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1.1. Elementos que intervienen en la regulación transcripcional en

levaduras.

Un punto clave de la regulación de la expresión de genes que codifican

para proteínas es el inicio de la síntesis de mRNA por la RNA polimerasa II.

Muchos de los mecanismos fundamentales de la transcripción dependiente de la

RNA polimerasa II están altamente conservados en los organismos eucariotas y

presentan similitudes con los organismos procariotas.

En la formación del complejo de transcripción participan dos tipos de

elementos, los dependientes de la estructura del DNA en las regiones

promotoras (elementos cis) y el conjunto de proteínas que intervienen en el

inicio de la síntesis de mRNA interaccionando directa o indirectamente con el

DNA (factores trans).

1.1.1. Elementos cis.

Existen dos tipos de elementos cis, aquellos que determinan el sitio de

inicio de la transcripción y aquellós , que determinan la tasa de transcripción

génica. Al primer grupo pertenecen los elementos TATA y los elementos

iniciadores característicos de los promotores sin TATA (TATA less). Los

elementos TATA e iniciador están localizados cerca del sitio de inicio de la

transcripción y representan los sitios de unión para la maquinaria básica de la

transcripción por medio de la proteína TBP de unión a TATA (TATA Binding

Protein) que es el componente principal del factor general de la transcripción

TFIID. La unión de TBP al DNA produce una severa distorsión debido a que las

secuencias de unión que contienen dinucleótidos TA se caracterizan por su

flexibilidad. Esto explicaría la variabilidad de secuencias ricas en AT que

permiten la unión de TBP y la función de la TATA. En promotores sin TATA,

TBP también se une a secuencias situadas a unas 30pb del sitio de inicio de la

transcripción que no tienen ninguna similitud aparente con los elementos TATA

(Kiinzler y col., 1996).

^ 3



Estudio de la región reguladora de KICYCl

En levaduras los sitios de inicio de la transcripción parecen estar

determinados por secuencias específicas y no por la distancia relativa a las cajas

TATA, como sucede en los genes de eucariotas superiores en los cuales la

distancia del elemento TATA es determinante. El espacio entre los elementos

TATA y los sitios de inicio en levaduras (40-120pb) es mucho más flexible y

puede haber varios elementos TATA y varios puntos de inicio de la

transcripción. En eucariotas superiores suele haber un elemento TATA y un sitio

de inicio que aparecen separados por 25 a 30pb (Struhl, 1989).

El factor general de la transcripción TFIIB actúa como puente entre el

elemento TATA y el sitio de inicio del mRNA y resulta esencial para una

selección normal del sitio de inicio in vivo (Pinto y col., 1992). El factor TFIIB

de levaduras y de humanos no es funcionalmente intercambiable, lo cual podría

reflejar las diferentes distancias que hay entre el elemento TATA y el sitio de

inicio de la transcripción en levaduras y en eucariotas superiores (Struhl, 1995).

Al segundo grupo de elementos cis pertenecen las secuencias que son

reconocidas por factores reguladores específicos UAS L,Upstream Activation

Sequenĉes) o URS ( Upstream Repression Sequences), estas últimas también

llamadas operadores. Generalmente la represión es mucho más eficiente cuando

el operador está entre el elemento UAS y la TATA. Los elementos upstream,

UAS y URS, son secuencias de 10 a 30pb localizadas de 20 a 1000pb del

elemento TATA y son reconocidos por factores de transcripción que son

específicos para promotores individuales o grupos de promotores. Estos

elementos contienen sitios únicos o múltiples para la unión de proteínas al DNA,

y, aunque no son esenciales para el inicio de la transcripción, determinan la

regulación de un promotor dado. Los genes sujetos a un control común

comparten elementos upstream mientras que los genes no regulados

coordinadamente contienen diferentes elementos upstream (Struhl 1995).
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1.1.2. Factores trans.

Los factores trans pertenecen a su vez a tres grupos diferentes. Un primer

grupo serían los factores de transcripción generales que constituyen la

maquinaria transcripcional básica junto con la RNA polimerasa II. El segundo

grupo lo constituyen los factores transcripcionales específicos de cada promotor

que serian los responsables de modular los niveles del mRNA que se produce. Y

por último el grupo de los coactivadores o adaptadores.

1.1.3. La maquinaria transcripcional básica.

La RNA polimerasa II está constituída por al menos doce subunidades

codificadas por genes diferentes a lo largo del genoma. Cataliza la transcripción

de todos los genes que codifican para proteínas y también algunos de los RNAs

nucleares pequeños implicados en el proceso de corte-empalme de RNA

(Sentenac, 1985). A pesar de la complejidad estructural que presenta la RNA

polimerasa II, necesita además otras proteínas auxiliares, factores generales de

la transcripción que permiten reconocer las dianas de los promotores y producir

una transcripción basal, y factores reguladores específicos de la transcripción y

coactivadores que modulan los niveles de transcripción (Nikolov y Bukley,

1997).

Uno de los mecanismos iniciales implicados en el control de la actividad de

la maquinaria de transcripción lo constituye la regulación coordinada de la

biosíntesis de las subunidades de la RNA polimerasa II, recientemente descrito

en levaduras (Jansma y col. 1996). En Escherichia coli se ha observado que la

síntesis de las proteínas que constituyen el núcleo de la RNA polimerasa I está

coordinada para mantener Ia estequiometría de cada subunidad en el enzima.

Las dos subunidades mayores de la RNA polimerasa de bacterias, 13 y 13', se

transcriben a partir del promotor de un mismo operón (Yura y Ishihama, 1979).

El estudio de la región upstream de los genes que codifican para las dos

subunidades mayores de la RNA polimerasa II de levaduras, RP021 y RP022

ha mostrado que existen similitudes en el tipo, la organización y la función de

5



Estudio de la región reguladora de KICYCI

los elementos cis que regulan su expresión. En ambos aparecen sitios de unión

para las proteínas multifuncionales Abflp y Reblp y una región rica en T que si

se delecionan, producen un descenso de 10 a 30 veces en los niveles de

expresión. Además, se ha observado que estos elementos se encuentran en los

promotores de otros genes que codifican para otras subunidades de la RNA

polimerasa II, ya sea en conjunto o de manera independiente (Jansma y col.,

1996; Nouraini y col., 1996). En levaduras este t^po de regulación coordinada se

ha observado también en la acción de la proteína Ga14p sobre los promotores de

los genes que intervienen en la ruta del metabolismo de la galactosa (Johnston

1987) y en la acción de las proteínas Abf 1 p y Rap 1 p sobre la expresión de los

genes de proteínas ribosomales (Planta y col., 1995). El factor Abf 1 p también se

ha visto que afecta a la transcripción de los genes RPC160 y RPC40, que

codifican para subunidades de la RNA polimerasa III de S. cerevisiae (Della

Seta y col., 1990).

Los factores generales de transcripción de la RNA polimerasa II se

requieren tanto para un eficiente inicio como para la elongación transcripcional.

Entre estos factores, que están muy conservados en distintas especies desde

Saccharomyces cerevisiae a humanos se encuentran TFIIA, TFIIB, TFIID,

TFIIE, TFIIF y TFIIH. Estos factores han sido aislados originalmente en la

purificación de extractos capaces de reconstituir la síntesis de mRNA in vitro

(Zawel y Reinberg, 1993). Cada uno de ellos consta a su vez de varias

subunidades proteicas. El conjunto de factores generales de transcripción se cree

que está compuesto por aproximadamente 30 polipéptidos (Orphanides y col.,

1996) y se estima que en total, el complejo transcripcional activo está formado

por más de 50 polipéptidos (Kiinzler y col., 1996).

En un principio se asumió un ensamblaje del complejo paso a paso.

Primero se uniría el factor TFIID mediante su subunidad TBP (TATA Binding

Protein) al elemento TATA (Burley y Roeder, 1996) y después se irian

incorporando los múltiples factores para formar finalmente un complejo activo

de pre-inicio de la transcripción (Buratowski y Sharp, 1992). Sin embargo, hay

•
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evidencias de que se produce un ensamblaje anterior en forma de holoenzima

independientemente del promotor (Koleske y Young, 1995; George y col.,

1995). El holoenzima es un complejo que contiéne la RNA polimerasa II

multimérica, los factores generales de transcripción TFIIB, TFIIF y TFIIH

encargados de localizar el promotor y el complejo multimérico SRB

(^uppressors of RNA polimerase B proteins) o complejo proteínico mediador

requerido para una regulación de la transcripción temporal en respuesta a los

factores de transcripción específicos. Además de la holoenzima, se necesitan los

factores TFIID, TFIIA y TFIIE para la formación del complejo de pre-inicio

activo (Thompson y Young 1995). En la figura 1 se representa un esquema del

ensamblaje del complejo de pre-inicio de la transcripción.

Holoenzima de la RNA polimerasa II

Complejo coactivador
^del holoenzima ^

' T^
-^ GALll

? SRB SUG1
! SIN4

RGR1

Figura 1. Modelo de ensamblaje de la holoenzima de la RNA polimerasa II en el

promotor para formar el complejo de pre-inicio de la transcripción. Se detallan los

diferentes factores de transcripción generales (TF), las subunidades TBP ^TATA

Binding Protein) y TAFs del factor TFIID y los coactivadores (COA).
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Éstudio de la región reguladora de KICYCl

1.2. Mecanismos de la regulación de la transcripción.

La formación del complejo de inicio de la transcripción de la RNA

polimerasa II puede ser modulado por proteínas reguladoras que se unen a

elementos UAS o URS. Muchos de ellos han sido clonados y caracterizados y se

ha visto que participan en un gran número de interacciones proteína-proteína

para ejercer sus efectos a nivel de los distintos pasos del inicio de la

transcripción (Verdier, 1990; Svetlov y Cooper, 1995).

1.2.1. Activadores transcripcionales.

Los activadores transcripcionales están compuestos por dominios

funcionales distintos, físicamente separarados. El dominio de unión al DNA

permite reconocer una secuencia específica de DNA mediante una serie de

motivos estructurales t1'picos: homeodominio, dedo de Zinc, cremallera de

leucina, hélice-giro-hélice, etc. (Struhl, 1995). Suelen incluir una señal de

localización nuclear que permite un posicionamiento de la proteína en el núcleo

después de que es traducida en el citoplasma. El dominio de unión al DNA está

generalmente asociado con un segundo dominio necesario para la

oligomerización de la cadenas polipepti"dicas iguales o distintas. Aunque la

mayoría de los elementos promotores upstream interaccionan con un único

activador transcripcional, algunos son reconocidos por distintas proteínas, por

dímeros o por complejos heteroméricos (Kiinzler y col., 1996). Muchos factores

activadores específicos están presentes a bajas concentraciones intracelulares e

interactúan con relativamente pocos promotores. Además hay una clase de

acti vadores multifuncionales (Rap 1 p, Abf 1 p y Reb 1) que son abundantes,

esenciales para el crecimiento y que interactúan en muchos promotores no

relacionados entre sí (Struhl, 1995).

Después de la unión a sus sitios de reconocimiento, los factores activadores

estimulan la expresión génica a través de un dominio de activación que es

funcionalmente distinto, y se encuentra separado físicamente del dominio de

•
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unión al DNA. A menudo Ios dominios de activación en levaduras son regiones

acídicas cortas que siguen siendo funcionales cuando se fusionan a dominios de

unión al DNA heterólogos. Aunque la carga negativa es evidentemente

importante, el nivel de estimulación transcripcional está también influenciado

por residuos hidrofóbicos y otras características que todavía no son bien

conocidas (Hahn, 1993). Algunas regiones de activación se vuelven acídicas

después de una fosforilación (Sorger y Pelham, 1988; Song y col., 1991), pero

no está claxo si el incremento de la transcripción se debe a la mayor carga

negativa causada por la fosforilación. Los activadores de levaduras no parecen

funcionar mediante dominios ricos en glutamina o en prolina como ocurre en

activadores de mamíferos, ya que los activadores de este origen no funcionan en

células de levaduras (Kiinzler y col., 1994; Ponticelli y col., 1995). Sin embargo

hay otros activadores que no contienen ni regiones acídicas ni regiones

susceptibles de ser fosforiladas, por lo que se sugiere que existen otros tipos de

dominios de activación (Struhl, 1995).

1.2.2. Coactivadores.

El término de coactivador según propone Guarente (1995) incluye a

distintos factores que facilitan la activación transcripcional, si bien no afectan

directamente a la transcripción. Serían tanto las proteínas asociadas al

holoenzima de la RNA polimerasa (el complejo mediador SRB, Gall lp, Suglp,

Sin4p y Rgrlp) como las proteínas TAFs (TATA Associated Factors) integrantes

de1 factor TFIID, así como también el complejo SWI-SNF y las subunidades del

complejo. adaptador ADA.

Existen variaciones en el concepto de coactivador y en la interpretación de

su mecanismo de acción según los distintos autores. Un primer modelo propone

que podrían servir como un puente de unión entre los dominios de activación y

los componentes de la maquinaria de transcripción básica (Gill y Tjian, 1992).

Un segundo modelo propone que pueden no actuar directamente con los

activadores, sino que son requeridos para propagar el efecto de una interacción

9
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directa, entre el activador y uno de los factores basales al resto de la maquinaria

transcripcional (Choy y Green, 1993). Guarente (1995) describe otros tres

modelos diferentes. El modelo de la anti-histona que implicaría una inhibición

por parte del activador de la represión ejercida por las histonas unidas al DNA.

El modelo hipotético de la localización subnuclear en el que el coactivador

traería la unidad transcripcional a una región del nucleo transcripcionalmente

activa. Y finalmente, el modelo de la sinapsis entre cromosomas homólogos en

un núcleo diploide basado en la observación de que la capacidad de los

cromosomas homólogos de aparearse afecta a la expresión génica en los

heterozigotos.

1.2.3. Represión transcripcional.

Dada la complejidad que presenta tanto la maquinaria transcripcional

básica como el proceso de activación transcripcional, es lógico pensar que la

transcripción puede ser reprimida por una gran variedad de mecanismos

distintos (Herschbach y Johnson, 1993). Puede producirse una interferencia con

la unión del activador al DNA, una interferencia con la maquinaria de la

transcripción o bien una interferencia en la actividad del activador unido al

DNA.

Hay que diferenciar entre mecanismos de represión generales y específicos.

El mecanismo más general de represión que afecta a todos los genes tanto a

nivel de la transcripción basal como activada, es el empaquetamiento del DNA

en la cromatina (Workman y Buchman, 1993). La forma más simple de

mecanismo específico implica la unión de proteínas represoras a las regiones

URS.

Los URS pueden estar situados en diferentes posiciones de los promotores,

o bien pueden estar solapados con regiones activadoras (UAS) (Struhl, 1995).

Los factores represores que se unen a URS probablemente funcionan de manera

similar a los activadores mediante una interacción directa o indirecta con la

maquinaria de la transcripción. Los dominios de represión activos parecen ser
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ricos en los aminoácidos alanina, glutamina o prolina (Cowell, 1994). En

levaduras el complejo SSN6/TUPI media el tipo de represión directa: permite la

represión de distintos grupos de genes que están regulados por glucosa, por

oxígeno, por el ciclo celular y por lesiones al DNA. Una diana para la represión

parece ser la holoenzima de la RNA polimerasa, en particular los componentes

del par ciclina-quinasa SRB 10 y SRB 11 del complejo mediador SRB que son

necesarios para que se produzca el má.ximo nivel de represión (Kuchin y col.,

1995).

Hay otros represores que afectan a la maquinaria transcripcional de manera

general. MOTI es un represor general de la transcripción que actúa sobre TBP

compitiendo con TFIIA por el sitio de unión a TBP (Auble y col., 1994). El

complejo NOT (1Vegative On TATA) define un nuevo mecanismo de represión

transcripcional que afecta a la utilización del elemento TATA y que se ha

sugerido que es debido a la interacción con algún componente de la maquinaria

transcripcional básica (Collart y Struhl, 1994}.

Algunos represores pueden actuar sin afectar al aparato transcripcional,

mediante interacciones proteína-proteína que bloquean la función de los

activadores, bien mediante impedimento estérico o enmascarando sus dominios

de activación o de unión al DNA (Ma y Ptashne, 1987).

1.3. Transducción de señales reguladoras de la transcripción en levaduras.

Las proteínas reguladoras trans se unen a los elementos cis de diversos

promotores en respuesta a estímulos externos e internos que afectan al

crecimiento y al metabolismo de las células, como por ejemplo el nivel de

oxígeno, el tipo de fuente de carbono o nitrógeno, los niveles de fosfatos y la

respuesta a feromonas, entre los más estudiados. En muchos casos la unión de

una proteína al promotor de un gen supone uno de los últimos pasos en la ruta

de transducción de la señal (de Winde y Grivell, 1993). Uno de los mecanismos

más estudiados de transducción de señales lo constituye la respuesta a las
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feromonas del tipo sexual (mating). Una primera respuesta se dispararía a través

de la interacción de estas feromonás con receptores en la membrana plasmática,

iniciando una cascada de efectos secundarios positivos y negativos que implican

la acción de quinasas y fosfatasas e interacciones proteína-proteína (Sprague y

Thorner, 1992).

Recientemente se ha caracterizado una proteína, Grrlp, a la que se le ha

atribuido un papel central en la transducción de la señal desencadenada por la

presencia de glucosa (figura 2). Las mutaciones en el gen GRRI (Glucose

Repression Release) evitan la represión de muchos genes reprimidos por

glucosa (Baily y Woodword, 1984) y la inducción de genes HTX (Hexose

Transporter Genes) que codifican para transportadores de glucosa (^zcan y

Jóhnston, 1995). Se ha descubierto que Grrlp está conectada a través de la

proteína Skplp a la maquinaria de proteolisis mediada por la ubiquitina de

Rtg 1 p, un represor de los genes HTX. La interacción Grr 1 p-Skp 1 p se

incrementa con altos niveles de glucosa (Ning y Johnston, 1997). Skp 1 p ha sido

implicada en el complejo de enzimas conjugadas con la ubiquitina que es

responsable de la degradación de numerosos factores, entre ellos los reguladores

del ciclo celular, las ciclinas Clnl y Cln2 y el inhibidor de la kinasa dependiente

de ciclinas Siclp (Bai y col. 1996). Este mecanismo proporcionaría a

S. cerevisiae una vía para acoplar la disponibilidad de nutrientes a la expresión

génica y a la regulación del ciclo celular (Ning y Johnston, 1997). Sin embargo

queda por resolver si existe alguna conexión de este mecanismo con los factores

trans que se han identificado como elementos que intervienen en la represión

por glucosa y que serán descritos posteriormente.

Podemos afirmar de modo general que el mecanismo de transmisión de la

señal desde los efectores hasta los factores específicos de la transcripción es uno

de los menos conocidos.

•
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Figura 2. Modelo de transmisión de la señal desencadenada por la glucosa mediado por
el complejo Grr1p/Skpl.

1.4. Regulación de la tcanscripción de genes que codifican para proteínas

mitocondriales.

1.4.1. Regulación transcripcional por oxígeno.

1.4.1.1. Hemo, una señal intracelular.

Hemo sirve como grupo prostético de los citocromos y de otras proteínas

que unen oxígeno como por ejemplo las catalasas. Su biosíntesis requiere

obligatoriamente la presencia de oxígeno y el estado redox de la célula es

proporcional ai estado redox de la moiécuia de hemo.

Dado que la biogénesis de las mitocondrias con capacidad respiratoria

funcional depende de la presencia de oxígeno molecular como aceptor final de

la cadena de transporte electrónico, la mayoria de los genes nucleares que

codifican para los distintos componentes de la cadena de transporte electrónico

se encuentran regulados a nivel transcripcional por oxígeno (Zitomer y Lowry,

13
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1992). Hay varios hechos en la ruta de su biosíntesis que hacen a hemo un

efector ideal para la señalización del oxígeno intracelular. Uno es el

requerimiento de oxígeno como aceptor de electrones en dos pasos, el paso

catalizado por el enzima coproporfirinógeno III oxidasa, codificado por el gen

HEM13, para la formación de protoporfirinógeno IX; otro es el catalizado por el

enzima protoporfirinógeno IX oxidasa en la formación de la protoporfirina

(Labbe-Bois y Labbe, 1990). La respuesta a la señal puede ser rápida ya que los

enzimas de la ruta están presentes incluso durante el crecimiento anaeróbico de

las células, de forma que la indución de su síntesis sólo necesita la presencia de

oxígeno. El paso limitante de la ruta lo constituye la reacción catalizada por la

coproporfirinógeno III oxidasa e incluso éste está fuertemente inducido por

bajas concentraciones de oxígeno (Zitomer y Lowry, 1992).

1.4.1.2. Genes regulados por hemo.

La mayoría de los genes activados por hemo en Saccharomycés cerevisiae

codifican para componentes de la cadena de transporte mitocondrial o para

enzimas del ciclo de Krebs (Zitomer y Lowry, 1992).

S. cerevisiae es un organismo anaerobio facultativo que prefiere fermentar

en condiciones de adecuada aireación y puede crecer vigorosamente en

anaerobiosis si se le suministran algunos metabolitos que sólo se sintetizan en

aerobiosis (ácidos grasos insaturados, esteroles y metionina). Durante la

adaptación al crecimiento anaerobio, S. cerevisiae expresa genes que son de

baja expresión en aerobiosis, denominados genes hipóxicos (Zitomer y col.,

1997).

Algunos genes que se transcriben preferentemente en condiciones aerobias

tienen formas homólogas que se regulan de manera opuesta y por tanto,

aumentan su expresión en condiciones de hipoxia. La aparición de parejas de

genes que codifican para una misma proteína en dos condiciones distintas es un

fenómeno que aparece en S. cerevisiae relacionado con la regulación de la

expresión génica hemo-dependiente. Ejemplos de estos genes duplicados son los

•
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genes COXSA y COXSB que codifican para la subunidad V de la citocromo c

oxidasa (Cumsky y col. 1987) y los genes CYCl y CYC7 que codifican para el

citocromo c, de cuya regulación se hablará en un apartado posterior. También

hay dos genes para la 3-hidroxi-3-metil-glutaril CoA reductasa, HMGI y HMG2

(Thorness y col. 1989), y para el factor de inicio de la traducción TIF51

(TIFSI A y TIF51 B/ANBI )(Mehta y col. 1990). La expresión aerobia de los

genes hipóxicos está reprimida generalmente por el factor Rox 1 p(Zitomer y

Lowry, 1992). Sin embargo, parece que existen otros mecanismos ya que el gen

DANI recientemente clonado, cuya función es desconocida, sólo se expresa en

condiciones anaerobias y hemo participa en su represión mediante un

mecanismo independiente de la proteína represora Roxlp (Sertil y col., 1997).

En pocos casos la regulación por oxígeno no está controlada por hemo. Un

ejemplo es el del gen PET494 que codifica para un factor de traducción que

actúa sobre el mRNA del gen mitocondrial coxlll cuya expresión es inducida a

nivel transcripcional por oxígeno de una manera independiente de hemo

(Maryakwas y Fos, 1989). La base molecular de este tipo de regulación por

oxígeno todavía es desconocida.

Los mecanismos por los cuales se produce la activación mediada por hemo

implican la intervención de factores proteínicos reguladores específicos (HAP:

Heme Activator Protein) entre los que se encuentran Haplp y el complejo

heteromérico Hap2/3/4/Sp.

1.4.1.3. Haplp.

Arcangioli y Lescure (1985) identificaron a Hap 1 p como una proteína

implicada en la regulación por oxígeno de la expresión del gen CYCl. Mediante

ensayos de unión DNA-proteína en distintos medios, relacionaron la unión

DNA-proteína con la regulación por oxígeno y por hemo. Sousa y Arcangioli

(1989) descubrieron que hay dos regiones activadoras UAS 1 A y UAS 1 B, en el

promotor de CYCI que responden individualmente a Haplp.
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Se han identificado secuencias de unión de Haplp en promotores de

distintos genes de S. cerevisiae. Aparecen en los genes CYCI y CYC7 que

codifican para las dos isoformas de citocromo c(Pfeifer y col. 1987, Zitomer y

col. 1987), en el gen HEM13 de la coproporfinogeno oxidasa (Keng, 1992), el

gen CYTI del citocromo cl(Oechsner y col., 1992), el gen CTT1 de la catalasa

T(Winkler y col., 1988) y el gen CYB2 del citocromo b2 (Lodi y Guiard,

1991). Estos sitios comparten poca homología entre sí, pero se han obtenido

secuencias consenso considerando los nucleótidos más importantes para que se

produzca la unión (figura 3). Ha y col. (1996) han propuesto que el consenso de

unión de Haplp es una forma degenerada de la repetición directa de nucleótidos

CGGN3TANCGGN3TA. La variación existente respecto al consenso en cada

promotor regulado por Haplp influye en la conformación del DNA, y en la

capacidad activadora de la proteína Hap 1 p unida al DNA.

CYC1
(UAS lA)

AGAC CGG AAAGAT CGG TGAAAAC

CYCI
(UAS1B)

TGGC CGG GGTTTA CGG ACGATGA

CYC7 CCCT CGC TATTAT CGC TATTAGC
CTIl GGAA TGG AGATAA CGG AGGTTCT
CYB2 GGCA AGG AGATAT CGG CAGĜCTT
CYTI CCGC CGG AAATAC CGG CCGCCCA
CYTI(reverse) CGGC CGG TATT_TC CGG CGGCCAA
Consenso CGG NNNTAN CGG NNNTA

Figura 3. Alineamiento de regiones UAS de Haplp de distintos genes y

secuencia consenso, modificado de Ha y col. (1996).

Haplp es una proteína de 1483 aminoácidos que presenta un dedo de Zinc,

de unión a DNA y de dimerización amino-terminal (entre los residuos 1-148) y

un dominio que media la regulación por hemo entre los residuos 244 y 444

(Pfeiffer y col., 1987a y 1989). La unión a hemo depende de la región consenso

KCPVDH repetida 7 veces. Su deleción produce hemo-independencia y

actividad constituiva de los genes CYB2, CYCl, CYC7 y ERGll (Fytlovich y

col., 1993). En el extremo carboxi-terminal (entre 1309-1483) hay un dominio

!
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de activación altamente acídico. Ushinsky y Keng (1994) describieron una

mutación que cambiaba el aminoácido glicina de la posición 235 por aspartato y

producía una regulación hemo independiente y Haldi y Guarente (1995)

definieron una segunda región hacia el extremo carboxi-terminal, entre las

posiciones 1048 y 1052, que controla la respuesta a hemo. El significado de la

existencia de múltiples sitios de respuesta a hemo sería el permitir una

adaptación fina en función de las variaciones de los niveles de hemo. Una

representación esquemática de los dominios de Haplp puede verse en la figura4.

Figura 4. Dominios funcionales de Haplp.

Según los resultados de Fytlovich y col. (1993) y de Zhang y Guarente

(1994), la actividad de Haplp es función de los niveles de hemo. Se ha

propuesto que el dominio de unión a hemo interaccione con un represor celular

en ausencia de hemo, reprimiendo la activación de la transcripción. Sin

embargo, todavía no ha sido caracterizada ninguna proteína con esta función.

Hap I p pertenece al tipo de proteínas que presentan un dedo de zinc de tipo

C6 en el que dos iones de zinc están coordinados con seis cisteínas. Esta

estructura se ha relacionado con la formación de complejos con el DNA

(Timmerman y col. 1996). Las proteínas de este grupo se unen al DNA en forma

de dímero. A diferencia de lo que ocurre con Ga14p y Pprl, otras dos proteínas

de este grupo, Haplp se une selectivamente a sitios asimétricos de DNA

conteniendo dos repeticiones directas de los tripletes CGG. Esta unión

asimétrica se atribuyó en un principio al dedo de zinc, de manera que se

produciría una interacción asimétrica en los dominios de dimerización que
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orientan'a a los dedos de zinc para reconocer los tripletes CGG (Zhang y

Guarente, 1996). Timmerman y col. (1996) proponen, a partir de resultados de

espectroscopía NMR, que la especificidad de las interacciones entre el dedo de

zinc y las regiones de unión del DNA se debe a la estructura del péptido de

unión y de la hélice de dimerización (figura 5).

Náit-Kaoudjt y col. (1997) proponen un modelo en el que Hap 1 p se une de

diferente manera en función de las características de las secuencias de unión del

promotor (figura 5). En la unión del péptido de Haplp al UAS1A de CYCl, se

han visto que los dos tripletes son esenciales (figura Sa). En la unión al UAS1-A

de CYB2 sólo está presente un triplete CGG por lo cual se produce la unión a

medio sitio que es esencial; el otro medio sitio estabiliza la unión. Una T

intermedia que interacciona con uno o dos de los dominios de unión también

está implicada en la estabilización (figura Sb). En la unión al UAS de CYC7,

están presentes dos tripletes CGC que no son equivalentes entre sí sino que de

nuevo aparecen dos medios sitios con diferentes afinidades y la T aparece de

nuevo implicada en la interacción (figura Sc). La importancia de esta T ya había

sido mencionada por Ha y col. (1996).

Recientemente se estudió mediante NMR la interacción del péptido 55-126

de Hap 1 p con dos fragmentos de DNA de la región del UAS 1 B de CYCl y se

llegó a la conclusión de que los tripletes CGG son reconocidos por el dominio

del dedo de zinc de la proteína, y que la secuencia intermedia es reconocida por

la región N-terminal del péptido de unión que posee un tramo de residuos

básicos de arginina y lisina. Este resultado indicaría que la región, localizada a

continuación de la región del dedo de zinc, constituida por un pequeño péptido

adaptador y un elemento de dimerización, juega un papel en la interacción

específica con el DNA a diferencia de lo que ocurre con las proteínas Gal4p y

Prrlp (Vuidepot y col., 1997).

•
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a. UAS 1 A CYCI

CGGxxxx^cxCGG

b. UAS lA CYB2 c. UAS CYC7

AGGxxxTAxCGG

DU: DOMINIO DE UNIóN AL DNA (dedo de zinc)
PU: PEPTIDO DE UNIóN
DD: DOMINIO DE DIMERIZACIóN

CGCxxxTAxCGC

Figura 5. Modelo de unión de Haplp a distintas secuencias diana según Nait-

Kaoudjt y col. (1997). Con tres líneas verticales se indican las dos uniones

equivalentes y esenciales. Con una barra en negrita se indica las uniones a"medios

sitios" esenciales. Con líneas punteadas y cruces se indican las interacciones que

estabilizan la unión.

1.4.1.4. El complejo heteromérico Hap2/3/4/Sp.

Está implicado en la regulación dependiente de hemo y de fuente de

carbono de un gran número de genes que codifican para proteínas

mitocondriales. Sin embargo, ninguna de las proteínas que constituye el

complejo es capaz de unir hemo directamente.

En un principio se caracterizó este complejo, también llamado factor de

unión a CCAAT, como un complejo heteromérico formado por las proteínas

Hap2p, Hap3p y Hap4p. Los genes que codifican para estas proteínas se

identificaron porque cuando se mutaban se eliminaba la expresión de los genes

de proteínas mitocondriales y las levaduras no crecían en medio con lactato

(Pinkham y Guarente, 1985; Pinkham y col., 1987; Hahn y col., 1988 y

Forsburg y Guarente, 1989).
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Hap2p y Hap3p se unen de manera interdependiente al DNA (Hahn y

Guarente, 1988), mientras que Hap4p no se une de manera directa al DNA pero

aumenta la capacidad de unión de Hap2p y Hap3p, y se asoció su dominio de

activación acídico con la actividad del complejo (Forsburg y Guarente, 1989).

Los factores Hap2p y Hap3p presentan homología funcional con los factores

CP1B y CP1A de mamíferos que se unen a la caja CCAAT e incluso pueden

intercambiarse respectivamente para producir la interacción DNA-proteína in

vitro (Codosh y col., 1988).

La proteína Hap2p está constituida por una proteína de 265 aminoácidos y

la región comprendida entre las posiciones 154-197 parece imprescindible para

la unión a Hap3p, además existe un tramo poliglutamina entre las posiciones

120 y 133 y la región carboxi-terminal es altamente básica (Pinkham y col.,

1987). Hap3p es una proteína de 144 residuos y, como Hap2p, presenta un

dominio de interacción con el DNA (Olesen y col., 1987). La proteína Hap4p,

que codifica para una proteína de 553 aminoácidos contiene una corta región

básica entre los residuos 54 y 80 y una región altamente acídica en su extremo

carboxi-terminal cuya eliminación inactiva la función de la proteína in vivo. A

éste último dominio se le atribuyó la capacidad de activación del complejo

(Forsburg y Guarente, 1989).

El dominio de unión a DNA de Hap2p, juntamente con el dominio de unión

al DNA de Hap3p, es capaz de reconocer la caja CCAAT (Xing y col. 1993). La

asociación de estas subunidades se lleva a cabo por un dominio denominado

SAD ^Subunit Association Domain) presente en Hap2p y que posee una

estructura de hélice a. A1 examinar las interacciones entre estos dos factores se

encontró que los extractos purificados de Hap2p y Hap3p no podían reconstituir

la unión al DNA in vitro, por lo cual se pensó en la existencia de un cuarto

componente del complejo que se aisló mediante el sistema del doble lúbrido

(McNabb y col., 1995). Los extractos purificados de Hap2p, Hap3p y HapSp sí

reconstituían la unión a la caja CCAAT in vitro, lo que identificaba por primera

vez un factor regulador heterotrimérico de unión al DNA.

•
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El complejo Hap2/3/4/Sp se ha relacionado con un papel general en la

regulación del metabolismo energético, puesto que interviene en la regulación

de genes mitocondriales,^ genes del metabolismo del carbono y genes del

metabolismo del nitrógeno (Dang y col. 1996).

1.4.1.5. Factores ROX. .

Los mutantes rox ^repressor dependent on ^gen) sobreexpresan el gen

hipóxico CYC7 en condiciones aerobias (Rosenblum-Vos y col., 1991) y se

clonaron los genes por complementación de este fenotipo. Los factores Roxlp,

Rox3p, Rox4p, RoxSp y Roxóp son proteínas reguladoras y algunas de ellas se

han identificado como proteínas que habían sido previamente caracterizadas.

Así el gen ROX4 resultó coincidente con el gen TUPl (Zhang y col., 1991), el

gen ROXS coincidió con el gen SSN6 y el gen ROX6 coincidió con el gen SRBIO

(Cadahi'a, 1996) que codifica para un componente no esencial del complejo

mediador de la RNA. polimerasa II. De todos los factores ROX caracterizados,

Roxlp ha sido el factor que presentó una función más específica en cuanto a la

regulación directa del gen CYC7.

Roxlp es una proteína represora de genes hipóxicos y de genes anaeróbicos

en condiciones aerobias (Lowry y Zitomer, 1984). El gen ROXI se encuentra

regulado a su vez por Haplp (Keng, T., 1992) La represión de la transcripción

de los genes hipóxicos por el factor Roxlp requiere del complejo correpresor

Tuplp/Ssnó (Tzamarias y Struhl, 1995). Roxlp se une al DNA por una región

situada en los primeros 100 aminoácidos que presenta una estructura típica de

las proteínas HMG (High Mobility Group) que se unen al DNA modificando su

estructura (Balasubramanian y col., 1993). Se ha demostrado que los primeros

100 aminoácidos que componen el dominio HMG son los responsables de la

unión al DNA y que cuando Rox 1 p se une al DNA produce una curvatura en el

DNA de 90° (Deckert y col., 1995). Recientemente se ha visto que el dominio

HMG también es responsable de la oligomerización de Roxlp (Di Flumeri y

col., 1996).
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ROX3 codifica para una proteína de localización nuclear que es esencial.

La deleción de su secuencia codificadora es letal y se ha localizado su dominio

funcional en la región amino-terminal (Rosenblum-Vos y col., 1991).

Recientemente se ha sugerido que esta proteína está implicada en la represión

transcripcional mediada por la RNA polimerasa II (Bjórklund y Kim, 1996) y se

ha relacionado con la ruta de respuesta al estrés (Evangelista y col., 1996).

1.4.2. Regulación por fuente de Carbono.

A1 igual que otros microorganismos, Saccharomyces cerevisiae muestra

preferencias por determinadas fuentes de carbono. La glucosa es la fuente de

carbono preferida por S. cerevisiae y su presencia induce la transcripción de

varios genes relacionados con la fermentación y reprime la transcripción de los

genes necesarios para la respiración y la utilización de otras fuentes de carbono

(Johnston y Carlson, 1992). Un grupo de estos genes, reprimidos por glucosa, lo

constituyen los genes que codifican para los enzimas mitocondriales implicados

en el ciclo de Krebs y en la cadena respiratoria. En ausencia de los enzimas

requeridos para la respiración, el piruvato resultante de la glucolisis se

descarboxila y se reduce a etanol para regenerar el NAD+ que se consume en la

glucolisis. Como consecuencia, se produce mucho menos ATP que durante la

fosforilación oxidativa. Tan pronto como se agota la glucosa, la producción de

enzimas mitocondriales se desreprime y el etanol formado comienza a ser

metabolizado.

La represión por glucosa de las funciones mitocondriales supone una

especialización que refleja el metabolismo fundamentalmente fermentativo que

presenta S. cerevisiae (Ronne, 1995). La desrepresión que se produce en

ausencia de glucosa está mediada por el complejo Hap2/3/4/Sp que se describió

anteriormente. ^
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1.4.2.1. Factores trans implicados en la represión por glucosa.

•

S snf 1 p.

La serin/treonin-quinasa Snflp (Catlp o Ccrlp) juega un papel clave en la

desrepresión de todos los genes reprimidos por glucosa. Los mutantes snf

(^ucrose ^on fermenting) son incapaces de usar otra fuente de carbono diferente

de la glucosa como por ejemplo sacarosa, galactosa y maltosa porque los genes

necesarios se encuentran reprimidos por glucosa (Ronne, 1995). Esta proteína.

parece tener un papel central como componente de la transducción de la seña]

mediante interacción con otras proteínas como Snf4p (Cat3p) (Celenza y col.,

1989), Siplp (Yang y col., 1992}, Sip2p y Ga183p (Yang y col., 1994).

Recientemente se ha visto que la interacción entre Snflp y Snf4p está

fuertemente regulada por la conceritración de glucosa. Jiang y Carlson (1996)

han propuesto un modelo para explicar dicha interacción que se representa en la

figura 6. Así, a niveles. bajos de glucosa Snf4p se une al dominio regulador de

Snflp impidiendo Ia autoinhibición por ocultamiento del dominio quinasa y

favoreciendo su actividad como proteína desrepresora. Cuando los niveles de

glucosa son elevados el dominio regulador de Snflp se une ai dominio con

actividad quinasa causando su autoinhibición.

Figura 6. Modelo de la regulación por glucosa de las interacciones entre
proteínas en el complejo de la quinasa Snf lp. R: dominio regulador. Q:
dominio quinasa.
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Miglp.

Miglp es una proteína con un dominio de dedo de zinc de tipo CZH2 de

unión al DNA que funciona como represor transcripcional de los genes

reprimidos por glucosa. Pertenece al tipo de proteínas relacionadas

evolutivamente que se unen a cajas GC (Lundin y col., 1994), secuencias que se

han visto en los promotores de muchos genes regulados por glucosa (Nehlin y

col., 1991). Una función de la quinasa Snflp sería evitar que Miglp reprima a

sus genes diana en ausencia de glucosa. El mecanismo por el cual Miglp

reprime la transcripción no está claro pero se cree que están implicadas varias

proteínas represoras formando un complejo. Miglp reclutan'a al complejo

correpresor general que contiene las proteínas Ssnóp y Tuplp (Treitel y Carlson,

1995). Recientemente se ha descrito que un pequeño dominio C-terminal de

Miglp que comprende los últimos 24 aminoácidos media la represión por

glucosa dependiente de Miglp y que dos elementos internos median la

inhibición de su actividad en ausencia de glucosa (^stling y col., 1996).

S sn6p/Tup 1 p.

Las proteínas Ssnóp y Tuplp se necesitan para la represión de' la

transcripción de varias rutas reguladoras en las células de levaduras, incluyendo

la represión por glucosa y el tipo de mating (Keleher y col., 1992). Constituyen

un complejo correpresor que media la represión mediante la interacción con

proteínas represoras específicas de unión al DNA (Williams y col., 1991).

Las mutaciones ssnó y tupl tienen múltiples fenotipos entre los que se

encuentran: expresión constitutiva de los genes reprimidos por glucosa,

floculación dependiente de calcio, defectos en el mating de las células de tipo

MATa, incapacidad de los diploides homozigóticos para esporular, crecimiento

pobre en fuentes de carbono no fermentables como el glicerol y sensibilidad a la

temperatura (Rothstein y Sherman, 1980, Trumbly, 1986). Estos fenotipos se

cree que son debidos a la imposibilidad de que se produzca represión de

diferentes clases de genes.

•
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Ssnóp/Tuplp interácciona con distintos tipos de proteínas represoras de

diferentes familias de genes, con la proteína Miglp (Treitel y Carlson, 1995),

con la proteína Roxlp (Zhang y col., 1991), con el represor Mata2 (Keleher y

col., 1992), con un represor desconocido de los genes inducidos mediante

lesiones en el DNA (Zhou y Elledge, 1992) y con el represor Rtglp de los genes

HXT que codifican para proteínas transportadoras de glucosa (0zcán y

Johnston, 1995).

Ssn6p y Tuplp sólo tienen en común largos tramos de poliglutamina

usuales en proteínas reguladoras de proteínas. Ssnóp contiene 10 copias de la

repetición de 34 aminoácidos, las repeticiones TPR (Tetratricopeptide Repeat)

cerca del extremo N terminal que se requieren para su función (Schultz y col.,

1990). La proteína Tuplp contiene seis o siete repeticiones, de unos 40

aminoácidos cada una, denominadas WD-40 que se encontraron por primera vez

en la subunidad B de las proteínas G(Williams y Trumbly, 1990). Este tipo de

estructuras podrían ser responsables de las interacciones proteína-proteína que

darán lugar al efecto represor que ejerce el complejo sobre los distintos genes

anteriormente mencionados.

El complejo Ssnóp/Tuplp se cree que está formado por cuatro (Varanasi y

col., 1996) o tres subunidades de Tuplp (Redd y col., 1997) y una subunidad de

Ssn6p y además por otras proteínas adicionales implicadas que incluyen Rox3p,

Sin4p, Srb8p, Srb9p, Srb10p y Srbllp y que también han sido identificadas

como integrantes del componente mediador de la RNA polimerasa (Bjdrklund y

Kim, 1996).

Se han descrito dos mecanismos generales para explicar la represión por

Ssn6p/Tuplp: uno sería el control de la posición de los nucleosomas para

enmascarar las dianas de los activadores o factores de transcripción

(Edmondson y col., 1996) y otro sería la inhibición directa de la maquinaria

transcripcional (Balciunas y Ronne, 1995). '

Tuplp/Ssn6p reprime la transcripción de muchos promotores (Williams y

col., 1991; Keleher y col., 1992) y los factores represores a2 y Miglp requieren
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la presencia de Tuplp/Ssnóp (Trumbly, 1992). Además el complejo puede tener

un efecto activador. Zhang y Guarente (1994) observaron que la proteína Hap 1 p

estaba regulada positivamente por Tuplp/Ssnóp. Cuando se delecionaban los

genes TUPI y SSN6, la actividad dé Haplp disminuía. Puesto que TUPI(ROX4)

y SSN6(ROXS) están implicados en la represión de los genes hipóxicos CYC7 y

ANB1 (Zhang y col. 1991) y los mutantes hapl no pueden crecer en fuente de

carbono no fermentable, también se atribuye al complejo Tup 1 p/Ssnóp un papel

global en la regulación de genes que están bajo el control del oxígeno (Zhang y

Guarente, 1994).

1.5. Factores reguladores multifuncionales de levaduras.

1.5.1. Abf l p.

En S. cerevisiae Abf 1 p (ARS Binding Factor 1) es. una proteína

multifuncional implicada en la activación y la represión de la transcripción, así

como en la replicación del DNA. Presenta un motivo dedo de zinc ati'pico así

como extensiones de poli-asparagina (Verdier, 1990). Entre los múltiples efectos

que ejerce sobre la transcripción en levaduras se encuentran: el de represor en

los loci silentes del tipo de mating HMR y HML, activador en la replicación del

DNA, activador de varios genes como YPTl y TUB2, activador en el promotor

de CYCl (Dorsman y col., 1988) y activador del gen esencial DEDI en sinergia

con elementos ricos en T(Buchman y Kornberg, 1990).

Su secuencia de reconocimiento aparece en la región promotora de más de

80 genes diferentes incluyendo algunos genes de proteínas ribosomales, genes

que codifican subunidades de la RNA-polimerasa I y III y algunos genes

glicolíticos. En otros genes como CAR1, TRP3, COX6 y QCR8, Abflp

promueve la activación de la transcripción causada por otros factores específicos

como el complejo Hap2/3/4/Sp.

Mediante experimentos de posicionamiento de nucleosomas se vió que

Abflp contribuye a la expresión de QCR8 creando una estructura de cromatina
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favorable. La unión de Abflp genera una ventana libre de nucleosomas de

60-70pb a lo largo de la región promotora flanqueada por una fila de

nucleosomas (De Winde y col., 1993). Cuando se aislan del contexto normal del

promotor, los sitios de unión de Abflp sólo pueden activar la transcripción de

un gen reporter en niveles modestos (Buchman and Kornberg 1990). Tomando

estos datos en su conjunto, parece que la unión de Abflp a un promotor se

necesita primariamente para facilitar la unión DNA-proteína de factores

activadores a elementos adyacentes de DNA, probablemente creando una región

libre de nucleosomas (Planta y col., 1995).

El gen ABFl codifica para una proteína de un peso molecular de 82.OOODa

en la cual los 202 aminoácidos C-terminales constituyen un dominio acídico que

es la región supuestamente implicada en la activación de la transcripción. Es

interesante que la región 5' del gen ABFI contiene cinco sitios potenciales de

unión de Abflp, lo que sugirió que pueda estar auto-regulado

transcripcionalmente por su mismo producto (Halfter y col., 1989 ).

1.5.2. Cpf 1 p.

El factor Cpflp (Centromere and Promoter Factor 1) también conocido

como Cpl y Cbfl, es una proteína de S. cerevisiae originalmente identificada

como e1 factor que se une al motivo de DNA centromérico llamado CDEI

(Centromere determining etement n que está formado por la secuencia consenso

RTCACRTG (Mellor y col., 1990). Pertenece a la clase de proteínas que

contiene un motivo básico hélice-giro-hélice (HLH: helix-loop-helix) y una

repetición de 7 leucinas similar a una cremallera de leucinas .(ZIP: leucine

zipper) en la región carboxi-terminal, responsables de la unión a1 DNA y la

dimerización. Los miembros de esta clase de proteínas b/HLH/Z están

implicados en la regulación transcripcional y se incluyen en la familia de las

proteínas relacionadas con Myc (Blackwood y Eisenman, 1991).

La disrupción del gen CPFI y la mutación el motivo CPF1 (RTCACRTG)

en los centrómeros muestran que Cpf 1 p se requiere para una función óptima del
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centrómero durante la mitosis y la meiosis. La disrupción del gen CPFI origina

mutantes auxotróficos para la metionina. El motivo CDEI se encuentra en

muchos otros sitios del genoma incluyendo secuencias reguladoras. Está en

diversos promotores como los de los genes TRPl, GAL2 y los promotores de

varios genes de la ruta de la biosíntesis de metionina (MET25, MET16, MET2,

MET14, MET8, MET3 y SAM2). Se ha sugerido que Cpflp asociado a estos

sitios juega un papel en la activación de la transcripción (Mellor y col., 1990).

Otra función que también se le atribuye a Cpflp es la de modulador de la

estructura de la proteína (Kent y col., 1994).

1.5 . 3. Rap 1 p.

La proteína represora Rapl es un factor esencial muy abundante y está

implicado en diversas funciones en la levadura S. cerevisiae. Se une a regiones

promotoras de genes ribosómicos y genes que codifican para proteínas de los

mecanismos de traducción, a elementos silenciadores del tipo de mating,

función que comparte con Abflp (Diffley y col., 1989) y a regiones con la

secuencia [(C)1_3A]n teloméricas. Se le atribuye una función general en la

organización de la cromatina (Shore, 1994).

1.6. Regulación de genes que codifican para citocromo c de levaduras.

1.6.1. Los genes citocromo c en levaduras.

En S. cerevisiae se han caracterizado dos genes que codifican para dos

isoformas de la proteína citocromo c. El gen CYCI codifica para el

iso-1 ^itocromo c(Smith y col., 1979) y el gen CYC7 para la iso-2-citocromo c

(Montgomery y col., 1980). En función de la regulación por hemo que

presentan, CYCI pertenece al grupo de los genes activados por hemo y CYC7 al

grupo de los genes hipóxicos que se reprimen en presencia de hemo (Zitomer y

Lowry, 1992).
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La regulación transcripcional de estos genes ha sido ampliamente

estudiada, y se ha visto que están regulados por los niveles de oxígeno y por la

presencia de fuentes de carbono no fermentables, mediante un mecanismo que

se puede considerar general de los genes que codifican para proteínas

mitocondriales y que se representa en la figura 7.

02

i
HEMO

^ Glucosa

1
transducción
de la señal

i
i

^

r-- ^ ---- Snflp/Snf4p---,
^ ^ ^
^ , ^

i ^► ^

•

CYCl

Hap2/3/4/Sp t-- Mig 1 p•^- S sn6p/Tup 1 p

CYC7

Figura 7. Regulación de los genes citocromo c de Saccharomyces cerevisiae.

1.6.2. Regulación del gen CYCl de S. cerevisiae.

En el gen CYCI codifica para la proteína iso-l-citocromo c que es la forma

mayoritaria de citocromo c en S. cerevisiae y su transcripción está inducida por

hemo in vivo (Guarente y Mason, 1983). En su promotor existen dos regiones

UAS fundamentales para su regulación. El UAS 1 entre las posiciones -298 y

-241, está activado por Haplp que se une a dos sub-sitios dentro de esta región,

UAS lA y UAS 1B; ambos necesarios para una máxima actividad (Lalonde y
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col., 1986; Pfeifer y col., 1987a). El UAS2, que se encuentra entre las posiciones

-230 y-178, está activado por el complejo heteromérico Hap2/3!4/Sp (Guarente

y col., 1984; McNabb y col., 1995). La descripción de la regulación tanto por los

niveles de oxígeno, mediada por Haplp, como por la fuente de carbono,

mediada por el factor heteromérico Hap2/3/4/Sp, ha sido paralela al estudio de

estos factores de transcripción, como se ha visto en los anteriores apartados.

También se ha identificado una secuencia de unión para el factor multifuncional

Abflp en la posición -462 que forma un complejo de retardación DNA-proteína

(Dorsman y col., 1988). ^

1.6.3. Regulación del gen CYC7 de S. cerevisiae.

El gen hipóxico CYC7 está regulado por los niveles de glucosa y presenta

débil inducción por oxígeno a través de la proteína Haplp (Zitomer y col., 1987;

Pfeifer y col., 1987b). Lodi y col., (1996) proponen una variación en el modelo

de activación de CYC7 mediado por Haplp en la que estaría implicado un factor

activador adicional todavía no caracterizado.

CYC7 está inducido por choque térmico y por bajos niveles de cAMP

(Pillar y Bradshaw, 1991) y en la fase estacionaria temprana (Laz y col. 1984).

Estas características llevaron al estudio de la respuesta global al estrés de CYC7

(Evangelista y col., 1996). Se relacionó, mediante análisis de deleciones, la

respuesta a estrés con tres elementos CCCCT localizados en el promotor

(elementos STRE, Stress Regulatory Element). Esta respuesta está mediada por

el factor Rox3p. Mediante una selección de supresores de una mutación de

ROX3 sensible a la temperatura, se aisló el gen RTSl (Rox Three Suppressor)

que codifica para una proteína, Rts 1 p, con homología con la subunidad B' de la

fosfatasa 2A de conejo (Zolnierwicz y col., 1994). La deleción de RTSI causa

sensibilidad osmótica, sensibilidad a la temperatura y un incremento del mRNA

de CYC7 bajo todas las condiciones. Rts 1 p funciona como subunidad reguladora

de la fosfatasa PP2Aa de S. cerevisiae (Evangelista y col., 1996). Estos autores

propusieron el modelo que se incluye en la figura 8. Situan a Rox3p como

•

•
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receptor de la señal de estrés en el núcleo porque parece actuar después de la

fosfatasa y media todas las señales de estrés estudiadas (Evangelista y col.,

1996). Rtslp podría actuar a dos niveles diferentes, bien contrarrestando las

señales de los diferentes tipos de estrés individualmente, o bien afectando a un

único factor que recibe todas las señales.

Figura 8. Papeles de Rox3p y Rstlp en la respuesta a estrés de CYC7

(adaptado de Evangelist y col., 1996). ^.

1.6.4. El gen KICYCl de Kluyveromyces lactis.

El gen KICYCl se aisló por complementación de una línea de S. cerevisiae

deficiente en citocromo c. El gen KICYCI codifica para una proteína de 110

aminoácidos que mantiene todos los requerimientos estructurales de un

citocromo c(Freire-Picos y col., 1993).

Se ha visto que el gen KICYCl presenta una homología extensa con los

genes citocromo c de otras levaduras (Freire-Picos y col., 1995b). La mayor

homología se produce con el citocromo c de Hansenula anomala (Jambón y

col., 1997).

El gen KICYCl genera dos trascritos de distintos tamaños y está regulado a

nivel transcripcional por oxígeno y por glucosa. Mediante expresión heteróloga

en líneas de S. cerevisiae, se vió que los factores Haplp y Hap2p intervienen en
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su regulación (Freire-Picos y col., 1995a). El nivel de expresión del gen KICYCI

es elevado en comparación con el del gen CYCI, lo que se relaciona con el alto

bias en el uso de codones que presenta KICYCI (Freire-Picos y col., 1994).

1.7. Factores transcripcionales de Kluyveromyces lactis.

Las regiones promotoras de los genes de K. lactis contienen sitios

potenciales de unión de factores reguladores de S. cerevisiae. Los ejemplos son

numerosos: KICYCl (FreirePicos y col., 1993), KlQCR7 (Mulder y col., 1994c),

QCR8 (Mulder y col., 1994b), GAL80 (Zenke y col. 1993), GALI -GAL10

(Webster y Dickson, 1988), PFK2 (Heinisch y col., 1993) y otros. Sin embargo,

en la mayor parte de los casos todavía no se ha estudiado su verdadero

significado funcional.

En los últimos años se han clonado factores reguladores de la transcripción

en K. lactis homólogos a los de S. cerevisiae y se han iniciado estudios de los

mecanismos de acción que ejercen sobre la regulación génica.

1.7.1. Factores específicos de regulación del metabolismo

respirofermentativo.

1.7.1.1. KlHAP2.

El gen KlHAP2 se clonó por complementación de una línea mutante hap2

de S. cerevisiae. Se obtuvo el mutante nulo y presentaba un fenotipo que, a

diferencia de lo que sucede con su homólogo en S. cerevisiae, crece

normalmente en glicerol, etanol o ácido láctico. K1Hap2p complementa la

función en mutantes hap2 de S. cerevisiae y la región funcional de la proteína

está altamente conservada; sin embargo, no parece estar implicada en el control

del sistema respiratorio en levaduras (N'Guyen y col., 1995). Estudios recientes

de Lodi y col. (comunicación personal) de los genes que codifican para el

enzima lactato DH, KIDLD y KlCYB2, han puesto de manifiesto un efecto del

•
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factor Hap2p sobre su regulación.. Este efecto sólo se observa en medios

completos con lactato y no en medios con glucosa. Esto implicaría un tipo de

regulación dependiente de Hap2p en condiciones diferentes de las que

intervienen en S. cerevisiae y que deben ser analizadas con mayor profundidad.

1.7.1.2. KlHAP3. .

Se clonó por complementación de una línea mutante hap3 de S. cerevisiae.

Codifica para una proteína de 205 aminoácidos en la cual una región central de

90 rediduos es altaménte homóloga a la de Hap3p de S. cerevisiae. A pesar de la

homología estructural encontrada, se observó que la interrupción del gen

KlHAP3 no afectaba al crecimiento en fuente de carbono no fermentable y los

niveles de mRNA de diversos genes respiratorios tampoco mostraban ninguna

variación (Mulder y col., 1994a).

1.7.1.3. KISFNI.

Se aisló mediante la complementación del mutante fog2 de K. lactis

(Fermentative and Oxidative Growth), que presenta deficiencias en el proceso

de desrepresión en ausencia de glucosa. Presenta un porcentaje de homología

con Sfn 1 p de S. cerevisiae de un 74,7% en 613 aminoácidos. Las dos proteínas

poseen además de una homología estructural, una homología funcional puesto

que KISFNl complementa la mutación snfl de S. cerevisiae y los fenotipos de

las líneas mutantes de ambos genes son similares (Goffrini y col., 1996).

1.7.1.4. KIMIGI.

Se clonó a partir de una librería genómica de K. lactis, usando como sonda

un fragmento de K. marxianus amplificado por PCR a partir de cebadores

degenerados diseñados a partir de las homologías de los dedos de zinc de las

proteínas Miglp de S. cerevisiae y CREA de Aspergillus nidulans. (Dowzer y

Kelly, 1991).
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KlMigl presenta la. región del dedo de zinc altamente conservada y dos

secuencias consenso cortas que podrian tener relación con la regulación por

fuente de carbono; tiene una similitud del 56% y una identidad del 38% respecto

a la proteína Miglp de S. cerevisiae. Complementa la mutación de la proteína de

S. cerevisiae, lo que apoya la hipótesis de que presenta funciones similares

(Cassart y col., 1995).

1.7.1.5. KITUPl.

Fue clonado recientemente por Braun y Johnson (1997) por su capacidad

de complementación de la mutación tupl de S. cerevisiae. Por el momento no se

ha caracterizado su papel en la levadura K. lactis.

1.7.2. Factores reguladores multifuncionales.

1.7.2.1. KIABFl.

Puesto que la deleción del gen ABFI en S. cerevisiae es letal, el gen

KIABFI fue aislado por complementación de una línea de S. cerevisiae a la que

se le había reemplazado el promotor de ABFI por un promotor que contenía el

UASGAL• Esta construcción sólo permite el crecimiento en un medio con el

inductor galactosa; una vez realizada la transformación con una librería de

K. lactis se seleccionó en un medio con glucosa. El gen KlABF1 de K. lactis es

considerablemente más pequeño (482 aminoácidos) que el de S. cerevisiae (731

aminoácidos). La comparación de las secuencias aminoacídicas mostró un 65%

de similitud y un 49% de identidad, encontrándose diferencias en el contenido

de asparagina (Abflp 14,8%, K1Abflp 5,6%) debido a la ausencia de las

extensiones de asparagina en el gen de K. lactis; además la proteína de K. lactis

es menos rica en ácido aspártico (Abf l p 11.4%, K1Abf l p 7,5%). Ambas

diferencias se correlacionan con la diferencia en los' valores del pI calculado

para las dos proteínas (Abf 1 p 4,74, K1Abf1 p 6,61). Aparecen dos regiones en la

34



Introducción

•

•

zona N-terminal con alta homología, una de ellas contiene el dedo de zinc

similar al de Abflp (Gonçalves y col., 1992).

Se le arribuye una función similar a la que desempeña en S. cerevisiae de

acuerdo con los resultados de los ensayos de retardación de los complejos

DNA-proteína formados a partir de extractos proteínicos de K. lactis (Hoekstra

y col. 1992).

1.7.2.2. KICPFl.

El gen KICPFl que codifica para eI factor Cpflp en K. lactis se clonó por

complementación del fenotipo mutante auxotrófico para la metionina del

mutante cpfl de S. cerevisiae. Las secuencias aminoacídicas de las proteínas

K1Cpflp y Cpflp muestran una identidad relativamente baja, del 31%, pero sin

embargo presentan una región C-terminal con elevada homología (86%) e

identidad (67,2%). Esta región presenta un dominio de unión al DNA con una

hélice-giro-hélice básico y una cremallera de leucinas. En contraste con lo que

sucede en S. cerevisiae, la interrupción del gen KICPFl en K. lactis es letal

(Mulder y col., 1994d).

1.7.2.3. KIRA.Pl.

El gen KIRAPl presenta una gran similitud con su homólogo en S. cerevisiae;

sin embargo, no complementa los mutantes rapl , lo que sugiere que los

dominios esenciales para la función de la proteína no están presentes en K. lactis

(Larson y col., 1994)
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1.8. Metabolismo respiro-fermentativo en K. lactis.

Las levaduras no constituyen un grupo homogéneo en cuanto se refiere a su

metabolismo energético. Hay especies que en condiciones aerobias prefieren las

rutas fermentativas y otras que prefieren las rutas respiratorias. En S. cerevisiae,

la respiración representa sólo un 10% del metabolismo energético, mientras que

en K. lactis la respiración predomina sobre la fermentación (Gancedo y Serrano,

1989).

Se ha puesto de manifiesto que K. lactis (organismo Crabtree negativo)

presenta una respiración no limitada y no reprimida por glucosa en condiciones

plenamente oxidativas (González Siso y col., 1996). En contraposición,

S. cerevisiae es un prototipo de levadura Crabtree positiva que produce etanol

en presencia de oxígeno, presenta una capacidad de respiración limitada y

muestra una importante represión por glucosa. A fin de entender a nivel

molecular los mecanismos que posibilitan la existencia de una respiración no

limitada en K. lactis, en este trabajo se aborda el estudio de la región promotora

del gen KICYCl que codifica para un transportador de la cadena de transporte

electrónico mitocondrial.
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Objetivos

El gen KICYCl de Kluyveromyces lactis se diferencia del gen CYCl de

S. cerevisiae en dos aspectos relevantes. Por una parte, los niveles de mRNA

son superiores para KICYCl. Por otra, KICYCI origina dos transcritos de

distinto tamaño, a diferencia de la existencia de un único transcrito en CYCl.

Para poder determinar las bases moleculares que establecen la elevada

expresión de KICYCI en K. lactis, nos hemos propuesto los objetivos que se

resumen a continuación y que pretenden alcanzar un mayor conocimiento sobre

el funcionamiento del promotor de KICYCl.

1. Identificación de posibles señales reguladoras en el promotor.

l.l. Subclonación y secuenciación de un fragmento que contiene la región

promotora del gen KICYCl.

1.2. Identificación de regiones reguladoras mediante búsqueda de

homologías con señales consenso de factores reguladores.

2. Comprobación de la funcionalidad del promotor del gen KICYCl en el control

de la expresión de otros genes de levaduras.

2.1. Obtención de una línea mutante conteniendo el gen KICYCI

interrumpido por el gen URA3 y complementación de esta mutación por

plásmidos portadores de los genes KICYCI , CYCI y CYC7.

2.2. Construcción de un plásmido portador del CYC7 con el promotor del

gen KICYCI y estudios de expresión heteróloga en K. lactis.
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3. Determinación funcional de regiones reguladoras del promotor mediante

fusiones al gen lacZ de Escherichia coli y estudio de la actividad

(3-galactosidasa en distintas construcciones conteniendo deleciones

unidireccionales e internas del promotor.

4. Modificación de algunas señales reguladoras comunes con el promotor de

CYCI mediante mutagénesis dirigida y estudio funcional del efecto producido.

5. Estudio de la interacción de distintas secuencias de la región promotora del

gen con proteínas.

S.1.Ensayos de retardación utilizando las diferentes regiones

reguladoras caracterizadas y extractos proteicos de K. lactis. ^

5.2. Ensayos de retardación con extractos proteicos de Sc334, una línea

superproductora de Hap 1 p..

ao ^
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3.1. Líneas celulares.

3.1.1. Líneas celulares de bacterias.

Escherichia coli:
L NEA ^ GENOTIPO REF'ERENCIA

HB101 supE44, hsdS20 ( rB"naB^), recA13, ara-14, proA2, Bolivar ^^ Backman,
IacYl, galK2, rpsL20, .ryl-S, natl-1 1979. y

,JMIOl supE, thit^(lac-proAB), F(trad3óproAB+, lacl9 Messing, 1979

IacZdtYll S]
JM109 recAl, supE44, endA1, hsdR17, g^^rA96, relAl, Yanish-Perron y col.,

thid(lac proAB) 1985.

DHSOC endAl , hsdR17(r^-m^+), supE44, thi-1, recAl, Hanahan y col 1991
g^^rA(Nal +), relAl, d(lacZYA-argF)uróy, (^SO IacZ
aMls^]

CJ236 dutl , ungl , thil , relAl /pCJ105 (Cm^F' Jovice, 1984
TG1 a(lac proAB), supE, thil, hsdd5, F'traD36, Gíbson, 1984

proA+B+, lact, IacZ (ung+ dut')

Crecimiento y mantenimiento de las líneas celulares de bacterias en el

laboratorio.

Los cultivos en medios líquidos se realizaron en matraces o en tubos en una

estufa con agitación a una temperatura de 37°C.

Las líneas celulares de bacterias se conservaron habitualmente en la nevera

sembradas en placas y se resembraron periódicamente. Las líneas transformadas

con plásmidos que contenían genes marcadores de resistencia a ampicilina se

conservaron en placas de medio LB suplementado con ampicilina. La línea

CJ236 se conservó en placas de medio 2xYT suplementado con cloranfenicol.

Para el conservación de las líneas a largo plazo, las bacterias se inocularon

en los mismos medios y se dejaron crecer en agitación a 37°C, añadiéndose al

día siguiente glicerol estéril hasta el 15% y se congelaron inmediatamente las

muestras en tubos de polipropileno de 1,Sml a-80°C.
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3.1.2. Líneas celulares de levaduras.

Kluyveromyces lactis:

Línea celular Genotipo Referencia
NRRL-Y1140 MATa Jong ^- Ed^t^ars, 1990

CBS ?359, ATCC 8585
MW 190-9B MATa, lac4-8, Klura3, Rag+ Wésolo^t^ski-Lou^^el
MW98-8C MATa, ragl, rag2, Klura3, naetAl, argA Bianchi ^^ co1.,1987
MW270-7B/16 MATa, leu2, Klura3, naetAl, Wésolowski-Louvel

WMH7302-D1
HAP2: : Sc URA3
MATa, leu2, Klura3, trpl, nietAl, adeR, Muldery col. 1994a

K132144
his2-2, HAP3: : ScLEU2
^MATa, his Mas y col., 1974.

ATCC 3? 144
Klheml MATa, lac4-8, Klura.3, Rag+, Klhenil González Domínguez }'

col. 1997

Saccharomyces cerevisiae:

Línea celular Genotipo Referencia
ZW13 MATa, trpl-1, leu2-3, leu2-112, his4- Zitomer }^ col. , 1987

519, c^^cl -1, c^^p3-1(c1^c7-), GnC ^
ZW10 MATa, trpl-1, leu2-3, leu2-112, his4- Zitomer y col. , 1987

519, cvcl -1, cyp3-1(cyc7^), gat, CYPI -
16 (hnpl)

BWG-7a MATa, adel-100, leu2-2, leu2-112, Guarente v Mason, 1983
his4-519, ura3-52

LPY22 MATa, adel -100, leu2-2, leu2-1 i2, Turcotte v Guarente, 199?
his4-519, ura3-52, dhapl: : LEU2, r
dUAS2-CYCl rho+

Sc334 MATa, pep4-3, prbl-1122, ura3-52, Fytlo^^ich ^^ col. , 1993
leu2-3, leu2-112, regl-501, gall r

Crecimiento y mantenimiento de las líneas celulares de levaduras en el

laboratorio.

Los cultivos de levaduras en medio líquido se realizaron en general en

matraces con agitación a 30°C.

Para la extracción de proteínas v de RNA en condiciones de hipoxia los

cultivos creciendo en medio YP se conectaron a una bala de gas N, al 99%

durante dos horas. Los cultivos se pararon cambiando la temperatura de 30°C a

0°C antes de desconectar el burbujeo con N,.

^



Mnterinles ^^ Métod^s

•

Las líneas celulares de levadura se conservaron habitualmente sembradas

en placas YPD-0,5% en la nevera, tras haber sido cultivadas a 30°C durante uno

o dos días. Se resembraron periódicamente cada dos o tres meses.

Para el mantenimiento de las líneas de levaduras a largo plazo se

inocularon en medio YPD-0,5% o CM, se dejaron crecer en agitación a 30°C, se

les añadió glicerol estéril hasta un 50% y se congelaron a-80°C.

3.2. Medios de cultivo.

Los medios de cultivo se prepararon en agua destilada, con un suplemento

de un 1,5% de agar bacteriológico para los medios sólidos en placas Petri. Se

esterilizaron en un autoclave durante 20min a 120°C y 2Ba de presión.

3.2.1. Medios de cultivo para bacterias

Medio LB (Luria-Bertani)

Bactotriptona 1 ^Io
E^tracto de levadura 0,5 eIo
Cloruro sádico 50 %

•
,

D-glucosa 0,1 eIo

Medio LBA (LB suplementado con ampicilina)

Medio LB suplementado con 40-80 y^g/ml de ampicilina. El antibiótico se

añadió una vez esterilizado el medio, cuando alcanzaba una temperatura de 60-

65°C. Este medio se utilizó para la selección de bacterias que habían sido

transformadas con un plásmido que contiene el gen de resistencia a la

ampicilina. .

Placas LBA/X-Ga1+IPTG.

Son placas de medio LBA suplementadas con 1 mg de 5-bromo-4-cloro-3-

indolyl-Q-D-galactosido (X-Gal) y 2mg de isopropil-tio-B-D-galactosido (IPTG).

Se utilizaron para la selección de colonias bacterianas transformadas con

plásmidos portadores del gen IacZ que codifica para el enzima B-galactosidasa.
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Generalmente en este plásmido el gen marcador contiene un sitio MCS (sitio de

clonaje múltiple, Multiple Cloning Site) con diversos sitios de restricción únicos

que, aunque no interrumpen la pauta de lectura abierta del gen, conducen a la

inactivación del mismo cuando se le introduce un fragmento de DNA. De este

modo, en medios suplementados con X-Gal (un sustrato cromoáénico) e IPTG

(un inhibidor del represor lac e inductor, por tanto, del gen lacZ), las células que

muestran un fenotipo lac+ dan lugar a colonias de color azul, y las líneas que

portan el gen interrumpido (laĉ) son incapaces de utilizar la fuente de carbono

que produce los metabolitos coloreados y dan lugar a colonias blancas que

pueden ser seleccionadas.

Medio YT

Bactotriptona 1 ^Io
Ettracto de levadura 0,5 9c
Cloruro sódico 0,5 ^Ic

Medio SOC

Bactotriptona ? %
E^tracto de levadura 0,5 90
NaCI 10 mM
KCI ?,5 mM

Se aj ustó el pH a 7 con KOH 1 M

Medio 2xYT.

Bactotriptona 1,6 cIc
Extracto de levadura 1 ^Io
Cloruro sódico 0,5 90

Medio 2xYT-cloranfenicol

Medio 2xYT suplementado con 33pg/ml de cloranfenicol. Se utilizó para

cultivar y mantener la línea CJ236 portadora del plásmido pCJ 105 que confiere

la resistencia al antibiótico.

•
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Placas de medio H

Bactotriptona 1 ^Ic
Cloruro sódico 0,5 eIo
Agar bacteriológico 1,5 %

Top agar.

Bactotriptona 1 Clc
Cloruro sódico ^ 0,5 90
Agar 0,65 ^Ic

Se esterilizó v se conservó sólido, fundiéndolo en un horno de
micro-ondas antes de usar.

Placas de medio mínimo M9.

Disolución A (SOOmI)

KHzPO; 15 %
NaHPO^, 30 g
NH^,CI 5 g
NaCI ?,5 g

Suspensión B (450m1)

A gar 7,5 g

Se esterilizaron A y B por separado, se dejaron enfriar hasta unos 65°C y se

mezclaron SOmI de A con los 450m1 de B. Se añadieron, mientras se agitaba,

Sml de una disolución de glucosa al 20% y SOµI de una disolución 1M de CaCI„

ámbas estériles y SOOµI de una disolución de MgSO.^1M y 250µ1 de una

disolución de tiamina al 1% esterilizadas por filtración a través de un tamaño de

poro de 0,2µm. Se vertieron las placas inmediatamente después. Este medio se

utilizó para los cultivos de preparaciones de DNA plasmídico ultrapuro y para

seleccionar el episoma F' en la línea TG 1.
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3.2.2. Medios de cultivo para levaduras.

Medio YP

Bacto peptona ?%
E^tracto de levadura 1 ^Io

Se suplementó con D-glucosa (YP^ o con glicerol (YP^. Se variaron los

porcentajes de la fuente de carbono según se indica en cada experimento.

CM (Medio completo)

También llamado SC (S_ynthetic Complete). Se preparó se^ún Zitomer y col.

(1976).

Para 1 litro:

Sml de mezcla de aminoácidos -His (200X)

20g de la fuente de C deseada

Se añadieron los siguientes aminoácidos:

40mg Histidina
40mg Leucina
40mg Uracilo
40mg Adenina
40mg Tirosina
30mg Triptófano

Se omitió el aminoácido utilizado como marcador au^otrófico.

Después de esterilizar se dejó enfriar hasta unos 65 °C y se añadieron

67m1 de YNB estéril.

Mezcla de aminoácidos -His 200x: (aa200x)

Para 1 litro:

? g Arginina
1? g Isoleucina
8 g Lisina
? g Metionina
? g Treonina

1? g Fenil-alanina
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YNB

Para 1 litro:

50 ml Mezcla de vitaminas 300X
100 ml Sales traza 150X
75 g Sulfato amónico*
15 g KHZPO,^

7,5 g MgSO;
1,5 g NaCI
1,5 CaCI,

*Se añadió después de disolver el resto de los
componentes para evitar que precipite.

Mezcla de vitaminas 300X:

Para 1 litro:
• 0,6 mg Biotina

1?0 mg Pantotenato cálcico
0,6 mg Ácido fólia^

600 mg Inositol
1?0 mg Niacina
60 mg p-Aminobenzoico

1?0 mg Pirido^ina
60 mg Riboflavina

1?0 mg Tiamina

Sal es zraza 150X :
•

Para 1 litro:

Mnteriales ^• Métodns

75 mg Ácido bórico
6 mg Sulfato cúprico

15 mg Icxiuro potásico
30 mg Cloruro férrico
60 mg Sulf•ato manganoso
3U mg Molibdato sódico
60 mg Sulfato de zinc

Placas CM-Lactato

Se prepararon con la composición del medio completo CM y como fuente de

carbono se añadió lactato al 2%. Éste se esterilizó por separado mezclándose

antes de verter sobre las placas.
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Placas X-GAL (Rose y col. 1990)

IOxPBSS (Phosphate-buffer stock solution)

Para 1 litro:
KH2P0^ 1 M 136,1 g
(NHa)^SOa 0,15 M 19,8 g
KOH 0,75 M 4?,1
Se ajustó el pH a 7(importante para que el X-Gal pueda ser
utilizado por las levaduras como sustrato) y se esterilizó. Se guardó
a temperatura ambiente. .

1000xMSS (Mineral stock solution)

Para 100 ml
MgS0;^7H2O 0,8 M 19,72 g
FeCh ? mM 3? m

Se esterilizó y se guardó a temperatura ambiente. Se forma
un precipitado naranja mu^ fino que es necesario redisolver
antes de usar.

300x Vitaminas (ver placas CM).

aa-DM (Drop Mix) (Modificación del descrito por Sherman, 1979)

Para 6I m1:
Adenina 40 mg
Arginina ?0 mg
Histidina ?0 mg
Leucina 60 mg
Lisina 30 mg
Triptófano ?0 mg
Metionina 20 mg
Fenilalanina 50 mg
Treonina 100 m€
Tirosina 30 mg
Uracilo ?0 mg

Se omitió el aminoácido utilizado como marcador au^otrófico.
Se esterilizó y se guardó en la nevera.

Para 500 ml de ylacas:

Disolución 1
50 ml PBSS

0,5 ml MSS
? ml 300^Vit

1?,5 ml aa-DP
185 ml agua destilada

Disolución 2
7,5 g Agar
10 g Fuente de C(glucosa o

glicerol)
?50 ml agua destilada

•
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Se esterilizaron las disoluciónes 1 y 2 por separado, se esperó que la temperatura

fuese menor de 65 °C y se añadieron a la disolución 1 20mg del sustrato

cromogénico X-Gal disuelto en 1 ml de DMF. Se mezclaron las dos

disoluciones y se vertieron las placas.

Placas FOA (Rose y col. 1990).

El ácido 5-fluoro-orótico (5-FOA) se puede usar para seleccionar mutantes

que no pueden usar el ácido orótico como fuente del anillo de pirimidina. Las

células salvajes convierten el 5-FOA en monofosfato de 5-fluororótidina por

conjugación con el pirofosfato de fosforibosil (PRPP) y posteriormente se

descarboxila para formar monofosfato de 5-fluoro-uridina (5-FUMP). Estos dos

pasos están catalizados por los enzimas productos de los genes URAS y URA3

respectivamente. La fluorodeoxiuridina, que se forma inevitablemente después,

es un potente inhibidor de la timidilato sintasa y resulta tóxico para las células.

Los dos pasos de la síntesis de uridina que hacen falta para convertir 5-FOA en

5-FUMP pueden ser mutados para bloquear su utilización, siempre que se

suministre uracilo para permitir la formación de UMP por la denominada ruta

salvaje. Tanto los mutantes ura3 como los mutantes ura5 pueden crecer

medio que lleva 5-FOA (Sikorski y Boecke, 1991).

Para 100 ml de placas:

Disolución 1 aa-mix:
6,7 ml YNB ?00 mg Triptófano
0,5 ml an-200.x (ver placas CM) ?00 mg Histidina
40 mg aa-ntix 400 mg Leucina
5 mg URACILO ?(x) mg Tirosina

45 ml agua destilada 50 mg Adenina

Disolución 2
? g
? g

50 ml

A gar
Glucosa
aQUa destilada

Se esterilizararon por separado. Se añadieron Sml de una disolución 20mg/ml de

5-FOA (esterilizada por filtración) a la disolución 1 y a continuación se mezcló

con la disolución 2 y se vertió sobre las placas.

en
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3.3. Plásmidos.

3.3.1. Vectores de clonación.

Se utilizaron los siguientes vectores de E. coli y levaduras:

YEplac112 (2µm, TRPI, Amp, ori, IacZ) Gietz y Sugino, 1988.
YCplac22 (ĈEN4, TRPl, Amp, ori, lac^ Gietz y Sugino, 1988.
pBlueScriptSK+ Stratagene^^.
YEp24 Botstein y col., 1979.
M13mp18 Yanish-Perron y col., 1985.
pXW3 Chen y col., 1992)
KEp6 Wésolowski-Louvel y col, 1996.

HindIIl.Sphl.Pstl. SaII.Xba I. BamHl.Smal. Kpnl.Sacl.EcoRl

KPrtI
Drall

Apal
Xhol
Hincll
AcclSall

t SK+ LacZ ^II8lueScri_ p p
= 2961 bp Clal
- Hindlll
= EcoRV
= EcoRl

EcoRV

Sal I 4060

Vectores de clonación.

Pstl
Smal
BamHl
Spel
Xbal
Eagl
Notl
Sacll

EcoRl óstXlI
Sacl

1
Sacl

Kpnl
Smal ^
Xmal ::;rw- II v<;^k.

^BamFfl
X l ^^^....

X ^''`
ba

Sall
LacZ ^.

Hirtcll = Lacl VII ^^
Accl IX

Pstl
Plus

ori M13mp18 VIII ^
Sphl
Hindlll Minus 7.25 Kb ^:

EcoR I 2241

j

^ I(f

^:Ŝss

E

Cla I 2266 ^^if IV .r
Nind Jfl 2270 ^^^j ^'^

i

,'^^^^iw
I

.
VI` ^:;:.
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Vectores de clonación de K. lactis.

3.3.2.Descripción de algunas construcciones plasmídicas de partida.

Las siguientes construcciones conteniendo el gen K1CYC1 habían sido

previamente obtenidas en nuestro laboratorio y sirvieron de partida a las

réalizadas con motivo de este trabajo.

pECI: clon original que contiene el gen K1CYC1. Consiste en un fra^mento de

unos 9.800pb inserto en el sitio BamHI del vector YEp24 en el que se construyó

la librería genómica de K.lactis.

pARTI: fragmento BamHI-SaII de pECl de un tamaño de unos 4.000 pb

clonado en YEplac 112.

pART10: fra^,mento PstI-PstI de 1903 pb pARTI que contiene la secuencia

codificadora del ^en K1CYC1, con unos 376 pb de la re^,ión 5' y unos 1200pb de

la región 3' en YEplac 112.

• ^
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pART6: fragmento PstI-HindIII de 520pb que contiene 376pb de la región 5' y

144pb de la ORF (O^en Reading Frame, pauta de lectura abierta)del K1CYC1,

en YEplac 112.

pCAF10: fragmento PstI-PstI de pART10 de 1900pb clonado en el sitio PstI de

YCplac22.

pBSNulo: contiene el áen K1CYC1 interrumpido en la posición 136 HindIII con

el gen URA3 de S. cerevisiae obtenido a partir de YEp24.

3.3.3. Construcciones plasmídicas realizadas en este trabajo.

pARTpreS: fragmento HindIII-HindIII de unos 1900 pb de pARTI, que incluye

hasta el ^ sitio HindIII en la posición 146 de la ORF de K1CYC1 clonado en el

sitio HindIII de YEplac112 (ver Fig. 9 de resultados).

pARTS: fragmento PstI-PstI de unos 1500 pb de pARTpreS, que abarca desde

el PstI del MCS hasta el PstI de la posición -376 respecto al ATG y que se clónó

en el sitio PstI del vector YEplac112. En pARTS, el fra^,mento HindIII-PstI está

, en la misma orientación que en pART10, de manera que se libera al digerir

pARTS con HindIII.

pARTl/5: orientación contraria a la de pARTS, al digerirlo con HindIII la

construcción se vuelve lineal. Se utilizó en alguna de las reacciones de

secuenciación.

pART3 = p(DAIuI): se di^irió pART6 con SmaI y HindIII y la banda de 600pb

se rescató y se cortó con AIuI. Se obtuvieron dos fragmentos, el mayor es el que

contiene la re^ión 5' y se clonó en el sitio SmaI de YEplac112. Contiene 378 pb

del promotor y un par de codones de la región codificadora.

^
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pART1+2: se digirió pARTS con EcoRI y se rescató la banda de

aproximadamente SOOpb que se cortó con Asp718. EI fra^mento de 372pb

EcoRI-Asp718 se clonó en YEplac112. Este subclón fue utilizado en ia

secuenciación.

p1H: di^estión de pARTS con PstI y EcoRI y el fra^mento que se escinde se

digirió con HindII. El fragmento HindII-HindIl resultante se clonó en el sitio

SmaI de YEplac112.

KEp6-ScCYCI: se clonó el fragmento HindIII-BamHI del plásmido pCYCI(2.4)

que contiene el gen CYCI de S. cerevisiae en el plásmido KEp6.

KEp6-ScCYC7: se clonó el fragmento BamHI-CIaI del plásmido pCFW 10 que

contiene el ben CYC7de S. cerevisiae, en los plásmidos KEp6 y pSKI.

KEp6-K1CYC1: se clonó el fragmento SaII-SaII del plásmido pART10 que

contiene el ^en K1CYC1 de K. lactis, en los plásmidos KEp6 y pSK 1. ^

pCAFS: fragmento HindIII-PstI de pARTS clonado en YCplac22.

pCAFII: fragmento PstI-Pstl de pART10 de 1900pb clonado en el sitio único

PstI de pCAFS de manera que se añaden 1500pb correspondientes a la re^ión 5'.

Contiene un fragmento de la región 5' del gen KICYCI de 1810pb. Se comprobó

que la orientación era igual que la del clon original.

pCAF12: fragmento PstI-PstI de pART3 clonado en el sitio PstI único de

pCAFS. Se comprobó la orientación que resultó igual a la del clon original. Esta

construcción incluye el ATG de inicio de la traducción dei gen y una región

upstream de unos 1810 pb.

^5
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pCAFA y pCAFI/A: fraámento PstI-PstI de pART10 rescatado y diDerido con

Hin,fI. Se rescató la banda de 900pb, se rellenaron los extremos cohesivos con

DNA polimerasa de T4 y se clonó en SmaI del vector YCplac33. Estos

plásmidos contienen la ORF del gen K1CYC1 y 55 pb de su re^ión 5'.

pBS12-2: fraámento SaII-HindIII de pCAF12 clonado en el MCS de

pBlueScriptIISK+. Contiene una región 5' de unos 1810 pb i^,ual que pCAF12

pero con más enzimas de restricción disponibles en el MCS para sucesivas

construcciones.

pXW3-3Z (p3Z): fragmento BamHI-BamHI de 376pb de la región 5' del gen

K1CYC1 obtenido a partir del plásmido pART3 que se clonó en el sitio BamHI

del plásmido de fusión pXW3.

pXW3-12X (p12Z): fra^mento BamHI- BamHI de 1810pb de la re^,ión 5' del

áen KICYCI obtenido a partir del plásmido pBS 12-2 y que se clonó en el sitio

BamHI del plásmido de fusión pXW3. .

pBS 12-20 EcoRV : se eliminó un fragmento de 717pb EcoRV -EcoRV de

pBS 12-2 que se extiende desde el sitio EcoRV del MCS de hasta el segundo

sitio EcoRV de la secuencia correspondiente a pARTS de manera que resulta un

promotor con 822pb de la re^,ión 5' del gen K1CYC1.

de112-2: deleción del clon pBS 12-2 obtenida mediante el sistema de generación

de deleciones Erase a Base®de Promega diDiriéndolo con SacII(extremo

3'-protuberante que protege de la acción de Exolll) y HindIII(extremo sobre el

que actuó Exolll). La extensión de la deleción se comprobó por secuenciación

llegando hasta la posición -868 del ATG.
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de110-1: deleción obtenida por el mismo proceso que la anterior. Su extensión se

comprobó por secuenciación llegando hasta la posición -530 pb del ATG.

de110-9:. deleción obtenida por el mismo proceso que la anterior. La extensión

de la deleción se comprobó por secuenciación llegando hasta la posición -876 pb

del ATG. ^

p129X: contiene el promotor de 870 pb. Se construyó a partir del plásmido

pdu12-2 digerido con BamHI y el fragmento de unas 870 pb se clonó en el sitio

BamHI de pXW3.

p9Z: contiene el promotor de 868pb clonado en el vector de fusión pXW3

después de hacer las siguientes modificaciones: se eliminaron los sitios SaII y

PstI del MCS de pXW3 digiriéndo con los enzimas de restricción y rellenando

los extremos en presencia del adaptador HindIII. Se eliminaron los sitios EcoRI

y BamHI mediante el mismo procedimiento pero introduciendo el adaptador

SaII. Se secuenció para comprobar que el promotor de 870 estaba in frame con

el gen lacZ.

Serie de deleciones unidireccionales, du: plásmidos portadores de diferentes

tamaños de la secuencia de la región 5' de KICYCI que conforman un Drupo de

deleciones en sentido 5'^ 3' y que se fusionaron al gen IacZ del vector pXW3

en pauta de lectura. Se denominaron en orden decreciente de tamaño du9^du 17

y se describe su extensión exacta en el apartado correspondiente de resultados.

Serie de deleciones internas, di: plásmidos portadores de deleciones internas

obtenidas con nucleasa Ba131, a partir del sitio PstI de la posición -376 del

promotor de KICYCI fusionadas en pauta de lectura al ^,en lacZ del plásmido de

fusión pXW3. Su extensión se comprobó mediante secuenciación y se describen

las posiciones en el apartado correspondiente de los resultados.

^ ^^
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M13mp18-p800: fraDmento de 829pb BamHI-EcoRI de pBS12-20EcoRV

clonado en el vector M13mp18.

md-UAS1A: plásmido M13mp18-p800 con una mutación puntual en el sitio

UAS lA del promotor de K1CYC1 que se describe en el apartado de mutagénesis

dirigida en materiales y métodos.

md-UAS2: plásmido M13mp18-p800 con una mutación puntual en el sitio

UAS2 del promotor de KICYCl que se describe en el apartado de muta^,énesis

dirigida en materiales y métodos.

md-CCAAT: plásmido M13mp18-p800 con una mutuación puntual en la caja

CCAAT de la posición -352 del promotor de K1CYC1 que se describe en el

apartado de mutagénesis dirigida en materiales y métodos.

pmdUAS1A/lacZ:. se intercambió el fragmento PstI-Pstl del plásmido p9Z por

fragmento PstI-PstI de 380pb derivado de mdUAS lA.

pmdUAS2/lacZ: mismo proceso que la construcción anterior a partir de

mdUAS2.

pmdCCAAT/lacZ: mismo proceso que la construcción anterior pero a partir de

mdCCAAT.
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3.4. Extracción de ácidos nucleicos.

3.4.1. DNA plasmídico de E. coli (Sambrock y col. 1989, Ausubel y col. 1995).

3.4.1.1. Método de la lisis alcalina.

Se inocularon 1,Sm1 de medio LB, para preparaciones a pequeña escala, o

25m1 para preparaciones a gran escala, conteniendo el antibiótico ampicilina a

una concentración de 40-80pg/ml. Se incubó a 37°C durante toda una noche con

agitación. A continuación se explica el método de extracción a pequeña escala,

siendo el proceso a gran escala igual pero con cantidades de reactivos

proporcionales al volumen de cultivo de partida. Se centrifugaron las células en

tubos eppendorf lmin a 8.OOOr.p.m. Se eliminó el medio y se resuspendieron las

células en 100y^1 de la disolución I(glucosa SOmM, EDTA IOmM, Tris-HCl

25mM pH 8.0) agitando en vortex. Se añadieron 200p1 de la disolución II

fresca (NaOH 0,2 M, SDS 1%). Se mezcló por inversión rápidamente dos o tres

veces, hasta conse^uir una viscosidad homogénea. Se añadieron después 150^C1

de la disolución III (60% de acetato potásico SM, 11,5% de ácido acético

álacial(v/v), pH 4.8). Se agitó suavemente durante unos lOs. Se centrifugó Smin

a 12.OOOr.p.m. y se transfirió el sobrenadante a un tubo limpio. Para la

extracción de proteínas se añadió un volumen iáual de PCIA (ver apartado 4.5).

Se mezcló en vorzex y se centrifugó 5 min a 8.OOOr.p.m. Se transfirió la fase

acuosa a un tubo limpio. En los casos en que el sobrenadante permanecía turbio,

se repitió este último paso hasta obtener una fase clara. Se precipitó el DNA

añadiéndole a la preparación anterior Z volúmenes de etanol al 95%, frío. Se

mezcló bien y se centrifugó durante lOmin a 12.OOOr.p.m. Se retiró el

sobrenadante y se lavó el sedimento con 1 volumen de etanol al 70%. Se

centrifugó 5 min y se eliminó el sobrenadante. Se secó en un desecador a vacío

y se resuspendió en tampón 1xTE agitándolo en vortex..

EI rendimiento aproximado obtenido en cada preparación fue de unos lO^Cg

para las de escala pequeña y de unos 300^Cg para las de gran escala. Las

^
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preparaciones se conservaron congeladas a-20°C hasta su uso.

3.4.1.2. Precipitación con polietilénalicol.

Partiendo de una preparación de DNA obtenida mediante lisis alcalina, se

trató con RNAsaA (ver apartado 4.5), a una concentración final de 0,03y^g/y^l, a

37°C durante 30min. Se extrajo la RNAsa con PCIA y se precipitó el DNA con

dos volúmenes de etanol al 95% y 1/10 del volumen de acetato sódico 3M. Se

lavaron los restos de sales con etanol al 70% y se secó el DNA al vacío. Se

resuspendió en 80p1 de agua estéril y se añadieron 16y^1 de NaCI SM y 100p1 de

polietilenglicol PEG6000 13% (p/p). Se incubó en hielo 20min y se centrifu^ó

Smin a 13.OOOr.p.m. Se descartó el sobrenadante y se lavó el precipitado con

etanol de 70%, se secó al vacío y se resuspendió en aproximadamente 20yc1 de

agua estéril.

El rendimiento medio obtenido por este procedimiento fue de 20µg de

DNA puro.

3.4.1.3. Método rápido de preparaciones a pequeña escala.

Se utilizó el método de lisis por calor para comprobaciones rápidas. Se

centrifugaron 1,5m1 de cultivo del dia anterior en un tubo eppendorf a 8000r.p.m

durante 1 min. Se descartó el sobrenadante y se añadieron 350y^1 de tampón

STET (sacarosa 8%, Tris-HCl 0,01 M, EDTA O,OSM, tritón 0,5%, pH 8) al

precipitado de células. Se agitó en vorzex durante uno o dos minutos y se le

añadió 20p1 de lisozima lOmg/ml, volviéndose a agitar durante otros 30s. Se

hirvió la mezcla durante 40s y se centrifugó a 13000r.p.m. durante lOmin. EI

precipitado mucoso obtenido se retiró del fondo del tubo utilizando un palillo

estéril. Se precipitó el sobrenadante con un volumen de isopropanol y un décimo

del volumen de acetato sódico 3M pH 5. Se centrifugó a 13000r.p.m. durante

Smin y se lavó el precipitado de DNA con etanol al 70%. Se secó al vacío y se

resuspendió en 20p1 de 1xTE.

El rendimiento fue similar al de las preparaciones mediante el método de
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lisis alcalina. Este método se utilizó sólo cuando se usaron células de líneas

portadoras de la mutación endAl (Holmes y Quiáley, 1981).

3.4.1.4. Preparación de DNA plasmídico ultrapuro.

La técnica de purificación de DNA plasmídico mediante gradientes de

cloruro de cesio y bromuro de etidio, si bien es laboriosa, tiene la ventaja de

producir DNA plasmídico de un alto grado de pureza. Este DNA se empleó para

secuenciar y para el rescate de bandas de DNA de tamaño menor de 300pb de

geles de agarosa y de poliacrilamida no desnaturalizantes.

Partiendo de un cultivo de 25m1 en medio LBA de las bacterias portadoras

del plásmido a purificar, se inoculó un litro de medio mínimo M9. Tras media

hora de agitación a 37oC, se a-adieron lOml de una disolución Smg/ml de

ampicilina y una hora mas tarde Sml de una disolución lOmg/ml de Uridina. Los

cultivos crecieron hasta alcanzar una A;^ comprendida entre 0,5 y 0,7.

Llegados a este punto se añadieron Sml de una disolución de 34mg/ml (en etanol

al 95°Io) de cloranfenicol y se continuó el cultivo durante toda la noche.

Las células se recogieron por centrifugación a SOOOr.p.m. durante Smin y a

una temperatura de 4oC. EI botón celular se lavó dos veces en 100m1 de tampón

1xTE. Posteriormente las células se resuspendieron en 13 ml de la disolución

Tris-sacarosa(sacarosa 25%, Tris O,OSM, pH 8) pasándolas a un tubo de

policarbonato de ultracentrífuga y se añadieron 2ml de una disolución lOmg/ml

de lisozima; tras mezclar suavemente, las muestras se incubaron en hielo

durante lOmin. Transcurrido este tiempo se adicionaron 0,35m1 de EDTA O,SM

que fueron mezclados con suavidad y se procedió a una segunda incubación de

lOmin en hielo; seguidamente se añadieron 7m1 de tampón TX-100 (Tris-HCl

O,OSM pH 8, Tritón X-100 0,1 %) y se agitó por inversión hasta la observación

de un aumento en la viscosidad. Tras otra incubación de 15min en hielo, las

muestras se centrifugaron a 30.OOOr.p.m. durante 90min y a 4oC en una

ultracentrifuDa Beckman en un rotor de ángulo fijo VTi-70.
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Al sobrenadante recogido se le añadió lml de sarcosil (N-laurilsarcosina) al

10% (p/v) a^itándose y lg de C1Cs y 0,06m1 de una disolución lOmg/ml

bromuro de etidio por ml de sobrenadante; generalmente se ajustó el volumen a

23m1 (con tampón 1xTE) y se añadieron 1,38m1 de bromuro de etidio y 23^ de

CsCI. Las muestras se centrifugaron en tubos Quick-seal de 30 ml, completando

el volumen del tubo con aceite mineral, en un rotor VTi-50 (Beckman) a

40.OOOr. p. m. durante un tiempo superior a 16h a lOoC. En el gradiente formado

aparecen una o dos bandas visibles a la luz UV, siendo la inferior (generalmente

más gruesa y nítida) la que contiene el plásmido en forma circular y sin mellas,

se pinchó con una aguja hipodérmica y se aspiró con ayuda de una jeringuilla.

Se hizo una segunda centrifugación en tubos Quick-seal de 5 ml durante toda la

noche en un rotor VTi-65 (Beckman) a 50.000 rpm y a una temperatura de

lOoC. Se aisló la banda fluorescente conteniendo el plásmido y se procedió a la

eliminación del bromuro de etidio mediante lavados con igual volumen de

isopropanol, eliminandose la fase del alcohol (fase superior) que iba arrastrando

el bromuro de etidio hasta que se observó la fase inferior transparente.

Tras dializar durante toda la noche frente a SOOmI de tampón 1 xTE en

cámara fría, el DNA se dejó precipitar a-20oC varias horas en doble volumen

de etanol al 95%, añadiendo 1/10 del volumen de acetato sódico 3M pH 5.

Posteriormente se centrifugó a 12.OOOr.p.m. 10-15min y se lavó dos veces el

sedimento con etanol al 70%. Una vez secado al vacío se resuspendió en SOO^C1

de tampón 1 xTE y se determinó la concentración de plásmido por

espectrofotometría, obteniéndose, por término medio, l^g/^l de DNA puro.
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3.4.2. Obtención de DNA genómico de Kluyveromyces lactis.

Se empleó el método según se describe. Se partió de cultivos de 100m1 una

vez alcanzada la fase estacionaria, las células se centrifu^aron a S.OOOr.p.m.

durante 3min y se lavaron con lOml de la disolución I(sorbitol 1M, EDTA

0,1 M) tras lo cual, se resuspendieron en 10 ml de disolución II de extracción

(sorbitol 0,9M, EDTA SOmM, NaH,PO;^ SOmM pH 7,5, Li-mercaptoetanol

14mM). La mezcla se pasó a tubos corex, se añadieron O,SmI de liticasa,

previamente disuelta a una concentración de Sg/ml en agua y se agitó

suavemente durante 30min a 30°C. Tras este período de incubación, se añadió

SDS hasta una concentración final del 1% y se mezcló suavemente. Se incubó

durante 20min a 60°C sin agitación. Después de dejar enfriar a temperatura

ambiente, se hicieron una o varias extracciones con 1,5 volúmenes de PCIA

saturado con tampón 1xTE, agitando suavemente, para evitar que se produjesen

roturas en el DNA. Las fases se separaron por centrifugación a S.OOOr.p.m.

durante lOmin, hasta conseguir una fase acuosa lo más limpia de proteínas

posible. Para completar la extracción de proteínas, la fase acuosa se incubó

durante 2-4h en hielo con acetato potásicoSM (pH4,8) en una proporción 1:5 y

se centrifugó 15min a 10.000r.p.m. Se recuperó el ŝobrenadante, descartando el

posible precipitado que se produce cuando quedan restos de proteína. Una vez

purificado, el DNA genómico se precipitó con 1,5 volúmenes de etanol al 95%,

mezclándolo suavemente por inversión del tubo, hasta que se observó la

formación del ovillo típico de DNA y se centrifugó durante Smin a S.OOOr.p.m.

Una vez precipitado, el DNA se lavó una o dos veces con etanol al 70% para

eliminar restos de sales y se secó a vacío durante unos Smin para resuspenderlo

en 1 xTE.
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3.4.3. Obtención de RNA total de levaduras.

La extracción de RNA total se realizó según el método de Zitomer y Hall

(1976). El agua con la que se prepararon las disoluciones empleadas se trató

previamente con dietil-pirocarbonato (DEPC) al 0,1 % como describen

Sambrook y col.(1989). Los cultivos de levaduras se realizaron en medio YP

con la fuente de carbono deseada hasta que alcanzaron una A^ comprendida

entre 0,5 y 0,9 y se pararon incubándolos en hielo hasta que la boca del matraz

estuviese fría.

A partir de este momento se trabajó con ^uantes y con el material frío. Las

células se precipitaron y lavaron una vez con tampón 1 xRE (Tris 0,1 M, LiCI

0,1 M, EDTA 0,1 mM, B-mercaptcetanol l OmM, pH 7,4). En este punto se

conservaron las células a-20°C hasta el día siguiente o a-70°C durante más

tiempo, o bien se continuó el proceso con las células frescas. Se resuspendieron

en 1,Sm1 de 1xRE para la disrupción celular con perlas de vidrio de 2-4mm, en

9-10 pulsos de 20s de agitación en vortexque se alternaron con incubaciones en

hielo. A continuación se añadieron 2m1 de 1xRE con SDS 1% y se realizaron

extracciones con PCIA, equilibrado con tampón 1xRE, hasta obtener una fase

acuosa clara que se precipitó con 2,5 volúmenes de etanol al 95% y 1/ 10 de

acetato sódico 3M pH 5. Las muestras precipitadas se lavaron dos veces en

etanol al 70% y una vez secas se resuspendieron en a^ua bidestilada estéril y

tratada con DEPC.

Se midió la concentración del RNA obtenido mediante espectrofotometria

y se conservó congelado a-80°C en alícuotas hasta su uso.

3.4.4. Medida de la concentración de ácidos nucleicos.

Se midió en un espectrofotómetro Cary (Varian) la A,^ de una disolución

de las preparaciones de DNA (Sµl en 1 ml de tampón 1 xTE o agua), de RNA o

de ssDNA (4µl en lml) y de oligonucleótidos (2µl en lml). La concentración se

calculó sabiendo que una unidad de A,^ es equivalente a una concentración de

«
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DNA de SOy^g/ml, de RNA o ssDNA de 40ycg/ml y de oligonucleótidos de

20^g/ml. La pureza de la preparación se estimó mediante la relación A,^,/ A,^,,

siendo el valor óptimo de 1,8 para el DNA y de 2 para el RNA.

3.4.5. Composición de al^unas disoluciones descritas en varias técnicas.

PCIA (Fenol: cloroformo:alcohol isoam7ico)

24 ml Fenol
24 ml Cloroformo

1 ml Alcohol isoamilico

• Se mezclaron un volumen de fenol fundido a 65°C con un volumen de

cloroformo y con dos volúmenes de tampón 1xTE o 1xRE para equilibrar el pH.

Se agitó vigorosamente durante varios minutos, tras los cuales se dejó la mezcla

a temperatura ambiente y en oscuridad hasta que se separó completamente la

fase acuosa que se retiró por aspiración. Se repitió este proceso dos o tres veces.

Tras el último equilibrado se añadieron 1/25 volúmenes (8m1) de alcohol

isoarrúlico a la mezcla. Se conservó en oscuridad a 4°C.

CIA (Cloroformo-alcohol isoamílico):

24 ml Cloroformo
1 ml Alcohol isoamtlico

Tampón 1 xTE

Tris 10 mM
EDTA 1 mM

Se ajustó el pH a 7,5 0 8 con HCI.

Disolución stock de RNAsa A

Se preparó una disolución de 5 mg/ml en agua estéril que se calentó a

100°C durante lOmin para eliminar restos de DNAsas. Se dejó enfriar

lentamente y se conservó congelada en alícuotas. La concentración utilizada más

frecuentemente para eliminar restos de RNA de las preparaciones de DNA de

las di^estiones de restricción fue de O, l^cg/ml.

• ^



^Esttidio de ln regióit regtiladora de KICYCI

3.5. Métodos de transformación.

3.5.1. Transformación de E. coli

3.5.1.1. Método de transformación con cloruro cálcico (Cohen y col. 1972).

Preparación de células competentes.

Con este procedimiento se prepararon las células competentes de las líneas

HB101, JM101 y JM109. Se partió de un cultivo de 100m1 de YT inoculado con

1 ml de un cultivo fresco previo. Se dejó crecer hasta alcanzar una AS^ de 0.6

(2-3 horas}. Se recolectaron las células centrifugando a SOOOr.p.m. durante Smin

a 4°C. Se resuspendió en SOmI de NaCI IOmM frío. Se centrifugó a SOOOr.p.m.

durante Smin a 4°C y se resuspendió en SOmI de CaCI, 100mM frío. Se incubó

20min en hielo. Se centrifugaron a SOOOr.p.m. durante Smin a 4°C. Las células

se resuspendieron finalmente en 3 ml de CaCI,100mM frío. Para conservar las

células congeladas a-80°C se añadió igual volumen de una disolución de CaCI,

100mM a130% de glicerol y se repartieron en alícuotas.

Transformación.

Se añadieron 400y^1 de CaC1,l00mM frío en un tubo eppendorf. Se incubó

en hielo durante unos minutos y se añadieron 100y^1 de células competentes

recién descongeladas. Se añadió el DNA plasmídico y se incubó a 0°C durante

20min. Se dió un choque térmico incubando 2 min a 42°C. Se añadió lml de LB

y se incubó 1 h a 37°C. Se centrifugó a SOOOr.p.m. y se retiró el sobrenadante y

las células transformadas se sembraron extendiéndolas en placas LBA o

LBA/X-Ga1+IPTG.

3.5.1.2. Método de transformación con cloruro de rubidio (Kushner 1978).

Preparación de células competentes.

Se utilizó este protocolo para la línea DHSoc. La línea fue cultivada en

100m1 de medio SOC hasta que alcanzó una A5^ de 0,5, momento en el que se

paró el crecimiento enfriando el matraz en hielo durante unos lOmin. Las células

•
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se centrifugaron a 4°C a SOOOr.p.m. durante Smin. A1 precipitado celular se le

añadieron 30m1 de tampón TfB-1 (Rb Cl, 100mM, MnCI, SOmM, acetato

potásico 30mM, CaCI, IOmM y glicerol 15%, pH5,8) en frío. Se volvió a

centrifugar y se resuspendieron las células en 4ml de tampón TfB-2 (MOPS

IOmM pH7, RbCI, IOmM, CaCi, 75mM y glicero115%) y se repartieron en

alícuotas para con^elarlas a -80°C.

Transformación.

Se descongeló una alícuota de 100yc1 de células competentes y se añadió el

DNA plasmídico. Se incubó 20min en hielo y se dió un choque térmico a 42°C

durante 90s. A continuación, se añadieron 400^C1 de medio LB y se incubó

durante 45-60min a 37°C. Las células transformadas se centrifugaron a

3000r.p.m. y se sembraron en placas LBA o LBA/X-Ga1+IPTG.

3.5.2. Transformación de levaduras por el método de Klebe (Klebe 1983).

Para la transformación de levaduras se utilizó el método de Klebe y col.

(1983). Se partió de lOml de células de levadura de un cultivo a una A^ de

aproximadamente 0,7. Se centrifugaron a 3500r.p.m. y se lavaron con Sml de la

disolución A(sorbitol 1M, bicina IOmM, etilénglicol 3%, KCl 1,25M y CaCl2

30mM pH8,35) y se añadió un 5% de dimetil-sulfósido (DMSO) después de

esterilizar. Las células se resuspendieron en 0,2 ml de esta solución y a

continuación se congelaron en nieve carbónica (10-15min). En ese tiempo se les

añadió el DNA plasmídico transformante en un volumen de 20µ1;

posteriormente se sometieron Smin a un choque térmico a 37°C con agitación

fuerte en un baño de agua. Tras añadir 1,Sm1 de solución B (PEG1000 40%,

bicina 200mM pH8,35) se incubó a 30oC durante 1 h; transcurrido ese tiempo se

centrifugaron y lavaron en 1,Sml de solución C(NaCI 0,15 M, bicina IOmM

pH8,35). Las células se sembraron en placas CM con el contenido en

aminoácidos correspondiente, sebún la auxotrofía.
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3.6. Modiiicación enzimática del DNA.

3.6.1.Digestion con endonucleasas de restricción.

El DNA se digirió con enzimas de restricción de Boehringer-Manheim.

Para cada enzima se emplearon las condiciones recomendadas. El tiempo de

diáestión fue de 1-4 horas.

3.6.2. Digestión con nucleasas ExoIII para generar deleciones (sistema Erase a

base^ de Promega). ^

La nucleasa Exolll digiere específicamente DNA de extremos romos y

5' protuberantes, pero no extremos 3' protuberantes ni extremos romos

modificados con nucleótidos a-fosforotioato. Este sistema se utilizó para

generar deleciones unidireccionales de distintos tamaños que fueron empleadas

en la secuenciación.

Se di^irió el DNA plasmídico con dos enzimas de restricción del MCS, una

que dejaba extremos 5' protuberantes o romos sobre la que actuaría Exolll y otra

que dejaba extremos 3' protuberantes prote^iendo el extremo que no se quería

delecionar. Se purificó el DNA y se digirió con Exolll a 22°C tomando alícuotas

cada 20s que a su vez se trataron con nucleasa Sl. La nucleasa S 1 digiere

específicamente DNA monocatenario de manera que elimina las posibles colas

que pueda producir Exolll. Posteriormente se paró la reacción con EDTA a una

concentración SmM, se rellenaron los extremos protuberantes con el fragmento

Klenow de la DNA-polimerasa, incubando en presencia de la enzima a 37°C

30min y a continuación se añadieron tampón de ligamiento y DNA ligasa de T4.

Se incubó 2h a temperatura ambiente, se transformaron células bacterianas

según se ha descrito anteriormente y se analizaron los clones obtenidos.

3.6.3. Digestión con nucleasa Ba131 para ^enerar deleĉiones internas.

Se usó la nucleasa Ba131 de Boehringer-Mannheim con un tampón de

incubación compuesto por Tris-HCl 20mM, NaCI 600mM, MgCI, 12,SmM,

.
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•

EDTA 1mM a pH7,2. Debido a su actividad como exonucleasa 3'-^5' en el

DNA de doble hebra y su actividad exonucleasa 5'-^3' en el DNA monohebra,

cuando actúa sobre DNA en forma lineal lo va digiriendo por los dos extremos

de manera que se ^eneran deleciones bidireccionales. Esta propiedad se aplicó

para generar deleciones internas en el promotor del gen K1CYC1.

Se añadieron 0,5 unidades para aproximadamente Sycg de DNA.

previamente digerido con el enzima de restricción PstI y purificado. Se incubó a

30°C y se tomaron alícuotas de la reacción cada minuto, parando la reacción

mediante la extracción del enzima con fenol. Se precipitó con dos volúmenes de

etanol al 95% y 1/10 volumen de acetato sódico 3M, se lavó con etanol al 70% y

se resuspendió en tampón 1xTE. Posteriormente se purificaron las bandas

correspondientes a las distintas alíçuotas de un gel de agarosa, en el cual se

comprobaba simultáneamente la extensión de la deleción del fragmento. EI

DNA así obtenido se trató con DNA-polimerasa de T4 para rellenar los

extremos protuberantes que se hubieran oribinado y se hizo una reacción de

ligamiento en presencia del adaptador PstI. Finalmente se transformaron células

de E. col i y se analizaron los distintos clones obtenidos.

3.6.4. Utilización de polimerasas.

DNA polimerasa de T4: (Boehringer Mannheimj se usó, tanto para rellenar

extremos protuberantes 5' como para eliminar extremos protuberantes 3', en la

construcción de plásmidos recombinantes y para la síntesis de la segunda hebra

del fago en la mutagénesis dirigida. La adición de la proteína T4-gene-32 se

recomienda en la mutagénesis porque estimula la síntesis de DNA in vitro y

estabiliza regiones de DNA monohebra favoreciendo la replicación.

FraQmento Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli (Boehringer

Mannheim): tiene actividad polimerasa 5'^3', actividad exonucleasa 3'-^5' y

carece de actividad exonucleasa 5'^3' i^ual que la DNA-polimerasa de T4. Se
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empleó para el marcaje mediante digoxigenina y para el marcaje isotópico de

sondas tanto por anillamiento al azar o random primed (en las sondas utilizadas

en Northern blots) como por marcaje terminal 3' (en las sondas utilizadas en las

reacciones de unión DNA-proteína).

DNA polimerasa de bacteriófa^o T7: se utilizó una forma obtenida por

manipulación genética in vitro, la Sequenase^ version 2.0. Esta polimerasa

carece completamente de actividad exonucleasa 3'^5' y posee baja actividad

exonucleasa 5'^3', lo que la hace adecuada para la secuenciación del DNA.

DNA Polimerasa de Taa: (Boehringer Mannheim)

Se aisló originalmente de Thermus aquaticus. Tiene una actividad

polimerasa 5'^3' muy alta y carece de actividad exonucleasa 5'^3'. Esta

polimerasa es estable en incubaciones prolongadas a elevadas temperatura y

puede por tanto, ser empleada para amplificar fragmentos de DNA mediante

reacciones en cadena de la polimeras (PCR).

Reacciones de PCR (Polymerase Chain Reaction)

Se amplificaron mediante esta técnica 9 fra^mentos de diferentes tamaños

del promotor del gen utilizando oligonucleótidos o cebadores diseñados para

crear un sitio 5' EcoRI y un sitio 3' HindIII (Tabla I).

Los reactivos utilizados y las condiciones en las que se desarrollaron las

diferentes reacciones fueron:

• Polimerasa de Taq (5 U/^cl) y Tampón lOX (Tris-HCl 100 mM, MgCI, 15 mM,

KCl 500 mM, pH 8,3) de la casa comercial Boehringer-Mannheim.

• dNTPs de la casa comercial Boehringer-Mannheim a una concentración de

partida de 100 mM que se diluyerori a una concentración de 2,SmM.

• cebadores de la casa comercial Pharmacia a una concentración de entre 1,3 y

1,4 mg/ml que se diluyeron hasta una concentración de 2 pM.

•
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i

• como DNA molde se utilizó un fragmento lineal AccI AccI de unas 1581 pb

del promotor rescatado a partir del plásmido pCAFl l digerido con AccI. Se

hicieron tres diluciones a partir de una concentración de aproximadamente de

Sng/^cl (1:10, 1:100 y 1:1000) y de ellas se utilizó la dilución 1:1000 tras una

primera comprobación de la eficacia de la amplificación.

• la reacción se desarrolló a una concentración 1 x del tampón, 0,25mM de

dNTPs, 0,2 ^cM de los cebadores 1 y 2, y 0,65 U de enzima Taq.

• se desnaturalizó el DNA molde antes de añadir la Taq incubando durante

lOmin a 95°C.

• se añadió rapidamente la DNA-polimerasa de Taq y se inició una serie de 30

ciclos de 1 min de desnaturalización a 95°C, lmin de anillamiento a 57°C y

2min de extensión a 70°C.

• para la amplificación de los fragmentos du14 (cebadores d14 y d18) y du17

(cebadores d17 y d18) se aumentó el número de ciclos a 45.

^ Tabla I. Cebadores utilizados para la amplificación por PCR de diferentes

fragmentos de la región promotora. La secuencia en minúsculas corresponde a

los sitios de restricción añadidos.

Cebador Posición Sequencia $GC Tm

d9 -780 5'-ttaggatccAGCACTGAACACAC-3' S3 40

d10 -687 5'-ttaggatccCGAAGAGCAGACC-3' 61 42

dll -596 5'-ttaggatccCAGATAATATGAGCG-3' 40 42

d12 -475 5'-ttaggatccTACATCAGCCAACC-3' S0 38

d13 -413 5'-ttaggatccGCTTTTCCCCACG-3' 61 42

d14 -338 5'-ttaggatccGTCTCAGAGGCTTC-3' S7 36

d15 -280 5'-ttaggatccGATAGACTTGTTTC-3' 35 42

d16 -211 5'-ttaggatccGTATGCGCACTATG-3' 50 36

d17 -140 5'-ttaggatccGTTTCTTTAGCAAGTC-3' 37,5 44

d18 -8(-)5'-tataagcttgCTGGCATTATGACTT-3' 40 38

$GC: contenido en G y C en porcentaje
Tm:Temperatura de melting calculada según 2°C(A+T)+4°C(G+C)
(-): hebra 3'-^5' o hebra de Crick

71



^studio de la región reguladora de KICYCl

3.6.5. Reacciones de ligamiento.

Se empleó la DNA ligasa de T4 de Boehringer Mannheim con el tampón

suministrado con el enzima. Los ligamientos se realizaron en un volumen de

10^C1 añadiéndo un volumen variable de DNA (generalmente una proporción

1:10 de vector e inserto a clonar) y.lU de ligasa. Se incubó 2-4 horas a

temperatura ambiente o toda la noche a 4°C cuando el ligamiento era de

extremos cohesivos. Cuando el ligamiento era de extremos romos se incubó a

18-22°C toda la noche y los vectores se trataron con fosfatasa alcalina de

Boehringer Mannheim para eliminar el fosfato del extremo 5' del DNA y así

favorecer el ligamiento con el inserto. En las reacciones en presencia de

adaptadores sintéticos (oligonucleótidos con la secuencia de un determinado

enzima de restricción) éstos habían sido previamente fosforilados con el enzima

polinucleótido quinasa de Boehringer Mannheim.

3.7. Técnicas de electroforesis.

Se emplearon como método de separación de las moleculas de DNA en

función de su carga eléctrica y su peso molecular a través del tamiz que

constituyen las moléculas entrelazadas de los geles.

3.7.1. Geles de agarosa.

La agarosa en disolución acuosa, fundida y posteriormente enfriada genera

un gel. Los geles de agarosa permiten un rango de separación en función de su

concentración y del tamaño molecular de los fragmentos a separar (Sambrook y

col., 1989).

Geles de agarosa no desnaturalizantes

Se prepararon con agarosa entre un 0,7 y 2% en tampón 1xTAE (el mismo

utilizado para la electroforesis).

•
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•
Para determinar el peso molecular de los distintos fra^mentos, se hicieron

migrar diferentes marcadores de peso molecular al mismo tiempo que las

muestras a 50-120V, según el tamaño y la concentración del gel. El tiempo de

migración fue determinado en función de la separación de los colorantes del

azul de carga. ^

Tampón 1 xTAE:

Tris
EDTA
Acetato sódico
Ácido acético

0,04 M
1 mM

20 mM
30 mM

•
Azul de carga:

3 ml Glicerol (30^Io)
?S mg Azul de bromofenol (0,?Sclo)

?5 mg Xilen-cianol (0,?S^Io)
7 ml Agua destilada

Puri^cación de fragmentos a partir de geles de agarosa

•
Se utilizó el Kit Gene Clean^ BIO-101 Inc para el aislamiento de

fragmentos de DNA, de un tamaño de hasta 300 pb, a partir de. muestras

separadas por electroforesis en geles de agarosa (0,7-2%) con objeto de

utilizarlos posteriormente como sondas, o bien para su posterior clonación en

vectores. El rendimiento estimado de recuperación es de aproximadamente un

80%. .

Geles de agarosaformaldehido desnaturali,zantes

Se utilizaron para la separación de RNA a una concentración de a^,arosa del

1,5% en tampón 1xMOPS (el mismo utilizado para la electroforesis). Una vez

disuelta la a^arosa, se dejó enfriar hasta unos 65°C. Alcanzada esa temperatura,

se le añadió un 6% de formaldehído (agente desnaturalizante) y se vertió

inmediatamente.

Las muestras de RNA, 20-SOy^g en l0µl de H,O tratada y 20µ1 de tampón

de desnaturalización, se incubaron Smin a 65°C y se enfriaron rápidamente en

^ ^
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hielo hasta ser cargadas en el ^el. Antes de cargar el ^el se añadió 1,5y^1 de azul

de carga a cada muestra.

Las electroforesis se realizaron a 4°C, generalmente a 100V durante dos a

cuatro horas dependiendo de la separación observada en los azules de carga.

Tampón 20xMOPS

MOPS 0,4 M
Acetato sódico 0,1 ^ M
EDTA 20 mM
Preparado con agua tratada con DEPC, se ajustó el pH a 7}^ se guardó a 4°C en
oscuridad

lOxAzul de caráa

•

Glicerol 50 ^/o(v/v)
Azul de bromofenol U,?5 ^Ic
Xilen-cianol 0,?5 ^lo •

Tampón de desnaturalización

Formamida desionizada 24 ^lo
20^MOPS 1 U °Io
Formaldehído 8,9 ^Io
A gua tratada 57,1 ^Io

Tinción de los geles de agarosa

Los geles se tiñeron por inmersión en una disolución (tratada con DEPC

para los geles de RNA) del agente intercalante bromuro de etidio a una

concentración de 0,5 ^g/ml durante 5-15 min. Se lavaron con a^ua destilada y se

visualizaron en un transiluminador de luz UV.

Fotogra^ado de los geles de agarosa

Los geles, expuestos a luz UV se fotograiiaron con película Kodak

X-PIus-Pan 125 ISO, utilizando una apertura de diafraáma entre 4 y 5,6 y

exponiéndola entre 10 y 15s. Se utilizó un filtro rojo Cokin^`' R2.

3.7.2. Geles de poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida se utilizaron para secuenciación, para los

ensayos de unión DNA-proteína y para la visualización y/o aislamiento de

fragmentos de DNA de menos de 500 pb. Los ^eles se prepararon a

concentraciones de poliacrilamida entre un 4 y un 7%.
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•

•

Visualizacion de los geles de poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida no desnaturalizantes se tiñeron con bromuro de

etidio o bien se utilizó la tinción de plata. Para este último procedimiento se

sumergieron los geles en 200m1 de una disolución al 0,1% de ácido acético y

10% de etanol durante 30min con agitación. Transcurrido ese tiempo, se lavaron

con agua destilada y se incubaron otros 30min en AgNO; al 0,1 %. Se lavaron de

nuevo varias veces con agua destilada y se cubrieron con una disolución al 1,5%

de NaOH y 0,18% de formaldehído hasta que aparecieron las bandas. En ese

momento, se paró la reacción con varios lavados de agua y los ^,eles se secaron

en un desecador de geles al vacío durante media hora.

Puri^cación de fragmentos de DNA a partir de geles de acrilamida.

Una vez escindida la banda conteniendo el fra^mento de DNA de nuestro

interés, se procedió a deshacer la poliacrilamida mecánicamente, presionándola

con una punta de pipeta dentro de un tubo eppendorf. Tras lo cual se añadieron

SOO^CI de 1xTE y se incubaron los tubos con agitación a 37^C durante 2-3 horas.

Se centrifugó a 13.OOOr.p.m. durante lOmin rescatándose la fase superior, con el

DNA disuelto en el tampón, que queda separada de la acrilamida. Se añadió un

volumen igual al retirado, se agitó y se repitió la centrifugación para una mejor

recuperación del DNA disuelto. Posteriormente se hizo una extracción con

PCIA, seguida de una precipitación con dos volúmenes de etanol al 95% y 1/10

de acetato sódico 3M pH 5. Las muestras se resuspendieron en el volumen

deseado de agua bidestilada estéril o tampón 1xTE.
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Geles de secuenciación.

Se prepararon al 7% a partir de una disolución stock que se conserva en

oscuridad a 4°C y cuya composición se indica a continuación:

Mezcla para geles al 7%:

para 500 ml
Urea 210 g
Acrilamida al 45%, 78,1 ml
l O^TB E 50 m 1

Disolución de Acrilamida a145%:

para 500 m 1
Acrilamida ? 17,5 g
Bis-acrilamida 7,5 g

IOxTBE

para 500 m 1
Tris (900mM) 54 g
Ácido bórico (900mM) 27,5 g
EDTA (40mM) 7,4 g

Se tomaron 70m1 de mezcla para geles al 7% y se añadieron 250 µl de APS

10% y 50 µl de TEMED, se mezcló todo bien y se inyectó en un molde

constituido por dos cristales con una separación de 0,4mm. Uno de los cristales

del molde se siliconizó previamente con una disolución al 5% de dicloro-

dimetil-silano en cloroformo. Una vez polimerizado el ^el, se procedió a la

electroforesis vertical en tampón 1 xTBE. Antes de car^ar las muestras se esperó

que el gel alcanzara una temperatura entre 50 y 55°C aplicando un voltaje de

unos 1800-2000V. Después de cargar las muestras la electroforesis se mantuvo a

una potencia de 90W durante un tiempo variable durante el cual se hicieron dos

o tres car^as (de 2 a 8h), dependiendo de la extensión que se quería secuenciar.

Tras finalizar la electroforesis se separó uno de los cristales y el ^el pegado

al otro cristal se baño con una disolución de ácido acético al 5% para quitar el

exceso de urea y lueQo se adhirió a un papel de filtro ^rueso y se secó en un

desecador de aeles al vacío durante 1 h.

•
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Geles de poliacrilamida a14% para ensayos de retardación.

para 50 m I
Acrilamida al 4^^Ic 4,^ ml
lO^TBE 5 ml

•

Se añadieron 350^1 de APS 10% y SOy^I de TEMED antes de inyectar el ^el

en un soporte de un grosor de 1 mm y unas dimensiones de 15x 15cm. A fin de

visualizar el frente de corrido las muestras se cargaron con 1,S^C1 de una

disolución de azul de bromofenol al 0.25%. La electroforesis vertical se realizó

en tampón 1 xTBE (Tris-HCl 90mM, acido bórico 90mM, EDTA 4mM, pH 8,3)

a 25mA durante 2-3 horas (hasta que el azul de bromofenol alcanzaba el borde

extremo del gel). Se separaron los cristales y e1 gel se adhirió a un papel de filtro

para ser secado en un desecador de ^eles al vacío durante media hora.

Autorradiografi'as de los geles de secuenciación. y de unión DNA-

proteína.

Los geles de secuenciación y de unión DNA-proteína se visualizaron tras

exponer los ^eles secos a películas de rayos X Agfa Curix en carcasas con

pantalla amplificadora durante un tiempo estimado en relación a la señal

detectada con el contador Geigger (16h normalmente) y revelarlos. Las

autorradio^,rafias obtenidas se foto^rafiaron con película Kodalith Ortho Filni

6556 de Kodak, con una exposición de 1 s y apertura de diafra^ma l 1.
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3.8. Método de secuenciación de sanger (Sanger y col. 1977).

Se emplearon el Kit Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing y los

nucleótidos marcados a-32P-dATP o a-35S-dATP (de Amersham LIFE

SCIENCE, Inc.) para la secuenciación del clon de 1434 pb de pARTS, así como

para la comprobación de diferentes construcciones plasmídicas realizadas. El

DNA molde se preparó a partir de DNA plasmídico bicatenario mediante una

desnaturalización alcalina o bien se utilizó ssDNA obtenido a partir del vector

M13mp18 y de sus clones derivados. Se siguió el procedimiento recomendado

en el Kit para realizar las reacciones de secuenciación. Posteriormente se

desnaturalizaron las muestras por calor (2min a 75°C) y se cargaron en geles de

poliacrilamida en una célula de secuenciación de Biorad.

3.9. Técnicas de hibridación.

3.9.1. Southern Blot (Southern, 1975).

El DNA digerido se separó mediante electroforesis en ^eles de agarosa al

0,8%. La transferencia del DNA a las membranas nvtran NY-13 de porosidad

0,451cm (Scheider and Schuell) se realizó mediante el sistema VacuGene de

Pharmacia, a 50mBa durante 2 min con solución de desnaturalización (NaOH

0,4M, NaCI 1,5M) y unos 20-30min con solución de neutralización (Tris-C1H

O,SM, pH7,8, NaCI 1,SM). Una vez transferido el DNA a membranas, éste se

fijó mediante luz UV durante 3-Smin. Las membranas se Duardaron en bolsas de

plástico selladas.

El marcaje de la sonda y la hibridación de la membrana se llevó a cabo

siguiendo ^las recomendaciones para Souzher^z blots del Digoxigenin DNA

Labeling and Detection Kiz de la casa comercial Boehringef- Mannl2e.irn.

•
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3.9.2. Northern Bloz con di^oxigenina y radiactivo.

Para los experimentos de Northern (Alwine y col., 1977) los marcajes de

las sondas y la hibridación se realizaron mediante incorporación de di^,oxi^,enina

o P3' .

Después de la electroforesis en geles de formaldehido, tras foto^rafiar el

RNA ribosómico, se hizo una transferencia a membranas nvtran NY-13 de

Scheider&Schuell (para los Northern con digoxi^enina) o bien a membranas de

nylon con cargas positivas de Boehringer Mannheim (para los Northern

radiactivos), mediante el sistema VacuGene de Pharmacia, a 50 mBa durante

lh, utilizando como tampón de transferencia lOxSSC. El RNA se fijó durante

3min por exposición a la luz UV.

Northern mediante marca,^e con di ŝoxiQenina.

El marcaje de la sonda y la hibridación de la membrana se realizó se^ún las

recomendaciones para Norzhern descritas en el manual acerca del marcaje con

digoxi^enina Genius System User's Guide de Boehringer Ma^inheim.

(Cat.N°101023).

Northern mediante marca'e it sotópico.

El marcaje de la sonda se realizó mediante cebadores aleatorios, (randorn

primed), utilizando el Kiz Prime a Gene^ Labellin^ Systern (Protne^a) basado en

la técnica descrita por Feinberá y Vogelstein (1983). La sonda marcada se

purificó del isótopo no incorporado mediante cromato^rafía en columnas de

Sephadex-GSO como se explica en el apartado de reacciones de unión

DNA-proteína. La fracción que contenía la sonda marcada se utilizó

directamente previa desnaturalización incubando a 100°C durante Smin y

enfriamiento en hielo otros Smin.

Los filtros con el RNA se prehibridaron eri botellas durante 1 h a 65°C en

un horno de hibridación (Minihybridisation oven de Appligene) con SOmI de

disolución de hibridación (Na,HPD.^ O,SM pH 7,2, SDS 7%, EDTA 1mM).
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Transcurrido ese tiempo, se retiró parte de la solución de hibridación, dejando

unos 5-lOml a los que se les añadió la sonda desnaturalizada. Se incubó toda la

noche a 65°C. ^

Tras retirar la disolución de hibridación, se hicieron una serie de lavados

para eliminar los restos de sonda no unida a la membrana. Se hizo un primer

lavado de lmin a 65°C con lOml de tampón 2xSSC, un segundo lavado de Smin

a 65°C con 20m1 de una disolución 2xSSC y SDS 0,1% y un último lavado a

temperatura ambiente Smin con la disolución anterior. La membrana se expuso a

una película de rayos X y se reveló posteriormente.

20xSSC

para 500 ml
C1Na 3M 88 g
Citrato sódico 0,3M 44 g

Preparada con agua tratada con DEPC, esterilizada }^
conservada a temperatura ambiente.

3.10. Ensayos (3-galactosidasa.

En este trabajo se obtuvieron fusiones del promotor del gen KICYCI

incluyendo el codón de inicio de la traducción ATG con la secuencia

codificadora del gen lacZ de Escherichia coli en el vector pXW3. Como

sustrato cromogénico para la Q-galactosidasa se empleó ONPG

( o-ni trofeni 1-Q-D- gal actopi ranósido) .

En los primeros ensayos realizados se empleó un método de

permeabilización de las células basado en el de Guarente (1983) y

posteriormente para los ensayos de las deleciones el método descrito por Mount

y col .(1996) en el que se utilizan extractos proteícos. Estos métodos se

describen a continuación.
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3.10.1. Permeabilización de células.

Se inoculó un cultivo de 2-3 ml de medio en CM-Ura (o el medio selectivo

adecuado) con la línea de levadura transformada con el plásmido portador de la

fusión lacZ. AI día siguiente se inoculó de nuevo en proporción 1:100 en medio

rico YPD-4% y YPG-2% y se dejaron crecer las células hasta una A^ entre 0,7

y 1. Se tomaron 10 ml, se centrifu^aron y se lavaron una vez con tampón Z

(Na,HPO,^ 100mM, NaH,PO^, 40mM, KCl l OmM, MáSO:^ 1,6mM y 2,7m1 de 13-

mercaptoetanol por litro de disolución, pH 7) resuspendiéndose posteriormente

en 2ml del mismo. Se añadieron 3 gotas de cloroformo y 2^otas de SDS 0,1 %

con una pipeta pasteur. Se agitó fuertemente en vortex durante 15s y se incubó a

30°C durante unos lOmin. Se añadieron 400p1 de sustrato ONPG 4mg/ml a cada

extracto. Se dejó pasar el tiempo de reacción adecuado hasta la aparición de un

color amarillo pálido. Se tomaron dos muestras de 1 ml a tiempos diferentes,

parándose la reacción con O,SmI de Na,CO^ 1M. Se centrifugaron las células y

se midió la A^,o del sobrenadante en el espectrofotómetro. Se calcularon las

unidades de actividad normalizando la medida con el valor de la A6^,, el

volumen del cultivo, y el tiempo de la reacción, según la siáuiente fórmula:

A.E.=
A:^zo x 1000

A boo x tientpo x vol unaen

Puesto que Miller describió por primera vez un ensayo de actividad

Q-galactosidasa utilizando como sustrato ONPG (Miller 1972), a las unidades

arbizrarias que se obtienen según la relación anterior se las denomina unidades

Miller.

g^
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3.10.2. Obtención de extractos crudos y normalización de la actividad

respecto a la concentración de proteína obtenida.

Condiciones de los cultivos

Las condiciones en las que se realizó el cultivo que se iba a tomar como

preinóculo se basaron en la lectura del trabajo de Betina y col. (1995) quienes

partían de un cultivo de 5 ml iniciado con un. pool de cinco colonias. En este

trabajo se modificaron estas condiciones y se iniciaron pre-cultivos con 750p1

de medio selectivo CM-Ura, inoculados con cinco colonias transformantes

seleccionados al azar y que se dejaron crecer hasta la fase estacionaria. Se

congelaron en glicerol al 50% a-80°C hasta hacer el inóculo de los cultivos de

medida. En ese momento se descongelaron las muestras y se inocularon, en una

proporción 1:1000, en 15m1 de medio selectivo CM-Ura. Se dejó crecer toda la

noche, y al día si^uiente, se empezó la extracción de proteínas una vez que el

cultivo había alcanzado una Ae^ entre 0,7 y 1. Se hicieron por lo menos tres

ensayos de cada tipo de deleción, de manera que cada resultado representa un

promedio de la actividad de al menos 15 colonias.

Obtención de extractos de proteína soluble (Mount y col., 1996)

Se precipitaron 10 ml de cultivo a una A6^ entre 0,7 y 1(en la mitad

aproximadamente de la fase lo^arítmicaj y se lavaron con 2 ml de tampón Z

frío. Tras lavar las células en tampón Z se congeló el sedimento a-80 °C, de

manera que la extracción de proteínas se hiciese al mismo tiempo y en unas

condiciones similares en cada grupo de deleciones estudiado. Previamente se

comprobó que la con^elación no afectaba a la actividad observada. Las cél ulas

se descon^elaron lentamente en hielo y se resuspendieron en 0,25m1 de tampón

Z frío. Se añadieron O,Sg de perlas de vidrio de 0,40,5 mm, y se hicieron 3

pulsos de 30s de a^itación en vortex y 30s de incubación en hielo para la ruptura

de las células. Se añadieron 0,75m1 de tampón Z(cuando se partió de pocas

células se omitió este paso) y se agitó lOs en vortex. Se centrifugó a S.OOOr.p.m.

g^
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en un rotor de eje móvil durante Smin a 4°C. Se retiró el sobrenadante y se

transfirió a un tubo eppendorf y se conservó en hielo. Se cuantificó la

concentración de proteína en los extractos mediante e] método de Bradford

(1976) utilizando como disolución patrón seroalbúmina bovina.

Ensayo Q-^alactosidasa (Mount y col., 1996).

Se hicieron dos reacciones para cada muestra de extracto. Una con 100y^1

de extracto y 900p1 de tampón Z y otra con SOy^I de extracto y 950p1 de tampón.

Se incubaron los tubos a 30°C y se añadió 200y^1 de ONPG 4má/ml. Se agitó en

vortex y rapidamente se incubó de nuevo a 30°C hasta que empezaba a aparecer

el color amarillo. Se paró la reacción añadiéndole 400yc1 de una disolución de

Na, CO^ 1,25M. Se midió la A:^,o de las muestras y se calculó la actividad

enzimática (A.E.) mediante la fórmula:

A.E.=
Aa?o

proteína x tie»ipo x 0,0(}45

donde A^Z^, es la absorbancia de la reacción a una lon^itud de onda de 420nm,

proteína son los mg de proteína total empleada en el ensayo, tiempo los minutos

transcuridos durante la reacción y 0,0045 es el coeficiente de extinción molar

del ONPG en las condiciones ensayadas. Las unidades resultantes fueron por

tanto, nmoles de ONPG/mg/min. El resultado de cada ensayo representaba la

media de la A.E. observada de las dos reacciones realizadas.

Las medias y las desviaciones standard de las A.E. obtenidas para cada

tipo de fusión promotor-lacZ se calcularon mediante el programa estadístico

SZatGraphics Plus.

• ffi
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3.11. Interacciones DNA-proteina.

3.1 l.l . Preparación de extractos de proteínas de levaduras.

Se empleó el método descrito originalmente por Zachariae y col. (1993)

con algunas modificaciones. Se partió de 1 litro de medio rico de levaduras que

había alcanzado una A6^ próxima a 3. I^as células se centrifu^aron a 7.OOOr.p.m.

a 4°C durante lOmin y se lavaron una vez con agua destilada esteril fría y otra

vez con el tampón TAMEG (TrisHCl 0,2M pH 7,8, (NH:^),SO:^ 0,3M, MgCI,

lOmM, EDTA 1mM, glicerol 10%) también previamente enfriado en hielo.

Mientras se hicieron los lavados se traspasaron las células a tubos de

polipropileno de 30m1. El sedimento se resuspendió en 1 ml por gramo de

células obtenido del mismo tampón y se añadieron perlas de vidrio de

0,45-O,SSmm hasta la mitad del volumen.

Se añadieron inhibidores de proteasas a las siguientes concentraciones

finales: pepstatina 4y^M, leupeptina 4y^M, aprotinina 2ycg/ml, Q-mercaptoetanol

2y^M y por último PMSF 0,1 mM. Tras unos 10-15 pulsos de 20s de agitación en

vortex y 20s en hielo, las muestras se centrifugaron en un rotor de ángulo fijo

Beckman JA-20 durante 15min a 8.OOOr.p.m. Se pasó el sobrenadante,

conteniendo el extracto crudo de proteínas a tubos de polialómero de lOml y se

completó el volumen del tubo con aceite mineral. Se centrifu^ó 90min a 40.000

r.p.m. en un rotor basculante Beckman SW40Ti a 4°C. Se recuperó el

sobrenadante conteniendo la fracción 5-100 purificada y se congeló en alícuotas

de SOy^I utilizando nitrógeno líquido. Se conservaron a-80°C hasta su uso en los

ensayos de unión DNA-proteína. La concentración de proteínas final se midió

por el método de Bradford (1976), obteniéndose una concentración media de

unos 15 mg/ml.

Preparación de extractos enriquecidos en Hapl p.

La síntesis de la proteína Hapl-p se indujo a partir del plásmido pYCYPI

portador del gen CYPI (HAP1) con el promotor de GAL10-CYCl (Fytlovich y

s^
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col. 1993). Se cultivó la línea de S. cerevisiae Sc334 transformada con pYCYPI

en YPD-2% hasta una A^ de 2, se añadió al cultivo galactosa hasta una

concentración de 2% y se incubó durante 4 horas más a 30°C. La A^ en el

momento de parar el cultivo era de 2,5. Se siguió con el proceso de obtención de

extractos de proteína explicado en el apartado anterior.

3.11.2. Reacciones de unión DNA-proteína in vitro

•

Marc^e de la sonda.

Se marcaron por término medio 0,6-lµa de DNA con 2,Sµ1 de a-dATP'^' y

lµl del fragmento Klenow de la DNA polimerasa, incubándose lh a 37°C en un

vol umen de reacción final de SOµI de tampón de unión DNA-proteína (KC1

0,625mM, Tris-C1H 0,275mM, MgCI, 15mM, DTT 2mM, dGTP 0,025mM,

dCTP 0,025mM y dTTP 0,025mM). Se paró la reacción añadiendo 5 µl de

EDTA 0,25mM.

La sonda marcada se purificó mediante cromatoarafía en col umnas de

Sephadex GSO. Para ello se prepararon columnas empaquetando la resina

hidratada con tampón STE (Tris-HC1 l OmM pH8, NaCI 1 OOmM, EDTA 1 mM)

en pipetas pasteur. Se aplicó la mezcla de reacción a la parte superior de la

columna y se añadieron 300µ1 de tampón STE, se deshechó el volumen saliente.

Se añadieron otros 200µ1 de tampón STE y se recogió el vol umen el uido en un

tubo eppendorf. Se repitió este último paso cinco veces y la radiactividad

incorporada en las fracciones eluidas se midió con un contador de centelleo de

partículas beta (Wallac System 1410'•M Liquid scintillazion counter de

Pharmacia), correspondiendo el primer pico de aumento de radiactividad a la

muestra que contenía la sonda marcada. La sonda se precipitó con dos

vol úmenes de etanol al 95% y 1/ 10 de acetato sódico 3 M pH 5, incubándose

toda la noche a-20°C y centrifugándose a 17.OOOr.p.m. durante media hora. Se

lavó con etanol al 70% una vez y secó al vacío, resuspendose en un volumen

apropiado para tener aproximadamente 10;c.p.m./µl.

• ^
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Reacción de BindinQ.

Se incubó la sonda marcada (1-15ng/y^l y^ l0^ c.p.m./y^l) con el extracto de

proteína (1-20ycg) y con DNA carrier (0,1-2,Sy^g) en tampón de unión

DNA-proteína (HEPES/NaOH 2OmM pH 7,8, NaCI 0,1 M, MgCI, l OmM,

EDTA 1mM, Q-mercaptoetanol 7mM, glicerol 10%) en un volumen final de

15y^1. Com,o DNA carrier se utilizó DNA de timo de ternera sonicado Smin. Se

incubó a 25 °C durante 20 min.

3.12. Mutagénesis dirigida por el método de Kunkel (Kunkel, 1985). Kit de

Boehringer Mannheim®

3.12.1. Protocolos ^enerales.

Preparación de células competentes CJ236 y TGl.

Se inoculó una colonia de E. coli TG 1 o de E. coli CJ236 en l Oml de 2xYT

0 2xYT-cloranfenicol respectivamente. Se incubaron los cultivos durante la

noche a 37°C. Al dia siguiente se inocularon 200m1 de medio, con 2 ml de

cultivos frescos de la noche anterior y se incubaron con agitación

aproximadamente 2 horas a 37°C hasta alcanzar una A5^ de 0,6. Se paró su

crecimiento metiéndolos en hielo durante unos 1 Smin. Se centrifugaron las

células Smin a 8000r.p.m. en un rotor previamente enfriado a 4°C y se retiró el

sobrenadante. El sedimento se resuspendió en SOmI de la disolución MbCI,

100mM fría. Se centrifugó de nuevo Smin, se retiró el sobrenadante y se

resuspendieron las células a continuación en 2m1 de solución CaCI, (100 mM)

fría llevándose a un volumen final de 100m1. Se incubó en hielo entre 60 y

90min. Se hizo una nueva centrifugación, se descartó el sobrenadante y se

resuspendió en 2m1 de una disolución 15% glicerol y 85mM CaCI,. Después se

añadieron 7 ml de la misma solución agitando suavemente y por último se

repartió todo el volumen en alícuotas de 300µ1 en tubos eppendorf que se

S^^
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congelaron inmediatamente en etanol/hielo seco y se áuardaron a-70°C durante

varios meses.

Transfornzación de E. coli.

Se inocularon 20 ml de 2xYT con 1 gota de un cultivo fresco de CJ236 0

TG 1 y se incubaron a 37°C hasta alcanzar una A;^ de 0,1. Se fundió top agar en

el micro-ondas dejándose enfriar hasta 48°C, manteniéndose en un baño de

agua. Se descongeló una alícuota de 300yc 1 de células competentes

manteniéndolas en hielo y se le añadió el DNA. Se incubó en hielo durante

60min y posteriormente se dió un choque térmico en un baño a 42°C durante

3min volviéndose después al hielo. Se añadieron en un tubo de lOml, SOyCI y

200p1 de las células transformadas y 300y^1 de células de E. coli en fase

exponencial de1 cultivo inicial. Para la selección azul/blanco se añadieron

además 40^C1 de X-Gal al 2% y 40^c1 de IPTG 100mM directamente sobre la

mezcla anterior. Cuidadosamente se añadieron 3ml del top agar mezclando todo

con suavidad y vertiendolo inmediatamente en una placa de medio H. Se esperó

que solidificase el top agar para dar la vuelta a las placas e incubarlas a 37°C

toda la noche.

Siembra de los transformantes obtenidos.

Cada placa de lisis derivada de una célula transformada se calcula que

contiene aproximadamente de 10^ a 1010 fagos. Las placas de lisis se pincharon y

absorbieron del a^ar usando una pipeta pasteur- estéril, y se inocularon en 1 ml

de medio 2xYT al que se añadieron SOycl de cultivo estacionario de CJ236 0

TG1 y se a^itaron durante tres horas. Se centrifugó brevemente y se guardó el

sobrenadante a 4°C para una nueva transfección.

Determinación del título de fagos.

La determinación del número de fagos es importante para estimar la

incorporación de uracilo en el DNA.

s^



Estudio de la región reguladora de K1CYC1

Para determinar el grado de incorporación de uracilo en el DNA, el título

de fago marcado con uracilo se determina tanto en CJ236, que es portadora de

las mutaciones dut y ung- como en TG 1 (duz+, ung+). El ^en duz codifica para la

dUTPasa y el ^en ung codifica para la uracil-N-^licosilasa encar^ada de

eliminar los restos de uracilo que se incorporan al DNA. Cuanto más alta es la

tasa de incorporación de uracilo en el genoma del fago, más baja es la eficacia

de formación de calvas en TG 1 debido a la de^radación del DNA-uracilo por la

uracil-N-glicosilasa.

En ambas cepas se siguió el mismo protocolo: se inoculó una colonia de

CJ236 o de TGl en 10 ml de medío y se incubaron los cultivos toda la noche a

37°C. Se diluyeron 10^1 de sobrenadante de fago en 990 ^Cl de tampón 1xTE

(dil ución 1 x 10^'). Se hizo otra dilución de ,100µ 1 de la dil ución 1 x 10"' en 900^C1

de tampón TE (dilución 1x10"3) y se continuó diluyendo de la misma manera

hasta una dilución final de 1x10"'°.

Título de fa^os en E. coli CJ236: a 0,2m1 de un cultivo en fase estacionaria

se añadieron 100yc1 de cada una de las diluciones de 10-', 10"8, 10-9 y 10-10 y se

incubaron a temperatura ambiente durante lOmin.

Título de fagos en E. coli TG 1: a 0,2m1 de un cultivo en fase estacionaria se

añadieron 100y^1 de cada una de las diluciones de l0"i, 10^^, 10-' y 10-b y se

incubaron a temperatura ambiente lOmin.

Se fundió el top aáar y se conservó a 48°C hasta que se añadieron 3ml a

cada dilución de fagos, mezclándose todo cuidadosamente y de inmediato se

vertió la mezcla en placas H. Se incubó a 37° C toda la noche.

E1 título de faáos se expresó en unidades formadoras de colonias (pfu) por

mililitro, calculado mediante la relación:

número calvas . factor de dilución . 10 = pfu/ml
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Cálculo de la incorporación de Uracilo.

La diferencia entre el valor de pfu/ml en E. coli CJ236 y el valor de pfu/ml

en E. coli TG1 corresponde al valor de la incorporación de uracilo. Este valor

debe estar entre 10' y 106.

3.12.2. Reacciones de mutagénesis.

•

Obtención de la construcción M13mp18 portadora del fragmento de

promotor a mutar.

Se clonó el fragmento EcoRI-BamHI del plásmido pBS 12-2^EcoRV de

829 pb del promotor, en el vector M13mp18 digerido con EcoRI y BamHI. El

plásmido resultante se denominó M13mp18-p800.

Se transformó CJ236 con dsDNA (o DNA RF^ de M13mp18-p800 y las

calvas transformantes se utilizaron para transfectar CJ236 y así obtener un

ssDNA rico en uracilo, como se explica en el apartado siguiente.

Transfección.

Se inoculó una colonia de CJ236 en lOml de medio 2xYT-cloranfenicol y

se incubó a 37°C toda la noche. A1 día siguiente se inoculó 1 ml de este cultivo

en 20m1 de 2xYT-cloranfenicol y 40^C1 de una disolución de uridina

(0,1 25µ^/ul) y se agitó a 37°C aproximadamente 45min hasta una A5^ de 0,5.

En esta fase se añadieron aproximadamente lObpfu de M13mp18-p800 (según

titulación previa) y se cultivó con a^itación a 37°C durante 5-6h. Se

centrifugaron las células 20min a 12.OOOr.p.m. y se filtró el sobrenadante a

través de un filtro de un tamaño de poro de 0,45 µm a tubos de centrífuga de

polipropileno. Se retiraron 50 µl de sobrenadante de fago para determinar la tasa

de incorporación de uracilo, conservándose a 4°C. A 20m1 de sobrenadante de

fago se añadió 40yc1 de RNasa A(2,Smá/ml) y Sml de una solución PEG8000

20%/NaCI 2.SM. Se mezcló por inversión del tubo y se incubó a 4°C toda la

noche. Tras centrifugar a 12.OOOr.p.m., se retiró el sobrenadante. Se resuspendió

^ s9
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el sedimento de fa^os obtenido en 300^C1 de tampón concentrado en sales (Tris-

HCI 100mM, NaCI 300mM, EDTA 1mM, pH 8) y se incubó la solución de

fagos 30min en hielo. Posteriormente se centrifu^ó Smin, se recuperó el

sobrenadante con los fagos ricos en uracilo (fagos-uracilo) y se ^uardó a 4°C.

Se determinó la tasa de incorporación de uracilo mediante el título de fa^os

en ambas líneas de E. coli como se describió en el apartado de protocolos

generales. Los fagos-uracilo crecen pobremente en TG 1 porque el DNA-uracilo

se degrada por la actividad intracelular de la uracil glicosilasa y la endonuclesa

AP. Cuando la tasa fue menor de 10' se repitió la transfección con fagos

obtenidos del primer ciclo de transfección. En general se hicieron dos ciclos de

transfección en CJ236 para obtener dicho DNA-uracilo.

Preparación de DNA molde rico en uracilo.

S.e mezcló el pool de faDos-uracilo obtenido se^,ún lo explicado en el

apartado anterior con 2 volúmenes de PCIA y se a^itó en vortex durante lmin.

Se centrifuáó brevemente y se pasó la fase acuosa a un tubo limpio. Para

recuperar los restos de sobrenadante rico en fagos-uracilo se añadieron 100 y^l de

tampón TE a la fase del fenol, se a^,itó el tubo 40s, se centrifu^,ó brevemente y

se juntó esta fase acuosa con la anterior. Se hizo una segunda extracción con

fenol a las fases acuosas recogidas. A continuación se hicieron varias

extracciones hasta que se veían transparentes las dos fases. Después se

efectuaron dos extracciones con CIA. A la fase acuosa se le añadió 1/10 del

volumen de acetato amónico 7,8M y 2,5 volúmenes de etanol al 99% pre-

enfriado a-20°C. Se incubó 60min en un baño de etanol y hielo seco. Se

centrifugó 15min a 4°C y se descartó el sobrenadante. Se hizo un lavado con

etanol 90% y se centrifugó lOmin y se decantó el sobrenadante con cuidado. EI

sedimento se secó al vacío Smin y se resuspendió en 20^1 de tampón TE.

La concentración del DNA molde obtenido se calculó midiendo la A2^. El

rendimiento obtenido en nuestros experimentos fue de entre 0,5 y 2^Cg/µl.

•
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Anillamiento con el cebador.

Se usaron como cebadores los oligonucleótidos que se incluyen en la Tabla

II. Las sustituciones o cambios en las secuencias consenso UAS lA, UAS2 y

CCAAT(-352) diseñadas en estos oligonucleótidos se hicieron de manera que

originaran en el proceso de mutagénesis una diana de restricción KpnI única y

que iba a permitir la identificación de los mutantes.

Tabla II . Oligonucleótidos utilizados para la mutagenesis
diriqida de UAS1A, UAS2 y CCAAT(-352).

Cebador Posición Secuencia

mdUAS1A -285 5'-CGGGAACAGGTACCAAGACAC-3'

mdUAS2 -186 5'-GAAATTATCAAGGTACCG_TAGTGCGC-3'

mdCCAAT -338 5'-CTTTTTTCTCGTCGGTACCCCGTTG-3'

Se subrayaron los nucleótidos mutados.

Los cebadores usados (Tabla II) se fosforilaron previamente siguiendo las

condiciones que se describen a continuación. Partiendo de unos 200pmoles de

cebador se añadieron: 3y^1 de Tris-HCl 1M, 1,Sy^1 de MgCI, 0,2M, 1,S^C1 DTT

O,1M y 13yc1 de ATP 1mM, llevándose a un volumen final de 30y^1. Se mezcló

todo bien y se añadieron 5 unidades del enzima polinucleótido quinasa T4. Se

incubó a 37°C durante 45min. Se inactivó la enzima incubando a 65°C durante

lOmin y después se precipitó el cebador con etanol y acetato sódico incubando 1

hora a-80°C y centrifugando después a 17.OOOr.p.m. durante 1 hora.

El anillamiento de un cebador sintético depende de la relación

molde/cebador. Se pipetearon en uh tubo eppendorf los volúmenes de molde y

cebador en una. proporción 1:20 (0,1 pmoles de molde y 2 pmoles de cebador).

Se añadieron 2µl de tampón de anillamiento lOx(Tris-HCI 200mM, MgCI,

20mM, NaCI 500 mM, pH 7,7) para un volumen final de 20^c1.

Se mezcló todo y se colocaron los tubos en un baño a 70°C, se apagó y se

dejó enfriar hasta 30°C en aproximadamente 40min (1 °C/min). Se enfriaron a

continuación en hielo.
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Síntesis de la segunda hebra.

Manteniendo las muestras en hielo se añadieron 2^1 de tampón de síntesis

(Tris-HCl 100mM, MgCI, SOmM, DTE 20mM, dATP SmM, dCTP SmM, dGTP

SmM, dTTP SmM, ATP l OmM, pH 7,75), 1^l de ligasa de T4 (1 U/lcl), 1^1 de

DNA polimerasa T4 (lU/µl) para un volumen iinal de 24^1. Se añadió 1^^ de

T4 gene 32 Protein a la mezcla de síntesis para asegurar una polimerización

completa de la segunda hebra. Se mezcló todo cuidadosamente y se incubó en

hielo Smin. Después se incubó a 25°C Smin y a 37°C 90min. Se colocó la

mezcla de reacción de síntesis en hieló de nuevo. Se añadieron 80µ1 de tampón

de paro (Tris-C1H IOmM, EDTA 1 mM, pH 8) y se transformó TG 1 con 3- l 0µl

de la disolución final. La síntesis se pudo visualizar en un gel de agarosa al 1%

con una muestra de l Olcl. .
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3.13. PROGRAMAS INFORMÁTICOS

Análisis de restricción, búsqueda de ORFs.

DNASIS HITACHI^` (copvright of Hitachi Software Engeneering Co.,

LTD j.

DNA^Strider 1.2. Cl^ristian Marck. Service de Biochimie et de

Génétique Moléculaire. Bát. 142. Centre d'Etudes de Saclay. 91191 Gif-

sur-Yvette, France.

Análisis de homologías de secuencias de genes.

GCG®FastA program (Pearson, 1990).

Búsqueda de secuencias consenso de factores de transcripción.

GCG®Findpatterns program: busca sitios potenciales de unión de

factores de transcripción comparando la secuencia estudiada con la base

de datos GCG-Tfsites.dat.

Patternsearch 1.1 (GBF-Braunschweigj: proDrama que busca sitios

potenciales de unión de factores de transcripción comparando con la

base de datos TRANSFAC3.2 & TRRD3.4.

Matlnspector 2.1 (Quandt y col., 1995): programa que busca sitios

potenciales de unión de factores de transcripción usando matrices de la

base de datos TRANSFAC3.2.

Bases de datos de factores de transcripción.

GCG-Tfsites.dat. Genetic Computer Group. Universit_y Research

Park. Madison WI, USA.

TRANSFAC-The Transcription factor Database(W ingender y col.,

1997). (GBF-Braunschweig). http://transfac.gbf.de/

Gesellschaft fuer Biotechnologische Forschung. El proyecto GBF:

"Molecular Bioinformatics of Gene Regulation" se ocupa de agrupar a

• ^
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nivel teórico las secuencias de re^iones y elementos re^uladores del

genoma que controlan la transcripción en una base de datos y de

desarrollar pro^ramas informáticos que ayuden a identificar supuestas

estructuras de promotores o de activadores y a su^erir sus funciones.

Estadística.

StatGraphics Plus (Statistical Graphics Corporation j version 1.2.
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•

•

4.1. Secuenciación e identificación de posibles regiones reguladoras.

4.1.1. Subclonación de un fragmento que contiene la región^ 5' del gen

KICYCl.

Trabajos anteriores realizados en nuestro laboratorio permitieron la

clonación del áen KICYCI y la secuenciación completa de la ORF y de 380pb

en dirección 5' del ATG (Freire Picos y col., 1993). Para tener un conocimiento

más detallado de la región promotora era necesario estudiar una zona más

amplia. Por este motivo, se planteó la secuenciación de un subclón que abarcase

la re^ión inmediatamente anterior a la región ya secuenciada.

A partir del clon pARTl, en el cual se identificó inicialmente el gen

KICYCl , se escindió el fraámento HindIII-HindIII de 1900pb y se clonó en el

vector YEplac 112, obteniéndose el plásmido pARTpre-5. El inserto clonado

contenía el fragmento PstI-HindIII de 517pb que ya había sido previamente

secuenciado y que se eliminó digiriendo pARTpre-5 con PstI y clonando el

fraámento de aproximadamente 1400pb en el sitio PstI de YEplac 112. En la

construcción resultante, pARTS, el fraámento HindIII-PstI estaba en Ia misma

orientación respecto al MCS que el clon original pART 1(figura 9).
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Estudio de la regirin reguladnra de K1CYCl

^

BamH I

^

Hind l l l

Hind I I I

.^..^`^

Pst I

Hind I i I

I
Pstl

Pst I Hind I I I Sal I

_ _l^^;f;M..̂ ,^ YEplacl 12

pART 1 K1CYĈ1

Pst I Sal I
YEplac112

pART 10 sr I
Pst I Hind I I I

^°ust=--- .-^rr _ :-:^.

pARTpre5 ^

Pst I

pART 5

500 pb

Figura 9. 13squema de la subclonación de pARTS.

YEplac112

YEplac112

Se digirió pARTS con diferentes enzimas de restricción y tras analizar los

productos de la digestión en geles de agarosa o acrilamida, se delimitaron las

posiciones de los sitios de restricción que se muestran en la fi^,ura 10.

HindIII KpnI EcoRI HindII EcoRV

400 100 100 100

EcoRV HindII

200 100

Figura 10. Mapa de restricción de pART^.

300

Pst2

^3
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4.1.2. Secuenciación de la región 5' al gen KICYCl.

Se obtuvieron distintos subclones de pARTS y a partir de pBS 12-2,

construcción que porta el fragmento de 1810pb en dirección 5' al gen K1CYC1,

se obtuvieron deleciones unidireccionales por el sistema de Erase a base. En la

figura 11 se incluyen las construcciones obtenidas que se utilizaron para

secuenciar, así como los cebadores utilizados en la reacción y la extensión de la

lectura en cada caso.

pBS12-2 ( 331 pb) Pdu10-9 (150 pb)
pB512-2(177pb) pdu12-14 pduTO-1 154 pb)

pART1+2(200 pb) du12-2(350 b)

pART1/5(250 p1H 150 b

Hind III

^
pBS12-2 (230 pb)

^.,^.
„i:,úx

pARTl+2(240 pb) ^-
pBS12-2 (240 pb)

_:^^w;^^

IR_!

pl H (340 pb)

pART 1 /5 (360 pb)

CEBADOR SECUENCIA

Reverso (R) 5'-AACAGCTATGACCATG-3'

UniversaZ (U) 5'-GTTTTCCCAGTCACGAC-3'

erl 5'-CATGAACTACTCCACAGC-3'

er2 5'-CTGAATCTGGTACCTCAG-3'

er3 5'-CGGTTGGATATCG-3'

er4 5'-GCTGTGGAGTAGTTC-3'

Ps t ^I

F'igura 11. Estrate^ia de secuenciación de pART^. Se detallan tos plásmidos v los cebadores
utilizados en cada reacción. Los cebadores erl, er?, er3 ^, er4 t^ueron diseñados para
secuenciar las zonas que no se solapaban. La e^tensión secuenciada en cada reacción se
incluye entre paréntesis.

La secuencia obtenida de 1439pb ha sido depositada en la base de^ datos

EMBL con el número de acceso X87929. Esta secuencia se ensambló con la

anteriormente secuenciada obteniéndose una región 5' a la ORF de KICYCI de

1810pb (figural2).

^
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La secuencia descrita constituyó el punto de partida para los estudios

realizados con el fin de delimitar una región promotora que incluyese todos los

elementos que intervienen en la expresión del ^en KICYCI y su re^ulación.

^ 10 ^ 20 ^ 30 ^ 40 ^ 50 ^ 60 ^ 70 ^ 80

1 AACfiP^lOOC A^`lTIGiIG Q,^GT!'iLRT AC^,^J.G Z^`19G^A TIGFIÚ^ A^ AATC^AQ^ZT 80

81 G^I^T TP^,ZUT P^^F1 AGT^AAAAA CIOG^CII^T Af^AC,T ACAAC^G^A A^AFDCAA^C 160

161 TTPAC!lTIQ^, ÁIQ^f ^AAATIL^A AA^A^TAA ^,T ZT^C.TlQl^ Q^ACIT9CiDC C^I4^AT 240

241 I+13'JQC^ C^CIglOQ^ AAF►̂ G^F, C'!C'I^GlC7f'A ^^,FCAA`^!C ^Q9F,^Q^ AOOQ9QlGTA Q^FDOC^C 320

321 C^IC^,TT ZTIO7C^C.^ C9G^L.CZTP Q^TI'I^AC^ GIT,`^CÁLC^ C'^1AA^11^ GIL^lOGPIP^T ^TPICIL^,F. 400

401 2CIC^lYiLJCP ^ ZCI0.^^F, Q^AAAFIIZLT CAC^Fí^iC ^G^, ^Df'^10^A TI'IL^iC 480

481 PQLIi^ÍTl^T ZCII^IDC^GIG ^ AATlT1R^ ^ID3JG A^^ P^íI7^ CA^ 560

561 ^,T^,ÁIC^T ^C^ ZL'IZ^AT TI^iIRt7Q^ P^FC^ PD^A^'IL^ ^1'tT ^ 640

641 PaPÍPI^^I^ TAAATP,AZC^, M^I'^^DC GTIC^,C,^A Q'I'tC^ÁII9G AC^1AAFf^ G^lIC'IL^DG Cl^L'A^+ClT 720

721 ^AA. ^i^ ^,T^IAAALT a00^LZT T1L'^!I'I^7C AAC^G^.T1T G^ 'IG^ZGIDC^ 800

801 TI^ÁIT G9A^I'^, T^C^1TA AAC^AA ^1At^T C^II'i^ T^L,T AAZ0.^TID^A 880

881 Z^(él^IG ZZt7Cpi,^lLT PL'lCX^ZC^1 ^,RC^lQ^ G^ ZC^ÁIC.TICP ^ AAi^+Da^G 960

961 AAOQQ^,AG Q^1AQ^ZG AAAC^9Q^T C^AC.IT ^OC^A AA^P^, TIIAIT^ AQ^,CIQ^C 1040

1041 P^C C'IL^TIL^IG P^ICIC'A ÁIGF^ Q^TI^DC1^fIT AAQ^,OC^ C1+^.1TI'IC G^`^C 1120

1121 ^1AOC,^G C19CI^0C'AAA^. Q^DGIGIG CATlF^OOG P^1TlT'190.^ A^ AZC^AGT^^, TAAÁTACILT 1200

1201 PBZL^GICF, AF^. í^t'AIL^l00^, AAAAA^IL^, ZCPIL'lG+L^ G^ ^^T RDQ^DC'A 1280

1281 T^ATÍAA GITAATIGlC PDGZ^T C^Il^ C1dOGIC^9CIG ^ C^L?JC'AA^A AZ^,ZC^ 1360

1361 TIO^TIC^C P^iII9^^ AAOCICIC^C AAQ^ATlC3.T TFIR70C^DG CTP^AZt^ C^AC^IT 1^00.^ 1440

1441 AAAFDQIIC^, PA^ AÁ^1C^,AAA AAGICIC^, Q^TICI^G p,ATI'ILLX.IC AICI^I^LC TIC^DOQ^IG 1520

1521 TlOO^T C^CPIG ZTIQ^A TITiTiDC^P T^T AAAAF^T pII^,í^1AA TITI^G^IG 1600

1601 ^ T!'IGZZC^,^, P^IZCA^P, ^ AQTAAQ^TlT Qe,^,Ti^ ZC^ATPlGAT GZTIL'IT!'AG 1680

1681 CAAGICFI'IT ^ITlC TlTITIL'IC7C ZPIL'^C'FP AATIF^AAGLT ^1^ApL^► ZC'19G^,T^,A Q^IC 1760

1761 C^19AA`^.^F, ^IÚPIlA (T1'14AOQ^ ACAi^1A^1 ^4AioGIC^® 1813

^ 10 ^ 20 ^ 30 ^ 40 ^ 50 ^ 60 ^ 70 ^ 80

Figura 12. Secuencia de 1810pb de la regi ón 5' del gen K1CYC1. En la posición
1434 se señala el sitio PstI.
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4.1.3. Análisis preliminar de la secuencia obtenida:

Mediante el programa informático DNA Strider^^" se obtuvo el mapa de

posibles ORFs de este fra^,mento así como una lista de los sitios de restricción

únicos que aparecen en esta secuencia (fi^ura 13).

1

•

3

1 ^ I

^i ^A
I

d
I

1000

Barra completa: codones STOP (TAA,TAG and TGA).

Media barra: codones ATG de inicio.

^
1

3

1^, 2 y 3 hacen

de la hebra de

r

W

eferen

atson.

cia a las tres tramas de lectura

Enzim3 Sitio de Posición Enzima Sitio d^e Pdsición

restricción restricción

Hind III a/agctt 1 Nco I c/catgg 882

BspH I t/catga 217 Sca I agt/act 895

Age I a/ccggt 319 Alw I ggatc 905

• Acc I gt/mkac 361 BspM I acctgc 1049

Bsa I ggtct^ 419 Hpa I gtt/aac 1073

Ec^ I g/aattc 475 BceF I acggc 1097

Nsp I rcatg/y 500 Ear I ctcttc 1125

Nsp7524 I r/catgy 500 Bsp1286 I gdgch/c 1128

NspC I rcatg/y 500 HgiA I gwgr.w/c 1128

Sph I gcatg/c 500 Af1 III a/czygt 1144

Nru I tcg/cga 526 SnaB I tac/gta 1314

BstU I cg/cg 527 Aat II gacgt/c 1374

Ase I at/taat 562 Aha II gr/cgyc 1374

BsiY I ccnruuin/nngg 727 Pst I ctgca/g 1434

Figura 13. Mapa de ORFs a partir de la secuencia de pARTS (parte superior) y sitios de
restricción únicos de dicha secuencia (parte inferior).

Puesto que en la trama 2 de la hebra 5' ^3' se detectó la existencia de un

fragmento de ORF de 872pb se comparó, mediante el proárama FastA (Pearson,

1990) la secuencia de pARTS obtenida, con las secuencias de genes recopiladas

en las bases de datos a través de un alineamiento dual. La zona correspondiente

a la pauta abierta de lectura presentó gran homología con genes que codifican

^ooo

ti i i i I
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para piruvato decarboxilasas, con un porcentaje de identidad de un 55,9% y un

solapamiento de 874pb. El estudio de esta región con homología con piruvato

decarboxilasas ha dado lugar a la caracterización de un gen que interviene en la

regulación del metabolismo de la tiamina (Rodríáuez Belmonte, 1997).

La posición relativa de la ORF vecina y ensayos preliminares en los que se

fusionaron distintos fragmentos del promotor del gen lacZ permitieron

determinar desde qué punto se debía considerar la zona promotora a estudiar que

quedó delimitada a una región de 868pb (figura 14).

4.1.4. Identificación de elementos reguladores mediante búsqueda de

homologías.

En el estudio previamente realizado sobre una secuencia promotora de sólo

376pb se habían localizado secuencias con homoloáía a los elementos

reguladores presentes en los promotores de los ^enes citocromo c de

S. cerevisiae, CYCI y CYC7 (Freire Picos y col., 1993) se buscaron homologías

de forma manual con secuencias consenso que aparecían en los ^enes citocromo

c de S. cerevisiae, CYCI y CYC7. Se localizaron así, las secuencias homólobas

al consenso de reconocimiento de la proteína Haplp (UAS lA y UAS 1 B) en las

posiciones -306 y-259 respecto al ATG, la secuencia homólo^a al consenso de

reconocimiento del complejo multimérico Hap2/3/4/Sp (UAS2) en la posición

-207, varias cajas TATA en las posiciones -184, -171, -91, -66 y-15 y en la

posición - 126 una secuencia de 34pb rica en pirimidinas similar a la que

presenta el gen CYCI (McNeil y Smith, 1988).

A fin de extender el estudio a la región promotora de 868pb se hizo una

comparación de esta secuencia con las siguientes bases de datos de sitios de

reconocimiento de reguladores transcripcionales: GCG-Tfsites.dat (TFD,

versión 7.4) y GBF-TRANSFAC Sites (versión 3.4) mediante los programas

informáticos: GCG^FINDPATTERNS, MATINSPECTOR ( versión 2.1) y

PATTERNSEARCH (versión 1.1). Se estudiaron solamente las homologías con

^o^
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•

•

factores de levaduras. Como resultado de esta búsqueda bioinformática se

localizaron, además de las regiones previamente descritas, dos cajas CCAAT en

las posiciones -352 y-463, sitios potenciales de acción del complejo

multimérico Hap2/3/4/Sp. También se localizaron un sitio ABFI (ARS Binding

Factor 1) en la posición -698 y tres sitios CPF1(Centromere Promoter Factor 1)

en las posiciones -670, -513 y-492. En la posición -409 apareció una re^ión con

homolo^ía con el consenso de unión de la prote ína represora MiQ 1 p y en la

posición -352 un sitio de reconocimiento para Rox 1 p. En la tabla II I se resume

la información obtenida. En la tabla III se muestra la homología de los

consensos con la secuencia y en figura 14 se detallan las posiciones de las

secuencias cis localizadas.

^^



^ Estudio de la re^^iri^r regt^ladora de KICYCl
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Tabla III. Búsqueda de homologías con distintos consensos de factores de transcri ic5n.
Secuencia Fac^or de I^efere^acia ld^tidad^e.s e^oontradas
c^ons^.so tran.^cri iási

Ha y col ., 3/ o_ _
Haplp 1996 I I I I I I I I I I I I I I

-2s5 _ _ -301
Ha y ool ., 4/ o_ _

Haplp 1996 I i I I I I I I I I I I I
-254 _ -138

Chodosh y o/ o ac^
CcAAT Hap2/3/4p col. , I I I I I

1988 ^63 ^T ^59

IIÍII
-352 a^AAT -348

Fbrsburg y 4/ o^
TNATTGGT Hap2/3/4p Guarente, I I I i l

1989 -z°a ^°^ -19^

Dorsman y 1/ o Kit^nsrrr^oc
RTCRYNNNNNACG ABFl col ., I I I I I I I I I I I I

1988 -ó9$ A^om^,c^oc -ss6

Mellor y o/ o ^r^c
RTCACRTG CPFl col. , 1990 I I( I I I I I

^
-^o cir^,o^G ^1

IIIIIIII
-513 GIC^DGIG -506

^^^IIIiI
^92 ÁICAOQG f184

^Y Y 2/ o ^cri^r
YYYATTGTTCT Roxlp Col ., I I I I I I I I I

1990
-345 CiC^1TIL^ITP -356

2/ 0 ^^C

WWWWWASRCCCC Miglp Johnston,
II^

1990
-392 -^a9

W: 1 OP

S: CoG
r: pinmta^nas, c.: o ^ K: G o T
R: purinas, A o G M: A o C

I (}^



Resultados

. -868 GCAGCATA AAAGACCCAG AACGTGAAAG -841

GAGAAGGGTG AAACAGATAT CAGAGAACTT TCACGCTTCA AATATATATA TTATTTAATA -781

AGCACTGAAC ACACAAGTAC CTGCTTGGTG ATCAGTCTCA ATGTTAACCG CATTACCATT -721

AACAACACGG CACGCTTTTC GTATCGGCAC TAACGAAGAG CACACCAAAA GTCACGTGTG -661

ABF1 CPF1

CATTATACCG ATATTCACGC AAAGAACAGA ATGAAGTAAA TAAATACTCT ATTGATGTCA -601

AATACAGATA ATATGAGCGA AAAAATATCA TCTTCTCAGG GTAACACTGA TCAGAGATAT -541

TCCAGAACCA TTACCATTAA GTTAATTGTC ACGTGCCGGT CAGTACGTAT CACGTGACTG -481
P 1 PF1

TAACATACAT CAGCCAACCA^ATTCAGATCGC TTCCGTTCAC AGTGACGTCC AACCTCTGAC -421

AAGAATTGCT TTTCCCCACG CTTTAATCCC CATTAAGATT ACCCTGCAGC AAAACGCACA -361

MIG1
ACGGGAAACC AATGAGAAAA AAGTCTCAGA GGCTTCACAG AATTTGGCTC ATCTCGTGTC -301

R X1 CCAAT

TTGACCGATG TTCCCGAAAT GATAGACTTG TTTCGAAGCA TTTTTTCGGT TTAAGTAGTT -241
UAS1A UAS16

AAAAACAGGT AGGAGAAAAA TTTTAGTATG CGCACTATGG TTTGTTGATA ATTTCATATA -181
UA TATA

TAACTAACAT ATTAAGATTT GATATTCGAT TGAATTTGAT GTTTCTTTAG CAAGTCTTTT -121

TATA

TAGCGTTTTC _ TTTTTTCTCC_ TTTCTATCTT AATTAAAGTT TCCCAAACTA TCAGTATTAA -61

Elemento rico en pirimidinas ATA TATA

GGATTGATTC GTCAAATCAA ATAACTGTTA CACAACCAAC ACAACTAATA TAAAGTCATA ATG
TATA

-60 -50 -40 -30 -20 -10 +1

Consenso Posición Consenso Posición

ABF1 -698 UAS1A -306

CPF1 -670 -513 -492 UAS1B -254

MIG1 -407 UAS2 -207

ROX1 -356 Elemento rico en C y T -126

CCAAT -463 -352 cajas TATA -184 -171 -91 -66 -15

Figura 14. Secuencia 5' del gen KICYCl .
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4.2. Expresión de los genes CYCI y CYC7 de S. cerevisiae v KICYCI de

K. lactis.

4.2.1. Obtención de una línea con el gen KICYCl interrumpido.

. La interrupción génica se llevó a cabo según el método One Step

(Rothstein, 1991) en la línea celular de K. lactis MW190-9B que es portadora de

las mutaciones uraA y lac4-8. Se empleó la construcción plasmídica pBSNulol

(amablemente cedida por M.A.Freire Picos), que consta del gen KICYCI

interrumpido, en el sitio HindIII de la posición 136 de la pauta de lectura

abierta, por el gen URA3 de S. cerevisiae, todo ello clonado en el vector

pBlueScriptSK+. Se utilizó el gen URA3 de S. cerevisiae porque es

intercambiable funcionalmente con el gen KlURA3 (Shuster y col., 1987),

presentando la prote ína codificada por este último una identidad en secuencia de

aminoácidos de un 81% con el gen URA3 (Wésolowski-Louvel y col., 1996). Se

transformó MW 190-9B con el fraQmento, de un tamaño de aproximadamente

3000pb, que se excinde al cortar pBSNulol con SaII. Se seleccionaron las

colonias transformantes URA+ y se resembraron en placas CM-Lactato hasta

identificar una colonia transformante que era incapaz de crecer sobre esta fuente

de carbono, revelando la posible interrupción del ^en KICYCI. A fin de

comprobar que la integración había sido correcta, se hizo un Souther^z Blot con

DNA ^enómico obtenido de un cultivo de la colonia candidata y de la linea

MW 190-9B en medio YPD-0,5%. Se digirió el DNA con los enzimas de

restricción SaII y PstI, y se analizó la digestión mediante electroforesis en un gel

de agarosa al 0,8%. Se transfirió el DNA a una membrana de nylon como se

explica en Materiales y Métodos y se hibridó con el fragmento PstI-PstI de

pART 10 marcado con diboxigenina. Tras el revelado de la membrana (figura

15A), el resultado observado señalaba que se había producido integración, pues

el fragmento que contiene la integración se excinde al cortarlo con PstI

originando dos fraámentos de 500 pb y de 1400 pb. Al cortar con SaII se

confirmó también la inteáración, ya que la banda aumenta de tamaño respecto a
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la línea salvaje. A la línea portadora de la integración se le denominó Nulo-

Klcycl.

Debido a que los plásmidos portadores de las secuencias de replicación

propias de K. lactis llevan el marcador URA3, porque hasta ahora la mayoría de

las líneas mutantes auxotróficas obtenidas de K. lactis son Klura3, interesaba

que la línea mutante Klcycl fuera también mutante ura-. Para ello se sometió a

la línea Nul o-Klcycl a mutagénesis y selección en placas FOA (Sikorski y

Boecke, 1991) para obtener colonias Klura3 capaces de crecer en presencia de

FOA e incapaces de crecer en medio CM-Ura y en medio no fermentable CM-

Lactato. Se escogió uno de los mutantes obtenidos y se aisló su DNA genómico

con el fin de comprobar de nuevo si se mantenía la intérrupción del gen KICYCl

(figura 15B). A esta línea celular se le llamó Nulo-Klcycl -Klura3.

Ps ti

A

1,9- ^^+

1-

0,5 -

Ps ti

^ `..1 v.^

1^^ i^+/ -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

^gura 15. Experimentos de Southern realizados con DNA genómico de las levaduras

MW 190-9B(1, 3, 5 y 8) y sus derivadas: Nulo-Klcycl (2, 4, 6 y 9) y Nulo-Klcycl -Klura3(7
y10), digeridas con los enzimas Pst.l (1, 2, 9 y 10) y SaII (3, 4, 5, 6 y 7).

Ps ti URA 3 Ps t1

512 1000 1000

r,,, `^ -eKpb B
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4.2.2. Construcción de plásmidos portadores de los genes KICYCl, CYCI y

CYC7 y de señales de replicación propias de plásmidos de K. lactis.

Se clonaron los genes CYCI y CYC7 de S. cef-evisiae y el gen KICYCl de

K. lactis en el vector KEp6 que contiene la secuencia S 11 de replicación

autónoma de K. lactis según se describe en materiales y métodos. Se obtuvieron

así las construcciones KEp6-ScCYCl , KEp6-ScCYC7 y KEp6-KICYCI.

4.2.3. Crecimiento de la línea Nulo-KZCYCI -ura3 en distintos medios.

La línea Nulo-Klcycl -ura3 no crecía ni en CM-lactato ni en YPG-2%. En

placas YPD-0,5% presentaba un fenotipo petite. que estaba de acuerdo con la

deficiencia respiratoria de la levadura (figura 16).

MW 1 90-9B ^ w ,^^^:^ ^,^^r `^^^^,`,' N u I o-K1cyc 1- K1ura3

Figura 16. Crecimiento de MW190-9B y de Nulo-Klcvcl-Klura3 en YPD-2°Io.

4.2.4. Complementación de la línea Nulo-Klcycl-Klura3 con diferentes genes

citocromo c de levadura.

Con el fin de comprobar la complementación de la línea Nulo-Klcycl -

Klura3, con diferentes genes citocromo c de levaduras se realizaron

transformaciones con plásmidos KEp6-ScCYCl , KEp6-ScCYC^ y

KEp6-KICYCI. Las colonias transformantes ura+ obtenidas se sembraron en

ios
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placas CM-lactato-2% como única fuente de carbono (figura 17), observándose

la recuperación de la función respiratoria en todos los casos. No se observó

ninguna diferencia de crecimiento entre las líneas con los distintos citocromo c.

CYC7 ,,,^^ ^^ " ^ CYC1
^^

,+u^^ 4 '

^,r' ^^ ^^^^^ ` v
,^l°^ `

^I I I^

^MIp
VI^I ^ I^^^^III ^ ^ II^ ^ , ;.
k hl I i Ibar ii ^^II^^^
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^,^ I il lii
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^
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^^ I
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Figura 17. Complementación de la linea Nulo-Klc_ycl -Klura3 con diferentes genes citocromo
c de levaduras en placas CM-2°Iolactato.

4.2.5. Expresión heteróloga del gen ScCYC7 en K. lactis.

Ya que el gen CYC7 de S. cerevisiae, de baja expresión en condiciones

aerobias, era capaz de complementar en un plásmido multicopia a la deleción de

KICYCl nos pareció interesante determinar los niveles de expresión heteróloga

de este gen en K. lactis, tanto cuando se expresa bajo el control de su propio

promotor como cuando se pone bajo el control del promotor de KICYCI. Para

ello se delecionó la región UAS del gen CYCi hasta la posición -142 del

promotor a partir del plásmido KEp6-ScCYC7 digiriendo con XhoI y BamHI,

eliminando el fragmento de 600pb y añadiendo un adaptador BamHI. En el sitio

BamHI de la construcción obtenida se clonó el fragmento Hinfl-BamHI de

874pb de pCAF12 que contiene 861pb de la región 5` deI gen KICYCl. Se

comprobó la orientación del inserto mediante secuenciación. A esta

construcción se la denóminó pUASKI-CYC7.

Se transformó la línea mutante Nulo-Klcycl -Klura3 con Ios plásmido

pUASKI-CYC7 y KEp6-CYC7 y se extrajo RNA de cultivos de los
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transformantes creciendo en medio CM-glucosa 4% y CM-glicerol 2%. Se. hizo

un Northern utilizando como sonda el fragmento Pstl-PstI de pART 10. El

resultado mostró que la expresión aumenta considerablemente cuando se cambia

el promotor de CYC7 por el de KICYCl lo que indica la mayor eficiencia de este

promotor (figura 18). El tamaño del mRNA aumentó cuando el gen CYC7 se

encontraba bajo la regulación del promotor del gen KICYCl. Este resultado

indica que en la construcción pUASKI-CYC7, el gen CYC7 se transcribe desde

el sitio de ínicio del gen KICYCl , localizado en posíción 5' respecto al de CYC7

(ver esquema en la figura 18).

A

B

^ _ KICYCI

- CYC7

1 2 3 4 5

r
s.t r-

^ CYC7

Figura 18. Analísis de RNA de la línea Nulo-Klcycl-Klura3 transformada con plásmidos
KEp6-ScCYC7, pUASKI-CYC7 y KEp6-KICYCl. A. Tinción del gel de RNA con bromuro de
etidio como control de carga. B. Northern hibridado con la sonda de CYC7 (1-4) y con la
sonda de KICYCI (5). 1: expresicín del gen CYC7 con su promotor en medio CM-glicerol2°Io.
2: expresión del gen CYC7 con el promotor de KICYCl en medio CM-glicerol2°Io. 3:
expresión del gen CYC7 con su promotor en medio CM-glucosa4%. 4: expresión del gen
CYC7 con el promotor de KICYCI en medio CM-glucosa4°Io. 5: expresión del gen KICYCl en
medio YPG-2%.

110



Rescrlt^dos

•
4.3. Localización de regiones reguladoras funcionales mediante deleciones

de la región promotora.

4.3.1. Fusión del promotor de KICYCl al gen ZacZ de Escherichia coli.

4.3.1.1. Construcción de plásmidos portadores de la fusión.

A partir de los plásmidos pART3 y pBS 12-2 descritos en Materiales y

Métodos, se excindieron los fragmentos BamHI-BamHI conteniendo 376pb y

1810pb de la región promotora y se clonaron en el sitio BamHI del vector de

fusión pXW3. Se comprobó la orientación correcta tanto con un análisis de

restricción como comprobando su expresión analizando la actividad

I3-galactosidasa, en placas X-Gal-glucosa-2%, de células de MW 190-9B

transformadas con las construcciones. Así, se obtuvieron dos plásmidos

portadores de dos tamaños distintos de promotor fusionados al gen lacZ, p3Z

con un promotor de 376pb y p12Z con un promotor de 1810pb. De esta primera

prueba en placas X-Gal se dedujo que había expresión en ámbas construcciones,

si bien la coloración azul era más intensa en los transformantes p12Z, lo que

indicaba que era importante extender el estudio del promotor a una zona más

amplia. Se construyó también el plásmido p9Z portador de un promotor de

868pb fusionado al gen lacZ.

En la figura 19 podemos ver la actividad í3-galactosídasa en placas

X-Gal-glucosa-2% de la h'nea MW 190-9B de K.lactis transformada con los tres

plásmidos y la cuantificación a partir de células cultivadas en medio YPD-4% y

YPG-2% por el método de permeabilización celular. Se observó que los valores

de actividad eran mayores en medio YPG-2%, lo que apoyaba la existencia de

regulacíón por fuente de carbono. Los valores de actívídad fueron muy bajos en

proporción con lo observado en placa, por lo que los sucesivos ensayos se

hicieron a partir de células crecíendo en medio CM para evítar la pérdida de

plásmído y se cuantífíoó la actívídad f3-galactosidasa en extractos por el

procedimíento de Mount y col. (1996) que se explica en Materiales y Métodos.

^1^
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FUSIoN IacZ YPD-4% YPG-2% EXTENSIoN Placa X-Gal

p3Z 4 ± 0,5 11 ± p,9 -376pb ^'^ ^ ^ ^ ,^

p9Z 3,6 ± 0,4 12,4 ± 1,6 -868pb
ij v ' ^_

p 12Z 3,7 ± 2 6,8 ± 1 - 1810pb
x, ^, ,

^^ , r q

pXW3 0,3 ± 0,07 0,7 ± 0,3 Control ^ ,^ ,^^

A.E. en unidades Miller

Figura 19. Actividad 13-galactosidasa de la línea IvIW 190-9B transformada con los plásmidos
pXW3, p3Z, p9Z y p12Z creciendo en placas X-Gal-glucosa2°Io(ura ) y euantificación de la
actividad en células permeabilizadas.

4.3.1.2. Obtención de deleciones unidireccionales del promotor.

Se amplificaron mediante PCR una serie de fragmentos del promotor de

diferentes extensiones y se clonaron en el vector pXW3 portador del gen lacZ.

(figura 20A). Se muestra el patrón de 1•estricción de las construcciones obtenidas

digeridas con BamHI y HindIII. La deleción dul2 dió lugar inesperadamente a

la aparición de dos bandas, por tanto se repitió el ligamíento, obteniéndose una

construcción que rendía el patrón esperado y que fue comprobada mediante

secuenciación. En la figura 20B se muestra la actividad 13-galactosidasa en

placas X-Gal de células transformadas con las construcciones obtenidas.
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Re,sultado,s

A

947-

564-

p12Zdu13

p9Z p3Z

du9 du 14

du10 du15

du1 1 du1ó

du12 du17

-1810 +ÂT^ p 12 Z

-868 p9Z

- 7 8 0 du9

pXW 3

..^

Glucosa 4%

du10-687 _^,

-596 ^,dull

-475 du12

-41 3 du13

-376 p3Z

-587 pb -338_^,du14

-267 -280_^du15
-124 -21 1 _^du16

-140 _^,du17

Giiceroi 2%

Figura 20. A. Esquema de los diferentes fragmentos del promotor de KICYCI ampiificados
por PCR. Se incluyen también los tamaños de p3Z, p9Z y p12Z. Electroforesis en gel de
agarosa al 2% de las construcciones obtenidas tras clonar dichos fragmentos en el vector
pXW3. l: Marcador de pesos moleculares III de Boehringer-Mannheim. 2-10: du9, du10,
du I 1, du 12, du 13, du 14, du 15, du 16 y du 17. 11: marcador de pesos moleculares V de
Boehrii2ger-Mc^n^zheim.
B. Actividad t^-galactosidasa en placas X-Gal-glucosa4% y X-Gal-glicerol 2% de la línea
MW 190-9B transformada con las distintas deleciones unidireccionales.
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-780
Ps^tl-376

+^
A^̂̂  du9

di39 di8

di42 di 1 1 3

di37 di114 du9

di48 di5ó pxW3

di45 dió4

di50 q2

di52 q5

-384 330 di39

-399 -328 di42

390 313 di37

-403 297
di48

-420 314 di45

_404 -250 di50

-389 -225 di52

-41 5 -225 di8

-486 -262 di113

-469 -199 ^ di114

-212 di5ó-482 _

= 468 -163 di64

-262,^ q2

-163 q5

Glucosa 4% Giicero! 2%

Figura 21. A. Esquema de las deleciones internas obtenidas mediante digestión con Bc^131 a
partir del plásmido du9.
B. Acti^^idad >3-galactosidasa en placas X-Gal-glucosa2o7o y X-Gal-glicerol de la línea

MW 190-9B transformada con las distintas delec^ones mternas.
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4.3.1.3. Obtención de deleciones internas del promotor mediante

digestiones con nucleasa Ba131.

Se obtuvieron deleciones internas mediante la nucleasa Ba131 a partir del

plásmido du9. Se digirió du9 con PstI y el fragmento lineal obtenido se digirió

con nucleasa Ba131 que se dejó actuar a diferentes tiempos generándose

deleciones de diferentes extensiones (Materiales y Métodos). Los distintos

fragmentos originados se ligaron en presencia del adaptador PstI. Los clones

obtenidos se analizaron y la extensión exacta del fragmento delecionado se

comprobó mediante secuenciación de cada una de las deleciones obtenidas. En

la figura 21 se puede ver un esquema de los diferentes fragmentos delecionados

y la actividad 13-galactosidasa de células transformadas con las construcciones

derivadas.

4.3.2. Medida de la actividad 13-galactosidasa en células de levadura

transformadas con las diferentes deleciones obtenidas.

Para el análisis cuantitativo se transformó la línea MW 190-9B con las

deleciones seleccionadas y se cultivaron los transformantes en medio CM con

deficiencia en uracilo y como fuente de carbono glucosa a14% o glicerol al 2%.

Los cultivos se iniciaron a partir de cinco colonias de cada tipo de transformante

bajo las condiciones que se explican en materiales y métodos. Se hicieron

extractos de proteína según el método de Mount y col .(1996) y se calcularon los

niveles de actividad en nanomoles de o-nitrofenol producido por miligramo de

proteína y por minuto. Se realizaron un número de entre 3 y 12 ensayos para

cada tipo de deleción, analizándose por tanto, un número de 15 a 60

transformantes individuales. Se hicieron las medias de los resultados de cada

tipo de deleción y se calculó el error estándar mediante el programa estadístico

StatGraphics plus.
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U A„^SZ^+1

-780
;^ ATG du9

-698 -670 -513-492 -463 -352-306 -259 -207

-687 -

-596

-475

-41 3

-338

-280 -

-2 1 1 -

-140

GLUCOSA 4% GLICEROL 2%
Media ± ES n Media ± ES n

du9 1969 ± 137 30 3458 ± 239 29
du 10 1265 ± 77 6 2749 ± 305 6
du11 1443 ± 126 5 2675 ± 165 6
du12 2290 ± 302 12 5074 ± 491 12
du 13 1299 ± 46 6 2224 ± 308 6
du 14 822 ± 81 6 650 ± 88 4
du 1 5 127 ± 8 6 216 ± 17 6
du1ó 15 ± 1 6 31 ± 2 4
du 17 1 1± 0.7 6 25 ± 2 6

pXW3 63 ± 10 6 99 ± 17 6

du10

dull

du12

du13

du14

du15

du1ó

du17

f

1,7
2,1
1 ,8
2,2
1, 7
0,8
1,7
2,1
2,2
1,6

Figura 22. Valores de actividad 13-galactosidasa de las deleciones unidireccionales en nmoles
de o-nitrofenol por mg de proteínas totales y por min. ES: error estándar individual. f: factor
de desrepresión calculado mediante la relación de la actividad en medio CM-glicerol 2olo y en
medio CM-glucosa 4%. n: niímero de medidas.
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4.3.2.1. Deleciones unidireccionales.

Los valores de actividad enzimática de las células transformadas con las

deleciones unidireccionales se recogen en la figura 22.

La disminución de la actividad al eliminar el fragmento comprendido entre

la posición -780 y-687, que incluye el consenso para Abflp, indica un posible

efecto activador de esta región sobre el promotor.

Entre las posiciones -596 y-475 parece haber una región negativa, pues

hay un aumento significativo entre dull y du12. En esta última se eliminan las

tres secuencias consenso para Cpf 1 p detectadas en el promotor y los resultados

apuntan a un efecto represor de este factor.

En el resto de las deleciones hasta du16 pierden paulatinamente regiones

positivas pues la actividad enzimática va disminuyendo también. La mayor

disminución de la actividad se produce en el paso de la deleción du14 a la

deleción du15 (disminuye unas 6,5 veces en glucosa y 3 veces en glicerol) lo

que coincide con la eliminación del consenso UAS lA. La actividad observada

en dul6 y du17 alcanza niveles próximos al control sin promotor y la actividad

residual que presenta la deleción du15 podría ser atribuible a la permanencia de

UAS1B. Se concluyó por tanto que el promotor dejaba de ser funcional con un

tamaño menor de -211pb y que las señales que corresponden a los consensos

UAS 1B y UAS2 no tienen efecto activador importante por sí solas.

Respecto a la represión en glucosa, o desrepresión en glicerol, se observó

que en general en todas las deleciones es muy baja. Esto estaría de acuerdo con

lo observado previamente por Freire-Picos y col. (1995a), Mulder y col.

(1994a), Mulder y col. (1994b) y Zaror y col .(1993) que han señalado que en K.

lactis la represión por glucosa tiene una menor importancia que en S. cerevisiae.

En la deleción dul4 parece perderse el efecto de represión, por lo que en un

principio se pensó que la región comprendida entre las posiciones -413 y-338

fuese la responsable de esta regulación. De hecho esta región contiene un

consenso para la unión de Miglp (represor) y una caja CCAAT necesaria para la

desrepresión mediada por el complejo Hap2/3/4/Sp en ausencia de glucosa. Sin
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embargo, el efecto observado en du14 no se corresponde con el observado en

varias deleciones internas que habían perdido esta misma región y que siguen

manteniendo la desrepresión en glicerol (ver di39, di42, di37, di48 y di45, figura

23).

4.3.2.2. Deleciones internas.

Los valores de actividad 13-galactosidasa obtenidos para las deleciones

internas se muestran en la figura 23.

El efecto de la zona entre -384 y-313 sería positivo puesto que en di39,

di42, di37, di48 y di45 la actividad disminuye respecto al control. Así se define

una región positiva que estaria incluida en la región positiva entre -413 y-338,

delimitada en el apartado anterior al comparar du13 a du14.

En las deleciones di50, di52 y di8: hay un ligero aumento de actividad

respecto a las deleciones anteriores. Todas estas deleciones la región entre -404

y-225 que incluye la región positiva que acabamos de definir (-384, -313) y el

consenso UAS lA al que se le ha atribuido un efecto positivo al comparar la

deleción dul4 con la du15 (zona entre -338 y-280). Cabe pensar que estas

deleciones de gran tamaño que suponen la pérdida de más de 100pb del

promotor impliquen una reordenación estructural de los elementos restantes que

permita actuar de modo efectivo a elementos situados en la región entre -780 y

-687. Sin embargo, este efecto no puede estar basado únicamente en la

aproximación de estas regiones positivas a puntos cercanos al punto de inicio de

la transcripción ya que el acortamiento de la región intermedia supone también

el acercamiento de una región negativa localizada entre las posiciones -687 y

-596 y que, por algún tipo de reordenación estructural, no ejerce ya su efecto

negativo sobre la actividad del promotor.
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A B F C.^(1 C_ fi^1 ^

^ ^-780 ^ ^^^
-698 -670 -513 -492 -463

-384

-399

390

-403

-420

-404

-389

-a 1 s

-ass

-469

-as2

-ass

^^ ^^+ 1

, ÂTS^ du9
-352-306 -259 -207

-330

-328

=313

-297

-314

Pst1-376

-250

__.

-zsz ^

-199 ^.

-zt z_.

-163 ^^

-262

di39

di42

di37

di48

di45

di50

di52

di 8

di113

di114

di5ó

di64

q2

q5

GLUCOSA 4% GLICEROL 2% f
Media ± ES n Media ± ES n

du9 1969 ± 137 30 3559 ± 239 29 2,8
di39 g 10 ± 105 6 1851 ± 79 6 2
di42 1018 ± 47 6 1724 ± 101 6 1,7
di37 904 ± 78 6 1892 ± 139 6 2,1
di48 1 198 ± 81 6 1929 ± 165 6 1,6
di45 1 181 ± 93 6 1707 ± 287 6 1,4
di50 3251 ± 335 12 3083 ± 382 10 0,95
d52 2517 ± 230 12
di8 2324 ± 276 12
di113 1010 ± 74 6
di 114 102 ± 13 6
di56 50 ± 6 6
dió4 149 ± 75 6
q2 2009 ± 104 6
q5 649 ± 16 6

5924 ± 2600 12
3405 ± 238 12
1027±31 6

61 ± 2, 5 6
43±5,8 6

166±8 6
3 317 ± 106 6

979 ± 51 4

2,3
1,5
1
0,6
0,9
1,1
1,6
1,5

Figura 23. Actividad Li-galactosidasa de las deleciones internas en nmoles de o-nitrofenol por mg de
proteínas totales y por min. ES: enor estándar individual. f: factor de desrepresión calculado mediante
la relación de la actividad en medio CM: glicerol 2% y^lucosa 4%. n: número de medidas.
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En la deleción dill3, la actividad disminuye respecto del control. Esta

deleción abarca una región entre -486 y-262, y en ella se pierde toda la región

positiva antes delimitada (entre -475 y -225) incluyendo las dos regiones

CCAAT, el consenso K1CPF1 de la posición -492 y el UAS lA. Aunque se han

eliminado gran parte de los elementos positivos presentes en el promotor,

también se ha eliminado el consenso K1CPF1 de la posición -492 y sin embargo,

sigue manteniendo aproximadamente la mitad de la actividad del control.

El grupo formado por las deleciones di 114, di56, di 105 y di64 presenta una

actividad muy baja, lo que corrobora la escasa importancia del UAS2 para

mantener la actividad del promotor, como ya se había visto en las deleciones

unidireccionales. En la deleción dió4 hay una pérdida adicional del UAS2

respecto a las otras deleciones de este grupo y sin embargo, tiene una actividad

similar a ellas.

Las quimeras q2 y q5, se obtuvieron subclonando los fragmentos (-262, +1)

y(-163, +l) de di113 y di64, en un plásmido que contenía toda la región situada

5' respecto al sitio PstI sin delecionar. En q2 la actividad no varía respecto al

control du9 a pesar de haber perdido la región UAS lA responsable de la

interacción con Haplp. Este dato sugiere que las regiones positivas localizadas

en posición 5' respecto al sitio PstI pueden llegar a suplir la activación mediada

por Haplp a través del UAS1A. Si observamos la actividad 13-galactosidasa que

corresponde a la deleción q5, es mucho menor que la de q2. A1 comparar los

elementos adicionales que han sido eliminados, vemos que q5 ha perdido

también la región UAS 1B. Cabe pensar que las secuencias positivas localizadas

en posición 5' respecto de PstI necesiten la presencia de un sitio de unión para

Haplp para poder ejercer dicho efecto, aunque este sitio UAS1B, conservado en

q2 y no en q5, represente un consenso menos adecuado que UAS1Á respecto a

la interacción con Haplp.

•

•
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4.3.2.3. Mcctaciones puntuales.

Ya que las cajas CCAAT han sido relacionadas con la desrepresión

mediada por el complejo Hap2/3/4/Sp, y a pesar de que los datos obtenidos en

las deleciones no apoyaban la participación de estos elementos en la

desrepresión del gen KICYCl, se decidió comprobarlo mediante mutagénesis

dirigida. Se mutó la caja CCAAT de la posición -352 y también la región UAS2

que aunque no contiene una caja CCAAT muestra una coincidencia extensa con

la región UAS2 del gen CYCI que es capaz de unir el complejo Hap2/3/4/Sp. El

resultado de los ensayos f3-galactosidasa, realizados en células transformadas

con construcciones del promotor mutado fusionado a lacZ, mostró que la

actividad no se veía afectada con los cambios puntuales realizados (figura 24).

Secuencias originales

r

-355 AAACCAAT-34^ \99 TTG-19J

^ GLUCOSA 4aYo GLICEROL 2%
CCAAT UAS2 Media ± SE Media ± SE

-asa ^

-352 -207

^'

p9X 1241 ± 92 1869 ± 93

^-^^•^^^m -- ^- ^-^ mdCCAAT 1630 ± 66 2291 ± 190^
` \

-355 GTACCGAC-348 ^ gg ACC-197

Secuencias MUTADAS

Figura 24. Valores de la actividad !3-galactosidasa de las fusiones portadoras de las
mutaciones dirigidas mdCCAAT y mdUAS2. SE: error estándar.

_^^^- _ =°°°r dUAS2 1490 ± 27 3223 ± 129
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También se obtuvo un promotor con el consenso UAS lA mutado que se

fusionó con el gen lacZ y posteriormente se cuantificaron los niveles de 13-

galactosidasa en los transformantes (figura 25).

Secuencia original

-397 ACCGA-393/

A^zA

E'9X
-306

GLUCOSA 4% GLICEROL 2%
Media ± SE Media ± SE

1241 ± 92 1869 ± 93

d^.._,._-•,,,,,,.^„^-.^:,^ti-^:,-^:.z-,,,,^^., ^^,,.a^„^^ mdUAS1A 1451 ± 33

/ \
-397 GTACC-393

Secuencia MUTADA

2024 ± 80

Figura 25. Valores de la actividad (3-galactosidasa de las fusiones portadoras de las mutación
dirigida mdUAS lA. SE: error estándar.

No se observó tampoco ningún efecto de la mutación UAS1A en la

actividad f3-galactosidasa, lo que se atribuyó de nuevo a una posible activación

mediada por el resto de los factores positivos que intervienen en la regulación

del gen KICYCl, y a la presencia de "medio sitio" para la unión de Haplp en el

UAS lA mutado.

•
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•
4.4.Interacciones DNA-proteína.

Para la realización de estos experimentos, se obtuvieron extractos de

proteína de células de K. lactis creciendo en medio YPG-2% y se hicieron

ensayos de retardación para determinar qué regiones del promotor tenían

capacidad de formar complejos con proteínas de unión a DNA. Para ello se

marcaron tanto oligonucleótidos sintéticos como fragmentos de restricción que

contenían los consensos de unión a proteínas.

La utilización de oligonucleótidos como sondas, si bien simplifica la

interpretación de resultados porque se estudian sitios reguladores aislados, tiene

la desventaja de que puede no reflejar lo que sucede in vivo donde la secuencia

consenso aparece en un entorno determinado. La posible cooperación entre

distintas regiones reguladoras pasaria inadvertida.

Las secuencias que se estudiaron desde el punto de vista de su capacidad de

interacción específica con proteínas fueron las que contienen las regiones de

unión de Abf lp y Cpf l p, la que contiene el consenso UAS lA y UAS 1 B para la

unión de Haplp, la que contiene la región UAS2 homóloga al UAS2 de unión

del complejo multimérico HAP2/3/4/Sp en S. cerevisiae y la secuencia

localizada entre las posiciones -413 y-333, que en el análisis de deleciones

había mostrado tener un efecto activador.

La primera sonda utilizada en los ensayos de retardación contenía el sitio

de unión de Abf 1 p y tres consensos de unión de Cpf 1 p y se obtuvo a partir del

fragmento de restricción BamHI-PstI de 315pb (sonda rest.l, tabla IV). También

se preparó otra sonda que contenía el sitio ABF1 y el sitio CPF1 de la posición

-670 (sonda rest.2, tabla IV) a partir del plásmido q28 (portador de una deleción

del promotor entre -599 y -376).

Las sondas que contenían el UAS lA-UAS 1B y el UAS2, se obtuvieron

mediante la digestión con CfoI del fragmento PstI-HindIII de 211pb obtenido a

partir del plásmido di34 (portador de una deleción del promotor entre -407 y

-316). De la digestión con CfoI se obtenían dos fragmentos, uno de 103pb
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(sonda rest.3, tabla IV) que era el que contenía UAS1A-UAS1B y otro de 211pb

(sonda rest.4, tabla IV) que contenía el UAS2.

Tabla IV. Fragmentos de restricción usados como sondas.

SONDA Plásmido Digestión Tamaño Intervalo de Consensos

(pb) la secuencia

rest.l di64 BamHi+PstI 315 (-780,-465) ABF1/3xCPF1

rest.2 q28 Sa1I+PstI 269 (-780,-599) ABF1/1XCPF1

rest.3 di34 PstI+BindIII+CfoI 103 (-314,-212) UAS1A-UAS1B

rest.4 di34 PstI+BindIII+CfoI 211 (-211,+1) UAS2

Las sondas del consenso CPF1 de la posición -492 (olig.l, tabla V), la

región que aparece entre -413 y-384 (olig.2, tabla V) y la región entre -503 y-

474 (olig.3, tabla V) se obtuvieron a partir de oligonucleótidos sintéticos (tabla

V). Los oligonucleótidos de tipo A se anillaron con los de tipo B en cantidades

equimolares a 70°C dejándose enfriar lentamente durante unos 40min y luego se

conservaron congelados hasta su uso como DNA bicatenario. También se

utilizaron sondas obtenidas por PCR que se incluyen en la tabla VI.

Tabla V. Oligonucleótidos usados como sondas de DNA y como DNA competidor.

Oligonucleótido Posición Secuencia

olig.l A -503 5'-AATTCGGTCAGTACGTATCACGTGACTGTAACATAG-3'

olig.l B -474 5'-AATTCTATGTTACAGTCACGTGATACGTACTGACCG-3'

olig.2 A -413 5'-AATTCGCTTTTCCCCACGCTTTAATCCCCATTAAG-3'

olig.2 B -384 5'-AATTCTTAATGGGGATTAAAGCGTGGGGAAAAGCG-3'

olig.3 A - 361 5'-AATTCAACGGGAAACCAATGAGAAAAAAGTCTCAG-3'

olig.3 B -333 5'-AATTCTGAGACTTTTTTCTCATTGGTTTCCCGTTG-3'

A: hebra de Watson. B: hebra de Crick.

olig.l: Sonda S(-503, -474)

olig.2: Sonda S(-413, -384)

olig.3: Sonda S(-361, -333)

•
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Tabla VI. Fragmentos obtenidos por PCR usados como sondas.

SONDA Plásmido DNA molde Tamaño

(pb)

Intervalo de la

secuencia

Consensos

pcr.l.a di34 306 (-316,-10) UAS1 y UAS2

pcr.l.b di34 106 (-316,-210) UAS1 y UAS2

pcr.l.c di34 (-338,-10) UAS1 y UAS2

pcr.2.a di34 48 (-316,-268) UAS1A

pcr.2.b di34 30 (-305,-275) UAS1A

pcr.3 di34 31 (-262,-231) UAS1B

pcr.4 M13mp18-mdUAS1A 306 (-338,-10) UAS1Amutado

Las sondas se marcaron con a-dATP32 en los extremos protuberantes 5'

con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa I como se describe en el

apartado de Materiales y Métodos. Estas sondas se incubaron con los extractos

proteicos, obtenidos según las condiciones ya descritas, y los complejos

formados se separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida no

desnaturalizantes. Los resultados de los experimentos obtenidos para cada sonda

utilizada se detallan en los apartados siguientes.

4.4.1. Experimentos de unión DNA-proteína utilizando sondas que

contienen el consenso para la unión de Abflp y Cpflp.

4.4.1.1. Sondas rest.l y olig.l.

Se hizo un primer experimento de caracterización de complejos como se

observa en la figura 26 (A y C), con concentraciones de proteína crecientes y

dos concentraciones de DNA carrier (DNA de timo de ternera). El complejo

observado en los dos casos se atribuyó a la unión de Cpflp y se verificó la

especifidad del unión DNA-proteína mediante la competición con fragmentos de

DNA sin marcar como se muestra en la figura 26 (B y D). La banda

caracterizada con las dos sondas se consideró que era la formada por el factor

CPFlp como se indica en la figura 26. En la parte A y B de la figura se observa

otra banda de menor tamaño que podría corresponder con la unión a Abf 1 p. Esta
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banda desaparece también en el ensayo de competición y su tamaño relativo al

complejo formado por Cpflp se corresponde con datos publicados en el

promotoi• de KlQCR8 (Mulder y col., 1995).

Cabe señalar que pese a la existencia de tres sitios de unión para Cpflp en

el fragmento rest.l, siempre aparece una única banda de retardación, lo que

apoyaría la idea de que sólo uno de ellos es reconocido con alta afinidad por la

proteína. Cuando la concentración de proteína aumenta puede haber uniones a

los sitios de menor afinidad y se observa un complejo de mayor tamaño.

4.4.1.2. Sonda rest.2.

Se hizo un experimento de retardación con una sonda en la que se

eliminaban los consensos CPF1 de las posiciones -513 y-492 (sonda rest.2

fragmento de 269pb entre -780 y-599) (figura 27}. Se observaban dos bandas

atribuidas a Abflp y a Cpflp (figura 27A). El tamaño de la banda CPF1 se

incrementaba al aumentar la concentración de proteína. Para ver la especiiicidad

de dicha banda se hicieron experimentos de competición tanto con la misma

sonda rest.2 sin marcar, como con la sonda olig.l con el consenso CPF1 de la

posición -492 (figura 27B). Se observó competición con ambos fragmentos lo

cual sólo se explicaría teniendo en cuenta que la sonda marcada llevaba el

consenso CPF1 de la posición -670 que podría ser el que mantuviese la

formación del complejo, en ausencia de los otros dos.

•

•
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5

tt,

-ABF1

0 2 5 10 30 2 5 10 30

0 0,6

^ ,^ ^ - CPF1

0

0

12 12 12 12 Ng proteína

0,6 ug DNA carrier

2,5 25 250 ng competidor

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5

^ r ^ -CPF1

1,2

-CPF1

0 2 5 10 30 2 5 10 30

0 0,6 1,2 0 0,6

ug proteína

ug DNA carrie ►

0 0 0,5 5 50 pmoles competidor

Figura 26. E^perimentos de unión DNA-proteínas con los consensos presentes en la región
del promotor entre -780 y-465. A y B: sonda rest . l. C y D: sonda olig. l. A y C:
caracterización de complejos. B y D: Competición específica con las sondas sin marcar. Los
extractos proteicos se hicieron a partir de células de K. lactis creciendo en medio YPG-2°Io.
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A
1 2 3 4 5 6 7 8 9
^ ^ ^.s ^!

CPF1

A BF1

0

0

20 30 5 10 20 30 Ng proteína

0,6 1,2 ^g DNA carrier

5 6 7 8 9
s...... ^_ ..^^w

5 10

2 3 4

s ^

r. ^ w ^

CPF1

0 5 5 5 5 5 5 S 5 ug proteína

0 1,2 i,2 ug ONA carrier

0 0 1 5 10 ng 0 1 10 100 pmotes competidor

Figura 27. A. Caracterización de complejos DNA-proteína con la sonda de rest.?.
B. Ensavos de competición específica: competición con el fragmento rest.? sin marcar (3-5) y
competición con olig. l sin marcar (7-9). Extracto proteico de Y 1140 en YPG-?^Ie.
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4.4.1.3. Ensayos de formación del complejo en distintas condiciones de

cultivo.

Se hicieron cultivos de la línea de K. lactis Y 1140 en medio YPD-4%, en

medio YPD-4% con burbujeo de N, durante dos horas antes de parar el cultivo,

en medio YPG-2% y en medio YPG-2% al que se le añadió un 4% de glucosa

dos horas antes de parar el cultivo. Se extrajo proteína de las células en fase

estacionaria y a la vez se extrajo RNA de las mismas células para tener un

control de la expresión del gen KICYCl (figura 28).

- KICYC 1

1 2 3 4

Figura 28. Análisis de RNA total extraído de Y 1140 creciendo en diferentes medios: l: YPD-
4ol0. ?: YPD-4°Io en condiciones de hipoxia. 3: YPG-2°Io. 4: YPG-2°Io con un choque de dos
horas con glucosa al 4%. Se hibridó con la sonda PstI-PstI de pART10 conteniendo el gen
KICYCl. Se cargaron 20^g de RNA y se muestra el gel teñido con bromuro de etidio en el
que se visualiza el RNA ribosómico como control de carga ( parte superior de la figura).

Se hicieron ensayos de unión DNA-proteína con los extractos proteicos de

los diferentes medios y las sondas rest.2 conteniendo el sitio ABF1 y el sitio

CPF1(-670), y olig.l conteniendo el sitio CPFI(492). Los resultados (figura 29)

indicaron que el complejo se formaba en todas las condiciones de cultivo

ensayadas.
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A. olig.l

OZ Nz Oz Oz

D+ D+ G* -^

B. rest.2

0, N, 0, 02

D+ D+ G+ ^

www^•

12ug proteína -
1,2ug DNA carrier

6 ug proteína
1,2 Ng DNA carrier

Figura 29. Formacián de complejos DNA-proteína a partir extractos proteícos de culti^^os en

diferentes condiciones: D+= YPD-4^Ie, G+= YPG-2rlo, (^)= YPG-2^Ic^4rlcglucosa,

N,=hipo^ia y 02=aerobiosis. A: sonda olig l. B: sonda rest.2. ( -): sonda sin proteína.

4.4.2. Experimentos de unión DNA-proteína con secuencias

correspondientes a la zona comprendida entre -413 y-333 del promotor de

KICYCl.

Mediante los ensayos de deleción se observó un efecto re^ulador en la

re^ión que abarcaba desde -413 hasta -333. Esta región contenía un consenso

CCAAT de la posición -352 y una región que presentaba una repetición directa

de la secuencia TCCCCAY, entre -413 y-384, que nos pareció de interés para

su estudio. Se usaron dos fragmentos incluidos en esta región, olig.2 y olig.3

(Tabla V) como sondas para detectar interacciones específicas con proteínas

extraídas de K. lactis creciendo en medio YPG-2%.

130



Resultcrdos

4.4.2.1. Sondas olig.2 y olig.3.

En los primeros experimentos de caracterización se observó la aparición de

una banda ténue y un halo intenso y difuso (figura 30) tanto con la sonda

olig.2(-413, -384) como con la sonda olig.3 (-362, -333). EI complejo formado

presentaba una migración similar con ambas sondas aunque era más débil con la

sonda oli^.2.

A. olig.2 B. olig.3

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1^ 3 4 5 8 7 8 9

^

0 10 15 20 10 15 20 15 15

0

0 10 1 5 20 10 1 5 201 S 1 S ug proteína

0 0,5 1 ug DNA carrier

20 40 pM hemina

Figura 30. Caracterización de complejos DNA-proteína formados utilizando como sondas, A:
olig.2 (conteniendo la secuencia repetida TCCCCA) y B:.olig.3.
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Puesto que se esperaba para este promotor una regulación por oxígeno, se

ensayó la reacción de unión DNA-proteína con diferentes concentraciones de

hemina (figura 30 pocillos 7, S y 9), observándose que en estas condiciones

disminuía el halo difuso que aparecía debajo de la banda de retardación y se

incrementaba la nitidez de la banda. Una vez comprobado que la disipación del

halo no se debía ni a la presencia en la reacción de etilen-glicol (utilizado para

preparar la disolución de hemina), ni al azul de carga, y que el complejo no se

formaba como consecuencia de la adición de hemina a la reacción (se ensayaron

reacciones control sin proteína y con hemina en las que no se formaba la banda}

se hicieron ensayos de competición.
•

4.4.2.2. Ensayos de competición específica.

Se llevaron a cabo ensayos de competición con las sondas sin marcar y se

observó la especificidad de la formación de la bandas (figura 31). Se comprobó

que las sondas olig.2 y olig.3 competían consigo mismas y que había

competición cruzada entre la sonda olig.2 marcada y la sonda olig.3 sin marcar

(figura 31A, cai-riles 6 y 7).

Se vió que la competición cruzada también se producía entre la sonda

olig.3 marcada y olig.2 sin marcar (figura 32, carriles 7-9). Y además también se

observó competición entre la sonda olig.3 y el fragmento sín marcar PstI-PstI

del plásmido mdCCAAT que contiene 376pb del promotor con la secuencía

CCAAT mutada (fígura 32, carriles 11-13). Es decir, la mutacíón dirigida de la

caja CCAAT (-352) que se había diseñado alterando el consenso de unión dei

complejo Hap2/3/4/Sp de S. cerevisiae, no influye para que se produzca

retardación, lo que indíca que aunque la sonda contiene la caja CCAAT ésta no

es responsable de Ia formacíón de este complejo. En este mísmo experímento

tambíén se íncluyó la reacción de unión DNA-proteína a partir de un extracto de

la línea de K. lact.is con el gen KIHEM^ ínterrumpído y se vió que a pesar de

que in vitro la adíción de hemina a la reaccíón favorece la formacíón deI

complejo, in vivo dícho complejo se sigue formando incluso cuando Ia ruta de Ia
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síntesis de hemo está interrtlmpida poi- la disftlnción del ^en KIHEMl (figui-a 32,

carriles l5 y 16).

A 1 2 3 4 5 6 7 B 1 2 3 4 5

^ ^^

0
0

12
1,2

0
0

0, 5 5 50 pmoles competidor

12 U4 Proteína

1,2 Ng DNA carrier

Figura 31. A. Experimenlos cíe cc^mpetición específica cíe la s^nda c^lig.?> S(-413, 3K4),

consigo misma (3-5) y ec^mpeticicín cru•r.ada con el fragmentra c^lig.3, S(-362,-333), (6-7).
B. Experimentc^s de cc^mpetici^n específica de la sonda c^lig.3, S(-36?, -333}, conGigo misma.
A tc^as las reaccicmes se les añadid 40^.eM de hemina.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1Q 11 12 13 14 15 16

0 12

pmoles competidor

15 30 Ng proteína

Figura 32. E^pelimentos de compelici^n cspecíCica de olig.3 consigo misma (3-5), con olig?
(7-9) y con el (-ragmento porlador de 111lltaciones ptlnhlales en cl consenso CCAAT de la
posición -35? sin marcar (11-13) Se utilizaron en las reacciones desde el pocillo ? al l^, 1?^cg
de proleína de Y] 140 en medio YPG-?°Ic. En los pocillos 15 y 16 la reacci^ll se llevcí a cabo
con 15ycg y 30ycg de proteína de la línea Klhetyr.l crecielldo en YPD-4^Ic. Se añadieron 1,?^.ig
de DNA ca^-^•ier en todas las reacciones de ? a 16. (l): control sltl proteína. A todas las
reacciones se les añadió 40peM de 11en1ina.
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4.4.2.3. Formación del complejo DNA-proteína con extractos de las líneas

Kllzap2 y Klhap3.

La secuencia CCAAT es un consenso definido para la unión del complejo

multimérico Hap2/3/4/Sp en una serie de genes relacionados con funciones

respiratorias que se desreprimen en ausencia de glucosa. A pesar de que ya

pensábamos que el complejo observado no incluía a las proteínas KIHap2p y

K1Hap3p, pues había competición específica con una sonda en la que se había

mutado una caja CCAAT (figura 32), decidimos hacer un abordaje funcional

más dírecto partiendo de extractos proteicos obtenídos a partir de líneas de K.

lactis que contenían los genes KlHAP2 y KlHAP3 delecíonados, amablemente

cedidas por M. Bolotín-Fukuhara y L. Grivell. Los resultados obtenídos

confirmaron que la foi-mación de la banda de retardación era independiente de la

presencia o ausencía de las proteínas K1Hap2p y K1Hap3p (figura 33).

oi^9.2

wt h2 h3

G D G D G D

oi^9.3

wt h2 h3

G D G D G D

Figura 33. E^perimentos de tmión DNA-proteína con la sonda olig.? (carriles 1-6) ^^ con la
sonda olig.3 (carriles 7-12) utilizando extractos proteicos de Y1140 (ct^t), de MW?70-7B/16
(hnp2: h?) y de WMH7302 (hap3: h3) creciendo en medio YPG-?OIo(G) y en medio YPD-
4%(D). Se añadieron 6y^g de proteína , 1,?ycg de cnrt-ier en todas las reacciones y 40yrM de
hemina.
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4.4.2.4. Formación del complejo DNA-proteína en distintas condiciones de

crecimiento.

Considerando que la formación del complejo se veía favorecida con la

presencia de hemina in vitro y aunque ya se había demostrado (figura 32) que el

complejo era independiente de la disponibilidad de hemo in vivo, se estudió la

capacidad de unión a DNA de proteínas extra'das de células de K. lactis

creciendo en medios con diferentes fuentes de carbono (fermentables y no

fermentables) y en condiciones de hipoxia. Los resultados mostraron que el

complejo se formaba en todas las condiciones ensayadas (figura 34). El análisis

de expresión génica mediante Northern, usando células de los mismos cultivos a

partir de los cuales se extrajo proteínas (figura 28), mostraba que había

diferencias de expresión de KICYCl que garantizaban las condiciones de la

extracción; la regulación de KICYCl seguía el patrón previamente descrito

disminuyendo la expresión en hipoxia y mostrando una pequeña represión en

glucosa (Freire Picos y col., 1995).

Olig.2 Olig.3

OZ N Z OZ OZ

D+ D+ G+ ^ -

02 N2 02 02

D+ D+ G+ ^ -

Figura 34. Formación de complejos DNA-proteína con las sondas olig.2 y olig.3 utilizando
e^tractos proteicos de cultivos en diferentes condiciones:
D+= YPD-4%, G+= YPG-2%, (--^)= YPG-2%-^4%glucosa, NZ=hipoxia y OZ aerobiosis. A:
sonda olig l. B: sonda rest.2. (-): sonda sin proteína.
Se añadieron 12ycg de proteína, 1,2ycg de DNA carrier }^ 40y^M de hemina a todas las
reacciones.
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4.4.3. Caracterización funcional de los consensos UAS1A y UAS1B.

4.4.3.1. Expresión heteróloga del gen KICYCl en las lineas de S. cerevisiae

ZW 10 y ZW 13.

Puesto que se observó la presencia de regiones consenso para la unión de

Haplp al promotor del gen KICYCI , se estudió el efecto que tenía dicha proteína

sobre la expresión del gen bajo el control del promotor de 376pb (datos

publicados, Freire Picos et al., 1995) y con una región promotora más extensa

que abarca la región analizada en este trabajo.

Se hícieron experimentos de expresión heterologa del gen KICYCl en las

líneas mutantes para los genes CYCI y CYC7 de S. cerevisiae, ZW 10 y ZW 13.

La línea ZW10 es además mutante para el gen HAPI. Se transformaron estas

líneas con los plásmidos pCAF10 y pCAFl l descritos en Materiales y Métodos,

portadores del gen KICYCl con un promotor de 376pb (pCAF10) y con un

promotor de 1810pb (pCAFll) y se extrajo RNA de cultívos crecíendo en

medio YPG-2%. El experímento de Northern se Ilevó a cabo utílizando como

sonda el fragmento de 1900 pb Pstl-Pstl del plásmído pART10 marcado con

digoxígenina.

La defíciencía de Haplp mostró un efecto sobre la expresíón, en ZW10 la

expresión era menor con ambos tamaños de promotor (figura 35) .
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zw^o zw^3

KICYC 1

1 2 3 4

Figura. 35 . Análisis de RNA de las líneas de S. cerevisi^te ZW 10 y ZW 13 transformadas con

los plásmidos portadores del gen K1CYC1 con dos tamaños de promotores diferentes:

pCAF10 (promotor de 376 pb) y pCAFI l(promotor de 1810 pb). 1: ZW 10 transformada con

pCAF10. ?: ZW 10 transforn^ada con pCAFl l. 3: ZW 13 transfornlada con pCAF10 ^^ 4:

ZW 13 transformada con pCAFl 1. EI RNA se e^trajo a partir de cultivos creciendo en medio

YPG-2^I^. A: tinción del RNA ribosómico con bromuro de etidio como control de carga. B:

membrana hibi-idada con una sonda conteniendo KICYCI marcada con digorigenina.
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4.4.3.2. Experimentos de unión DNA-proteína con la región homológa a1

UAS lA de CYCI y UAS de CYC7 (sonda rest.3).

En el siguiente esquema (figura 36} se muestra la homología que presenta

el sitio UASlA y UAS1B localizado en el promotor de KICYCl respecto a la

secuencia consenso propuesta por Ha y col. (1996) que se tomó de referencia

para la realización de estos experimentos.

KICYCl ATTT CGG GAACAT CGG TCAAGAC
(UAS1A)
KICYCl TTTT CGG TTTAAG TAG TTAAAAA
(UAS1B)
Consenso (Ha CGG NNNTAN CGG NNNTA

^ y col., 1996)

Figura 36. Esquema de las homologías de diferentes regiones de unión de la

prote ína Hap 1 p.

Caracteri.zación de la unión UAS1A proteína utili,zando extractos de proteína

de K. lactis.

Se hicieron diferentes experimentos con el fin de caracterizar un complejo

DNA-proteína con la sonda que contiene el sitio homólogo al UAS lA, consenso

de unión de la proteína Haplp. Se utilizaron tres líneas distintas de K. lactis :

MW98-8C, Y 1140 y K132144 y no apareci ó ningún complejo con los extractos

proteicos derivados de ellas.

Se consideró la posibilidad de que la concentración de esta proteína en el

extracto total fuese tan baja que no permitiese visualizar el complejo de

retardación por lo que se hicieron diversos ensayos para enriquecer el extracto

en la proteína Haplp. Se concentraron los extractos mediante filtración con una

membrana Microcon-Amicon® con tamaño de poro para concentrar proteínas de

un tamaño mayor de 100KDa. Puesto que en S. cerevisiae Hap 1 p tiene un

tamaño de 1483 (163KDa) este método podría servir para tener un extracto

enriquecido en esta proteína, pero el resultado obtenido en los ensayos de

retardación también fue negativo. Otra condición ensayada fue la concentración

•
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de los extractos proteicos por precipitaci ón con (NH^),SO^ se^tín las condiciones

descritas por Lodi y col. (1996) y que resultan adecuadas para la visualización

de un complejo homólogo en S. cef^evisiae. El mejor resultado obtenido

utilizando esta técnica se muestra en la figura 37 en la que se partió de cultivos a

A^^=0,8 y A^oo=2, l. Se producía retardación y la fase del cultivo inflttía en la

formación del complejo, existiendo mayor retardación en el caso de los

exti•actos obtenidos a partir de cultivos en A600=0,8. Sin embargo tras muchos

intentos, no pttdieron mejorarse los resultados a partir de extractos de K. lactis,

por lo qtte se decidió comprobar si se producía una unión específica con el

factor Haplp de S. cer-evisiae obtenido a partir de la línea Sc334, sobre-

productora de Haplp y cedida amablemente por B. Guiard, según se describe a

continuación.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
••^-•^^.^...^ .^^..^^^,,,,.^

0 20 100 20 100 15 75 15 75 20 100 20 100 15 75 15 75 ug proteína

0 0,6 1,2 0,6 1,2 0,6 1,2 0,6 1,2 ^g carrier

Asoc=0,8 Ascc=0,8/S0^( NHa} Asoo=2,1 AE^=2,1 S0^( NH.^) z

Figura 37. Experimentos de unión DNA-proteína con la sonda rest3 del consenso UASl. Se
usaron e^tractos proteicos de Y 1140 en varias condiciones: ?-5: a partir de cultivos en fase
e^ponencial (Ah00=0,8), 6-9: a partir extracto de cultivos a una Ahoo=0,8 que se concentraron
por precipitación con SO^(NH^)2, 10-13: a partir de cultivos a una A^oo=?,1 y 14-17: a partir
de cultivos a una A^oo=2,l que se concentró por precipitación con (NH;)ZSO^. El control de la
sonda sin proteína se puede ver en el pocillo 1.
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Experit^aentos cle lli?LÓIZ DNA proteíria con. extractos de S^zcclaarvt^iyces

euriqueci^os ej^. Hapl p.

Se hicieron ensayos de retardación con extractos proteicos de la línea

Sc334 de Sctcclzaf-om_yces cerevisicee sobreproductora de Haplp (Fytlovich y

col., 1993) y se obtuvo un complejo nítido y específico segtín revelan los

ensayos de competición con la sonda rest.3 conteniendo el UAS lA y el UAS 1 B

(figura 38). Los buenos resultados obtenidos nos animaron a completar el

estudio en colaboración con el Profesor Bernard Guiard (CNRS associé á

1'Université Pierre et Marie Curie, Francia). Se estudiaron varias regiones del

promotor.

^ 2 3 4 5 6 7_ _ 8_9 10 11 12 13 1 2 3 4 5 6__ ^ _

^^^ ^ ^^ ^ ^

0 5 10 20 S 10 20 5 10 20 5 10 20

0,3 0,6 0,3 0,6

0 5 7,5 15

12

30

-HAPt

ng competidor

0 ug proteína

0,6 0 Ng carrier

Figura 38. A. Ensayo de retardación con extractos proteicos de Y1140 creciendo en YPG-?ÓIo
(?-7) y de S.c.334 creciendo en YP-galactosa ?°Io(8-13) con la sonda rest3.
B. Ensayo de competición especíFica con el fragmento rest3 sin marcar. Se añadieron 1?pcg de
e^tracto de proteína de Sc.334 y 0,6^Cg de DNA carrier. l: reacción sin competidor. 2-5: Sng,
7,Sng, 15ng y 30ng de competidor. 6: control sin proteína.
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Caraeterización del eotnplejo eon la sonda pcrl a(-316,-10).

En primer lugar se utilizó una sonda que contenía la secuencia entre las

posiciones -316 y-10, amplificada por PCR, observándose la aparición de un

posible complejo intenso y otro superior que sólo aparecía al aumentar la

concentración de proteína. Este complejo secundario se pensó que podría

deberse a la interacción con el sitio UAS 1B (figura 39).

1 2 3 4 5 6

0 10 20 40 60 80 ^g proteína

Figura 39. Eaperimentos de retardación de e^tracto de Sc334 con la sonda pcrla,

conteniendo los sitios UAS1 de KICYCl. 1: control sin proteína. 2: 10^g de proteína, 3: 20y^g,

4: 40ycg, 5:60J^g y 6: 80ycg de eltracto de proteínas.
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Caracterización del complejo con las sondas pcrl a(-316, -10), pcr2a ( 316,

268} y pcrl b(-316, -21 D).

Se hizo entonces un ensayo con distintos tamaños de sonda obtenidas por

PCR. (figura 40). La sonda pcrla contenía la secuencia desde -316 hasta la

posición -10, la sonda pcr2 sólo incluía el sitio UAS lA (de -316 a-268) y la

sonda pcrl b contenía tanto UAS lA como UAS 1 B(de -316 a-210}. El resultado

indicaba que la segunda banda superior efectivamente estaba asociada al

UAS1B, puesto que cuando no se incluía en la sonda el sitio UAS1B

desaparecía.

B
t. s

1

1 2

^- UAS1 B

^- UAS1 A

2

UAS1A

1 2

^--- UAS^B
^- UAS1A

Figura 40. E^perimentos de retardación de extracto de S.c.334 con diferentes sondas.
A: pcrla, B: pcr2a y C: pcrlb. Carril 1: control sin proteína. Carril 2: 40ycg de proteína.
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Caracterización del complejo formado con la sonda portadora del consenso

UASIA mutado.

Puesto que e] complejo formado con el extracto de S.c.334 era específico

para la secuencia estudiada, se decidió hacer ensayos de unión DNA-proteína

con una sonda que conten ía la mutación mdUA S 1 A descrita en Materiales y

Métodos en el apartado de mutagénesis dirigida (tabla III). Se amplificó por

PCR la secuencia entre -338 y-10 a partir del plásmido M13mp18-mdUASIA

(pcr4).

El resultado mostró que el complejo se formaba con mucha menor

intensidad cuando se usaba la sonda mutada (figura 41). La presencia de tan solo

"medio sitio" de la repetición directa necesaria para una interacción óptima con

Haplp sería responsable de la interacción más débil observada en el mutante.

1 2 3 4

0 40 0 40 ^.19 PROTEINA

SALVAJE MUTANTE

Figura 41. Experimentos de retardación de extracto de Sc 334 con las sondas entre -338 y-10

conteniendo la secuencia de UAS1 salvaje, pcrlc (ly2) y la secuencia mutada pcr4 (3 y 4). Se

añadieron 40y^g de proteína.
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Competición especí^ca con el extracto proteico de la línea Sc334.

Para comprobar la especificidad de la unión de Haplp al UAS lA se hizo

un ensayo de competición específica con un fragmento de 30pb que contiene

sólo el UAS lA amplificado por PCR, pci2b (entre -305 y-275}.(figura 42A). Se

observó claramente la competición y este resultado complementaba el observado

en la figura 38B.

Por último, en la figura 42B, se vió que la región UAS1A, mutada, y con

menor capacidad para unir Hapl p, compite con la región UAS 1 B(sonda pcr3).

B

0 40 0 40 0 40 0 40

0 0 100 200 ng compet 0 0 400 0 ng compet. específ.
♦

400 ng compet. inesp.

Figura 42. A. Experimentos de competición entre la sonda amplificado por PCR de entre
-316 y-10 marcada (pcrla) y el oligonucleótido de 30pb que contiene específicamente el sitio
UAS1A. Las reacciones se llevaron a cabo con 40^g de extracto proteico de Sc334 (2-4) y
reacción control sin proteína (1). Se añadieron 100ng (3) y 200ng (4) de DNA competidor.
B. Competici ón entre sonda ampliCicada por PCR pcr4 (entre -338 y-10 que lleva el UAS 1 A)
y el oligonucleótido pcr3 de 31pb entre -262 y-231 que contiene el sitio UAS1B. Se
añadieron 40^Sg de proteína (2-4) y en 1 no se añadió proteína. En la reacción B3 se añadieron
400ng de competidor y en la 4 se añadió como competidor inespecífico (compet. inesp) un
oligonucleótido de 26pb: (S^AGCAGACCCCCACCGCCCGCATCCC 3^.
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4.4.4. Experimentos de unión DNA-proteína con el fragmento que contiene

el consenso UAS2.

Se usó como sonda la secuencia de 211 pb que se corresponde con las

primeras 211pb en posición 5' respecto del ATG del ^en K1CYC1 (sonda rest.4)

y extractos de proteína total de K. lactis. Aunque había retardación no se

formaba nin^una banda nítida que pudieramos caracterizar, pues al añadir más

DNA carrier el complejo no se formaba. En colaboración con el Profesor

Guiard, se han hecho intentos de obtener el complejo de retardación con las

proteínas Hap2p y Hap3p de S. cerevisiae purificadas y por el momento

tampoco se ha obtenido ningún resultado.
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Existen numerosas diferencias entre la fisiología de K. lactis y la de

S. cerevisiae que pueden estar relacionadas con la expresión de genes del

metabolismo respiratorio y fermentador en ambas levaduras (González-Siso y

col. 1996). El hecho de que el gen KICYCl se exprese más que el gen ScCYCl ,

se puede relacionar con el metabolismo fundamentalmente respiratorio que

presenta K. lactis frente al metabolismo fermentador de S. cerevisiae. En

condiciones aerobias otro hecho diferenciador, citado por diversos autores,

consiste en que la represión catabólica (represión por glucosa y desrepresión en .

fuente de carbono no fermentable) no tiene mucha importancia en K. lactis

(Mulder y col., 1995, Wésolowski-Louvel y col., 1996 y González Siso y col.,

1996).

En un estudio anterior (Freire Picos y col., 1993) se describió la secuencia

de 371pb de la región 5' del promotor de KICYCl y se localizaron elementos

reguladores potenciales basándose en las semejanzas con las señales cis que

aparecen en el promotor del gen CYCI de S. cerevisiae. En el presente trabajo se

ha ampliado el estudio de la región 5' hasta 1810pb, delimitando un promotor

funcional en una secuencia de 868pb. Se ha comprobado la importancia que

presenta la región que incluye el consenso UAS lA para la unión del factor

Haplp. Se ha localizado además una región activadora entre las posiciones -465

y-421 que es capaz de formar un complejo DNA-proteína hasta el momento no

asociado con ninguna proteína reguladora conocida. En este promotor se han

encontrado secuencias consenso para las proteínas reguladoras multifuncionales

Abflp y Cpflp que son también importantes en el control de la transcripción. La

distancia de estos consensos respecto al punto de inicio entra dentro de los

márgenes descritos para promotores de levaduras, de 100 a 1500pb (Struhl,

1989); por ejemplo, en el gen MOX de Hansenula polymorpha, la región

promotora es de 1500pb (G^decke y col. 1994), en el gen CYTI de S. cerevisiae

es de 766pb (Oechner y col. 1992) y en el gen KlLAC4 de K. lactis 679pb

(Ruzzi y col., 1987).
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5.1. Efecto de los factores transcripcionales multifuncionales en el promotor

de KICYCl.

5.1.1. Abf 1 p.

Hemos podido comprobar que la eliminación de la región situada 5'

respecto de la posición -687, y que incluye el consenso para el factor

multifuncional Abflp, se traduce en una . disminución de la actividad

13-galactosidasa del promotor fusionado al gen lacZ (figura 22 ), indicando un

efecto regulador positivo. Esto está de acuerdo con el papel descrito hasta ahora

para Abflp, como activador en algunos promotores, o como modulador de la

estructura de la cromatina excluyendo nucleosomas o curvando el DNA (DNA

bending) y favoreciendo la acción de otros factores (Planta y col., 1995). En

efecto, Abflp se ha asociado con la exclusión de los nucleosomas en el

promotor del gen QCR8 que codifica para la subunidad VIII del complejo bcl

mitocondrial (De Winde y col., 1993).

Existe un homólogo funcional de Abflp en K. lactis. Gonçalves y col.

(1992) han clonado el gen que codifica para Abf l p en K. lactis y hay genes de

K. lactis que están regulados por esta proteína, por ejemplo, el gen ribosomal

S33 (Hoekstra y col. 1992).

Aunque Abflp es considerado un factor regulador general que mantiene

altos los niveles de transcripción, se ha relacionado también con la desrepresión

en ausencia de glucosa. Se ha visto que la fosforilación de Abflp activa de

manera diferencial a los genes COX6 y ADHI en función de la fuente de

carbono utilizada en el medio de crecimiento, siendo mayor en medio con

glicerol que en medio con glucosa (Silve y col., 1992; Yoo y col., 1995). Sin

embargo, los datos obtenidos con el gen KICYCl demuestran que en la

construcción du10, en la que la región de unión a Abflp ha sido eliminada,

sigue existiendo desrepresión en glicerol (figura 22 ).

Los ensayos de retardación sugieren una interacción de una proteína .de

K. lactis con el consenso de Abf 1 p presente en el promotor de KICYCl . La
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banda observada es muy débil (figura 26) y su adecuada caracterización

requerirá futuros estudios con el factor purificado. Una posible interpretación a

estos resultados podría basarse en la escasa afinidad de la unión (Hoekstra y

col., 1992, Mulder y col., 1995) a pesar de ser una proteína abundante

(Gonçalves y col., 1992). Además, en el promotor de KlQCR8 se ha visto que

KlAbflp interacciona muy débilmente con su región consenso, pero presenta la

posibilidad de formar un complejo heteromérico con K1Cpflp que interacciona

con el promotor a través del consenso de K1Cpflp (Mulder y col., 1995).

La unión dei factor Abflp a los promotores de genes de S. cerevisiae tiene

unas características distintas a la interacción que se produce en K. lactis. Mulder

y col. (1994b) comparando los genes homólogos QCR8 y KlQCR8, han

encontrado que el complejo Abfl.p-DNA que se forma con extractos de

S. cerevisiae es mayor y más intenso que el que se forma en K. lactis (De Winde

y Grivell, 1995). Dorsman y col. (1988) demostraron que Abf 1 p forma un

complejo específico y estable con su correspondiente consenso en el promotor

del gen CYCI de S. cerevisiae.

La aparición simultánea de los consensos para Abflp y para Hap2/3/4/Sp

que hemos constatado en el promotor de KICYCl (figura 14) también se ha

observado en otros genes de levaduras que codifican para proteínas

mitocondriales, entre ellos el gen CYCl antes mencionado (Trawick y col. 1992;

De Winde and Grivell, 1993; Betina y col. 1995; Dorsman y col., 1988). Esto

sugiere que esta configuración de los dos consensos puede ser importante en la

biogénesis mitocondrial (De Winde y Grivell, 1992). Otro punto interesante a

considerar es la presencia de sitios de unión para Abflp en genes altamente

expresados, por ejemplo ADHI que es uno de los genes con más alta expresión

en S. cerevisiae y en el que no se ha encontrado ningún otro elemento capaz de

controlar la regulación de un modo carbono-dependiente además de Abflp (Yoo

y col., 1995). ^
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5.1.2. Cpf 1 p.

Cpflp se ha descrito que puede interaccionar tanto sobre elementos de los

centrómeros como sobre promotores de genes (Mellor y col., 1990). Cpflp

puede actuar como activador de la transcripción pero también como represor

(Mellor y col:, 1990); De Winde y Grivell, 1992).

El gen KICPFl ha sido clonado (Mulder y col. 1995) y resultó ser esencial

en K. lactis, contrariamente a lo que sucede en S. cerevisiae. Aunque la

estructura de Cpflp de S. cerevisiae y K1Cpflp presentan notables diferencias, la

región C-terminal que es responsable de la unión al DNA, se conserva y

K1Cpflp puede complementar la mutación en S. cerevisiae.

En el promotor de KICYCl la eliminación de la región entre -687 y-475

produce un aumento de la expresión del gen por lo que se le atribuye un efecto

negativo (figura 22). Esta región contiene tres consensos de unión para Cpfl, si

bien los dos primeros de las posiciones -670 y-513, se desvían en un nucleótido

respecto de la secuencia de unión de K1Cpflp que aparece en el gen KlQCR8

(Mulder y col., 1994b).

Mediante ensayos de retardación en gel hemos podido comprobar que la

región que contiene los consensos de unión para Cpflp forma una banda

específica. La caracterización de esta banda se ve dificultada por el hecho de

que la deleción del gen KICPFl resulta ser letal en K. lactis (Mulder y col.,

1994) por lo que no resulta posible comprobar la desaparición de la banda en el

mutante. El complejo se forma utilizando como sonda el fragmento de -780 a

^65, que contiene tres consensos para la unión en las posiciones -670, -515 y

^92 (figuras 26, A y B). También con el fragmento entre -780 y-599, que

contiene únicamente el de la posición -670 (figura 27) y cuando se utiliza como

sonda un oligonucleótido sintético de -504 a-474 que contiene el sitio de unión

de la posición -492 (figuras 26. C y D). Este oligonucleótido compite también

por la unión con el fragmento de -780 a-599, que contiene el consenso de la

posición -670. El tamaño del complejo formado, y su posición relativa respecto

al complejo atribuido a Abflp de acuerdo con los resultados de Mulder (Mulder
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y col, 1995), indica que K1Cpflp se une en forma de dímero, lo que estaría de

acuerdo con la conservación del sitio de dimerización en la proteína de K. lactis

(Mulder y col., 1994d). Además es probable que este complejo pueda reclutar

otras proteínas (McKenzie y col., 1993) entre ellas Abflp (Mulder y col., 1995).

El máyor retardo del complejo observado a medida que incrementa la

concentración de proteína estaría de acuerdo con esta hipótesis (figuras 26A y

27A).

El hecho de que incluso en el fragmento que^ contiene los tres consensos de

unión para Cpflp se observe sólo un complejo de retardación, podría deberse a

una diferente afinidad por estos sitios. Con bajas concentaciones de proteína se

detectaría unicamente la unión del factor a uno de ellos y el incremento de la

concentración permitiría formar complejos con las otras regiones de menor

afinidad, incrementando el tamaño del complejo (figuras 26A y 27A). Sin

embargo, esta interpretación no concuerda con la similar intensidad observada

para los complejos que se forman con las distintas sondas. Futuros estudios

utilizando sondas de idéntico tamaño pero con mutaciones diferenciales en cada

uno de los consensos serán necesarios para intentar resolver esta cuestión, que

además se ve complicada por el hecho de que se puedan formar heterómeros con

otras proteínas.

El complejo formado con Cpflp se observa en distintas condiciones de

cultivo, medios ricos en glucosa, en glicerol, en una transición de glicerol a

glucosa y en condiciones de hipoxia (figura 29). Esto indica que la acción

mediada por este complejo es constitutiva en las condiciones ensayadas. La

eliminación de las regiones de unión a Cpflp en la deleciones unidireccionales

tampoco produce ninguna variación en el factor de desrepresión respecto al

promotor nativo (figura 22).
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5.2. Efecto de factores transcripcionales específicos en el promotor de

K1CYCl.

5.2.1. Hap 1 p.

La deleción de las regiones UAS lA y UAS 1 B, situadas en las posiciones

-306 y-254 en el promotor de KICYCl y que contienen consensos de unión de la

proteína Haplp, causa una gran disminución en la expresión, lo que concuerda

con el efecto activador de la transcripción que ejerce esta proteína (figura 22).

Las secuencias presentes en el promotor se ajustan al consenso óptimo

propuesto por Ha y col. (1996), como puede observarse en la figura 36. Sin

embargo, no se ha llegado a detectar una proteína de K. lactis que se una a esta

región de modo específico mediante ensayos de retardación en gel. O bien está

en bajas concentraciones como ocurre con Haplp de S. cerevisiae (Flytovich y

col., 1993) o tiene una baja afinidad por el consenso. Sin embargo, los

consensos UAS lA y UAS 1B presentes en el promotor de KICYCl son

reconocidos por la proteína^ Haplp de Saccharomyces^ cerevisiae, como se ha

podido observar en los ensayos de unión DNA-proteína a partir de la línea de

S. cerevisiae Sc334 sobreproductora de la proteína (figuras 38 y 39). Este

resultado explicaría el efecto observado sobre la expresión heteróloga del gen

KICYCl en las línea mutante hapl de S. cerevisiae, ZWIO (Freire Picos y col.

1995a y este trabajo, figura 35). Se han llevado a cabo ensayos de competición

entre diferentes fragmentos de la región UAS1 que indican que Haplp reconoce

predominantemente el UAS lA, mientras que con UAS 1 B se forma un complejo

DNA-proteína más débil y de mayor tamaño (figuras 40 y 41). La unión de

Haplp disminuye notablemente cuando se utiliza como sonda marcada el

consenso UAS1A mutado, lo que está de acuerdo con la necesidad de reconocer

dos regiones CGG de unión a la proteína (figura 41). La mutación utilizada sólo

afecta a un medio sitio del consenso de unión con Haplp y mantiene uno de los

tripletes CGG. Dada la gran variabilidad que presenta Haplp en la interacción

con los promotores de distintos genes (figura 3), esta mutación permitiría
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teoricamente la unión a través de un "medio sitio". Esto explicaría también que

no se observe variación en la activación del promotor utilizando la fusión lacZ

mdUASI (figura 25) y que se siga produciendo interacción con Haplp en los

ensayos de retardación aunque en menor medida que con la sonda salvaje

(figura 41). Esta unión a través de medio sitio, puede ser desplazada por

competición con la región UAS 1 B que también contiene un solo triplete CGG

(figura 42B).

5.2.2. Hap2/3/4/Sp.

El control simultáneo por Hapl y por Hap2/3/4/Sp se ha observado en una

serie de genes que codifican proteínas mitocondriales de S. cerevisiae: CYCI

(Guarente y col ., 1984), CYTb2 (Lodi y Guiard, 1991), CYTI (Oechsner y col .,

1992), COX6 (Trawick y col., 1992), QCR2 (Dorsman y Grivell, 1990}.

En S. cerevisiae, el complejo Hap2/3/4/Sp es responsable de la

desrepresión en ausencia de glucosa. Las proteínas Hap2p, Hap3p y HapSp son

esenciales para la actividad de unión al DNA. Hap4p, aunque no es esencial para

la unión, es responsable de la activación transcripcional (McNabb y col., 1995).

La síntesis de Hap4p está reprimida por glucosa, y la dependencia de la

actividad transcripcional respecto de la fuente de carbono parece que está

dirigida por la disponibilidad de esta última subunidad (Forsburg y Guarente,

1989a).

El consenso para Hap2/3/4/Sp UAS2, localizado en la posición -207 del

gen KICYCl muestra una identidad alta con el UAS2 del gen CYC1 de

S. cerevisiae (Forsburg y Guarente, 1989) y aunque la coincidencia en el núcleo

del consenso es escasa, la región de homología se extiende más allá de la caja

CCAAT (Freire Picos y col., 1993). Sin embargo su eliminación no muestra

ningún efecto sobre la actividad del promotor (figura 22). Tampoco se observa

ningún efecto, ni en medio con glucosa ni en medio con glicerol, cuando se

muta dicho consenso (figura 24).

Los tres genes homólogos KlHAP2 (NGuyen y col. 1995), KlHAP3
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(Mulder y col. 1994b) y KlHAP4 (Bolotin-Fukuhara, comunicación personal) ya

han sido clonados en K. lactis y el efecto fisiológico cuando se interrumpe su

expresión no es el mismo que en S. cerevisiae. Tanto la línea Klhap2 como la

línea Klhap3 son capaces de crecer en medio no fermentable, a diferencia de lo

que sucede en S. cerevisiae en que los mutantes no tienen competencia

respiratoria. Una posible explicación es que los genes relacionados con la

respiración no se vean afectados por un complejo heteromérico homólogo a

Hap2/3/4/Sp como ha sido descrito (NGuyen y col., 1995). Los efectos que

puedan ejercer las proteínas Hap4p (clonado en K. lactis, pero aún no

caracterizado, comunicación personal de Bolotin-Fukuhara) y HapSp (cuyo gen

todavía no ha sido clonado) pueden ser claves a la hora de saber si el complejo

heteromérico existe o no en K. lactis, y si es capaz de unirse al consenso UAS2

o a una caja CCAAT. Datos recientes han puesto de manifiesto que los genes

que codifican para lactato DH en K. lactis, KIDLD y KlCYB2, están sujetos a

regulación por K1Hap2p y este efecto sólo se observa en medios completos con

lactato y no en medios con glucosa (comunicación personal, Tiziana Lodi). Es

por tanto probable que el complejo se forme y pueda llegar a ser activo en

determinadas condiciones o sobre determinados promotores. Nuestros datos

indican que el promotor de KICYCl no está sujeto a regulación dependiente de

UAS2 y Mulder observó, utilizando la sonda de KICYCl que le facilitamos, que

KICYCl no se ve afectada por la deleción de KlHAP3 (Mulder y co1.,1994a).

Además del consenso UAS2 que no mostró ninguna acción sobre el

promotor, hay otras dos secuencias CCAAT en las posiciones -463 y-352. Los

datos obtenidos permiten afirmar que no participan en la formación de un

complejo de activación dependiente de K1Hap2p o K1Hap3p, ni tampoco están

claramente relacionadas con la desrepresión del promotor. Aunque se ha

observado la formación de un complejo utilizando como sonda la región

(-361,-333) que incluye la caja CCAAT de la posición -352, los ensayos con

extractos de proteína de las líneas mutantes hap2 y hap3, mostraron que la

proteína que se une no se ve afectada por estas mutaciones (figura 33). Cuando
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se utiliza para la competición una sonda que contiene la caja CCAAT mutada se

observa una disminución en la formación del complejo (figura 32) lo que indica

que esta caja CCAAT no participa en la interacción.

En las deleciones du14 y di113 que han perdido las dos cajas CCAAT de

las posiciones -463 y-352, la tasa de desrepresión disminuye y el mismo efecto

se obtiene con la deleción di50 en la que sólo se ha perdido la caja CCAAT de la

posición -352. Sin embargo, la mutagénesis realizada sobre la secuencia

CCAAT de la posición -352 no afecta a la desrepresión del gen en glicerol

(figura 24). La desrepresión no puede por tanto relacionarse con esta secuencia

CCAAT. De todas formas cabe señalar que el factor de desrepresión es muy

pequeño en todas las medidas realizadas si se compara con el existente en CYCI

de S. cerevisiae que es de cuatro (Zitomer y Hall, 1976).

5.3. Otras secuencias reguladoras presentes en el promotor de KICYCI.

El resultado más interesante en el estudio del promotor de KICYCIen

relación con las diferencias que presenta respecto del gen CYCI de S. cerevisiae,

deriva de la presencia de una región activadora adicional localizada éntre las

posiciones -475 y-338. A1 eliminar esta región en las deleciones du13, du14,

di39, di42, di37, di48 y di45 se produce una disminución en la actividad

13-galactosidasa (figuras 22 y 23 ).

Se realizaron en ensayos de retardación utilizando dos sondas incluidas en

esta región que comprenden dos secuencias que abarcan desde la posición -413

a la -384 (sonda olig.2) y desde la posición -361 a la -333 (sonda olig.3). Con

ambas se ha observado la formación de complejos de retardación (figura 30) que

presentan movilidades semejantes, lo que nos llevó a estudiar si existi'a

competición entre ellos como efectivamente sucede (figuras 31 y 32). El

complejo que se forma con la sonda olig.2 es más débil que el que se forma con

la sonda olig.3 (figura 30). El hecho de que los complejos DNA-proteína sean

facilmente detectables indica que es una proteína abundante o tiene una afinidad
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muy alta y no hace falta una purificación o enriquecimiento previo para poder

visualizar la interacción.

A1 analizar esta región se encontró una zona con la repetición directa

TT/AT/ATCCCCANST T/A T/ATCCCCA desde la posición -407 hasta la posición

-389, incluída en la sonda S2. El hecho de que haya una competición entre las

dos sondas podía deberse a una coincidencia de la secuencia TTTCCC de 6

nucleótidos que aparece en ambas regiones. La secuencia T T/A T/ATCCCC se ha

encontrado también en el promotor del gen KlADH4 (número de acceso a

EMBL A23388), una vez en perfecta coincidencia y dos veces más con un error

de dos nucleótidos. Este resultado es interesante desde el punto de vista de que

el gen KlADH4 y el gen KICYCl son genes de alta expresión y podrían tener

esta región reguladora en común. La secuencia T T/A T/ATCCCC no corresponde

a ningún consenso de factores reguladores conocidos.

Los datos obtenidos hasta el momento no permiten conocer la naturaleza

del factor que se une a la región consenso. La mayor parte de los datos

experimentales apuntan a que esté implicado en una activación constitutiva. La

adición de hemina tiene un efecto positivo en la nitidez del complejo formado

pero la interacción no es hemo-dependiente. Por una parte no depende de la

disponibilidad de oxígeno, ya que usando extractos de células creciendo durante

dos horas bajo condiciones hipóxicas, el complejo se sigue observando (figura

34). Este resultado se podría explicar si la supuesta proteína reguladora se

sintetiza tanto en condiciones aeróbicas como en condiciones de hipoxia, o bien,

si la vida media de la proteína permite que haya la cantidad necesaria para

detectar la unión aunque ya haya cesado su síntesis. Además el complejo sigue

detectándose cuando se hacen ensayos con la línea de K. lactis mutante para el

gen Klheml (figura 32). La formación del complejo también es independiente de

que la fuente de carbono sea glucosa o glicerol.
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5.4. Expresión heteróloga de los genes CYCI y CYC7 de S. cerevisiae en

K. lactis.

La expresión heteróloga del gen KICYCl en S. cerevisiae ya había sido

demostrada (Freire Ficos y col., 1995a). En este trabajo hemos podido

comprobar que los genes CYCI y CYC7 de S. cerevisiae se expresan en una

línea mutante de K. lactis en la que se ha delecionado el gen KICYCI , ya que

ambas son capaces de complementar la incapacidad de crecimiento en lactato

causada por la deleción (figura 17). Puesto que CYC7 es un gen de baja

expresión en condiciones aerobias quisimos analizar sus niveles de expresión en

K. lactis. Los resultados del Northern (figura 18) revelan que el nivel de

expresión aumenta cuando su promotor es sustituido por el de KICYCl. Esto

puede atribuirse a varios factores, la mejora en el consenso para la unión de

Hap1p que en el promotor de CYC7 es muy poco eficiente y la existencia de

elementos cis adicionales en el promotor de KICYCl que lo convierten en un

gen de alta expresión.

5.5. Resumen de las características del promotor de KICYCl.

Los resultados obtenidos al analizar el promotor de KICYCl indican que

varios factores contribuyen de un modo aditivo para conseguir un promotor muy

activo en condiciones aerobias que posibilite una elevada expresión de

citocromo c. Entre los factores positivos se encuentran Abf 1 p, Hap 1 p y un

factor activador no caracterizado. Haplp es el principal factor implicado en la

regulación hemo-dependiente y los otros factores ejercerían un papel

potenciador no regulado, al menos en las condiciones ensayadas. La escasa

variación de expresión observada en condiciones de crecimiento en glucosa o

glicerol puede ser interpretada como consecuencia de la ineficacia de la

desrepresión mediada por el complejo Hap2/3/4/Sp ya que, como hemos visto,

las secuencias habitualmente reconocidas por este complejo no son

funcionalmente importantes en e1 promotor de KICYCl. Una explicación

alternativa, y tal vez adicional, surge al considerar que el consenso de unión para
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Miglp, factor relacionado con la represión por glucosa, se encuentra incluido

dentro de la región de unión del factor activador. Es posible que el mecanismo

represor sea inoperativo debido a su desplazamiento por este factor y su

caracterización resultará por tanto clave para comprender el mecanismo global

de activación y regulación del promotor de KICYCl.
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1. La región funcional del promotor del gen KICYCl se extiende unos

868pb respecto del ATG. Contiene consensos de unión para factores

transcripcionales fundamentalmente activadores, con excepción de la región

situada entre -596 y-475 que tiene un efecto represor.

2. La región comprendida entre -868 y-475 contiene consensos de unión

para factores reguladores multifuncionales que ejercen su acción sobre un

amplio grupo de genes de levaduras. En la posición -698 hay un consenso para

la unión de Abflp y en las posiciones -670, -513 y-492 hay consensos para la

unión de Cpf 1 p. En el caso de los consensos de Cpf 1 p se ha podido demostrar

una interacción específica con proteínas de K.lactis. Esta interacción DNA-

proteína se produce en todas las condiciones ensayádas: medios con glucosa o

glicerol como fuente de carbono y medios aeróbicos o hipóxicos.

3. La región comprendida entre -475 y-338 contiene elementos

activadores. Dos secuencias comprendidas en esta región y que tienen en común

el motivo TTTCCC, son capaces de unir específ camente proteínas de K. lactis,

estableciéndose una competición entre ellas. Esta región, de carácter activador,

parece actuar de manera constitutiva. La formación de los complejos DNA-

proteína es independiente de los niveles de oxígeno, de la presencia de hemo, de

la fuente de carbono y de las mutaciones Klhap2 y Klhap3.

4. Las regiones UAS 1 A y UAS 1 B, situadas en -306 y-259, contienen

secuencias que se ajustan al consenso de unión para el factor regulador Haplp.

Ambas regiones parecen tener importancia en la activación del promotor y

aunque no se ha podido probar una interacción directa con proteínas de K. lactis,

sí son capaces de interaccionar especíñcamente con el factor Hap 1 p de S.

cerevisiae. '

5. La región UAS2, localizada en la posición -207, carece de efecto sobre

el promotor de KICYCl. Esta conclusión se deduce de los resultados de las
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deleciones. Tampoco fue posible poner de manifiesto una interacción DNA-

proteína ni utilizando extractos de K.lactis, ni extractos de S. cerevisiae

enriquecidos en Hap2p y Hap3p.

6. La represión catabólica ejercida por la glucosa sobre el promotor de

KICYCl es pequeña si la comparamos con la existente en el gen homólogo de S.

cerevisiae. El efecto desrepresor que tiene lugar en medios con fuentes de

carbono no fermentables no puede ser atribuido a la región UAS2, ni a las cajas

CCAAT localizadas en las posiciones -463 y-352.

7. La utilidad del promotor de KICYCl para sobre-expresar otros genes

queda de manifiesto en la alta expresión observada al fusionarlo con el gen

ScCYC7.
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Abreviaturas

ADN o DNA ácido desoxirribonucleico

ssDNA single stranded DNA o ADN monocatenario

dsDNA double.stranded DNA o ADN bicatenario

AE actividad enzimática

ARN o RNA ácido ribonucleico

BRL Bethesda Research Laboratories

BrEt bromuro de etidio

°C grados centígrados

CSH Cold ^ring Harbor Laboratory

DEPC dietil-pirocarbonato .

DMF dimetil-formamida

DMSO dimetil-sulfósido

DTE ditioeritritol

DTT ditiotreitol

ddNTPs didesoxi-nucleótido-tri-fosfato

dNTPs desoxi-nucleótido-tri-fosfato

EDTA ácido etilenodiaminotetracético .

GBF-Braunschweig Gesellschaft fuer Biotechnologische Forschung

GCG Genetic Computer Group

h hora

IPTG isopropylthio f3-D-galactoside ^

MCS (Multiple Cloning Site) sitio de clonación múltiple

min minuto ^

MOPS Ácido3-[N-Morfolino]-propano-sulfónico
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Nucleótidos

A base nitrogenada o nucleótido adenina

C base nitrogenada o nucleótido citosina

G base nitrogenada o nucleótido guanina

T base nitrogenada o nucleótido timina

ONPG o-nitrofenil-l3-D-galactopiranósido ^

ORF Open Reading Frame (pauta abierta de lectura)

pb pares de bases

PEG polietilen glicol

p/p porcentaje en peso

r.p.m. revoluciones por minuto

s segundos

tfsites transcription factor sites (sitios para factores de transcripción)

Tm temperatura de melting (temperatura de fusión del DNA)

U unidades

UAS Upstream Activation Site o sitio de activación 5' anterior

UV luz ultravioleta

X-Gal 5-bromo-4-cloro-3-indolil-l3-D-galactosido

YNB Yeast Nitrogen Base o base nitrogenada para levaduras
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