de la
levadura.

Para ello, en primer lugar se procedi6 a la amplificacién por PCR (Tabla
R.6) de la construccion anterior dando como resultado un fragmento
constituido por el promotor de KIHEM13, seguido del médulo kanMX4 y del
terminador de KIHEM13. Este DNA fue introducido en la levadura mediante
transformacidon por electroporacion. Los transformantes fueron sembrados
en placas de medio rico (YPD) al que se adicioné hemina y geneticina. La
adicion de hemina es necesaria para la viabilidad celular del nulo KIHEM13.
La geneticina es el marcador de seleccién para las levaduras que integran el
modulo kanMX4. Para la transformacion se utilizaron varias cepas de K.
lactis, MW190-9B, SAY539 y CBSAKuU80, descritas en materiales y métodos.
La cepa CBSAKu80 tiene delecionado el gen KIKU80O que interviene en el
mecanismo de integracién de fragmentos de extremos no homélogos (muy
activo en K. lactis), de manera que se fuerza a los fragmentos de DNA a ser
integrados por la via de recombinacion homodloga. Esta cepa facilita
relativamente el trabajo de integracion en K. /actis y en nuestro caso fue la
unica en la que se consiguid llevar a cabo la integracion con éxito.
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Tabla R.6. Cebadores empleados en la amplificacién de la construccidon realizada en
Ylplac204 y destinada a la obtencién de un mutante nulo por integracién dirigida en el gen
KIHEM13.

Cebadores Secuenciab' >3’ Hebra
ECV261M GGAAGGAACGCGATCTTCAGC Watson
ECv262M _ CAGCAGCACAATGTCCGAACC Crick

Para seleccionar las levaduras en las que se habia conseguido la
integracion correcta, se llevd a cabo en primer lugar una resiembra de los
transformantes procedentes de las placas selectivas con hemina y
geneticina en dos placas de medio completo (CM): una en la que se habia
afiadido sélo hemina y donde crecieron todas, y otra sin hemina donde las
levaduras con la integracién correcta, y que por tanto carecen de la
secuencia codificadora de KIHEM13, no pudieron crecer (Figura R.14.B). A
continuacion se tomaron aquellos transformantes que cumplian con las
caracteristicas fenotipicas esperadas para los mutantes nulos en KIHEM13 'y
se procedio a la extraccidon de su DNA gendmico y a la comprobacion de
integracion correcta del médulo kanMX4. Para ello se llevaron a cabo unas
PCR utilizando combinaciones de cebadores que hibridan en el DNA
gendémico de la levadura, en zonas externas a las utilizadas en el fragmento
recombinante, y dentro del mdédulo kanMX4 (Tabla R.7) Si se produce
amplificacion y el fragmento es del tamafio esperado indica que la
integracion fue correcta (Figura R.14.A).

+ hemina
- hemina

Figura R.14. Comprobacion fenotipica y por PCR de los mutantes
nulos Klhem13::kanMX4. A. PCRs realizadas utilizando como molde
una extraccion de gendmico de uno de los mutantes
“ Klhem13::kanMX4 obtenidos. En 1 se observa la banda generada
con los cebadores 314K3 y ECV185M y en 2, la generada al utilizar
los cebadores 315K2 y ECV349M. Estos cebadores hibridan el
primero de ellos en el gen kan" y el segundo en el DNA genomico de
la levadura fuera de la secuencia introducida por recombinacién. M:
M 1 2 marcador de pesos moleculares BstEll Lambda. B. Los mutantes en
el gen KIHEM13 sélo crecen si en el medio hay una fuente de hemo
exégena (+hemina); en su ausencia (-hemina) son inviables.

Tabla R.7. Cebadores utilizados en la comprobacién de los mutantes nulos
Klhem13::kanMX4.

Cebadores  Secuencia ' > 3’ Hebra
ECV185M g999ggtaccTAGGTGGAGAAGGTGCATGGG Crick
ECV349M 09999agctcACGACGAAGTTTGTTATTATTTTTTTT Watson
314K3 GCCTCGACATCATCTGCCCAG Watson
315K2 CGCCTTAATTAACCCGGGGAT Crick
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Ademas de la imposibilidad de crecimiento en ausencia de una fuente
exdgena de hemo, otra caracteristica que fue observada en el nulo de
KIHEM13 fue una disminucién en la velocidad de crecimiento y una
coloracion rosacea que lo distinguia claramente de su isogénica salvaje de
color blanco aunque no se producia una clara fluorescencia como sucede
por ejemplo con otros mutantes en la ruta de biosintesis de hemo como
AKlhem12 (Nufiez et al., 2004).

Para comprobar por otro método experimental que el gen estaba
correctamente delecionado, se procedié a determinar la actividad enzimatica
CPO de uno de los candidatos en colaboracion con el Dr. Jean Michel
Camadro del Instituto Jacques Monod (Paris, Francia) y su equipo, expertos
en esta técnica (Labbe et al., 1985). Como se observa en la figura R.15 en el
mutante obtenido la actividad coproporfirindgeno oxidasa es nula en la
fraccién soluble libre de membranas.
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Figura R.15. Actividad coproporfirinégeno oxidasa medida en el mutante
AKlhem13::KanMX4 y en su cepa isogénica salvaje utilizando distintas cantidades de
extracto (50 y 25 pl) procedente de la fraccion soluble carente de membranas celulares. En
negro y en gris se muestra la actividad obtenida en la cepa salvaje con 50 y 25 ul,
respectivamente, de la fraccion soluble libre de membranas mitocondriales y demas
organulos. En verde y en azul se muestra la actividad obtenida en la cepa mutante con 50 y
25 ul, respectivamente, de la fraccion soluble libre de membranas mitocondriales y demas
organulos. Como se puede observar el mutante carece de actividad coproporfirinégeno
oxidasa. En la cepa salvaje se han obtenido unas tasas de generacion de protoporfirina de
9,48 uM/h y de 5,17 uM/h para 50 y 25 pul de fraccion soluble afiadida, respectivamente.

4. Determinacion del punto de inicio de la transcripcion
4.1. Primer extension
En levaduras es frecuente que existan varios puntos para el inicio de la

transcripcion de un gen (Chen y Struhl, 1985). La determinacion de los
puntos de inicio de la transcripcion resulta muy util para determinar el
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tamafo del promotor minimo y porque en algunos casos, en los que se
producen varios puntos de inicio, la frecuencia de utilizacion de los mismos
puede formar parte de un proceso de regulacién de la expresion del gen.
Para la determinacion de los puntos de inicio de la transcripcion de KIHEM13
utilizamos la técnica de primer extension. Se extrajo RNA total de la cepa
MW190-9B transformada con el gen KIHEM13 clonado en el plasmido
episomico de K. lactis pSK1 (Prior et al., 1993) para incrementar los niveles
de mRNA. A continuacion se procedié a la obtencion de cDNA especifico de
KIHEM13 mediante el uso de una retrotranscriptasa y un cebador que hibrida
en las proximidades del extremo 5’ de la secuencia codificadora de KIHEM13
y dirigido hacia el promotor del gen. El cebador hibrida especificamente
sobre el mRNA del gen KIHEM13 y la retrotranscriptasa genera el DNA
complementario hasta el limite 5’ del transcrito. Los fragmentos de cDNA,
junto con una escalera de secuenciacion obtenida con el mismo cebador se
separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes.

Figura R.16. Primer extension realizado para
la determinacion del punto de inicio de la
transcripcion de KIHEM13 con el cebador
ECV405M (Tabla R.8). Los dos principales
puntos de inicio de la transcripcion que aqui se
han marcado con wunas flechas verdes,
aparecen posicionados sobre la secuencia de
la region 5’ no traducida de KIHEM13 en la
figura R.18. Con la flecha azul se indica la
posicion de un posible punto de inicio de la
transcripcion especifico de hipoxia (N2) en el
gen KIHEM13 O, condiciones aerobicas.
N,+H: condiciones hipdxicas con suplemento
de hemina. G, A, T, C: carriles
correspondientes a la secuenciacion de
KIHEM13 por el método de Sanger.

En el experimento realizado se extrajo RNA (utilizando Trizo/™) a partir
de cultivos celulares en tres condiciones de crecimiento: aerobiosis, hipoxia
e hipoxia con suplemento de hemina en el medio CM-URA (sin uracilo). Las
condiciones de hipoxia de los cultivos se generaron mediante burbujeo de
nitrégeno durante tres horas. Como se puede observar en la figura R.16,
existen dos puntos donde se produce el inicio de la transcripcion de forma
predominante (marcados con dos flechas verdes finas). Estos sitios se han
marcado sobre la secuencia promotora en la figura R.18. Se puede observar
como la banda de cDNA es mas intensa en el caso de condiciones
hipoxicas, lo cual es un reflejo de la mayor expresion del gen en esas
condiciones Ademas en posicion 5 respecto de los puntos de inicio
anteriormente sefalados, aparece una banda de menor intensidad solo en
condiciones de hipoxia (sefialada con una flecha azul). Debido a la
compresion de la reaccion de secuenciacion en esta zona resultaba
imposible determinar cual era el punto exacto donde se localiza este inicio
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de la transcripcidon en la secuencia del promotor. Para solucionar este
problema se llevd a cabo un segundo experimento de primer extension,
utilizando para ello otro cebador especifico ECV300M (tabla R.8) que hibrida
en posicidon 5 respecto al utilizado en el experimento anterior y que
permitiria obtener fragmentos de cDNA mas pequefios y de mejor resolucion
en el gel de poliacrilamida.

Figura R.17. Primer extension realizado para
la determinacion del punto de inicio de la GATC

C-0, C-N,
transcripcion de KIHEM13 con el cebador -
ECV300M (Tabla R.8). Con la flecha negra se ' -
indica la posicion de un posible punto de inicio & ..
de la transcripcion especifico de hipoxia (N,) < .
que se encuentra por encima del primer ...
hipotético punto de inicio de la traduccion en - -
pauta y que coincide con el observado en el ...
primer extension de la figura R.16. Ademas, - 5

N,+ H

C-

T Tw

sefialados con flechas blancas, se pueden F) a
observar otros posibles puntos de inicio de la .
transcripcion.  O,: condiciones aerdbicas. .
N,+H: condiciones hipdxicas con suplemento

de hemina. G, A, T, C: carriles
correspondientes a la secuenciacion de '
KIHEM13 en el plasmido pSK1. C-: controles
negativos.

Tabla R.8. Cebadores empleados para la obtencion del DNA complementario de KIHEM13
para los experimentos de primer extension.

Cebadores Secuenciab' >3’ Hebra
Ecv3ooM ATGTAAAGTTTTATCAATGATTCTGC Crick
Ecv40os5M AGTATCCAAAGTTTCCAGAC Crick

Como se puede comprobar en la figura R.17, el punto de inicio
especifico de las condiciones hipdxicas pudo ser localizado en este segundo
experimento y ademas se localizaron otra serie de puntos de inicio de la
transcripcion situados en posiciones 5 respecto del anterior y que no
resultaban especificos de las condiciones de cultivo. Todos ellos aparecen
localizados sobre la secuencia del promotor de KIHEM13 en la figura R.18.
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~557 CCATCAATGTCGTATCTTGAATGTATGTTGGTTCAGCCTCTATTTCTCTCGAINIAGTA
~497 GTATGTTCGAATGGTTCCACTTGACCTTTTTTTTTCAGININFACGGTTTAACACTAAAC
~437 GAATGCTGACGCCTATGTCTCCGTTTCAGACCATAATAATENFATAGTAGTGTATIENENI
-377 [ICATCTTGTGGTGCTCGGACTGCCACTATTGTGATGAGATTCTTGTATCTCGTATCTTTT

-317 CCTCTTCCTGTATGCGGTGGAAACTAGCTAGCCTTTTTTCTTCAATTACCT T YLE&AAA

~257 TTATCACCAGGTCTGAATCTTGAAGTCTGCTTECTTTTTGGATTTTTTTTTTTTGACIEN]
-197 [RRIAACGAAAGTGAATTATTCCATTCGACTCACCAACTGAAATGAGAAGAGAAGCATTGG
~137 AJSIENFACTGCCCTTTTCTCTCCAATEAAGCAGAATEATTGATAAAACTTTACATCCAGT

4= C\/300M
- 77 ATACTTGTCTGGTAAAGCAAACAGAAACTCAACGACCGGTTCATCTTAACACACATTCTA

- 17 AATATTATCATTGTGCGATGACAGATTCACAAGTGCCAATTAGAGAGAGAATGGAGGCCT

+ 44 TAGTGCGCCGGAAACAGCAAGAAATTACCAAGGGTCTGGAAACTTTGGATACTGTAAAGT
4mm £C\/405M

Figura R.18. Localizacion sobre el promotor de KIHEM13 de los puntos de inicio de la
transcripcion determinados mediante primer extension. Las regiones donde se han disefiado
los cebadores utilizados aparecen subrayadas y con su nombre debajo. Las cajas TATA
(correspondientes a un consenso TATANA no degenerado o degenerado en una base) se
muestran en . Se muestra en turquesa el primer ATG en pauta y los posibles puntos de
inicio por encima del mismo. En m se indica un hipotético punto de inicio de la
transcripcion que solo aparece en hipoxia. En verde se muestra el segundo ATG en pauta y
los posibles puntos de inicio, encontrados con ECV405M, por encima del mismo y por
debajo del anterior. Numeracion relativa al segundo ATG en pauta.

Como se ha comentado en el apartado de analisis comparativo de la
estructura de la CPO de K. /actis frente a la de otras enzimas de levaduras o
de eucariotas superiores (pagina 100 y siguientes), la ORF traducida a partir
del primer ATG del gen de KIHEM13 (marcado en la figura R.18 en turquesa)
da lugar a un extremo amino-terminal que no se encuentra presente en otras
CPO de levaduras, pero que si muestra homologias con presecuencias de
eucariotas superiores. En cambio, si se traduce a partir del segundo ATG
(marcado en la figura R.18 en verde) el alineamiento con las CPO de
levaduras es mayor en el extremo amino. En levaduras, en la mayor parte de
los ejemplos conocidos, la region codificadora que se traduce a proteina
coincide con la mayor ORF en pauta de lectura (Kozak, 1998). Como la
traduccion se realiza sobre un mRNA previamente transcrito, es importante
conocer experimentalmente los puntos de inicio de la transcripcion para
poder determinar si ambos ATG se encontraran presentes en el mRNA que
va a ser traducido. De los resultados obtenidos en los experimentos de
primer extension se deduce que los dos puntos de inicio de la transcripcion
mas importantes detectados darian lugar a un mensajero que sélo contiene
el segundo ATG; aunque en condiciones de hipoxia y minoritariamente
también en condiciones aerdbicas o0 en hipoxia pero en presencia de hemina
existen otros puntos de inicio de la transcripcion que darian lugar a un
mensajero que contiene también el primer ATG.
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Con el fin de verificar estos resultados en una cepa que no sobre-
expresase el mensajero de KIHEM13, se utiliz6 una segunda estrategia
experimental mediante el disefio de una serie de reacciones de RT-PCR que
se describen en el apartado siguiente.

4.2. Determinacién de la naturaleza del extremo 5 del mRNA de
KIHEM13 mediante RT-PCR

Para ello se disefid un cebador sobre la hebra de Crick que hibrida de
forma especifica con la secuencia codificadora del gen KIHEM13 y dirigido
hacia los potenciales codones de inicio de la traduccion. Este cebador
(ECV552M) fue utilizado para la obtencion de cDNA especifico del gen
mediante retrotranscripcion usando como molde RNA total (libre de DNA)
extraido de la cepa salvaje de K. lactis MW190-9B, cultivada tanto en
condiciones aerobicas como hipdxicas. Una vez obtenido el cDNA especifico
de KIHEM13, éste fue utilizado como molde en dos reacciones de PCR
llevadas a cabo con tres cebadores distintos (Tabla R.9): un unico cebador
para las dos reacciones, situado sobre la hebra de Crick por encima del
usado para la obtencidon del cDNA (ECV550M) y dos cebadores superiores,
disefiados ambos sobre la hebra de Watson (Figura R.19). Uno de estos
cebadores (ECV551M) contiene el primer ATG, mientras que el otro
(ECV548M) fue disefiado unos pares de bases 5’ del segundo ATG, hallado
en pauta con el primero. El objetivo de esta prueba es determinar si el cDNA,
y por tanto el mMRNA, contiene los dos TICs o solamente el segundo de ellos.
Si se obtiene producto de PCR tanto con ECV551M como con ECV548M es
que el cDNA contiene ambos posibles TICs. En el caso de que soélo se
obtenga producto de PCR cuando se utilice el segundo de los cebadores
superiores es que el cDNA so6lo contiene el segundo TIC vy, por tanto, la
traduccién no podria iniciarse desde el primero.

Como se pude observar en la figura R.20, se ha obtenido producto de
PCR en ambos casos, de lo que se puede deducir que el cDNA especifico
de KIHEM13, producido tanto en condiciones aerdobicas como hipoxicas,
contiene los dos ATG que podrian actuar como TICs en la traduccion del
MmRNA.
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-257  TTATCACCAGGTCTEAATCTTEAAGTCTGCTTECTTTTTGGATTTTTTTTTTTTGACTAT

-197  ATTAACGAAAGTGAATTATTCCATTCGACTCAC CAACTGAA@AGAAGAGAAG CATTGG
ECV551M
-137 ATCTATACTGCCCTTTTCTCTCCAATEAAGCAGAATEATTGATAAAACTTTACATCCAGT

=77 ATACTTGTCTGGTAAAGCAAACAGAAACTCAACGACCGGTTCATCTTAACACACATTCTA

ECV548M mmmp
-17 AATATTATCATTGTGCCIYFEACAGATTCACAAGTGCCAATTAGAGAGAGAATGGAGGCCT

+44 TAGTGCGCCGGAAACAGCAAGAAATTACCAAGGGTCTGGAAACTTTGGATACTGTAAAGT
+104  TTCAAGCCGATTCTTGGGATCGTGGCAACAACGGTGGTGGCGGTGTCTCGATGGTGTTGC
+164  AGAATGGTACTACGTTTGAGAAAGGTGGTGTTAATGTCAGTGTGGTTCATGGGAACTTGA
+224  GTCCACCTGCTATCAAGGCTATGAAAGCGGACCACAAAAATTTGCATCTGCCTATTGATC
+284  CTGCAACTGGTGAACCAGATGCAACAGGAGTAAAATTCTTCGCCTGTGGTCTCTCTATGG

4am cCvs50Mm
+344  TTATTCATCCAATTAATCCACATGCGCCAACCACCCATTTGAATTATAGGTATTTCGAAA

+404  CCTGGAATGCGGACGGTACACCACAAGCTTGGTGGTTCGGTGGTGGTGCTGATTTAACTC

4mm ECV552M
+464  CTTCTTATTTGTACGAGGAAGACGCTAAATTGTTCCATCAATTGCACAAGGATGCTTTGG

Figura R.19. Esquema de las posiciones relativas de los cebadores utilizados para
determinar qué contiene el mRNA. También se han posicionado con la misma marca
los posibles puntos de inicio de la transcripcion.
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Figura R.20. PCR de comprobacion del mRNA de KIHEM13. Tras obtener cDNA especifico
de KIHEM13 (ECV552M) se llevaron a cabo reacciones de PCR con un mismo cebador
inferior (ECV550M) y dos cebadores superiores (AT1 y AT2). C+: controles positivos de
PCR utilizando como molde gendmico de K. lactis de la linea MW190-9B. C-: controles
negativos para descartar la presencia de DNA en las muestras de RNA (PCR utilizando de
molde el RNA tratado con DNasa y los cebadores ECV548M y ECV550M). O, y Ny,
muestras de RNA extraidas de la linea de K. lactis MW190-9B cultivada en aerobiosis e
hipoxia, respectivamente, a partir de las cuales se obtuvo el cDNA de KIHEM13. A\:
marcador de tamafios moleculares BstEll lambda.
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Tabla R.9. Cebadores utilizados para la obtencion y amplificaciéon de cDNA especifico de
KIHEM13.

Cebadores Secuenciab' > 3 Hebra
ECV548M (ATG2) TGGTAAAGCAAACAGAAACTG Watson
ECV550M ATTTTACTCCTGTTGCATCTG Crick
ECV551M (ATG1) ACTGAAATGAGAAGAGAAGCA Watson
ECV552M AGAAGGAGTTAAATCAGCAC Crick

5. Estudios de expresion heter6loga de KIHEM13 en cepas de
S. cerevisiae mutantes para genes reguladores relacionados con
la respuesta a hipoxia

5.1. Obtencion de una fusion del promotor de KIHEM13 al gen
reportero lacZ en el vector YEp365

El plasmido YEp365 (Myers et al., 1986) contiene el gen reportero lacZ
y puede utilizarse para medir la actividad de promotores fusionados. El
producto de PCR de 1026 pb, amplificado a partir de DNA gendmico de la
cepa de K. lactis MW190-9B utilizando los cebadores ECV154M y ECV163M
descritos en la tabla R.13, incluye el promotor de KIHEM13. Este fragmento
se insertd en los sitios de clonacién situados en el vector YEp365 regulando
la expresion del gen que codifica la f-galactosidasa y la construccion fue
verificada mediante analisis de restriccion y secuenciacion.

5.2. Actividad del promotor de KIHEM13 en cepas de S.
cerevisiae silvestre y mutantes con deleciones para los
genes reguladores ROX1y MGA2

Datos previos obtenidos en nuestro laboratorio (Gonzalez-Dominguez
et al., 2000) indicaban que el gen KIHEM13 es un gen hipdxico que
incrementa su expresion en condiciones de deficiencia de oxigeno. En S.
cerevisiae esta disponible una coleccion completa de cepas delecionadas en
cada uno de los genes de esta levadura (Coleccion de EUROSCARF).
Aprovechamos la existencia de estas herramientas para tratar de dilucidar,
mediante analisis de la expresion heterdloga del promotor de KIHEM13 en
cepas seleccionadas de dicha coleccion, si el incremento de la expresiéon en
condiciones hipdxicas se debia a la eliminacion del efecto represor que
ejerce Rox1 en condiciones aerdbicas o a un efecto activador en condiciones
hipoxicas mediado por Mga2. Esta descrito que el gen HEM13 de S.
cerevisiae incrementa su expresion en condiciones aerdbicas en un mutante
Arox1 (Keng, 1992). Aunque no se ha descrito todavia en la bibliografia
ningun efecto directo de Mga2 sobre el gen HEM13 de S. cerevisiae, si se ha
determinado que Mga2 participa en la activacion hipdxica de otros genes de
S. cerevisiae (Jiang et al., 2001).

La construccion reportera descrita en el apartado anterior fue utilizada
para transformar las cepas de S. cerevisiae Y0000 (salvaje), Y05484 (Arox1)
y Y05968 (AmgaZ2) y los transformantes fueron seleccionados en CM-URA.
Se realizaron cultivos en condiciones de hipoxia (jarras con generador
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anaerobico como se describe en Materiales y Métodos) o aerobias y se
determiné la actividad p-galactosidasa en células permeabilizadas con SDS
y cloroformo (Rose et al., 1990). Los ensayos se realizaron por duplicado y
la actividad se expreso en unidades Miller (Asz0 x 1000/Agoo X min x ml). Los
resultados se muestran en la tabla R.10.

Tabla R.10. Actividad del promotor de KIHEM13 desde el primer ATG en cepas de S.
cerevisiae mutantes para los genes reguladores ROX1 y MGA2, asi como en su cepa
salvaje de procedencia.

Cepa Descripcién Condiciones Actividad fgalactosidasa

de cultivo (unidades Miller)
Y00000 Salvaje Hipoxia 3.01
Y05968 Amga2 Hipoxia 3.85
Y00000 Salvaje Aerobiosis 0.03
Y05484 Arox1 Aerobiosis 0.04

Los resultados obtenidos indican que los factores reguladores Rox1 y
Mga2 de S. cerevisiae no ejercen un papel regulador sobre el promotor de
KIHEM13, al menos en el fondo genético de las cepas de EUROSCARF y en
las condiciones ensayadas.

6. Anélisis de los elementos reguladores del promotor de KIHEM13

Experimentos previamente realizados en nuestro laboratorio por la Dra.
Gonzalez-Dominguez y que se muestran en la figura R.21 demostraron que
el gen KIHEM13 es un gen hipdxico ya que sus niveles de mRNA aumentan
cuando disminuye la disponibilidad de oxigeno. Ademas el gen esta
reprimido por hemo. La expresion del gen en condiciones aerobias se
incrementa en un mutante para la enzima &-aminolevulinato sintasa si el
cultivo se realiza en presencia de bajas concentraciones de o-
aminolevulinato (ALA), producto de la reaccion, pero disminuye al
incrementar su concentracion. La adicion de hemina al medio en condiciones
hipéxicas no tiene efecto notable sobre los niveles de mRNA.

6.1. Analisis in silico del promotor

Utilizando el programa RSA-tools se llevd a cabo un analisis del
promotor de KIHEM13 para buscar en él las secuencias consenso a las que
potencialmente podrian unirse factores de transcripcion como los que en S.
cerevisiae participan en la regulaciéon génica dependiente de oxigeno y/o
hemo.
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Figura R.21. Anadlisis mediante Northern blot de la expresion de KIHEM13 en las cepas
silvestres Y1140 y MW190-9B y en la cepa mutante derivada de ésta ultima, Klhem1. A. En
condiciones de transicion de condiciones hipdxicas, creadas mediante burbujeo de
nitrégeno (N;), a condiciones aerdbicas (O,). También se recoge la ausencia de efecto de la
adicion de dos concentraciones de hemina (N,+H) al medio de cultivo en condiciones
hipoxicas (1: 13 pg/ml; 2: 26 ug/ml). B. Expresion de KIHEM13 en la cepa silvestre MW190-
9B y en la mutante para KIHEM1 (Klhem1) en presencia de bajas concentraciones de ALA
(0,5 ug/ml), imprescindibles para el crecimiento, y concentraciones mas elevadas (100
ug/ml) que causan una disminucion de la expresién, similar a la encontrada en la cepa
silvestre. La sonda de KIHEM13 fue un fragmento interno de la ORF de 323 pb. Como
control de carga se utilizé el RNA ribosémico 25S.

Los resultados obtenidos, junto con una comparativa de la misma
busqueda llevada a cabo sobre el promotor del gen HEM13 de S. cerevisiae
se recogen en la tabla R.11 y en la figura R.22. En la busqueda se
incluyeron los consensos para los factores reguladores Hap1, Rox1 y Mot3,
cuya influencia directa sobre el promotor de HEM13 en S. cerevisiae ya ha
sido demostrada experimentalmente y comentada en la introduccion de esta
memoria, y también otros consensos que no se ha publicado que actuen
sobre el gen HEM13, pero si lo hacen sobre otros genes relacionados con la
respuesta a hipoxia en S. cerevisiae. Entre ellos se incluyen en primer lugar
el consenso para el complejo Hap2/3/4/5 que participa en la regulacién por
hemo y fuente de carbono (Zitomer y Lowry, 1992; Matoon et al., 1990); en
segundo lugar, los consensos AR1 y AR2 que se han relacionado con la
activacién hipéxica de un grupo de genes (DAN, TIR, ERG) regulados por
Upc2 y que pertenecen a un regulon diferente al de Rox1 (Abramova et al.,
2001a, 2001b; Ter Linde et al., 2003); en tercer lugar el consenso LORE al
que se une un complejo de proteinas activadoras en condiciones hipoxicas
del que forma parte Mga2 (Jiang et al., 2001); y finalmente los consensos
DRE1 y DRE2. Sobre el consenso DRE1 y en condiciones aerdbicas se une
un represor desconocido que es desplazado en hipoxia por los factores
Sut1/Sut2 (Ter Linde et al., 2003).
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Utilizando el programa LALING (Huang et al.,, 1991) se buscaron
también secuencias comunes conservadas que se encontrasen en los
promotores de ambos genes, KIHEM13 y ScHEM13, aunque no hubiesen
sido previamente reconocidas como reguladoras. Los resultados de esta
busqueda se muestran en la tabla R.12.

Tabla R.11. Analisis comparativo de la presencia de consensos para la unién de factores
reguladores relacionados con hipoxia en los promotores de los genes KIHEM13y ScCHEM13
(H, hebra. D, directa. R, reversa. nc, nimero de cambios respecto al consenso buscado).
Las posiciones para el promotor de KIHEM13 estan numeradas con referencia al primer
ATG. Consensos: Hap1, CGGNgCCG y CGGNgCGG (N: cualquier nucleétido); Hap2/3/4,
CCAAT; Rox1, YYYATTGTTCTC (Y, pirimidinas, C 6 T); Mot3, TRCCTD (R, purinas, A 6 G;
D, cualquiera menos C); AR1, TCGTTYAG (Y, pirimidinas, C 6 T); AR2, AAAAATTGTTGA;
LORE, ACTCAACAA; DRE1, AACGCGCAGG; DRE2, AACGCGTGCC.

ScHEM13 KIHEM13

Factor Secuencia H nc Posicién Secuencia H nc Posicién

Hapl CGGTTCACAGCG D 1 -524 -513 CCGCGCGCTCGG D 2 -576 -565
CTGGGATTACCG D 2 -441 -430
CGGCTCCGCGGG D 1 -361 -350
CGCAAGATCCGG R 1 =782 -771 CCGCGCGCTCGG D 1 -576 -565
CGGATCGTCCGT R 1 -218 -207

Hap2/3/4 CCAAT D 0 -268 -264 CCAAT D 0 -798 -794

-416 -412

Rox1 TATATTCTTCTC D 2 -890 -879 TCTATTGTTTTC D 1 -835 -824
CCGGTTGTTCTC R 2 -790 -779 TTTATGATTCTC R 2 -728 -717
TCAATTGTTTAG D 2 -474 -463 TCTATTTCTCTC D 2 -363 -352
TTTCTGGTTCTC D 2 -283 -272
CCCATTGTTCTC D 0 188 -177

Mot3 TACCTA D 0 -1016 -1011  TGCCTA R 0 -461 -456
TACCTT R 0 -1004 -999  TACCTT D 0 -115-110
TACCTT R 0 -997 -992
TGCCTT R 0 -726 -721
TGCCTA R 0 -496 -491
TGCCTT D 0 -461 -456
TGCCTA R 0 -426 -421

AR1 TCGTTCAC D 1 -611 -604 TCGTTCCT R 2 -708 -701
TTGTTTAG D 1 -473 -466 TCGGTTAC D 2 -568 -561
TCTTTCAG R 1 -389 -382 TGGTTCAG D 1 -373 -366
TCGTTTAA R 1 -338 -331 TCGTTTAG R 0 -287 -280
TCGTTCG D 1 -178 -171

AR2 - - - - - - - -

LORE ATTCAAGAA D 2 -1025-1017 ACTGAAAAA D 2 -978 -970
TATCAACAA R 2 -707 -699 ACTGAAAAA R 2 -311-303
TTTCAACAA D 2 -664 -656 ACTAAACGA D 2 -288 -280
TCTAAACAA R 2 -473 -465
GCTTAACAA R 2 -116 -108

DRE1 - - - - - - - -

DRE2 - - - - - - - -
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Amillet y colaboradores en el afio 1996 (Amillet et al., 1996) definieron
en la regién promotora del gen ScCHEM13 un elemento activador (UAS) que
era necesario para la expresidon basal en condiciones aerobicas. Este
elemento UAS estéa integrado por 40 pb y contiene una secuencia de 16 pb
que incluye dos bloques con simetria diada (TCN{{GA) y el consenso
solapante CGAGTCG flanqueado por una region rica en GC. Hemos
buscado una secuencia similar en el promotor de KIHEM13 pero no la
hemos localizado.

Tabla R.12. Secuencias comunes en los promotores de KIHEM13 y ScHEM13. Las
posiciones para el promotor de KIHEM13 estan numeradas con referencia al primer ATG.
nts: numero de nucledtidos de la secuencia; % id: identidad; Sc pos: posiciones en el
promotor de ScHEM13; Kl pos: posiciones en el promotor de KIHEM13. W: A6 T;Y: C o6 T;
R:GOA;S:GO6C; KiG6T; M: Ao C. En negrita se resalta la regidon encontrada con
mayor coincidencia en posicion y secuencia en los dos promotores.

Secuencia nts % id Sc pos Kl pos
TAATTRYTTCYRTRTATATTSTWYTCC 27 70,4 -921-895  -842-816
CYATTTCYYKCGKAGWTWKTASTRTGTTYG
39 66,7 -566 -527 -370 -331

AAYGGTTC
ATAGGCACGGTAYT 14 92,9 -504 -491  -462 -449
GGTMTWTTRWTTTCAATTGTTT 23 78,3 -496 -475  -858 -834
ATCTCGTATCT 11 100 -1.079-1068 -177 -166
GGRTTTTTYTTTTTTTGASYATATYAA 26 80,8 -93 -68 -62 -37

6.2. Fusiones en pXW1 al gen reportero lacZ desde el primer

ATG de la ORF de KIHEM13 (ATG1)

Para llevar a cabo el estudio de expresiéon del gen KIHEM13 se
procedié a fusionar distintos fragmentos de su region 5 a la secuencia
codificadora del gen informador lacZ que, como ya se ha comentado,
codifica para la f-galactosidasa de E. coli. Las fusiones a lacZ se han
realizado en el vector pXW1, un vector idéneo para el trabajo en K. lactis
puesto que posee un origen de replicacion que le permite estabilidad en
dicha levadura, pero que presenta también algunos inconvenientes entre los
cuales destaca la falta de un promotor minimo delante de la secuencia
codificadora de lacZ. Este elemento, necesario para la transcripcion basal
pero no regulado, seria util para fusionar al informador cualquier fragmento a
estudio sin necesidad de aportar un promotor minimo. Esto condicion6 que
realizasemos dos tipos de construcciones mediante fusiones de distintos
fragmentos promotores que incluyesen el primer o segundo ATG de la ORF
de KIHEM13 en pauta de lectura con el octavo codén de la CDS de /acZ,
presente en el vector pXW1.

En primer lugar, se realizaron una serie de fusiones de fragmentos de
la region 5’ de KIHEM13 a lacZ, teniendo en cuenta como referencia para
realizar la fusion el primer ATG. En dichas construcciones se incluyo,
ademas del ATG necesario para iniciar la traduccién de /lacZ, una serie de
nucledtidos de la secuencia codificadora de KIHEM13 por motivos de
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optimizacion del disefio del cebador. En estas fusiones los unicos puntos de
inicio presentes para el inicio de la transcripcion son los situados por delante
de ATG1 (los senalizados en azul turquesa o azul oscuro en la figura R.18).

La fusion mas larga contiene 1.025 pb, le sigue un fragmento de 624
pb, uno de 561 pb, 403 pb, 344 pb, 140 pb y, el mas pequefo, 93 pb. Los
nombres asignados a estas fusiones son, respectivamente, P, D1, D2, D3,
D4, D5 y D6, tal y como aparecen en la figura R.22. Los cebadores utilizados
para la obtenciéon de las PCRs necesarias para la realizacion de estas
construcciones aparecen listados en la tabla R.13. Se caracterizan porque
todos los cebadores 5° (hebra de Watson) llevan en su extremo 5’ un sitio
para la digestién con la endonucleasa de restriccion BamHI, mientras que el
cebador 3" (hebra de Crick) utilizado para la fusion, lleva en su extremo 5’ un
sitio para la digestion con la endonucleasa de restriccion Sall. Estos sitios
son los mismos que permiten la clonacién en el vector pXW1 (ver el
esquema del vector en la seccion de Materiales y Métodos). Todas las
construcciones, excepto la P, fueron realizadas en primer lugar en el vector
pGEM™ T-easy™ y luego pasadas a pXW1. Se comprobaron mediante
analisis de restriccion y se secuenciaron para detectar posibles mutaciones
introducidas durante el proceso.
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Figura R.22. Esquema donde se representan los distintos fragmentos (P y D1 a D6) de la
region 5° de KIHEM13 que se han fusionado a /lacZ en pXW1, en pauta con el ATG1.
Ademas se muestran posicionadas las secuencias similares a los consensos definidos en S.
cerevisiae para la unién de una serie de factores relacionados con la regulacién de genes
hipoxicos. LO: LORE (Low Oxygen Response Element) R1: Rox1, H2: Hap2/3/4, A1: AR1,
M3: Mot3.

Tabla R.13. Cebadores utilizados para la amplificacion de distintos fragmentos de la region
5’ de KIHEM13 y su fusion, incluyendo el ATG1 de KIHEM13, a lacZ de pXW1. En negrita
se muestran las dianas para las endonucleasas de restriccion empleadas (Sall y BamH]I).

Cebadores Secuenciab’ >3 Hebra
ECV154M gtcgacGCTTCTCTTCTCATTTCAGTT Crick
ECV155M (D1) ggatccGGCTACTACTCATTTCTCGAA Watson
ECV156M (D2) ggatccCCACAAACACATCACCTAATA Watson
ECV157M (D3) ggatccCTCCATCAATGTCGTATCTT Watson
ECV158M (D4) ggatccGTAGTATGTTCGAATGGTTCC Watson
ECV159M (D5) ggatccACTAGCTAGCCTTTTTTCTTC Watson
ECV160M (D6) ggatccAGGTCTGAATCTTGAAGTCTG Watson
ECV163M (P) gggggatccTTTTTTGGCATGGAAGGAACG Watson

La cepa de K. lactis MW190-9B se transformé con las construcciones
obtenidas, y los transformantes se seleccionaron en placas CM-URA. La
actividad p-galactosidasa se midié en condiciones aerdbicas con dos fuentes
de carbono, lactato 2% y glucosa 2%, y en hipoxia generada en jarras con
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un generador anaeroébico, en este caso utilizando como fuente de carbono
glucosa al 2%. Las actividades f-galactosidasa que se obtuvieron para esta
serie de construcciones eran muy bajas y por ese motivo no pudieron
cuantificarse en células permeabilizadas. Las medidas se realizaron a partir
de extractos proteicos para mejorar la sensibilidad. Los datos obtenidos se
muestran en la figura R.23.

Respecto a las medidas realizadas en condiciones aerdbicas, la
actividad correspondiente a la construccion mayor (P), es pequeha en
glucosa al 2%, pero se incrementa al utilizar una fuente de carbono que no
puede ser fermentada como es el lactato. Para el resto de construcciones,
los niveles de actividad p-galactosidasa, medidos en glucosa al 2% vy lactato
al 2% en condiciones aerdbicas, no son significativamente diferentes. Desde
la construccion P a la D1 se elimina un sitio potencial para la union de
Hap2/3/4/5 que en otros genes esta relacionado con la regulacién por fuente
de carbono.
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Figura R.23. Actividad f-galactosidasa de las construcciones P y D1-D6. Los valores estan
expresados como la media de cuatro medidas y las barras indican el error estandar. Las
diferencias fueron evaluadas estadisticamente mediante el test de comparacion multiple con
un nivel de confianza del 95%. 1 denota diferencias significativas con los datos obtenidos
para el resto de las construcciones en células cultivadas en iguales condiciones y T denota
diferencias significativas con los datos obtenidos con la misma construccién en las otras
condiciones de cultivo.

En lo que se refiere a la comparacién entre las medidas realizadas en
condiciones aerobicas e hipodxicas, solo en las construcciones D1 y D3 se
produce un incremento considerable (de aproximadamente dos veces) en la
actividad p-galactosidasa en condiciones hipdxicas. El hecho de que la
construccion P no responda a hipoxia indica que tal vez incluya regiones
represoras que en condiciones fisiolégicas se vean compensadas por
factores activadores localizados 5. Al pasar de D1 a D2 se elimina un sitio
para la union de Hap1 que podria ser importante para la activacién hipoxica.
La regidn de -561 a -403 parece contener elementos represores de la
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activacion hipoxica desconocidos que al ser eliminados permiten la
activacién hipodxica. La eliminacién de los sitios Rox1 al pasar de P a D1 y de
D3 a D4 no incrementa la actividad aerdbica, lo que pone en duda la
funcionalidad de estos sitios en el promotor de KIHEM13. La activacion
hipoxica se pierde al pasar de D3 a D4 (-403 a -344 desde el primer ATG 6
-559 a -500 desde el segundo ATG) lo que indica que contiene elementos
importantes para esta regulacion. La ausencia de actividad en las
construcciones D5 y D6 puede estar relacionada con el hecho de que ya no
contienen elementos necesarios para actuar como un promotor minimo
(tienen puntos de inicio de la transcripcion pero no TATA).

6.3. Fusiones en pXW1 al gen reportero lacZ desde el segundo
ATG de la ORF de KIHEM13 (ATG2)

Se realizaron tres fusiones a lacZ en pXW1 de distintas regiones
promotoras de KIHEM13, esta vez tomando como inicio de la pauta de
lectura de KIHEM13 para fusionar al octavo coddn de lacZ, el ATG2. La
fusién mas larga contiene 1.202 pb, le sigue una de 650 pb y, finalmente,
una de 443 pb, denominandose respectivamente P2, SX y PM. A las
construcciones se les ha afiadido, ademas del ATG para iniciar la traduccién
de lacZ, una serie de nucleotidos de la secuencia codificadora de KIHEM13
por motivos de optimizacion del disefio del cebador. En estas fusiones estan
presentes todos los puntos de inicio de la transcripcion determinados
experimentalmente que se muestran en la figura R.18) Estas construcciones
aparecen representadas en la figura R.24 y la secuencia de los cebadores
empleados se presenta en la tabla R.14. Se caracterizan porque todos los
cebadores superiores (hebra de Watson) llevan en su extremo 5’ unos sitios
para la digestion con la endonucleasa de restriccion Sall, mientras que el
cebador inferior (hebra de Crick) utilizado para la fusién, lleva en su extremo
5 un sitio para la digestion con la endonucleasa de restriccion Hindlll, que
encaja con el mismo sitio en el sitio de multiple clonacion del vector pXW1.

Hindlll
-1202 -650 -443 +1
P2 SX PM I‘ lacZ
ATG2

Figura R.24. Esquema donde se representan los distintos fragmentos (P2, SX y PM) de la
region 5’ de KIHEM13 que se han fusionado a lacZ en pXW1, a través de su sitio Hindlll, por
el segundo punto de inicio de la traduccion en pauta (ATG2).

Tabla R.14. Cebadores utilizados para la amplificacion de distintos fragmentos de la region
promotora de KIHEM13 y su fusion, por el ATG2, a lacZ de pXW1. En negrita se muestran
las dianas para las endonucleasas de restriccion empleadas (Hindlll y Sall).

Cebadores Secuenciab’ >3’ Hebra
ECV309M (P2)  gggggtcgacACGACGAAGTTTGTTATTATTTTTTTT Watson
ECV394M 09999aagcttTTCTCTCTCTAATTGGCACTTGTG Crick
ECV395M (PM) ggggggtcgacCTAAACGAATGCTGACGCCTA Watson
ECV396M (SX) ggggggtcgacCATTCATCGTAACTGCCAACC Watson
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Las construcciones fueron comprobadas mediante analisis de
restriccion y secuenciacion y se utilizaron para transformar la cepa de K.
lactis MW190-9B seleccionando los transformantes en CM-URA. Los
transformantes se cultivaron en condiciones aerobicas e hipdxicas mediante
el empleo de jarras herméticas con un generador anaerébico. La fuente de
carbono fue en ambos casos glucosa al 2%. La actividad enzimatica de
estos transformantes resulté ser notablemente superior a la obtenida con las
fusiones desde el ATG1 y pudo ser determinada en células permeabilizadas.

En esta serie de fusiones, mientras en cultivos aerdbicos de la cepa
salvaje (MW190-9B) no es apreciable actividad p-galactosidasa alguna, en
condiciones hipdxicas la generacion de actividad es patente en las tres
construcciones analizadas, mostrando una ligera disminucién conforme la
longitud del fragmento de la region 5 de KIHEM13 fusionado va
disminuyendo (Figura R.25). Reuniendo la informacion obtenida en la figura
R.23 y R.25 puede acotarse la region en la que se localizaria/n un/os
elemento/s necesario/s para la activaciéon hipdxica entre las posiciones
comunes a PM y D3 (de -559 a -443 respecto al segundo ATG).
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Figura R.25. Actividad p-galactosidasa de la cepa MW190-9B transformada con las
construcciones P2, SX y PM. Los valores estan expresados como la media de 4 medidas y
las barras indican el error estandar. Las diferencias fueron evaluadas estadisticamente
mediante el test de rango multiple con un nivel de confianza del 95%. T denota diferencias
significativas con los datos obtenidos con la misma construccion en la otra condicion.

7. Efecto de factores reguladores de K. lactis sobre la expresion de
KIHEM13

7.1. Posibles factores reguladores relacionados con la
respuesta aerobiosis/hipoxia en K. lactis

En 2004 se hizo publica la secuencia completa de varios genomas de
levaduras obtenidas a través del consorcio de investigacion de Génolevures
(http://cbi.labri.fr/'Genolevures/). Entre las levaduras secuenciadas se
encontraba K. lactis. Esto nos permitid comprobar si en esta levadura se
encontraban genes que codificasen para proteinas con similitud a los
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factores reguladores relacionados con la respuesta aerobiosis/hipoxia en S.
cerevisiae. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla R.15. Ademas
de los factores ya comentados a lo largo del trabajo (Hap1, Rox1, Mot3,
Mga2, Sut1, Sut2, Upc2) se incluydé en esta busqueda Ord1 y Ecm22, este
ultimo homodlogo de secuencia de Upc2 en S. cerevisiae (Davies et al.,
2005).

El primer hecho destacable es que en K. lactis no existen paralogos
para Upc2 ni para Sutl. Aunque en ambos casos existen sus
correspondiente homodlogos Ecm22 y Sut2. En general, el porcentaje de
homologia (considerando el numero de identidades o sustituciones por
aminoacidos equivalentes en el total del solapamiento encontrado entre las
proteinas de S. cerevisiae y la de K. lactis, %H en la tabla R.15) es muy bajo
y oscila entre un 14 y un 53%. En muy pocos casos (Hap1 y Mga2) la
homologia se extiende a lo largo de toda la secuencia de aminoacidos,
desde el extremo amino al extremo carboxilo terminal. En la mayoria de las
comparaciones las regiones homédlogas se encuentran restringidas a
determinadas regiones que constituyen dominios especificos en el extremo
amino o en el extremo carboxilo-terminal. La funcion de estos dominios
conservados, por ejemplo HMG (High Mobility Group), se relaciona con la
capacidad de las proteinas que los contienen de interaccionar con el DNA
(Xin et al., 2000).

El regulador Rox1 es tal vez de los menos conservados entre ambas
levaduras. Como se puede ver en el alineamiento de la figura R.26, el
numero de posiciones conservadas es muy pequefio. En cambio ambos
factores conservan elevada homologia en el dominio HMG (figura R.27).

Tabla R.15. Busqueda en K. lactis (K.I.) de paralogos a los genes reguladores relacionados
con aerobiosis/hipoxia en S. cerevisiae (S.c.). Aa: aminoacidos; %H: porcentaje de
homologia; HMG: dominio High Movility Group; -NH;: extremo amino-terminal; -COOH:
extremo carboxilo-terminal.

ORF (S.c.) ORF (K.l) Idénticos Positivos Regién %H

Hapl YLR256w KLLAOF22990g 603/1457 790/1457 ORF 53%
(1.502 aa) (1.253 aa) (41%) (54%)

Rox1 YPR0O65w  KLLAOB11495¢g 37/84 53/84 HMG**  14%
(368 aa) (393 aa) (44%) (63%)

Mot3 YMRO70w  KLLAOE18645¢g 60/148 70/148 -NH, 14%
(490 aa) (431 aa) (40%) (47%)

Ord1 YKL032¢c KLLAOE18557¢g 114/163 144/163 -NH, 24%
(597 aa) (464 aa) (69%) (88%) HMG

Mga2 YIR033w KLLAOE18029¢g 378/1046 525/1046 ORF 46%
(1.113aa) (1.151 aa) (36%) (50%)

Upc2 YDR213c Ausente
(913 aa)

Ecm22 YLR228c KLLAOA04169g 305/517 362/517 -NH, 52%
(814 aa) (775 aa) (58%) (70%)

52/105 62/105 -COOH
(49%) (59%)

Sutl YGL162w Ausente
(299 aa)

Sut2 YPROO9w  KLLAOA03091g 57/146 88/146 -NH, 23%
(268 aa) (383 aa) (39%) (60%)

**El extremo NH2 de una proteina solapa con el extremo COOH de la otra.
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MSLSVCHRQFEKTHKSNVRE IGKKRRTTRIKALT ILKKYHIPRSMPRRKLPSILQLIDEF 60
MNPKSSTPKIPRP-KNAFILFRQHYHRILIDEWTAQGVE IPHNSN ISK1 IGTKWKGLQPE 59

NDVDADADADVNANRDENDENTTGFTPSTGRSANLSQQAEKNPESFNKRQRISRIDHSGQ 120
DKAHWENLAEKEKLEHERKYPEYKYKPVRKSKKKQLLLKE I EQQQQQQQKEQQQQKQSQP 119

DIGVPYYSTMSPPPFGPFPGTMSMPVNFNMGLFQQQPNLMY I1PAQPNFIVSYPYPPAQQA 180
QLQQPFNNNITVLMKRAHSLSPSSSVSSSNSYQFQLNNDLKRLP IPSVNTSNYMVSRSLSG 179

YYTNPNMVLLPGQQLQGQQQYTPNSRKALSLPTLDTSFHNRPNFPQDRFNHKSSSMSNIS 240
LPLTHDKTARDLPQLSSQLNSIPYYSAPHDPSTRHHYLNVAQAQPRANSTPQLPFISSIT 239

IDPQRMRNELHYDYEEKATETDSNYSKSPDSDLRRPQQQH I PRPRNAF I LFRQHWHQQVF 300
NNSSQTPVTTTTTSTTTATSSPGKFSSSPNSSVLENNRLNS INNSNQYLPPPLLPSLQDF 299

DQEKEKI TTDTSQGTSKLGSFKANSQASRD I GRKWRSLPDSEKKYWLDLAKQEKEAHKKK 360
QLD-—mmmmmm e QYQQLKQMGPTY IVKPLSHTRNNLLSTTTPTHHHIPH 339

YPDYKYLPTRKALRNSGSSPTSSSTQEQSPKSN 393
IPN-QNIPLHQI INSS-NTEVTAKTSLVSPK-- 368

Figura R.26. Alineamiento de las proteinas codificadas por los genes ROX7 en S.
cerevisiae (YPRO65W) y K. lactis (KLLAOB11495g).
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I PRPRNAF I LFRQHWHQQVFDQEKEK I TTDTSQGTSKLGSFKA
IPRPKNAFILFRQHYHRILIDEW-————-- TAQGVEIP----H
*khkkkx FhkIxIAAkXxIxAA * * * **

NSQASRD I GRKWRSLPDSEKKYWLDLAKQEKEAHKKKYPDYK
NSNISKI 1GTKWKGLQPEDKAHWENLAEKEKLEHERKYPEYK
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Figura R.27. A. Comparativa de la posicion de los HMG (High Movility Group) en las
proteinas Rox1 de K. lactis y S. cerevisiae. B. Alineamiento clustal de los HMG de las
proteinas Rox1 de K. /actis (KIRox1-HMG) y S. cerevisiae (ScRox1-HMG).
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7.2. Expresion de los factores reguladores en condiciones
aerdbicas e hipodxicas

Como parte de un estudio mas extenso de la regulacion transcripcional
de genes de K. lactis mediante la utilizacidn de arrays de DNA, se analizo si
la transcripcion de los paralogos de HAP1, ROX1, MOT3 y MGA2 esta
regulada por las variaciones en la disponibilidad de oxigeno. Para ello se
disefiaron cebadores especificos (Tabla R.16) para la amplificacién de
fragmentos de DNA que fueron incluidos en el array. El array fue hibridado
con cDNA obtenido a partir de RNA purificado de cultivos creciendo en
condiciones de aerobiosis y tras 3 y 6 horas de cultivo en hipoxia en
fermentador. Los datos de la expresion de estos cuatro genes se resumen
en la tabla R.17 donde se comparan con la expresion de sus paralogos en
S. cerevisiae. Los datos de expresion de los factores reguladores en
S. cerevisiae han sido tomados de un estudio previo llevado a cabo por
Becerra y colaboradores (2002).

Tabla R.16. Cebadores correspondientes a KIHAP1, KIROX1, KIMOT3 y KIMGA2
empleados en la obtencion de los productos de PCR para la realizaciéon de los arrays. Las
posiciones de los cebadores se han calculado desde el inicio de la ORF a la primera base
del cebador en la secuencia 5°>3’.

Cebadores Secuenciab’ >3 Posicion Hebra
D22990.a (HAP1) AACAATTGCCCCCACTGA 3.167 Watson
D22990.b (HAP1) GTAAGCGAAGCCCACCAT 3.665 Crick
B11495.a (ROX1) AATAGGCCAAACTTCCCG 658 Watson
B11495.b (ROX1) TCTCCGAATCTGGCAAAG 1.010 Crick
E18645.a (MOT3) AGGTCCGAATTCAGGGCT 33 Watson
E18645.b (MOT3) GGTTCGAATCATGGCCAG 377 Crick
E18029.a (MGA2) AAGTCGCAGCATGTTTCG 2.527 Watson
E18029.b (MGA2) GGAGTACGAGCCGACCTG 2.976 Crick

Tabla R.17. Comparativa de los ratios de induccién hipoxia/aerobiosis para los genes HAP1,
ROX1, MOT3y ROX1 de S. cerevisiae y sus paralogos en K. lactis. Los datos de expresion
en S. cerevisiae proceden de Becerra y colaboradores (Becerra et al., 2002). N,:
condiciones de hipoxia creadas en fermentador mediante el suministro de nitrégeno; O:
cultivo aerébico mediante burbujeo de aire en fermentador; h: horas.

S. cerevisiae K. lactis
Factor ORF Ratio ORF Ratio Ratio
N2/02 N2 3h/02 N2 6h/02
Hap1 YLR256w 1,84 KLLAOF22990g 0,75 1,04
Rox1 YPR065w 1,07 KLLAOB11495¢g 0,79 1,13
Mot3 YMRO70w 1,02 KLLAOE18645¢g 0,65 0,90
Mga2 YIR033w 1,75 KLLAOE18029g 0,78 1,10

En S. cerevisiae tras tres horas de crecimiento en hipoxia se observa
un incremento en la expresion de los factores reguladores Hap1 y Mga2
(Becerra et al., 2002). En K. lactis tras tres horas de hipoxia se observa una
disminucion ligera en la expresion de los factores reguladores analizados,
que se recupera al cabo de 6 horas de hipoxia, pero no se produce un
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incremento de la expresion respecto de los valores medidos en condiciones
aerobias para ninguno de los factores analizados.

7.3. Efecto de la delecién de KIROX1 sobre la expresion de
KIHEM13

La Dra. Laura Nufez, habia obtenido una cepa de K. lactis con una
delecion del gen KIROX1 mediante una estrategia paralela a la aqui descrita
para la obtencién del nulo de KIHEM13, pero sobre la cepa de K. lactis
MW190-9B (Nunez et al., en preparacion). La verificacion de que en esta
cepa no se transcribe KIROX1 fue llevada a cabo mediante RT-PCR vy los
resultados se muestran en la figura R.28.

wit Arox1

Figura R.28. RT-PCR de
KIROX1 ‘ comprobacion  del mutante  por
anulaciéon del gen KIROX1. wt: cepa
salvaje, MW190-9B; Arox7, mutante

MW190-9B Arox1.

Para llevar a cabo la RT-PCR en primer lugar se obtuvo cDNA a partir
del RNA extraido de las cepas salvaje y mutante en KIROX1 utilizando para
ello un cebador (Tabla R.18) localizado en las proximidades del extremo 3’
de la secuencia codificadora de KIROX1. A continuacion se procedio a
realizar una amplificacion por PCR tomando como molde el cDNA
previamente sintetizado y usando unos cebadores (Tabla R.18) que hibridan
en el centro de la secuencia codificadora de KIROX1, en posicion 5 respecto
al cebador utilizado anteriormente para la sintesis del cDNA. De este modo,
como se observa en la figura R.28, s6lo se produce amplificacion en el caso
de que en el cDNA estén presentes copias de la secuencia codificadora de
KIROX1, lo que ocurre en la cepa salvaje (MW190-9B) pero no en la mutante
(MW190-9B Arox1).

Tabla R.18. Cebadores utilizados en la comprobacién del nulo de KIROX17 mediante RT-
PCR. Las posiciones de los cebadores se han calculado desde el inicio de la ORF a la
primera base del cebador en la secuencia 5'>3’.

Cebadores Secuenciab' >3 Posiciéon Hebra
B11495.b TCTCCGAATCTGGCAAAG 1.010 Crick
ECV519L AAAACTTGCTGGTGCCAATGT 879 Crick
B11495.a AATAGGCCAAACTTCCCG 658 Watson

Seguidamente se estudio la expresion de KIHEM13 mediante Northern
en las cepas de K. lactis MW190-9B y su derivada MW190-9B Arox17. La
sonda especifica de DNA para la deteccion de KIHEM13 se obtuvo mediante
PCR con los cebadores ECV95M y ECV96M descritos en la tabla R.1. La
linea MW190-9B fue cultivada en tres condiciones: aerdbicas, hipdxicas
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(conseguidas mediante el burbujeo de nitrégeno a través del medio de
cultivo) e hipoxicas con suministro de suplemento exdégeno de hemo en
forma de hemina. Como se puede observar en la figura R.29, la expresion de
KIHEM13 se incrementa en condiciones de deficiencia de oxigeno (N2) hasta
casi dos veces la existente bajo condiciones aerdbicas (O2). Este incremento
de expresion se mantiene practicamente sin cambios cuando, en las mismas
condiciones de déficit de oxigeno, el medio es suplementado con una fuente
exdgena de hemo en forma de hemina (N2+H).Los resultados obtenidos con
la cepa MW190-9B corroboran los previamente obtenidos con la cepa Y1140
por la Dra. Gonzalez-Dominguez y que se han mostrado en la figura R.21.
En la cepa mutante MW190-9B Arox17 cultivada en condiciones aerdbicas la
expresion de KIHEM13 es menor que la obtenida para la cepa silvestre en
esas mismas condiciones. Este dato indica que KIROX7 no actua como un
represor aerobico sobre la expresion de KIHEM13.

A B
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I
~ o~
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j ;
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N2+H WT rox1

Expresién relativa

Figura R.29. A. Northern mediante el cual se ha analizado la expresion de KIHEM13 en
condiciones aerébicas, en una cepa salvaje (WT) de K. lactis (MW190-9B) y un mutante
Arox1 derivado de la misma. Se incluye como control la expresiéon en la cepa salvaje bajo
diferentes condiciones de cultivo: O,, aerobiosis, N,, hipoxia y Ny+H, hipoxia con
suplemento de hemo exdégeno en forma de hemina. B. En la gréfica se muestra
cuantificacion del Northern una vez normalizados los datos respecto a la diferencia de
carga, teniendo en cuenta las intensidades obtenidas para la hibridacion con ScU3. t
denota diferencias significativas entre las diferentes condiciones de cultivo de la misma cepa
y 1 diferencias significativas entre las cepas cultivadas en las mismas condiciones.

8. Regulacion transcripcional de los genes de la biosintesis de hemo
en K. lactis

En S. cerevisiae el gen de la ruta de biosintesis de hemo que responde
a hipoxia de forma importante con un incremento de su transcripcion es
HEM13, aunque también se ha descrito cierta induccion, menor que la de
HEM13, para HEM14 y HEM15 (Kwast et al., 2002).

En K. lactis se ha visto que la transcripcion de KIHEM1 responde a los
niveles de oxigeno y hemo (Gonzalez Dominguez et al., 1997, 2001) y que
KIHEM12 no responde a las variaciones en la disponibilidad de oxigeno
(Nunez et al., 2004). En este trabajo se ha podido comprobar que KIHEM13
responde con un incremento de su transcripcion a la disminucion de los
niveles de oxigeno. La disponibilidad de las secuencias del genoma
completo de K. lactis nos permitié averiguar si en K. lactis otros genes de la
ruta de biosintesis de hemo estan regulados por la disponibilidad de
oxigeno.
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Como parte de un estudio mas extenso de la regulacion transcripcional
de genes de K. lactis, del que ya se ha hablado anteriormente y que implica
la utilizacion de arrays de DNA, se analizé si la transcripcion de los genes
KIHEM2, KIHEM3, KIHEM4, KIHEM14 y KIHEM15, todos ellos de copia unica
tanto en S. cerevisiae como en K. lactis, esta regulada por las variaciones en
la disponibilidad de oxigeno. Para ello se disefiaron cebadores especificos
para la amplificacion de fragmentos de DNA (Tabla R.19) correspondientes a
las ORFs de los genes que fueron incluidos en el array. El array fue
hibridado con cDNA obtenido a partir de RNA purificado de cultivos
creciendo en condiciones de aerobiosis y tras 3 y 6 horas de cultivo
anaerobio en fermentador. Los datos de la expresion correspondiente a
estos cinco genes se resumen en la tabla R.20 donde se comparan con la
expresion de los correspondientes genes en S. cerevisiae. Los datos de
expresion de los genes en S. cerevisiae han sido tomados de un estudio
previo llevado a cabo Kwast y colaboradores (Kwast et al., 2002).

Tabla R.19. Cebadores para la amplificacion de fragmentos de ORFs de genes que forman
parte de la ruta de biosintesis de hemo en K. /actis y que fueron empleados en el array. Las
posiciones de los cebadores se han calculado desde el inicio de la ORF a la primera base
del cebador en la secuencia 5°>3’.

Cebadores Secuenciab’ >3 Posicion Hebra
F09273.a (HEM2) TATGCCATTGCTGGTGCT 505 Watson
F09273.b (HEM2) ACCCTTCTCTGCAGCAGC 895 Crick
C15147.a (HEM3) GGATTCGAATTAGGCGGT 286 Watson
C15147.b (HEM3) AACGCTCGGCTAGACAGC 707 Crick
C07150.a (HEM4) AGGTGGTGTTGAGGTGGG 333 Watson
C07150.b (HEM4) GTTCCGGTTTGTTGCTGA 728 Crick
B11616.a (HEM14) CCACGCAAGGATGTCATT 1.087 Watson
B11616.b (HEM14) TGAAAGCCATTCCTCCAA 1.520 Crick
F20141.a (HEM15) CTGTCATTGACCGTTGGC 569 Watson
F20141.b (HEM15) CGATGTGAATGCGATTGG 901 Crick

Tabla R.20. Comparativa de la expresion en arrays de cinco genes implicados en la
biosintesis de hemo en S. cerevisiae y K. lactis en aerobiosis (O,) e hipoxia (N,). Los datos
de expresion en S. cerevisiae proceden de Kwast y colaboradores (Kwast et al., 2002). h:
horas transcurridas en hipoxia.

S. cerevisiae K. lactis

Gen ORF Ratio ORF Ratio Ratio

N,/O, N, 3h/O, N, 6h/O,
HEM?2 YGL040c 0,68 KLLAOF09273g 0,69 0,94
HEM3 YDL205¢ 1,05 KLLAOC15147¢g 0,75 1,11
HEMA4 YOR278w 1,39 KLLAOCO07150g 0,76 1,12
HEM14 YERO14w 2,82 KLLAOB11616g 0,84 1,32
HEM15 YOR176w 1,30 KLLAQOF20141g 0,84 1,20

Como puede observarse en los datos de la tabla R.20, en K. lactis s6lo
KIHEM14 y KIHEM15, se inducen muy ligeramente y sélo tras 6 horas de
cultivo en hipoxia. Pero la induccion de KIHEM14 es inferior a la que se
puede medir para HEM14 en S. cerevisiae (Kwast et al., 2002).
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En el presente trabajo se ha abordado la clonacién y caracterizacion
funcional del gen KIHEM13 de la levadura no convencional Kluyveromyces
lactis. En Saccharomyces cerevisiae HEM13 codifica la enzima
coproporfirinégeno 1l oxidasa que cataliza la oxidacion del
coproporfirindgeno Ill a protoporfirindgeno IX, el sexto paso de la via de
biosintesis del grupo hemo. La ausencia de datos sobre este gen en K. lactis
contrasta con lo que ocurre en S. cerevisiae donde se sabe que es un gen
hipoxico que incrementa su expresion cuando la disponibilidad de oxigeno
en la célula cae por debajo de unos ciertos limites. Sin embargo, a diferencia
de otros genes exclusivamente anaerobios, HEM13 se sigue expresando en
presencia de oxigeno puesto que la biosintesis de hemo es esencial para la
célula, tanto en condiciones aerobias como anaerobias. En anaerobiosis, a
pesar de que muchas hemo-proteinas no son necesarias, por ejemplo los
citocromos de la cadena respiratoria, otras siguen siendo imprescindibles.

Nuestro interés por este gen en K. lactis radica en comprender si tiene
un papel en las diferencias funcionales con S. cerevisiae que conducen a la
existencia de dos modelos metabdlicos claramente diferenciados. Mientras
K. lactis es una levadura de metabolismo respiratorio, S. cerevisiae utiliza la
fermentacion como modo preferente para la obtencion de energia metabdlica
y ambas levaduras difieren en las caracteristicas de su metabolismo respiro-
fermentativo (Gonzalez-Siso et al., 2000). La regulacion de la sintesis del
grupo hemo es un parametro a estudiar en relacion a este tema por dos
motivos. En primer lugar, porque el grupo hemo forma parte de los
transportadores electrénicos mitocondriales que intervienen en la
respiracion. Por otro lado, actia como un sensor de oxigeno a escala
celular, capaz de modular la activacién y la represion de la expresién de una
serie de genes gracias a la mediacion de diversos factores reguladores de la
transcripcion (Hon et al., 2003).

1. El gen KIHEM13 se encuentra en copia Unica en el genoma de
K. lactis

Diversas pruebas experimentales obtenidas en el transcurso de este
trabajo sugerian que el gen KIHEM13 es de copia unica en K. lactis. Por una
parte, en el proceso de obtencion del clon no se obtuvieron indicios de que
existiese mas de una forma del gen presente en la genoteca. Por otra parte,
cuando se obtuvo el alelo nulo en la cepa haploide CBSAKu80, la cepa
mutada perdia la capacidad de crecimiento en ausencia de hemina (Figura
R.14) y ademas no era posible medir actividad coproporfirinégeno oxidasa
(Figura R.15). Por tanto no habia una segunda copia/forma del gen que
pudiese remplazar su funcién al delecionar KIHEM13. La existencia de un
gen no funcional o de muy baja expresion ha quedado totalmente descartada
al hacerse publica la secuencia completa del genoma de K. lactis (Dujon et
al., 2004) ya que los analisis realizados mediante distintos programas que
permiten buscar homologias partiendo de la secuencia del gen o de la
proteina dieron siempre resultados negativos.
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Cabe destacar que este tipo de analisis basados en el conocimiento del
genoma completo de las levaduras, revela que todos los genes de la ruta de
biosintesis de hemo se encuentran en copia uUnica tanto en S. cerevisiae
como en K. lactis. Desde el punto de vista evolutivo, la aparicion del género
Saccharomyces es posterior a la del género Kluyveromyces y el
establecimiento del género Saccharomyces estuvo precedido de una
duplicacién genémica generalizada (Seoighe y Wolfe, 1998), por este motivo
es muy frecuente que genes que se encuentran en copia unica en K. lactis
presenten dos copias en el genoma de S.cerevisiae. Este proceso evolutivo
estuvo ligado a una transicion desde levaduras con metabolismo respiratorio
a formas con metabolismo fermentativo (lhmels et al, 2005). Si durante esta
adaptacion la presidn selectiva operd para favorecer la posibilidad de llevar a
cabo procesos metabdlicos en ausencia de oxigeno, puede comprenderse
que los genes de la biosintesis de hemo no resultasen duplicados en el
genoma de S. cerevisiae, aunque tampoco pudieron ser eliminados
totalmente, porque el grupo hemo resulta esencial para algunas funciones
que suceden en condiciones anaerdbicas y ademas S. cerevisiae es un
organismo facultativo que puede vivir en presencia y ausencia de oxigeno.
Sin embargo, en S. cerevisiae, algunos genes que son necesarios de forma
aparentemente exclusiva en condiciones aerdbicas, como es el caso de
CYC1 que codifica para iso-1-citocromo ¢, COX5a que codifica la subunidad
V de la citocromo oxidasa 6 AAC1 que codifica el transportador ATP/ADP
mitocondrial presentan duplicados (CYC7, COX5b y AAC3 respectivamente)
que se inducen de forma exclusiva durante el periodo de adaptacion de las
condiciones aerdbicas a las condiciones hipoxicas (Laz et al., 1984; Hodge
et al., 1989; Kolarov et al., 1990). Esta situacion no tiene lugar en K. lactis.

2. El gen KIHEM13 codifica una coproporfirin6geno oxidasa que es
funcional en K. lactis y en S. cerevisiae

La traduccion de la secuencia del gen KIHEM13 revel6 que codifica una
proteina con un gran parecido estructural con otras copropofirinégeno
oxidasas eucariotas. La existencia de datos sobre la estructura terciaria de la
proteina de S. cerevisiae (Phillips et al., 2004) nos permitié analizar
comparativamente la estructura de la CPO de K. lactis en referencia a la de
S. cerevisiae, pudiendo comprobar que los aminoacidos que se ha
demostrado son importantes para la catalisis se encuentran conservados en
ambas proteinas (Figura R.8).

Que la proteina es funcional en K. lactis quedd de manifiesto por el
hecho de que es posible medir actividad enzimatica CPO en la cepa silvestre
de K. lactis analizada (CBSAKu80) pero que dicha actividad desaparece en
la cepa mutada que contiene un alelo nulo (Figura R.15).

La funcionalidad de la proteina de K. lactis en S. cerevisiae se puso de
relieve por la capacidad de complementacién por parte del gen KIHEM13 del
fenotipo de ausencia de crecimiento en un medio sin suministro de hemina
que presenta un mutante Ahem13 de S. cerevisiae (Figura R.9).
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Cabe senalar que tanto las medidas de actividad CPO en la cepa
silvestre y mutante Ahem13 de K. lactis como la complementacién del
mutante Ahem13 de S. cerevisiae se realizaron en condiciones aerobias, en
las que los niveles de expresion del gen son muy bajos. Aunque los niveles
de mRNA son muy bajos en estas condiciones, resultan suficientes para que
los niveles de proteina sintetizada sean adecuados para que pueda ejercer
su funcion.

3. Los puntos de inicio de la transcripcion de KIHEM13 y su posicion
relativa respecto a las cajas TATAy alos TICs

Los analisis de primer extension realizados permitieron localizar una
serie de puntos de inicio de la transcripcion para el gen KIHEM13.

El inicio exacto de la transcripcion por la RNA polimerasa Il requiere no
sélo de la polimerasa, sino también de un grupo de factores generales de la
transcripcion (GTFs, General Transcription Factors), que incluyen a la
proteina de unién a TATA (TBP, TATA Binding Protein), TFIIB, TFIIE, TFIIF y
TFIIH y otros factores (Hampsey, 1998). La existencia de analogos para los
GTFs en diferentes especies de eucariotas sugiere que la transcripcion
mediada por la RNA polimerasa Il es un proceso altamente conservado. Sin
embargo, existe un rasgo peculiar que diferencia a S. cerevisiae de los otros
eucariotas: la determinacion del sitio de inicio de la transcripcion. En los
eucariotas superiores, la transcripcion comienza generalmente a una
distancia fija de unos 30 pb en posicién 3" a la caja TATA (Giardina y Lis,
1993) y empleando un unico sitio de inicio. En S. cerevisiae, por el contrario,
el inicio de la transcripcién ocurre dentro de una region situada entre 40 y
120 pb en direccion 3" de la caja TATA, y a menudo con multiples sitios de
inicio (Chen y Struhl, 1985).

Como es caracteristico de muchos genes de levaduras (Healy vy
Zitomer, 1990) existen varios sitios de inicio de la transcripcién para
KIHEM13 (Figuras R.16 y R.17). Algunos de los puntos de inicio de la
transcripcion detectados mediante primer extension se encuentran entre los
dos ATG en pauta correspondientes a la primera y segunda metionina de la
ORF, por este motivo se ha utilizado como referencia (+1) el segundo ATG
de la ORF para posicionarlos (Figura R.18). Con este criterio, los puntos de
inicio de la transcripcién se han localizado en las posiciones -243, -236,
-225, -111 y -101. Las posiciones -111 y -101 parecen preferentes al analizar
la intensidad relativa. Al buscar cajas TATA que se ajusten al consenso
aceptado en levaduras (TATANA) en posicion 5° respecto de los puntos de
inicio de la transcripcion hallados experimentalmente, localizamos una serie
de cajas TATA en posiciones, -506, -459, -397, -382, -265, -200, -136. Por
su posicién relativa, alguna o varias de las cajas TATA situadas en -459,
-397 y -382 podrian estar condicionando la seleccion de los puntos de inicio
desde -243 a -225, mientras que las cajas TATA de las posiciones -200 o
-136 podrian condicionar la seleccion de los puntos de inicio de la
transcripcion que se detectan con mayor intensidad en posiciones -111 y
-101.
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La determinacién de los puntos de inicio de la transcripcion se realizé
en el contexto de este trabajo con un doble objetivo. Por una parte
determinar el tamafo del promotor minimo no regulado, entendiendo como
tal la region que contiene los sitios para la unién de la proteina TBP (cajas
TATA) y los factores transcripcionales generales que permiten ensamblar el
complejo activo de la RNA polimerasa Il. Este promotor minimo puede
utilizarse como control para estudiar determinadas secuencias reguladoras
adicionales que actuan en la induccién o represion del gen mediante la unién
a factores reguladores especificos activadores o represores. Los resultados
obtenidos sugieren dos posibilidades, que el promotor minimo conste de al
menos 459 pb si se utiliza el primer cluster de puntos de inicio de la
transcripcion (-243 a -225), o que conste unicamente de al menos 200
nucledtidos si se utiliza el segundo (-111 a -101). Como se vio al analizar los
resultados, los sitios de inicio de la transcripcion de las posiciones -111 vy -
101 no sélo son los que presentan una intensidad mayor sino que dirigen la
transcripcion en todas las condiciones ensayadas, aerobiosis, hipoxia e
hipoxia con suplemento de hemina (figura R.16). Esto sugiere que tanto la
transcripcion basal en condiciones aerobias (reprimida o no inducida) como
la transcripcion incrementada en condiciones hipdxicas (desreprimida y/o
inducida) comienza mayoritariamente desde estas posiciones. En cambio, el
inicio de la transcripcion desde la posicidn -225 sélo era observable en
condiciones de hipoxia (figura R.17). Esto sugiere que en estas condiciones
pueda producirse adicionalmente un transcrito mayor cuya aparicion esta
regulada por la disponibilidad de oxigeno y hemo, ya que la adicién de
hemina al medio de cultivo producia la desaparicion de este sitio. Sin
embargo el significado funcional de este sitio regulado no resulta facil de
interpretar ya que, minoritariamente, en todas las condiciones de cultivo
ensayadas aparecen también transcritos mayores probablemente iniciados a
partir de los sitios que ocupan las posiciones -243 y -236.

Ademas, el conocimiento de los puntos de inicio de la transcripcion
puede resultar util, en el caso del gen KIHEM13, para determinar si la
traduccioén de la proteina se produce desde el primer coddn de inicio de la
traduccion (TIC) o desde el segundo. El hecho de que los sitios de inicio de
la transcripcidn mayoritariamente utilizados se encuentren en posicién 3’
respecto del primer TIC indica que sera el segundo TIC el que pueda ser
utilizado en la traduccién de la mayoria de las moléculas de mRNA. Esto no
descarta la posibilidad de que, en una proporcion menor se originen
transcritos que puedan contener el primer TIC. Tanto los datos de primer
extension como los obtenidos a partir del estudio del cDNA de KIHEM13
indican que al menos en algunos transcritos estan presentes los dos
codones de inicio (Figuras R.17, R.18, R.19 y R.20).

4., KIHEM13: ORFy CDS

En la mayoria de los genes de levaduras los conceptos de ORF (Open
Reading Frame 6 trama abierta de lectura) y CDS (CoDing Sequence 06
secuencia codificadora), aunque no son sinénimos, representan la misma
realidad ya que la region que se traduce a proteina incluye la totalidad de la
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pauta abierta de lectura desde el primer ATG hasta el codén de parada. Sin
embargo, en el caso de KIHEM13, algunos datos obtenidos en este trabajo
nos hacen cuestionarnos si para este gen la CDS coincide con la ORF.

En primer lugar, como se ha comentado en el apartado anterior, la
mayoria de los transcritos de KIHEM13 van a contener unicamente el
segundo TIC, lo que descarta en ese caso la coincidencia de ORF y CDS
simplemente porque la primera parte de la ORF no estaria presente en el
MRNA que va a ser traducido.

Por otra parte, de la presencia de los dos TICs en algunos transcritos
minoritarios de KIHEM13 tampoco puede concluirse que vaya a iniciarse
necesariamente la traduccion a proteina desde el primero. Los mecanismos
mediante los cuales un ribosoma se une al MRNA y selecciona el punto de
inicio de la traduccion (TIC) difieren en procariotas y eucariotas. Los TICs en
los mRNA policistrénicos de procariotas se seleccionan mediante un
mecanismo de reconocimiento de bases complementarias entre el rRNA y el
MRNA. En los mRNA procariotas los codones de inicio estan precedidos por
una secuencia rica en purinas (ACCUCCUUA) denominada secuencia de
Shine-Dalgarno (SD) que forma enlaces de hidrégeno de tipo Watson y Crick
con secuencias complementarias en el rRNA de 16S (Steiz y Jakes, 1975;
Brink et al., 1995; Jacob et al., 1987). En los organismos eucariotas, el
reconocimiento de los TICs se produce mediante un mecanismo de
escaneado de la regiéon 5" no traducida del mRNA (5'UTR) por parte del
ribosoma, lo que en la mayoria de los casos produce el reconocimiento del
primer ATG presente en el mMRNA como codon de inicio de la traduccion
(Kozak, 1998). Sin embargo, la seleccidon de TICs en los mRNA eucariotas
en algunos casos escapa a esta regla (primer AUG=TIC) y se han propuesto
tres modelos distintos de escape: escaneado deficiente dependiente del
contexto (proceso denominado como leaky scanning), reinicio e iniciacion
interna directa (revisado por Kozak, 2002).

El leaky scanning, frecuente en mamiferos, se produce porque el
primer AUG no es reconocido en el 100% de los casos y la traduccion se
iniciara también desde el segundo, que probablemente presente un contexto
mas adecuado (adecuacion a la secuencia de Kozak: GCCRCCaugG). En
S. cerevisiae se habia descrito que la necesidad de concordancia con la
secuencia de Kozak no era determinante para la seleccion del codon AUG
(Donahue y Cigan, 1988) y por tanto la importancia del mecanismo del leaky
scanning seria minima. Sin embargo, en S. cerevisiae pueden encontrase
ejemplos de genes que presentan un doble sitio de inicio para la traduccion
mediante leaky scaning, por ejemplo el gen que codifica para la glutation
reductasa (Outten y Culotta, 2004) En S. cerevisiae el consenso Kozak
especifico tiene la secuencia 5" HAWAAUGUCU3’, siendo la A en posicion -
3 la mas importante (H: A, C 6 U; W: A 6 U). Al comparar esta secuencia con
las que rodean los dos AUG en el mRNA de KIHEM13, se puede observar
que en ambos casos las coincidencias con un contexto adecuado son muy
escasas (3 de 7 alrededor del primer TIC y 2 de 7 alrededor del segundo) y
en ninguno de los dos casos aparece conservada la A en posicion -3 (Tabla
D.1). Esto nos sugiere que la probabilidad de produccion de dos proteinas
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diferentes a partir de los transcritos de mayor tamafo de KIHEM13 mediante
leaky scanning es muy pequefa.

Tabla D.1. Comparacion del consenso Kozak en levaduras y las regiones préximas a los
dos primeros codones de inicio de la traduccion (TIC1 y TIC2) de KIHEM13. +: ajuste al
consenso; -: no se ajusta al consenso. H: cualquier base menos G; W: A 6 U.

Consenso H A W A A U G U C ]
TIC1 u G A A A U G A G A
Ajuste + - + + TIC1 - - -
TIC2 U G C G A U G A C A
Ajuste + - - - TIC2 - + -

El mecanismo de reinicio consiste en que una vez que el ribosoma ha
traducido una pequefia ORF (menor de 30 codones) situada 5 (upORF)
respecto al verdadero TIC funcional y ha alcanzado el codon de parada de
dicha ORF, la traduccion se reinicia en un AUG situado a una cierta distancia
en posicion 5. En este caso a partir del mRNA se obtiene un pequefio
péptido y una sola proteina funcional. El reinicio en eucariotas es mas eficaz
si entre la sefial de parada de la upORF y el codon AUG existe al menos una
distancia de 79 nucledtidos (Kozak, 1987). Al analizar la region 5’'UTR de
KIHEM13 pudimos comprobar que existen dos upORFs y que la mas
pequefa podria cubrir las expectativas de un mecanismo de re-inicio que
sucediese unicamente desde el segundo TIC de KIHEM13, ya que tiene
menos de 30 codones y su coddén de stop esta situado a una distancia limite
(78 pb) respecto del primer TIC (figura D.1) lo que podria condicionar el salto
del ribosoma hasta el segundo TIC. Sin embargo, al superponer las
posiciones de los sitios de inicio de la transcripcion, pudimos observar que
ninguna de estas dos upORFs estaria presente en el transcrito mayor. Por
tanto la seleccion del segundo TIC mediante un proceso de reinicio parece
también poco probable. El proceso de inicio interno directo requiere la
presencia de elementos IRES que no se han detectado en la region 5UTR
de KIHEM13.

-557 CCATCAATGTCGTATCTTGAATGTATGTTGGTTCAGCCTCTATTTCTCTCGTAGATAGTA
-497 GTATGTTCGAATGGTTCCACTTGACCTTTTTTTTTCAGTATATACGGTTTAACACTAAAC
-437 GAATGCTGACGCCTATGTCTCCGTTTCAGACCATAATAATGATACAGTAGTGTATTATAT
-377 TCATCTTGTGGTGCTCGGACTGCCACTATTGTGATGAGATTCTTGTATCTCGTATCTTTT
-317 CCTCTTCCTGTATGCGGTGGAAACTAGCTAGCCTTTTTTCTTCAATTACCTTTATCCAAA
-257 TTATCACCAGGTCTGAATCTTGAAGTCTGCTTECTTTTTGGATTTTTTTTTTTTGACTAT
-197 ATTAACGAAAGTGAATTATTCCATTCGACTCACCAACTGAAATGAGAAGAGAAGCATTGG
-137 ATCTATACTGCCCTTTTCTCTCCAATCAAGCAGAATCATTGATAAAACTTTACATCCAGT
- 77 ATACTTGTCTGGTAAAGCAAACAGAAACTCAACGACCGGTTCATCTTAACACACATTCTA
- 17 AATATTATCATTGTGCGATG

Figura D.1. Localizacion de pequefias upORFs en la region 5° UTR de KIHEM13 y su
disposicion relativa respecto a los sitios de inicio de la transcripcion (obtenidos en
aerobiosis y en por encima del primer ATG y en @aerobiosis los que se
encuentran por encima del segundo ATG) determinados experimentalmente. En negrita los
puntos de inicio y parada de las upORFs.

De los analisis expuestos podemos deducir que si a partir del gen
KIHEM13 se pudiesen originar dos proteinas de distinto tamano, se deberia
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con mayor probabilidad a mecanismos que afectan a la seleccion de los
sitios de inicio de la transcripcion o a modificaciones post-transcripcionales
qgue a modificaciones de la seleccion de los TICs durante la traduccion.

En el presente trabajo no hemos analizado de forma directa si se
producen efectivamente dos proteinas diferentes, aunque fusionando las
respectivas ORFs y los primeros codones adyacentes desde ambos TICs al
octavo codon de la f-galactosidasa es posible obtener proteinas hibridas
con diferente actividad enzimatica. Los datos de fusion de regiones 5 de
KIHEM13 al gen reportero lacZ realizadas desde la ORF del primer TIC
muestran una pobre actividad f-galactosidasa si las comparamos con las
obtenidas para las realizadas utilizando como punto de partida el segundo
TIC. Mientras que para la deteccidbn de las primeras actividades fue
necesario realizar extractos proteicos crudos y se tuvo que afadir gran
cantidad de proteina, en las segundas, la actividad p-galactosidasa era
detectable facilmente en permeabilizados celulares. Esta observacién es
compatible con varias interpretaciones. La primera de ellas es que en todas
las condiciones analizadas (aerobiosis/hipoxia) se utilicen preferentemente
los sitios de inicio de la transcripcién localizados entre ambos TICs, por este
motivo las construcciones carentes de ellos sélo podrian iniciar la
transcripcion desde regiones localizadas en posiciones 5 y menos
eficientes, originando en consecuencia una menor produccién de proteina y
una menor actividad. Una segunda interpretacion podria basarse en la
consideracion de que la region comprendida entre el primer TIC y el segundo
contenga no sélo elementos necesarios para el inicio de la transcripcion sino
también algun elemento regulador positivo.

5. La actividad CPO de K. lactis en condiciones aerobias se recupera
mayoritariamente en la fraccion soluble no unida a membranas

Como se ha comentado en el apartado anterior es posible considerar
dos TIC como iniciadores de la traduccién de KIHEM13. La lectura de
aminoacidos derivada de la traduccion a partir del segundo TIC produce un
alineamiento clustal con otras CPOs de levaduras (Figura R.7) que abarca la
totalidad de la secuencia. Sin embargo la traduccion desde el primer TIC
produce una ausencia total de alineamiento en el extremo amino. Sin
embargo, este extremo amino muestra un alineamiento mejor con CPOs de
eucariotas superiores (Figura R.8).

Diversas consideraciones nos llevaron a plantearnos si esta
prolongacion amino terminal obtenida a partir del primer TIC podia contener
una secuencia sefal que dirigiera a la proteina hasta la mitocondria. Por una
parte las CPOs de levaduras son citosélicas, mientras que las CPO de
mamiferos son mitocondriales. Por otra parte, algunos genes, como el que
codifica la glutation reductasa, que en S. cerevisiae estan duplicados y dan
lugar a dos isoformas distintas de la proteina, una citosdlica y otra
mitocondrial, en K. lactis s6lo presentan una copia, pero a partir de ella se
generan dos isoformas citosélica y mitocondrial (Outten y Culotta, 2004).
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Cuando la regiéon amino terminal de la proteina de K. lactis derivada del
primer TIC se someti®é a analisis mediante programas informaticos que
predicen localizacién subcelular no se obtuvo evidencia de que pudiese
contener una secuencia de importe a la mitocondria. Por ejemplo, utilizando
el programa TargetP Server (Emanuelson et al., 2000; Nielsen et al., 1997;
http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) la probabilidad de destino
mitocondrial para la CPO de K. lactis fué sélo de 0,052, mientras que las
probabilidades calculadas para las CPO humana y de ratén (en ambos
casos se ha demostrado su localizacion mitocondrial experimentalmente)
con este mismo programa fue de 0,458 y 0,424 respectivamente.

El hecho de que la CPO de K. lactis sea mayoritariamente citosoélica
estd apoyado, al menos en condiciones aerdbicas, por las medidas de
actividad coproporfirnégeno oxidasa que se muestran en la figura R.15,
donde se observa la presencia de actividad CPO en una fraccién libre de
membranas y organulos. En la fraccion membranosa no se recupero apenas
actividad (datos no mostrados). Sin embargo no tenemos todavia una
evidencia experimental de que en otras condiciones de cultivo, por ejemplo
en hipoxia, no puedan producirse formas mitocondriales.

6. Laregulacion transcripcional de KIHEM13

Datos anteriores a este trabajo habian puesto de manifiesto que
KIHEM13 se comporta como un gen hipéxico (Gonzalez-Dominguez et al.,
2000). Estos datos han sido también corroborados en este trabajo utilizando
la cepa MW190-9B tanto mediante Northern (Figura R.29) como mediante
fusiones del promotor al gen informador lacZ (Figuras R.25 y R.23). En
condiciones aerdbicas la ausencia de hemo intracelular, en un mutante
AKlhem1, provoca un incremento en la expresion del gen (Gonzalez-
Dominguez et al., 2000), mientras que en condiciones hipoxicas la adicion
de hemo exdégeno no tiene ningun efecto (Gonzalez-Dominguez et al., 2000
y Figura R.29).

En este trabajo hemos secuenciado una amplia regién 5'UTR del gen
KIHEM13 y los analisis in silico realizados sobre dicha secuencia revelan
que contiene numerosos consensos para factores reguladores implicados en
la respuesta aerobiosis/hipoxia en levaduras (Tabla R.11 y Figura R.22).

En S. cerevisiae, el gen HEM13 también se comporta como un gen
hipoxico y el circuito regulador mejor conocido esta basado en la represion
aerobica del gen (Keng, 1992; Zagorec et al., 1988). En este mecanismo de
represion participan los factores Hap1, Rox1, Mot3, Tup1 y Ssn6. Hap1 es
un factor regulador de la transcripcidon que en ausencia de hemo se
encuentra unido a otras proteinas formando un complejo que lo mantiene
inactivo. Cuando se une a él una molécula de hemo se desencadenan una
serie de cambios conformacionales que dan lugar a su activacion (Lan et al.,
2004; Hon et al., 2003; Lee et al., 2002; Hon et al., 2000). La activacion de
Hap1 dependiente de hemo provoca que se active la transcripcion de una
serie de genes entre los que se encuentra ROX1. La proteina Rox1 es un
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represor que, ayudado por otro factor denominado Mot3, reprime de forma
finamente modulada la expresion de genes hipdxicos en aerobiosis entre
ellos HEM13 (Klinkenberg et al., 2005). Tup1 y Ssn6 forman un complejo
co-represor que no tiene capacidad directa de union al DNA pero que al ser
reclutado hasta el promotor por los factores transcripcionales especificos (en
este caso Rox1 y Mot3) modifica la transcripcion mediante interacciones con
el complejo de la RNA polimerasa Il y mediante efectos directos sobre la
estructura de la cromatina (Zhang y Reese, 2004; Mennella et al., 2003;
Davie et al., 2003; Davie et al., 2002; Smith y Johnson, 2000).

En la regién 5’ de KIHEM13 se han localizado una serie de secuencias
que encajan con los consensos definidos en S. cerevisiae para la unién de
los factores represores Rox1 y Mot3. En S. cerevisiae se ha descrito que la
principal region represora del gen HEM13 se encuentra formada por un sitio
de union de Rox1 rodeado por tres sitios muy proximos (en un margen de 70
pb) para la unién de Mot3, que contribuyen a estabilizar la union de los
factores represores y a reclutar al complejo co-represor (Klinkenberg et al.,
2005). Sin embargo, este esquema no se ha podido apreciar en el promotor
de KIHEM13, puesto que los posibles sitios para la union de Mot3 se
encuentran bastante alejados de los sitios a los que se podria unir Rox1
(Figura D.2).
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Figura D.2. Distribucion relativa de los consensos para factores reguladores relacionados
con hipoxia localizados en el promotor de KIHEM13 y SCHEM13

En el genoma de K. lactis existen paralogos para los genes que
codifican los factores reguladores Hap1, Rox1, Mot3, Tup1 y Ssn6 (Tabla
R.15). De hecho, algunos de estos factores son objeto de estudio por parte
de ofros investigadores del laboratorio. Respecto a la regulacion
transcripcional de Hap1, Rox1 y Mot3, no parece haber diferencias notables
entre S. cerevisiae y K. lactis. Ya que los factores reguladores existen y
también los consensos sobre el promotor de KIHEM13, quisimos saber si
tenian un papel funcional en la represion aerdbica de este gen. Teniendo en
cuenta que Rox1 es un punto clave en el circuito regulador en el que estan
implicados todos estos factores, el efecto esperado tras la eliminacion de
Rox1 consistiria, si el mecanismo funciona sobre el promotor de KIHEM13,
en un incremento de la expresion aerobia de KIHEM13. En una primera
aproximacion, utilizamos un analisis de expresién heteréloga en una cepa
Arox1 de S. cerevisiae (Tabla R.10) y comprobamos que no se producia el
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efecto esperado. Este resultado indicaba que el factor Rox1 de S. cerevisiae
no ejercia un efecto represor sobre el promotor de KIHEM13, al menos en el
fondo genético utilizado. Pero dada la escasa homologia que existe entre el
factor Rox1 de S. cerevisiae y el de K. lactis y que esta limitada al dominio
HMG (Figura R.27), la ausencia de respuesta observada podia deberse a la
divergencia entre los factores de K. lactis y S. cerevisiae. Sin embargo,
cuando se pudo disponer de una cepa de K. lactis con el gen ROX1
delecionado y se comparé mediante Northern la expresién de KIHEM13 en el
mutante y la cepa silvestre, se obtuvo el mismo resultado (Figura R.29). Por
otra parte en ninguna de las fusiones al gen reportero lacZ analizadas
(Figuras R.25 y R.23) hemos podido observar una desrepresién en
condiciones aerobias, a pesar de que en algunas de ellas se habian
eliminado potenciales sitios para la unidon de Rox1. Todos estos datos
indican que la baja expresion aerobica de KIHEM13 no se debe a un
mecanismo represor mediado por Rox1. Si esto depende de la diferente
distribucion topoldgica de los consensos para la union de Rox1 y Mot3 en su
promotor tendra que ser dilucidado en posteriores estudios. En S. cerevisiae,
el papel de Mot3 en la represibn mediada por Rox1 se sabe que tiene
distinta importancia en funciéon de los genes analizados (Klinkenberg et al.,
2005; Sertil et al., 2003; Kastaniotis et al., 2000), pero por el momento
siempre se ha considerado a Rox1 como el que tiene un efecto represor mas
fuerte y no aparecen descritos en la bibliografia casos en los que Mot3
pueda actuar como represor independiente de Rox1. Seran necesarios
futuros analisis, utilizando cepas de K. lactis delecionadas en Mot3 o dobles
mutantes AKIrox1AKImot3, para determinar si en el promotor de KIHEM13 la
represion puede estar mediada por Mot3 de forma prioritaria, o por otros
reguladores negativos.

Oftra alternativa para interpretar el patrén de expresion transcripcional
de KIHEM13 (baja expresion en aerobiosis y mayor en hipoxia) consistiria en
suponer que la expresion aerdbica es una expresion basal no regulada que
se ve inducida en hipoxia por factores reguladores positivos. Otras
secuencias potenciales para la unién de factores de transcripcion
relacionados con la regulacién en respuesta a oxigeno que se encontraron
en la regiéon 5’ de KIHEM13, son los sitios AR1 (Figura R.22 y Tabla R.11). A
los sitios AR1 en S. cerevisiae y en hipoxia se une el factor Upc2 que esta
implicado en la regulacién de los genes anaerébicos de la familia DAN
(Abramova et al., 2001a, 2001b; Cohen et al., 2001; Sertil et al., 1997).
También se han localizado secuencias LORE (Figura R.22 y Tabla R.11) a
las que, en S. cerevisiae, se une un complejo regulador del que forma parte
la proteina Mga2 y otros factores todavia no caracterizados, activando la
expresion del gen hipoxico OLE1 (Jiang et al., 2001, 2002).

Respecto a una posible activacion hipoxica de KIHEM13 mediada por
Upc?2 a través de los sitios AR1, podemos descartarla porque dicho factor no
se encuentra presente en el genoma de K. lactis (Tabla R.15). Aunque es
cierto que existe un homdlogo, Ecm22. Sin embargo, en otras levaduras la
funcidn de ambas proteinas esta relacionada solo a nivel de la regulacién de
genes de la biosintesis de esteroles (Davies et al., 2005; Shianna et al.,
2001).
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El factor Mga2 existe en el genoma de K. lactis (Tabla R.15) aunque en
las condiciones ensayadas en este trabajo no hemos podido comprobar que
su expresion se incremente en hipoxia como sucede en S. cerevisiae (Tabla
R.17). Si Mga2 tiene un efecto activador sobre la expresion hipdxica de
KIHEM13 a través de los sitios LORE presentes en su promotor, su delecion
debiera producir un descenso en los niveles de expresion en estas
condiciones. Un analisis de expresion heterdloga de KIHEM13 en una cepa
AmgaZ2 de S. cerevisiae (Tabla R.10) no produjo el efecto esperado. El grado
de conservacion que existe entre las proteinas Mga2 de K. lactis y
S. cerevisiae es grande (Tabla R.15), pero hay que tener en cuenta que en
S. cerevisiae este factor no se une de forma directa a las secuencias LORE,
sino que otros factores son necesarios para que se produzca la unién al
DNA de los promotores regulados. Como estos factores adicionales todavia
no han sido caracterizados en S. cerevisiae desconocemos si se encuentran
también presentes en el genoma de K. lactis o no. Tampoco disponemos por
el momento de una cepa de K. lactis con el gen MGA2 delecionado y que, si
se obtiene, puede resultar muy util para aclarar algunos aspectos sobre la
regulacion de KIHEM13. Los datos de las fusiones de regiones promotoras al
gen reportero lacZ que se muestran en la figura R.25 indican que la
construccion menor (PM), que contiene un sitio LORE incompleto, conserva
en hipoxia aproximadamente un 80% de la actividad medida para el
promotor completo (P2). Este dato, aunque de forma indirecta, sugiere que
la regulacion puede ejercerse a través de un mecanismo de activacion
hipoxica no dependiente de MgaZ2. La region que mayor importancia parece
tener en la expresion hipoxica es la comprendida entre la posicién -443
(limite superior de la construccion PM, figura R.24) y el promotor minimo (de
-200 a +1) estimado en relacién con los sitios de inicio de la transcripcion en
las posiciones -101 y -111. También comparando los elementos comunes de
las construcciones PM (Figura R.24) y D4 (Figura R.22), y puesto que ambas
responden a hipoxia, puede determinarse la region -443 a -559 (respecto al
segundo ATG) como importante para la regulacion.

Si se compara la construccion SX con P2, la diferencia de actividad en
condiciones hipdxicas es muy pequena (en torno al 8%). Este dato no
respondié a las expectativas reguladoras que hipotéticamente habiamos
atribuido a esta region promotora. En la regién que diferencia a ambas
construcciones (de -1202 a -650) existe una  secuencia
(ATAGGCACGGTAYT) que esta muy bien conservada cuando se comparan
los promotores de HEM13 en S. cerevisiae y K. lactis (Tabla R.12) y que
ademas presenta unas caracteristicas de repeticion simétrica inversa que se
producen a veces en regiones reguladoras, sin embargo su papel en la
regulacion aerdbica o hipéxica de KIHEM13 no parece ser relevante.

Finalmente, en la region 5 de KIHEM13 se han localizado posibles
sitios para la union de otros factores de regulacion transcripcional. Es el caso
de los sitios de unidn para el complejo Hap2/3/4 (consenso CCAAT) (Figura
R.22 y tabla R.11). Hap2/3/4 es un factor activador en respuesta a
hemo/oxigeno y/o crecimiento en fuentes de carbono no fermentables. El
primero de estos sitios en posicion 5 puede ser responsable de la mayor
actividad f-galactosidasa que presenta la construccion P (Figura R.23)
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cuando las células son cultivadas en un medio que contiene como fuente de
carbono lactato al 2%, un sustrato no fermentable.

7. La regulacion hipoxica de la biosintesis de hemo en K. lactis a
nivel transcripcional y el metabolismo de levaduras fermentadoras
o respiradoras

En S. cerevisiae algunos de los genes de la biosintesis de hemo estan
regulados a nivel transcripcional por oxigeno/hemo. HEM13 responde a
hipoxia en mayor medida que HEM14 y HEM15 pero todos ellos incrementan
su expresion en hipoxia (Kwast et al., 2002). En K. lactis también KIHEM13 y
en menor medida KIHEM14 responden a hipoxia (Tabla R.20). La principal
diferencia a nivel transcripcional se produce para el gen HEM1 que es
constitutivo en S. cerevisiae y esta inhibido por hemo en K. lactis.

En este sentido las diferencias en el metabolismo respiro-fermentativo
de las levaduras K. lactis y S. cerevisiae no parecen producirse por
diferencias en la disponibilidad de hemo dependientes de procesos de
regulacion transcripcional de los genes implicados en su biosintesis. La
proteina o-aminolevulinato sintasa, codificada por HEM1, en K. lactis sufre
un proceso de regulacion por hemo durante el importe a la mitocondria que
no sucede para la proteina de S. cerevisiae (Gonzalez Dominguez et al.,
2001). Carecemos de datos sobre si las proteinas codificadas por los genes
KIHEM14 y KIHEM15, tienen localizacién mitocondrial (como sucede en S.
cerevisiae) y si en este caso el proceso de importe también se encuentra
regulado por hemo como sucede para KIHEM1. Los niveles de hemo
dependen no solo de la tasa de biosintesis sino también de la de
degradacion y este proceso metabdlico por el momento tampoco ha sido
explorado en K. lactis para poder establecer comparaciones con S.
cerevisiae. Por otra parte, otros procesos metabdlicos relacionados con la
necesaria reoxidacion del NADPH generado en el citoplasma a través del
ciclo de las pentosas fosfato estan resultando muy importantes a la hora de
interpretar las diferencias metabdlicas entre S. cerevisiae y K. lactis (Tarrio
et al., 2006).
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El gen KIHEM13 clonado a partir de una genoteca de la levadura
Kluyveromyces lactis se encuentra en copia Unica en el genoma de la
levadura y codifica una proteina con gran homologia con
coproporfirinégeno oxidasas eucariotas.

El gen KIHEM13 complementa la mutacion Ahem13 de una cepa de
S. cerevisiae, o que demuestra que la proteina codificada por este gen
de K. lactis, no sélo tiene un gran parecido estructural con la de
S. cerevisiae sino que también su funcion esta conservada.

Una cepa haploide de K. lactis con el alelo KIHEM13 delecionado es
incapaz de crecer en un medio que no esté suplementado con hemina
y carece de actividad coproporfirinbgeno oxidasa.

En la region 5° de KIHEM13 se han detectado varios puntos de inicio
para la transcripcion. Los dos mas intensos se han localizado en las
posiciones -111 y -101 respecto al segundo ATG de la ORF y situados
en posicién 3 respecto al primer ATG de la ORF. También se han
localizado otros puntos de inicio de la transcripcion, menos intensos, en
posiciones -277, -243, -236 y -225 respecto al primer ATG de la ORF.
Este Ultimo sOlo se detecta en condiciones de hipoxia, pero no en
aerobiosis o0 en hipoxia con suplemento de hemina.

La expresion heterdloga de KIHEM13 no se ve alterada en cepas de
S. cerevisiae derivadas de la cepa BY4741 y mutantes para los genes
reguladores ROX1 y MGA2, relacionados con la respuesta a hipoxia.

El promotor de KIHEM13 contiene consensos para varios factores
reguladores relacionados con la represion aerébica y la induccién
hipéxica en levaduras. Cuando se realizan fusiones de distintas
regiones del promotor al gen reportero lacZ se comprueba que la
region comprendida entre el primer y segundo ATG de la ORF es
imprescindible para que se produzca la transcripcion a elevados niveles
en hipoxia. Estos datos indican que los puntos de inicio de la
transcripcion en posiciones —111 y —101 respecto al segundo ATG son
mayoritariamente utilizados tanto en condiciones aerdbicas como
hipoxicas. La regién que controla la expresion hipdxica a partir de
dichos puntos de inicio queda mayoritariamente delimitada en la regiéon
-559 (D3) a -443 (PM) respecto del segundo ATG de la ORF.

El factor regulador Rox1l de K. lactis no actia como represor de la
expresion aerdbica de KIHEM13 en las condiciones ensayadas.

La transcripcion de otros genes de la ruta de biosintesis de hemo que
no habian sido estudiados previamente, KIHEM2, KIHEM3, KIHEM4 y
KLHEM15, no esta regulada por la disponibilidad de oxigeno y
Unicamente KIHEM14 muestra una ligera induccion tras seis horas de
hipoxia en las condiciones ensayadas.
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ANEXO

En este anexo se muestra la secuencia obtenida en este trabajo, en la que
se han marcado los dos posibles codones de inicio de la traduccién de
KIHEM13 y el de KIRPC11, asi como sus respectivos codones de parada (en
MENY). KIRPC11 se encuentra en la hebra complementaria por lo que su
coddn de parada (CTA) se encuentra antes que el codon de inicio (CAT) en
esta secuencia (5>3’). Igualmente sobre esta secuencia se han posicionado
los cebadores utilizados en las diferentes técnicas llevadas a cabo en el
presente trabajo. La flecha indica la direccion (5'>3") en la que se ha
disefiado el cebador y la letra inicial de su hombre se encuentra debajo del
primer nucleétido de su secuencia.

5-

10 20 30 40 50 60
ACTTTCTATTTTCTTACGACGAAGTTTGTTATTATTTTTTTTGGCATGGAAGGAACGCGA
ECV349M mmp ECV164M mmp
ECV309M memp ECV184M mmmp
ECV163M memp
ECV261M mmp
70 80 920 100 110 120

TCTTCAGCTTGAAATAAGTTATCACTGAAAAACAAAGCCAGTAGAAAACATGAGCACAGT

130 140 150 160 170 180
GTATTCTTTGACTCTCACGGCTACATTACAAGAAATGTATCTAACTGTATGGAGCTAATA

190 200 210 220 230 240
CTATTTGATACCATACTACCAAGGTTCATGTTAACAAGCTAGTAGGTCTATTGTTTTCTA

250 260 270 280 290 300
ATTGTTTCTGTGTATATTGTATTCCAATCGGCACTTACGTGGCATACACGGAAAGAAAAC

310 320 330 340 350 360
CAGGAAGACCCTTTTTCTCTCATAGAAAGTCATGAGAATCATAAACTGAAAAGAGGAACG

370 380 390 400 410 420
ATAGGGATTCGAACCCCGGCTTGTTACTGCTCACCTGTCAACACGTGATCCCGACTTTTA
ECV136M mmp

430 440 450 460 470 480
TAAAAAAGCAAAAAAGCGGCTACTACTCATTTCTCGAAACTTTTCAGTTTGCATGAACCC
ECV155M mmp

490 500 510 520 530 540
TCGAACCGCGCGCTCGGTTACCACAAACACATCACCTAATATGCATTAGCCTAAGCTGAC
ECVI5S6M mump

550 560 570 580 590 600
ATAATCAAAATTTCGTATCCTAGCTGTCATTCATCGTAACTGCCAACCTCGTATTGATAA
ECV396M mmp

610 620 630 640 650 660
TAGGCACGGTACTCCGAGCATATCACTCGATAGCCTTTTCTTGACCCAATTTTACTCGCT
EC

670 680 690 700 710 720
CCATCAATGTCGTATCTTGAATGTATGTTGGTTCAGCCTCTATTTCTCTCGTAGATAGTA
V157M mmp ECV
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170

730 740 750 760 770 780
GTATGTTCGAATGGTTCCACTTGACCTTTTTTTTTCAGTATATACGGTTTAACACTAAAC
158M mmp ECV395

790 800 810 820 830 840
GAATGCTGACGCCTATGTCTCCGTTTCAGACCATAATAATGATACAGTAGTGTATTATAT
M )

850 860 870 880 890 900
TCATCTTGTGGTGCTCGGACTGCCACTATTGTGATGAGATTCTTGTATCTCGTATCTTTT

E

910 920 930 940 950 960
CCTCTTCCTGTATGCGGTGGAAACTAGCTAGCCTTTTTTCTTCAATTACCTTTATCCAAA
CV129V mmp ECV159M mmp

4= ECV250M

970 980 990 1000 1010 1020

TTATCACCAGGTCTGAATCTTGAAGTCTGCTTGCTTTTTGGATTTTTTTTTTTTGACTAT
ECV160M mmp
4= ECV130M

1030 1040 1050 1060 1070 1080
ATTAACGAAAGTGAATTATTCCATTCGACTCACCAACTGAA@AGAAGAGAAGCATTGG

4=m ECV154M

1090 1100 1110 1120 1130 1140
ATCTATACTGCCCTTTTCTCTCCAATCAAGCAGAATCATTGATAAAACTTTACATCCAGT

1150 1160 1170 1180 1190 1200
ATACTTGTCTGGTAAAGCAAACAGAAACTCAACGACCGGTTCATCTTAACACACATTCTA
1210 1220 1230 1240 1250 1260
AATATTATCATTGTGCGINFEACAGATTCACAAGTGCCAATTAGAGAGAGAATGGAGGCCT
4= ECV394M
1270 1280 1290 1300 1310 1320
TAGTGCGCCGGAAACAGCAAGAAATTACCAAGGGTCTGGAAACTTTGGATACTGTAAAGT
ECV131M mmp
1330 1340 1350 1360 1370 1380
TTCAAGCCGATTCTTGGGATCGTGGCAACAACGGTGGTGGCGGTGTCTCGATGGTGTTGC
1390 1400 1410 1420 1430 1440
AGAATGGTACTACGTTTGAGAAAGGTGGTGTTAATGTCAGTGTGGTTCATGGGAACTTGA
1450 1460 1470 1480 1490 1500
GTCCACCTGCTATCAAGGCTATGAAAGCGGACCACAAAAATTTGCATCTGCCTATTGATC
1510 1520 1530 1540 1550 1560
CTGCAACTGGTGAACCAGATGCAACAGGAGTAAAATTCTTCGCCTGTGGTCTCTCTATGG
4=m ECVI20M
1570 1580 1590 1600 1610 1620

TTATTCATCCAATTAATCCACATGCGCCAACCACCCATTTGAATTATAGGTATTTCGAAA

1630 1640 1650 1660 1670 1680
CCTGGAATGCGGACGGTACACCACAAGCTTGGTGGTTCGGTGGTGGTGCTGATTTAACTC
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1690 1700 1710 1720 1730 1740
CTTCTTATTTGTACGAGGAAGACGCTAAATTGTTCCATCAATTGCACAAGGATGCTTTGG
1750 1760 1770 1780 1790 1800
ACAAAACGGACGTTGCCTTGTACCCAAAATACAAGAAATGGTGCGATGAGTATTTCTATA
ECVO5M mmmp
1810 1820 1830 1840 1850 1860

TCAAACACAGAGAAGAAACCAGAGGTATCGGTGGTATTTTCTTTGATGATGTCGATGATC

1870 1880 1890 1900 1910 1920
GTGATCCAAACGAAATCTTGCAAATGGTTGAAAACTGTTTTGATGCCTTCTTGCCATCTT

1930 1940 1950 1960 1970 1980
ACCTCGAAATCATCAAAAGAAGAAAGGATATGCCTTACACTGAAGAAGAAAGACAATGGC

1990 2000 2010 2020 2030 2040
AACAAATTAGACGTGGCAGATACGTTGAATTCAACCTAGTCCTTGACAGAGGTACTCAAT

2050 2060 2070 2080 2090 2100
TCGGTTTAAGAACTCCAGGATCCCGTGTCGAAAGTATTTTGATGTCTTTGCCTGTGACTG
4= ECVO6N

2110 2120 2130 2140 2150 2160
CTTCGTGGTTGTATGACCATCATCCTGAAGTAGACTCTAGAGAAGATAAATTACTCCAAG

2170 2180 2190 2200 2210 2220
TATTGAAGAACCCTGTTGAATGGGT TIEJAATGCCTTTATTTATGTAACGTCTCATGTATT

2230 2240 2250 2260 2270 2280
TAATTCTTAGTTTCTAATGATCTTAATTTCTTACGCTTCAAAAACCAAGTCGGTCGTTAG

2290 2300 2310 2320 2330 2340
TACCATACAGCGTTGCACGAAATGGTTCTGTCAGGCCGTCGACAATACTTTTATTTTGTC
ECVI2IN mmp
ECV251M mamp

2350 2360 2370 2380 2390 2400
TTGTTCAATCTATTTGTAGATTTATACATTATATTACACTTTGATTCAGAAGAAGTTTCA

2410 2420 2430 2440 2450 2460
TCAAACCCTAACAACTTCCTTTTGCGAGCCTAATGAAAGCGTGATCTACCTTTCATCATT
4= ECVI35N

2470 2480 2490 2500 2510 2520
TGAAAGATTAAGCATGCGTTTTTAGCTGGGCGAGAGACAAATGGCAGCGATTAAAGCCGA

2530 2540 2550 2560 2570 2580
ACATTTATCTTCTTGTCAGTTTTTTGCTCTAAGCGATGTAATAACTGCTAAGAAGATCTA

2590 2600 2610 2620 2630 2640
TAATATTTTGTTTGATGCGTATCGAAATCAAAGTAAATTTCAAAAATACACAATCTIAG

2650 2660 2670 2680 2690 2700
TTCTCTCTCCATTTATGACCACAGTTAACACATTTGTAGAAAGTTGTCATAGGTTCATCT

2710 2720 2730 2740 2750 2760
GCAGATCTGATTTGCAACTGGAAGAAGTAAGCTCTTTCACCCGCACATTGGTCATGGTTC

4=m ECV26
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172

2770 2780 2790 2800 2810 2820
GGACATTGTGCTGCTGTCTGGTCAACATTATCCCATGCACCTTCTCCACCTAAGACATCA
2M 4=m ECV165M

4m ECV185M

2830 2840 2850 2860 2870 2880
TCAACTTCTTTCCTAGGGAGGTTCTTTCTATCGTATACCTCTATCCCATCAATTAAAAAC

2890 2900 2910 2920 2930 2940
TGGTATGGGCATGATCCGCATGCTAGTTTATACAGACCTGAATCAGCTTTTGATACCAAC

2950 2960 2970 2980 2990 3000
AACATGTTATTGCATAATGGGCAAAACGAAAGISICCTACAACTTAATTCTCAATGTCAG

4= ECV133M

3010 3020 3030 3040 3050 3060

ACTCCTCAAACACGATACGTTAACGCACCGTTACCTGCCCATAAGCTCCTTCAACACGTT

3070 3080 3090 3100 3110 3120
ATCGCATACACTCTAAAATGAACCTCATCGCTATAATTATTGAGAGTAGGTTTTAATTCT

3130 3140 3150 3160 3170 3180
TTCCTCATCTCATATAGAAATTTTTCAGAAAAAAAAAAGTAGAGCTTCATGCCTTTAACT

3190 3200 3210 3220 3230 3240
TTGAATCGATATTTATGTTGACATTTAAGGTTTGTATGTCAAATATAGTGTATAGGGTTA

3250 3260 3270 3280 3290 3300
ATACCTGTGGGCGAGGTTTGATAGAAGAACAACTCCCACATTTATAAGTTAGTTTCCATT

3310 3320 3330 3340 3350 3360
CTCTAGACTTTAGAGTATTTGATTATCTTGGAGCGGTTAAACCTTGAAAACATGACGAAG

3370 3380 3390 3400 3410
AAAGAGTGCAGTGATAATGAGGAAGAAGAAGAAGACATTGATATTGGTAAA 3~
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