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FE DE ERRATAS

e Paginas 27, 35, 79, 83, 95, 129, 135, 139, 140, 166, 184, 185 y 198. Donde pone
"Y1140", deberia aparecer "NRRL-Y1140".

e Pagina 78, linea 2 comenzando por abajo. Donde pone "esquema de la figura 4",
deberia aparecer "esquema de la figura §".

e Pagina 87, figura 9. La secuencia que deberia aparecer es la siguiente:

CCCTCAACTA
TGAACAACAT
ATCGTGCTTT
GTATGGGTGA
ATGAAACAGA
TCAGTCTGGA
ACAAGTTGAC
CAGGTTTCTT
ACARAAAARCCT
AARAACGTTCC
ATCAGGACGC
TTCACTCCAC
ATATACAGTA
GTACTCCTGA
ARAARGTTGA
TTTCTGCGGT

TGCAGTGGAA
GTTCAGTTAT
ACAGTTTATC
ATCCCCAGCT
CCAAATGAAG
TGCAGGTGAA
AAAACAAATC
TATCACTTTA
ACCACGTTTG
ATCATTGGTA
AGTTGGGTTT
TGCTCCTCCT
TCAACCAATC
AACTGCGAAA
AGTAAAGGTG
AACTCCCTTT

GGCTTCAWAA
ATGGATGTGC
GTTTGCCTAA
ATAGGTAACC
AGAGATTCAT
ARCTTAGCCG
TCTGCCARAT
CTTAAGARAC
CATCAACATC
CTTTCAGCAG
TTGCCTTCGA
TCTTTCAACT
ACTTTTAGGG
AGAAGGAAAG
GAAAATCCTC
GAGCCT

ACTGCATACT
TTTTGTCGCC
TTTTGCGGGC
AADATAACAC
CCCCATCTCC
AAGTTCTCCT
ATAACTATGC
CTTCCTCGAA
CAAATATTGC
GAGGGGATCA
AAGTAACAAG
CTGCCGTTAC
ACACTTTAAG
TAGACACCAC
AAATATCTTT

CTTCTATAAC
CACCTGCTTG
TARATGTGGC
TGTTACTAGC
AGGAAACGTC
CGCAAGAATG
CGTAAGAATG
ATCCAAAACT
AAATATGACG
AATTAGACGT
CGGAACCTTC
ACAACARTTG
ACGCACATCA
ATCTAARAAC
ACCACCTTCT

AGCACCGGTA
GACGTCGGAC
CCTTTAACAG
AGCAGCGAAG
CTTACAGATG
ATCTTATTTC
ACGAAATCCA
ARCTCTAAAA
AGTTTCTTCA
TGCCCGGTTT
AACTCGATTT
CCCCCACTGA
GATGTGAGAG
TTCTCTGAGC
CCAGCGCAGA

e Pagina 162, figura 52. Donde dice "analizar el consenso para Gerlp", deberia
aparecer "analizar el elemento rico en pirimidinas”.

e Pagina 163, tabla 16. Donde dice "deleciones D1 y D2", deberia aparecer
"deleciones D1, D2 y Q3".

e Pagina 164, tabla 17. Donde dice "deleciones D1 y D2", deberia aparecer
"deleciones D1, D2 y Q3".

e Pagina 167, tabla 19. Donde dice "construccion de las deleciones D1 y D2",
deberia aparecer "construccion de las deleciones Q2, Q4 y Q5".

e Pagina 168, figura 56. Donde dice "dos fuentes de carbono: glucosa 0,5% vy
etanol-glicerol 2%" deberia aparecer "tres fuentes de carbono: glucosa 2%, glucosa
0,5% y etanol-glicerol 2%".

e Pagina 192, figura 66. Deberia aparecer la letra A a la altura de la grafica
correspondiente a ScSRBI0 (esquema inferior) y la letra B a la altura de la grafica

correspondiente a KISRB!() (esquema superior).
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ABREVIATURAS

SALA-S: §-aminolevulinato sintasa.

A: absorbancia.

Ade: adenina.

ADP: adenosin-difostato,

AMP: adenosin-monofosfato.

AMPc: adenosin-monofostato ciclico.

Amp®: resistencia a la ampicilina.

APS: persulfato aménico.

Arg: arginina.

ATG: metionina, codén de inicio de la traduccién.
BSA: seroalbimina bovina.

cm: centimetro.

CO: mondxido de carbono.

cpm: cuentas por minulto.

CTD: dominio carboxilo terminal.

Cys: cisteina.

DCbyPCR “Discriminating clusters by PCR": discriminacién de grupos por PCR.
dCTP: desoxicitidin-trifosfato.

DD: dominio de dimerizacion.

ddNTPs: didesoxirribonucledtidos trifosfato.
DEPC: dietil pirocarbonato.

dGTP: desoxiguanosin-trifosfato.

DNA: 4cido desoxirribonucleico.

DNAc: dcido desoxirribonucleico complementario.
DNasa: enzima que degrada DNA.

dNTPs: desoxinucledtidos trifosfato.

dpIX: deuteroporfirina [X.

DTT: ditiotreitol.

dTTP: desoxitimidin-trifosfato.

EDTA: dcido etilendiamino tetra-acético.

ESTs: Expressed Sequence Tags.
g: gramo.
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Gly: glicina.

GPI: glicosil fosfatidil inositol.

GTF (General Transcription Factor): factor general de la transcripcion.
HEPES: dcido (4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-etano-sulfénico).
His: histidina.

HMC (High Molecular Complex): complejo de alto peso molecular.
HRM (Heme Responsive Motif): motivo de respuesta a hemo.
[PTG: isopropil-p-D-tiogalactopirandsido.

Kan®: resistencia a kanamicina/geneticina.

Kb: kilobase.

KV: kilo voltio.

L: litro.

Leu: leucina.

M: molar.

mBa: milibar.

MCS “Multiple Cloning Site": sitio de clonaje miiltiple.

Met: metionina.

MF: metabolismo fermentativo.

mg: miligramo.

min: minuto.

mL: mililitro.

mJ: milijulio

mm: milimetro.

mM: milimolar.

MOPS: dcido 3-[N-morfolino]-propano-sulfénico.

MR: metabolismo respiratorio.

mseg: milisegundo.

ng: Nanogramos.

nm: nanémetro.

nmol: nanomol.

nt: nucledtido.

°C: grados centigrados.

OD: densidad éptica.

ONPG: o-nitrofenil-p-D-galactopirandsido.
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ORF (Open Reading Frame): pauta abierta de lectura, secuencia codificadora.
ori: origen de replicacién.

P/V: relacién peso/volumen.

pb: pares de bases.

PBG-D: porfobilinégeno desaminasa.

PBG-S: porfobilindgeno sintasa.

PCIA: fenol-cloroformo-alcohol isoamilico.

PCR (Polymerase Chain Reaction): reaccion en cadena de la polimerasa.
PDB (Protein Data Bank): base de datos de proteinas.

PEG: polietilenglicol.

PIC: complejo de pre-inicio.

pmol: picomol.

r.p.m.: revoluciones por minuto.

RNA: dcido ribonucleico.

RNAm: dcido ribonucleico mensajero.

RNAr: dcido ribonucleico ribosémico.

RPM (Repression Module): modulo de represion.

SDS: dodecil sulfato sadico.

seg: segundos.

Ser: serina.

TAA: codén de terminacién de la traduccidn.

TBP (TATA Binding Protein): proteina de union a la caja TATA.
TEMED: N,N,N”,N “-tetrametil-etilenodiamina.

Tet'": resistencia a la tetraciclina.

TF (Transcription factor): factor transcripcional.

Thr: treonina.

Tm: temperatura de fusién (temperatura de melting).

Trp: triptéfano.

Tyr: tirosina,

U: unidad.

UAS(Upstream Activating Sequences): secuencias activadoras del promotor.
Ura: uracilo.

URO-D: uroporfirindgeno descarboxilasa.

UV: ultravioleta.
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v/v: relacion volumen/volumen.

V: voltio.

Vf: volumen final

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-f-D-galactopirandsido.
pF: microfaradio.

pg: microgramo.

pL: microlitro.

m: micrometro.

uM: micromolar.

pmol: micromol.

Q: ohmio.
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1.LA LEVADURA Kluyveromyces lactis

Alrededor de los afios 70, la levadura Saccharomyces cerevisiae fue empleada
por primera vez en un experimento de biologia molecular, y ya en los afios 80 se utilizd
para producir la vacuna contra la hepatitis B. En 1996, por vez primera en un organismo
eucariota, su genoma fue totalmente secuenciado (Goffeau et al., 1996; Dujon, 1996).

Muchas de las funciones celulares estin altamente conservadas entre levaduras y
mamiferos, y muchos genes de mamiferos, a menudo, pueden complementar
mutaciones en levaduras. Este descubrimiento, junto con el conocimiento del genoma
de S. cerevisiae (Goffeau er al., 1996; Dujon, 1996), ha convertido a esta levadura en
una referencia para comparar secuencias genomicas de otros organismos actualmente en
estudio. Ademds, la facilidad de manipulacién genética de las levaduras abre la
posibilidad de estudiar productos génicos de otros eucariotas en este sistema.

Kluyveromyces lactis esti muy relacionada con S. cerevisiae tal y como
manifiesta su nomenclatura inicial: Saccharomyces lactis. Estudiada desde el inicio de
los 60 (Herman & Halvorson, 1963a; Herman & Halvorson, 1963b), su interés radica en
sus diferentes propiedades fisiologicas comparadas con las de §. cerevisiae. Ambas
levaduras pertenecen al grupo de los aerobios facultativos, caracterizado por la
capacidad de metabolizar la glucosa por medio de vias oxidativas (metabolismo
respiratorio, MR) y oxidorreductivas (metabolismo fermentativo, MF). Sin embargo, la
importancia de cada una de esas rutas es diferente seguin la especie. En condiciones
aerébicas, S. cerevisiae es principalmente fermentadora, mientras que K. lactis es
respiradora (Gancedo & Serrano, 1989). Se denomina efecto Crabtree positivo al
crecimiento mediante metabolismo fermentativo bajo condiciones aerdbicas (De Deken,
1966) y es consecuencia de la inhibicidn de la respiracion por los sustratos fermentables
o de la saturacion de la capacidad respiradora de algunas levaduras (Rieger et al., 1983;
Kippeli & Sonnleitner, 1986). Siguiendo esta definicion, K. lactis puede enmarcarse en
el grupo de levaduras Crabtree negativas en oposicion a S. cerevisiae (Gonzilez-Siso et
al., 1996; Kiers er al., 1998). La ausencia en K. lactis de represion por glucosa de la
respiracion estd también en consonancia con su metabolismo (MR). Ademds a K. lactis
se la considera una levadura petite-negativa (Bulder, 1964a; Bulder, 1964b). En medio
sélido cuando la glucosa es un factor limitante, S. cerevisiae se caracteriza por producir
de manera constante mutantes que son estables durante la reproduccién vegetativa y que

se caracterizan por un tamaiio de colonia reducido (de ahi su nombre petite) (Ephrussi et
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al., 1949). K. lactis por el contrario es incapaz de generar este tipo de mutantes, por ello
€s petife-negativa.

Por otra parte K. lactis puede utilizar la lactosa como fuente de carbono, a
diferencia de S. cerevisiae (Barnett er al., 1990). También tiene propiedades especificas
como el sistema DNA killer que ha permitido explorar los mecanismos de competicién
microbiana (Stark et al., 1990).

Actualmente  existen técnicas moleculares que permiten manipular
genéticamente a la levadura K. lactis casi al mismo nivel que la tradicional S. cerevisiae
Ademids, al igual que sucedi6 en 1996 con S. cerevisiae, el genoma de K. lactis, también
ha sido completamente secuenciado (Doujon er al., 2004), 1o que proporciona una ayuda
mads a la investigacion con esta levadura.

Por todos estos motivos, K. lactis presenta interesantes aplicaciones industriales
como por ejemplo la produccién de P-galactosidasa y proteinas heterélogas como
proquimosina de ternera, sero-alblimina humana e interleuquina-1 humana entre otras

(Van der Berg er al., 1990; Fleer e al., 1991; Fleer et al., 1991).

2.GRUPO HEMO
2.1.Estructura

La protoporfirina IX tiene una estructura molecular formada por cuatro anillos
pirrélicos y que generalmente aparece, como grupo prostético, en hemos, corrinas,
clorofilas y bilinas. Estos compuestos proceden de una ruta metabélica que se inicia
con el dcido S-aminolevulinico para finalmente rendir protoporfirina IX. La capacidad
de los tetrapirroles macrociclicos para quelar iones metalicos es ampliamente utilizada
en los sistemas biolégicos. El tetrapirrol mas abundante es la clorofila que contiene
magnesio. Se trata de un grupo esencial en los complejos recolectores de luz y de los
centros de reaccién fotosintética. En el caso del grupo hemo, el ion metdlico central de

la protoporfirina IX es el hierro (figura 1).
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CHy

Figura 1. Estructura del grupo hemo b (protoporfirina [X)

En las corrinas aparece como ion central cobalto, mientras que las bilinas son

tetrapirroles lineales.

2.2.Funciones generales

El grupo hemo juega un papel central en la seinalizacion y utilizacion de oxigeno
en todos los seres vivos. No s6lo sirve como grupo prostético en numerosas enzimas y
proteinas que utilizan y transportan oxigeno, sino que también regula varios procesos
moleculares y celulares de sistemas que utilizan oxigeno (Padmanaban er al., 1989). Por
ejemplo, estimula la diferenciacion de las células eritroides, hepdticas y nerviosas
(Sassa & Nagai, 1996). También promueve la transcripcion de genes que codifican
cadenas de globinas en células eritroides y en genes que codifican citocromos en células
hepiticas (Charnay & Maniatis, 1983). Controla la sintesis de proteinas en reticulocitos
a través del inhibidor regulado por hemo (HRI) (Chen & London, 1995) y regula el
ensamblaje y degradacion de muchas proteinas y enzimas como la hemoglobina, hemo
liasa y 8-aminolevulinato sintasa (SALA-S) (Padmanaban et al., 1989). En levaduras, ¢l
grupo hemo participa como sensor de los niveles de oxigeno y en la regulacion de la
transcripcion en respuesta a cambios en su concentracion (Kwast et al., 1998).

El grupo hemo es también necesario para el crecimiento de las levaduras en
anaerobiosis, ya que actia como cofactor de varias enzimas de la sintesis de ergosterol y
de los dcidos grasos insaturados (Daum er al., 1998) que son fundamentales para cl

mantenimiento de la estructura de las membranas celulares. Una deficiencia de hemo en
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anaerobiosis induce una auxotrofia para el ergosterol y los dcidos grasos insaturados y
activa, de manera simultdnea, los sistemas relacionados con la toma y utilizacion de
esteroles presentes en el medio (Wilcox et al., 2002).

Otra reaccion importante en la que participa hemo es la activacion de los genes
responsables del transporte y acumulacion del hierro y del cobre, de manera que una
mutacion en la ruta de sintesis de hemo conlleva una acumulacion de hierro en las
mitocondrias (Crisp er al., 2003).

Una deficiencia en la sintesis del grupo hemo en humanos provoca la aparicion
de un grupo de enfermedades conocidas como porfirias que se caracterizan por la
acumulacion de intermediarios de la sintesis de tetrapirroles (Ellefson, 1982). Algunos
de estos intermediarios son daninos para los tejidos epidérmicos y el sistema nervioso

debido a la reactividad de las porfirinas fotoexcitadas.

3.GRUPO HEMO EN LEVADURAS. RETROSPECTIVA
HISTORICA

La historia de la ruta de biosintesis de hemo en levaduras se relaciona
estrechamente con el estudio del catabolismo de azicares. Comenzo en 1876 cuando
Pasteur observo que las células de levadura eran capaces de crecer bajo condiciones
anaerdbicas, pero que para la misma cantidad de azicar consumido, la masa celular
producida era mucho mayor si las células crecian en aerobiosis. Este fenémeno se
produce porque la energia que proporciona la fermentacién es mucho menor que la
procedente de la respiracion. Mas tarde, gracias a los experimentos de Keiling en 1925 y
Warburg en 1928, se probé la participacion de los citocromos (hemoproteinas) en la
respiracion. Se concluyo de este modo que dichos hemos respiratorios se sintetizaban en
aerobiosis.

Los experimentos posteriores se realizaron con células completas y se dedicaron
a cuantificar los niveles intracelulares de citocromos y tetrapirroles, dandosele poca
importancia al grupo hemo y a su estudio en las levaduras. Posteriormente se utilizaron
extractos libres de células para detectar actividades relacionadas con la sintesis de hemo
y en 1971 Labbe determind, tras la realizacion de estudios de actividad enzimatica en
extractos de S. cerevisiae procedentes de cultivos aerobios y anaerobios, que esta ruta

era funcional en ambas condiciones (Labbe & Labbe-Bois, 1990)
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El hecho de que S. cerevisiae sea un aerobio facultativo hizo que se le
considerase un modelo bioldgico de gran interés para el aislamiento de mutantes
respiratorios. Mediante el uso de diferentes métodos de seleccion, se obtuvieron
también mutantes de cada uno de los pasos de la ruta de biosintesis de hemo (Gollub ez
al., 1977; Urban-Grimal & Labbe-Bois, 1981).

En el ano 1986 se publica la clonacion del gen HEMI correspondiente  a la
primera enzima de la ruta: d-aminolevulinato sintasa (Urban-Grimal er al., 1986), lo que
constituyd la base de los estudios posteriores de caracterizacion de otros genes de la

sintesis de hemo en S. cerevisiae y otras levaduras.

4.GRUPO HEMO EN §. cerevisiae

4.1.Biosintesis de hemo

La sintesis de hemo en S. cerevisiae se encuentra actualmente bastante bien
caracterizada (Labbe & Labbe-Bois, 1990). Comienza con la condensacion de glicina y
succinil-CoA (figura 2), catalizada por la enzima d-aminolevulinato sintasa (codificada
por ¢l gen HEM1) para rendir dcido-d-aminolevulinico. Seguidamente, dos moléculas
de d-aminolevulinico se unen para formar porfobilindgeno, paso catalizado por la
enzima aminolevulinico deshidratasa (HEM2). A continuacion. la porfobilindgeno
desaminasa (HEM3) cataliza la formacion de prourégeno a partir de porfobilindgeno.
En un cuarto paso, el prourégeno se cicla convirtiéndose en urogeno I11 en presencia de
la urégeno II1 sintasa (codificada por HEM4). Tras cuatro descarboxilaciones
consecutivas, el urdgeno I1I se convierte en coproporfirindgeno II1; accion mediada por
la uroporfirindgeno descarboxilasa (HEM12). El coproporfirindgeno Il se oxida a
protoporfirinégeno IX mediante catdlisis de la coproporfirindgeno oxidasa (HEM13).
En el siguiente paso el protoporfirindgeno IX se transforma en protoporfirina IX en una
reaccion catalizada por la protoporfirinégeno oxidasa (HEMI4) y, finalmente, la
ferroquelatasa (HEM15) incorpora hierro al macro ciclo pirrdlico como dltima etapa de
la biosintesis de hemo.

Los enzimas que participan en la biosintesis de hemo se localizan en la
mitocondria y en el citoplasma, pero a diferencia de la compartimentacion en
mamiferos, donde la coproporfirinégeno oxidasa es mitocondrial, en levaduras cs

citosolica.
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4.2.Regulacion enzimatica de la sintesis de hemo
Aunque la ruta de biosintesis de hemo es funcional en condiciones aerobias y
anaerobias, la produccion de hemo en las células de levaduras no se mantiene constante.
La regulacion mds estudiada depende de dos factores: la fuente de carbono y la

disponibilidad de oxigeno en el medio.

a) Control de la actividad enzimatica por hemo y oxigeno

Dos de los pasos de la ruta de biosintesis de hemo requieren oxigeno molecular
como aceptor de electrones: la formacion del protoporfirindgeno X y la formacién de
protoporfirina IX. Debido a ello se propuso que las concentraciones celulares de hemo
reflejaban ¢l contenido en oxigeno, actuando el grupo hemo como “sensor” de los
niveles de oxigeno (Zitomer & Lowry, 1992). Pero para que este modelo de regulacion
resultase funcional, la etapa limitante de la sintesis de hemo deberia ser dependiente de
oxigeno, lo gue sélo sucede a concentraciones muy bajas de O,. Efectivamente, en estas
condiciones, la actividad de la enzima coproporfirindgeno Il oxidasa (que utiliza
oxigeno) es probablemente limitante (Miyake & Sugimura, 1968). Lo mismo sucede en
cepas con defectos en la sintesis de hemo en varios puntos de la ruta (Labbe-Bois et al.,
1980).

En condiciones de aerobiosis, se produce una acumulacién de dcido &
aminolevulinico (8-ALA) como consecuencia de la baja afinidad por sustrato de la
enzima aminolevulinato deshidratasa. Esto sugiere que en condiciones aerobias la etapa
limitante se produce en ¢l segundo paso de la biosintesis, es decir para una enzima que
no utiliza oxigeno como aceptor.

Tambi¢n en condiciones anaerdbicas, el principal producto acumulado de la ruta
de biosintesis de hemo es el 8-ALA generado tras la accién de la aminolevulinato
sintasa. El resto de los tetrapirroles acumulados y presentes en estas condiciones
proceden de la oxidacion espontinea de los intermediarios de la ruta (Chestowska &
Ritka, 1993). Ciertamente, en estas condiciones, la actividlad de la enzima
coproporfirinogeno Il oxidasa (que utiliza oxigeno) es probablemente limitante y
ademds, en condiciones proximas a la anoxia, aumenta su actividad oxidasa (Miyake &
Sugimura, 1968). Lo mismo sucede en cepas con defectos en la sintesis de hemo en

varios niveles de la ruta (Labbe-Bois er al., 1980).
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b) Control de la actividad enzimatica por fuente de carbono

La importancia de las rutas metabdlicas respiratorias versus fermentadoras
depende, en los organismos aecrobios facultativos, de la nawraleza de la fuente de
carbono utilizable y de la disponibilidad de oxigeno. Las fuentes de carbono
fermentables como la glucosa causan una inactivacion de la ruta. En caso de crecer en
fuentes no fermentables el efecto es una induccion de la biosintesis de hemo
(Chestowska & Ritka, 1993).

Se ha sugendo que aquellas enzimas que son limitantes para el flujo de
metabolitos a través de la ruta son buenas candidatas para ser puntos de regulacion,
como en el caso de la porfobilindgeno sintasa (PBG-S) cuya baja actividad resulta en
una acumulacion intracelular de su substrato 8-ALA (Labbe-Bois & Volland, 1977;
Hoffman er al.,, 2003; Borralho et al., 1983; Borralho et al., 1989). También se han
propuesto a la porfobilindgeno desaminasa (PBG-D) y a la uroporfirinégeno 111
descarboxilasa (URO-D) que catalizan los dos siguientes pasos de la ruta, como
posibles puntos de bloqueo en la formacion de hemo, aunque no ha sido confirmado por
el momento (Hoffman et al., 2003).

Diversos estudios concluyen que la actividad aminolevulinato deshidratasa esta
sometida a represion catabélica (Borralho e al., 1983: Borralho er al., 1989). Aunque s¢
habia sugerido que la protoporfirindgeno oxidasa era otro punto de inactivacion por
glucosa, posteriormente se demostrd que existe enzima en presencia de glucosa, aunque

con un nivel de actividad inferior al determinado en ausencia de glucosa.

4.3.Regulacion transcripcional de los genes de la biosintesis de
hemo

En §. cerevisiae, todos los genes de la ruta de biosintesis de hemo han sido
clonados y su regulacion transcripcional estudiada en mayor o menor grado.

La expresion de HEMI es conslitutiva, pero esta expresion inalterada en
condiciones aerobias/anaerobias resulta de un control combinado de activacion y
represion, en este Gltimo caso atribuida al represor Buflp. Ademds se activa a través del
complejo regulador multimérico Hap2/3/4/5p que es un activador en condiciones de
crecimiento en fuentes de carbono no fermentables (Keng & Guarente, 1987).

Analizando la secuencia promotora de HEM2 se ha encontrado que presenta

posibles regiones de union a proteinas reguladoras como son el sitio de unién de Abflp,
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Aplp. Reblp. elemento de respuesta a AMP ciclico, sitio de unién a Raplp y varios
sitios de union del complejo regulador Hap2/3/4/5p, lo que sugiere un complejo
mecanismo de regulacion de HEM?2 si todas estas interacciones resultan ser funcionales
(Schlaepfer et al., 1994).

Diversos estudios han mostrado que la transcripcion de HEM3 no se encuentra
bajo la regulacién de hemo, pese a que presenta en su region upstream secuencias de
union del complejo Hap2/3/4/5p (Keng et al., 1992).

Respecto a la regulacion transcripcional de HEM4 no existen estudios
individuales de su expresion y la informacién disponible se basa en la existente en las
bases de datos derivadas de los estudios de transcriptoma que incluyen a todos los genes
de la levadura, En este sentido los datos mds notables son que el gen se reprime de
forma leve y transitoria durante el shift diauxico, transicion de un metabolismo
fermentativo a respiratorio (De Risi er al., 1997) y se induce durante la esporulacion
(Chu er al., 1998).

Investigando la expresion de HEM 12 se encontré que se incrementaba dos veces
en fuentes de carbono no fermentables. de lo que se deduce que estd regulado por la
fuente de carbono. Sin embargo, a diferencia de otros genes de la ruta, no se encuentra
bajo la regulacién del complejo Hap2/3/4/5p (DiFlumeri et al., 1993).

El gen HEMI3 es un punto clave en la regulacién transcripcional de la
biosintesis de hemo en levaduras. Mediante andlisis de expresion, se descubrié que en
condiciones de abundancia de hemo, su transcripcién se ve reprimida por accién de los
reguladores transcripcionales Rox1p y Haplp (Cyplp) de una manera independiente. En
cambio en condiciones de hipoxia, Cyplp activaba a HEMI3 y reprimia a Roxlp
(Amillet & Labbe-Bois, 1995). Ademis, se vio que su promotor contenia dos regiones
con motivos similares al consenso de Rox1p que actuaban como sitios de represion bajo
crecimiento en aerobiosis. Dos secuencias mas actuaban como activadoras en
condiciones de deficiencia de hemo. En conjunto, estos datos sugieren que la induccion
hipoxica de HEM 13 sucede en parte por liberacion de la represion ejercida por Rox1p y
Haplp, y en parte por activacion de Haplp y otros factores desconocidos. Estudios
recientes de la via de respuesta a estrés HOG, han demostrado que HEMI3 estd
positivamente regulado por los niveles de AMPc (Bourdineaud, 2000).

La expresion del gen HEM14 ha sido analizada exclusivamente a nivel de
estudios generales sobre el transcriptoma de la levadura y se induce durante la

esporulacion y el shift diauxico (Chu er al., 1998; De Risi et al., 1997),

10
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Respecto a la regulacion transcripcional del gen HEM5 de S. cerevisiae, pese a
que los experimentos de northern blot indican una expresion menor en presencia de
glucosa, esta represion catabdlica no parece tener importancia funcional. Es mds
probable una regulacion de la enzima por sus sustratos, el ion ferroso y la protoporfirina

IX (Labbe & Labbe-Bois, 1990).
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Figura 2. Esquema de la biosintesis de hemo en S. cerevisiae

4.4.Papel regulador de hemo en 8. cerevisiae
A excepcién de los anaerobios estrictos, todos los organismos dependen del
oxigeno y tienen que desarrollar un sistema sensor para medir la disponibilidad de

oxigeno asi como mecanismos para soportar los periodos de hipoxia (baja
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disponibilidad de oxigeno) o anoxia (anaerobiosis o ausencia total de oxigeno). La
respuesta hipoxica de la mayoria de los organismos comprende un programa complejo
que incluye la expresion diferencial de un gran nimero de genes (Hochachka et al.,
1996; Bunn & Poyton, 1996: Becerra et al., 2002). De esta manera la disponibilidad de
oxigeno afecta a los niveles intracelulares y a menudo a las actividades de un gran
nimero de proteinas enzimdticas en la mayoria de los organismos. Actualmente, los
mecanismos de deteccion y senalizacién de la disponibilidad de oxigeno se han
encontrado en diferentes grupos taxondmicos, sin embargo, existe un componente que
estd presente en casi todos ellos: el grupo hemo (Bunn & Poyton, 1996).

En levaduras, la expresion de los genes relacionados con las funciones
respiratorias es activada por la presencia de oxigeno en un proceso mediado por
cambios en los niveles de hemo (Zitomer & Lowry, 1992). También se ha propuesto un
modelo alternativo hipotético por el que algunos genes responden a la variacion en la
disponibilidad de oxigeno de un modo independiente de hemo y relacionado con
cambios en el estado redox del grupo prostético presente en una hemoproteina
reguladora (Verdiere er al., 1991; Kwast er al., 1998). En relacion con este segundo
modelo, se ha demostrado que el mondéxido de carbono (CO) bloquea completamente la
expresion inducida por anoxia de los genes hipoxicos OLE! y CYC7, bloguea
parcialmente la induccion de COX5b y no tiene efecto en la expresion de otros genes
hipoxicos o aerdbicos. Se pueden clasificar asi los genes hipéxicos en sensibles o
insensibles a CO. Este descubrimiento apoya la existencia de una hemoproteina, capaz
de ligar oxigeno o CO, relacionada con el control de la expresién de genes hipoxicos
(Kwast er al, 1999). Por el momento la hemoproteina implicada no ha sido
caracterizada.

Dentro del grupo de genes regulados por hemo se puede hacer una segunda
clasificacion en genes activados o genes reprimidos por hemo. Los efectos que provoca
el grupo hemo parecen estar mediados en parte por varios factores transcripcionales
entre los que se incluyen: Haplp y el complejo Hap2/3/4/5p que activan la transcripcion
de muchos genes aerébicos, y RoxIp que reprime la transcripcion, en condiciones
acrobias, de muchos genes hipoxicos y anaerébicos (Pinkham & Keng, 1994). La
disponibilidad de oxigeno afecta a los niveles celulares de hemo y de esta manera a los
niveles intracelulares o a las actividades de estos factores transcripcionales (Zhang &

Guarente, 1995).
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a) Regulaciéon mediante Haplp y el complejo Hap2/3/4/5p

La proteina Haplp activada por hemo (Creusot et al., 1988) es un regulador
clave de la expresion de genes que se requieren para la respiracion y para el control del
dano oxidativo. En ausencia de hemo, Haplp se encuentra asociado a las proteinas
Hsp70p (Ssalp), Hsp90p. Ydjlp y Sro9p formando un complejo de alto peso molecular
denominado HMC (Hon et al., 1999; Hon et al., 2001; Lee et al., 2002). Tras la union
de hemo se produce un cambio conformacional que genera la activacion de Haplp (Lee
et al., 2003).

Hap1p contiene un dominio de union a DNA con un motivo en dedo de zine con
6 cisteinas y un dominio de dimerizacion tipico de los miembros de la familia Gald de
levaduras (Hach er al., 2000). También tiene un dominio acidico de activacion.

La regulacién por hemo de Haplp y de otras proteinas parece estar mediada por
un pequeno motivo de unién de hemo denominado: motivo de respuesta a hemo (HRM:
Heme Responsive Motif) (Zhang & Guarente, 1995). Haplp contiene 7 HRMs de los
cuales los HRM del | al 6 se localizan cercanos formando un cluster (Zhang &
Guarente, 1995; Hon et al., 2000) y juegan un papel auxiliar en la activacién por hemo
(Hach er al., 1999). El motivo HRM7, se localiza cerca del dominio de activacion y su
papel en la activacion por hemo es fundamental (Hon et al., 2000) ya que en conjunto,
la interaccion con Hsp90p y la union de hemo al HRM7 provocan un cambio
conformacional del HMC que permite la activacion de Haplp (Lee et al., 2003).

Entre los genes activados por Haplp se encuentran los que codifican para las dos
isoformas de citocromo ¢ (CYCIl y CYC7), citocromo ¢l (CYT]), catalasa (CTT1) y
flavohemoglobina (YHB) (Buisson & Labbe-Bois, 1998: Guarente er al., 1984;
Guarente & Mason, 1983; Lodi & Guiard, 1991; Lowry & Zitomer 1988; Pleifer ef al.,
1987; Schneider & Guarente, 1991: Winkler er al.. 1988: Zhao er al., 1996). Haplp
también activa la transcripcion del gen ROXT tal y como se describe en el siguiente
apartado (Lowry & Zitomer, 1988). Todos ellos se caracterizan por lener en su region
promotora el consenso CGG NNNTAN CGG NNNTA.

El complejo multimérico Hap2/3/4/5p esta formado por cuatro subunidades de
las cuales Hap2p, Hap3p y HapSp son suficientes para permitir la unién a los
promotores de los genes regulados por el complejo (McNabb er al., 1995), mientras que
Hap4p interacciona directamente con el trimero (McNabb er al., 1997) y no con ¢l

DNA. Hap4p constituye la clave para la regulacién de la actividad del complejo en
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respuesta a la fuente de carbono como se deduce del incremento de su transcripeion al
pasar de un medio con glucosa a otro con etanol o tras un crecimiento en fuentes de
carbono no fermentables (Forsburg & Guarente, 1989; DeRisi et al., 1997).

La union a DNA se produce a través del consenso ACCAA(T/C)NA
denominado caja CCAAT (Olesen er al, 1987). Entre los genes regulados por el
complejo Hap2/3/4/5p se encuentran CYTI (Oechsner & Bandlow, 1996), SOD?2
(Flattery-O"Brien er al., 1997) y COX6 (Wright & Poyton, 1990) entre otros,

b) Regulacion mediante Rox1p

Hasta hace relativamente poco tiempo, Rox1p era el tinico factor transcripcional
conocido de genes inducidos en anaerobiosis en S. cerevisiae (Kastaniotis & Zitomer,
2000). Se trata de una proteina de union especifica a DNA que se encuadra dentro de la
clase SOX de las proteinas HMG (Deckert et al., 1999) y que se une a la secuencia
consenso YYYATTGTTCTC en DNA bicatenario (Balasubramanian et al., 1993). La
represion dependiente de Rox1p requiere la accion del complejo co-represor Tupl-
Ssn6p (Deckert er al., 1999), el cual interacciona con un nimero de factores reguladores
de union especifica a DNA (Smith & Johnson, 2000). La represion se propone que
ocurre a través de dos mecanismos: o por cambio de fase del nucleosoma, o por
interaccion  directa del complejo co-represor  Tupl-Ssn6p con la maquinaria
transcripcional bdsica a través de Srb10p (Kuchin & Carlson, 1998). Aunque Rox1p no
une hemo de forma directa, su transcripcion es dependiente de hemo a través del efecto
activador de Haplp sobre su promotor (Keng, 1992). De esta manera, mientras los
niveles de oxigeno no caigan por debajo del limite que posibilita la biosintesis de hemo
(Labbe-Bois & Labbe, 1990), ROX] no dejard de transcribirse (Zitomer & Lowry,
1992). Cuando los niveles de oxigeno disminuyan, los niveles de proteina Roxlp
disminuirdn también y los genes que regula serdn desreprimidos (Zitomer et al., 1997).
Muchos de los genes regulados por Rox1p codifican para proteinas relacionadas con las
rutas dependientes de oxigeno, como la respiracion, COXS5b y CYC7 (Lowry & Zitomer,
1988: Trueblood er al.. 1988), la biosintesis de hemo, HEMI3 (Keng, 1992), la
biosintesis de esteroles, HMG2, ERG11 y NCPI (Thorsness et al., 1989; Turi & Loper,
1992), y la biosintesis de dcidos grasos insaturados, ATFI y OLEI (Choi et al., 1996;
Fujiwara er al., 1998). La expresion de casi todos estos genes regulados por Rox1p,

incrementa a medida que las concentraciones de oxigeno caen a niveles proximos a la
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anoxia (Kwast er al., 1998). Su activacion podria servir de este modo para mantener o
activar el flujo de rutas esenciales incrementando los niveles de enzimas clave,
aumentando la eficiencia de uso del oxigeno, por ejemplo mediante la expresion de
isoformas hipéxicas. Otros genes regulados por RoxIp son ACC3 y ANBI (Sabova et
al., 1993: Lowry et al., 1990) o el factor transcripcional SUT! (Regnacq et al., 2001),
En general, Roxlp controla casi un tercio de los genes inducidos por
anaerobiosis en las levaduras, incluyendo a muchos relacionados con el metabolismo de
lipidos, 1soprenoides y esfingolipidos. Recientemente se han caracterizado otros
reguladores relacionados con la respuesta a la disponibilidad de hemo. Por ejemplo
Upc2p, juega un papel importante en el control del programa genctico que controla la
respuesta fisiologica de S. cerevisiae frente a la carencia de oxigeno (Kwast er al., 2002:

Becerra et al., 2002).

5.REGULACION DE GENES HIPOXICOS Y SRBI0

Recientemente se han encontrado algunos puntos de conexion entre la
regulacion mediada por Rox1p y Srb10p (Becerra er al., 2002). Srb10p parece jugar un
importante papel en la represion de CYC7 en condiciones aerdbicas ya que fue clonado
en nuestro laboratorio por su capacidad de complementar una mutacion en la que se
producia sobre-expresion de la construccion reportera CYC7/lac/. (Cadahia, 1996).
Srb10p estd asociada con el complejo mediador de la RNA polimerasa 1l (Liao er al.,
1995) y forma un subcomplejo estable: Srb8/9/10/11p (Borggrefe et al., 2002;
Samuelsen ef al., 2003). Srb10p esta relacionada con la regulacion transcripeional de
una amplia variedad de genes y ha sido implicada tanto en mecanismos de activacion
como de represion de la transcripeion. Respecto al papel de Srb10p en los procesos de
represion transcripcional, se ha demostrado in vivo la relacion de SrblOp en el
mecanismo de accion del complejo co-represor Tuplp-Ssn6p (Kuchin & Carlson, 1998;
Zaman et al., 2001; Schiiller & Lehming, 2003) que es dirigido hacia los promotores
hipéxicos por el factor transcripcional Rox1p (Mennella et al, 2003). La proteina
Stb10p también participa en los mecanismos que desencadenan la degradacion de la
proteina Msn2 que activa determinados genes como respuesta a estrés (Green &
Johnson, 2004; Bose et al., 2004). A este respecto cabe sefialar que el gen CYC7,
ademads de presentar elementos de respuesta a hipoxia presenta elementos de respuesta a

estrés (Evangelista e al., 1996).
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6.PAPEL REGULADOR DE HEMO EN Kluyveromyces lactis

Como ya se ha comentado, las levaduras K. lactis y S. cerevisiae difieren en su
metabolismo respiratorio y estas diferencias han sido atribuidas a varios factores
(Gonzilez-Siso et al., 2000). Uno de ellos podria basarse en diferencias que afecten a la
regulacion de la sintesis de hemo o su degradacion. Otro de estos factores pudiera ser el
control que los factores transcripcionales relacionados con hemo ejercen sobre los
promotores de los genes relacionados en este tipo de metabolismo en K. lactis.

Respecto a los estudios realizados sobre la regulacién por hemo en K. lactis de
momento aparece limitada a un pequeiio nimero de genes. En la region promotora de
KICYCI se han localizado dos secuencias, CCG(N)sCCG y TTGGTTTGTT, que
muestran una alta homologia con el consenso para Haplp y para Hap2/3/4/5p
respectivamente; se ha demostrado que este gen estd regulado por hemo en K. lactis y
responde a la activacion por el factor Haplp de S. cerevisiae (Freire-Picos et al., 1995:
Gonzilez-Dominguez er al., 2000).

También en el caso de KIHEM 1 se ha observado que la expresion de este gen se
ve incrementada débilmente en fuentes de carbono no fermentables (Gonzdlez-
Dominguez er al., 1997). Existe una fuerte regulacion por oxigeno como se deduce del
mcremento de la expresion de KIHEM1 en condiciones de hipoxia, y una dependencia
de hemo, ya que su expresion disminuye al afiadir hemina al medio de cultivo en
condiciones de hipoxia (Gonzalez-Dominguez et al., 1999). Estos resultados contrastan
con los de ScHEM| cuya expresion es independiente de hemo (Keng & Guarente,
1987). Ademis, el grupo hemo ejerce un papel inhibidor en el importe de la enzima &-
aminolevulinato sintasa (codificada por KIHEM 1) hacia las mitocondrias (Gonzilez-
Dominguez er al., 2001). En resumen, KIHEM1 se encuentra bajo una doble regulacion
por el producto final hemo, a nivel transcripcional y a nivel del importe de la proteina a
la mitocondria (Gonzdlez-Dominguez er al., 2001). Del mismo modo, se ha analizado la
expresion de KIHEMI3 que codifica para enzima coproporfirindgeno oxidasa que
cataliza el sexto paso de la sintesis de hemo. Se observa una induccién en hipoxia que
desaparece tras la adiccién de hemo (Gonzdlez-Dominguez et al., 2000).

También se ha analizado la regulacién por hemo/oxigeno de los genes KICYTI,
KIQCR7, KIQCRS y KIACC que codifican respectivamente el citocromo ¢l (Gbelska et
al., 1996), la subunidad VII del complejo bel (Mulder er al., 1994¢), la subunidad VIII
del complejo bel (Mulder er al., 1994b) y el transportador mitocondrial ADP/ATP
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(Viola er al., 1995). El patrén de expresion de KICYTT coincide con el de KICYC/, de lo
que se deduce que ambos genes estdn sometidos a una fuerte regulacion por oxigeno y
hemo. Estos datos sugirieron que la alta capacidad respiradora de K. lactis en acrobiosis
no es simplemente el resultado de una alta expresion constitutiva de genes que codifican
para funciones mitocondriales (Gonzdlez-Dominguez et al., 2000).

Con respecto a los factores codificados por KIHAP2, KIHAP3 y KIHAP4 que ya
han sido clonados en K. lactis, no parece que regulen de forma gencral el sistema
respiratorio de esta levadura en contraste con lo que sucede en S. cerevisiae, ya que su
deleccion no produce una deficiencia respiratoria (Nguyen er al., 1995; Mulder et al.,

1994a; Bourgarel et al., 1999).
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Objetivos

A fin de profundizar en el estudio de algunos de los genes implicados en la
biosintesis de hemo y su regulacion en la levadura Kluyveromyces lactis se propusieron

los siguientes objetivos concretos:

Objetivo 1.- Clonar y caracterizar a nivel funcional algunos genes de K. lactis
relacionados con la biosintesis de hemo o con la regulacion mediada por hemo. Se
selecciond un gen de la ruta de biosintesis, KIHEM12, un gen que codifica para un
factor transcripcional que responde a hemo, KIHAPI, y finalmente el gen KISRBI0 por
estar relacionado con la respuesta transcripcional a hipoxia.

Para conocer los mecanismos de regulacion transcripeional que afectan a los
genes de la ruta de biosintesis de hemo en K. lactis se decidio analizar la regulacion
transcripcional y los elementos cis de las regiones promotoras responsables de dicha
regulacion en los genes KIHEMI2 y KIHEMI, previamente clonado. Para ello se

planted:

Objetivo 2.-Estudiar la regulacién transcripcional de KIHEMI2 en respuesta a hemo,
estrés oxidativo y a fuentes de carbono fermentables y no fermentables. Para mejor
caracterizacion de la region promotora se considerd también necesario determinar los
puntos de inicio de la transcripeion y el andlisis de la funcionalidad de determinadas
regiones del promotor, detectadas por andlisis in silico, mediante delecciones y/o

mutaciones.

Objetivo 3.- Puesto que ya se sabia que ¢l gen KIHEM| presenta una regulacion
transcripcional en respuesta a hemo y a la fuente de carbono, se propuso también
caracterizar qué elementos del promotor estdn implicados en esta respuesta y determinar
los puntos de inicio de la transcripcion de este gen.

Puesto que son todavia muy numerosas las incignitas sobre el papel de la
proteina Srb10p en la regulacién transcripcional y sus mecanismos de accion parecen
ser muy variados en respuesta a distintas senales, distintos reguladores transcripcionales
y en distintos promotores parecid interesante plantear un andlisis comparativo de las

proteinas KiSrb10p y ScSrb10p. para ello se abordé el dltimo objetivo:

Objetivo 4.- Andlisis comparativo de dominios altamente conservados en KISrb10p y

SeSrb10p y estudio de su papel funcional.
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Materiales y métodos

I.MATERIAL BIOLOGICO
1.1.Lineas bacterianas
A continuacion se describen las lineas bacterianas de Escherichia coli empleadas
en este trabajo para la amplificacion de los plasmidos manejados y de las construcciones

creadas (tabla 1).

Tabla 1. Listado de las lineas bactenanas empleadas,

CEPA GENOTIPO REFERENCIA

F merA Aimrr-hsdRMS-merBC) @80dlacZ AM 15
DH10B AlacX74 deoR recAl endAl araD139 Alara, len)7697 | GibcoBRL
galU galK A rpsL nupG

F araD139 Alara-leu)7696 galEl5 galK16 Aflac)X74 | Casadaban &

MC1061 .
rpsL (Str') hsdR2 (ry my ) merA merBl Cohen, 1980
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac Stratagene
XL1-Blue
[F proAB lacl' ZAM15 Tnl0 (Ter' )] Cloning Systems
e supE44 hsdS20 (rB° mB') recAl3 ara-14 proA2 lacYl | Bolivar &
1
galK2 rpsL20 xyl-5 mtl-1 Backman, 1979
recAl supE44 endAl hsdR17 gyrA96 relAl thi Allac- | Promega,
JM109

proAB) Madison, W1

Las cepas bacterianas se conservaron habitualmente sembradas en estria en
placas LB a 4°C tras haber sido cultivadas a 37°C durante un dia. Se resembraron
periodicamente cada dos meses. Las cepas transformadas con plasmidos que contenian
genes marcadores de resistencia a ampicilina se conservaron en placas de medio LB
suplementado con ampicilina.

Para el mantenimiento de las cepas a largo plazo, las bacterias se inocularon en
los mismos medios liquidos y se dejaron crecer en agitacion a 37°C, anadiéndose al dia
siguiente glicerol estéril hasta el 15% y congelando inmediatamente las muestras en

tubos de polipropileno de 1,5 mL a -80°C.
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1.2.Lineas de levaduras

Las cepas de levaduras tanto de Saccharomyces cerevisiae (tabla 2) como de
Kluyveromyces lactis (tabla 3), se conservaron sembradas en placas YPD o CM al 2%
de glucosa (ver medios de cultivo para levaduras) a 4°C tras haber sido cultivadas a
30°C durante dos o tres dias. Se resembraron periddicamente cada dos o tres meses.
Para ¢l mantenimiento de las cepas de levaduras a largo plazo se inocularon en medio
YPD o CM, se dejaron crecer en agitacion a 30°C, se les afadio glicerol estéril hasta un
50% y se congelaron a —80°C.,

Las cepas de levaduras empleadas son las descritas a continuacion:

Tabla 2. Listado de cepas de S, cerevisiae empleadas en este trabajo

Cepas de Saccharomyces cerevisiae

MAT a leu2-3 leu2-112 his4-519 adel-100

BWGT7a Zhang & Guarente, 1994,
urai-52
MAT a leu2-3 leu2-112 his4-519 ade1-100
il Ths . arente ¥
el ura3-52 HAPLALEU2 CYCIAUAS2. Zuog & Gulene; 199
aGHI MATa 1rpl-289 leu2-3 leu2-112 gall Al 52. Zhang er al., 1991,

MAT a/@ura3-52/ura3-52 trpl A63/wt

iy lew2 Al At his3A200/wt GAL2+/GAL2+

Winston er al_, 1995

MAT a trpl-901 leu2-3, 112 ura3-52 his3-200
PJ69-4A gal4A gal80A LYS2::GALI-HIS3 GAL2- James et al., 1996
ADE2 me12::GAL7-lacZ

Dra. Teresa Keng. Department of

hem6-1B MAT a leu2-3 leu2-112 ura3-52 adel-100 Microbiology and Immunology,
his4-419] McGill University, Montreal,
Quevec H3A 2B4, Canada
MAT? his3Al leu2d0 LYS2 METIS ura3A0 Oh‘r‘)’r”;i“n‘f:‘.‘l:"?:f“::;"'i‘;:ic la
A M2 # il
RemiZ1A RNz separacion de tétradas de un
diploide procedente de Euroscarf.
BY4741 (Y00000) MATa his3Al leu2 A0 metlSAO ura3M Obtenida de Euroscarf
BY4741 Asrb10 MATa his3Al leu2 A0 metlSA0 uraiA) P -
(Y02786) YPLO42¢- kanMX4 Obtenida de Euroscarf

MAT a/e his3Al/ his3Al leu2 A leu2 A
BY4743 Ahem12 Iys2AV/LYS2 MET15/metl 5A0D ura3 A0/ Brachmann er al., 1998 (Obtenida

(Y23983) ura3 ) YDRO47w: - kanMX4/YDROA4 7w de Euroscarf)
7768 MATa ura3-52 his3_200 leu2-3,-112 Proporcionada por el Dr. Richard
rpbl _187::HIS3 srb10_1::hisG [L14(LEU2 A. Young (Hengartner et al.,
CEN RPBI)| 1998).

Proporcionada por el Dr. Richard
A. Young (Hengartner et al..
1998).

MATa ura3-52 his3_200 leu2-3,-112

726 rpbl_187::HIS3

Euroscarf  htip://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/
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Tabla 3. Listado de cepas de K. lactis empleadas en este trabajo

Cepas de Kluyveromyces lactis

Y1140 MATa wi [—‘rnmrcm,_ulxda porel Dr. R
Zitomer
Proporcionada por la Dra
= 4 Micheline Wesolowski-Louvel
MW190-% MATa lact-8:uraA Rag Université Claude Bernard.
Lyon. Francia,
" ATCC32143
W600h MAT aade leu Mas et al.. 1974
T ATCC32144
WM37 MAT a his Mas et al.. 1974
Dra. Micheline Wesolowski-
PMS5-3C MAT a uraA Rag* Louvel. Université Claude
Bernard. Lyon. Francia.
MW 190hem1 MAT a lac4-8 uraA Rag* HEM1:-URA3 ("’“‘“"’?")l‘;';‘.",“g”“" otk
SAY529 MAT aadel frp;' h'f.!.?‘mvm! uraAl Pmporciunada‘ por el Dr. Sydney
nejl:hisG. Carter.
MWH7302-DI1 MAT a leu2 uraA trpl meiAl ade2 his2-2 Proporcionada por el Dr. 1
hap3::LEU2 hap3::ScLEU2 eporcinacap 4
Grivell
MW270-7b MAT a leu2 uraA metA 101 pKDi Billard et al., 1996.
MWO9B-8C MAT a ragl rag2 uraA metAl argA Killer Bianchi er al.. 1989,
2.MEDIOS DE CULTIVO

Seguidamente se describen los medios utilizados para el crecimiento de bacterias

y levaduras. Para la preparacion de medios sélidos se adiciond 1,5% de Bacto-Agar al

correspondiente medio liquido. Las soluciones se esterilizaron en autoclave durante 20

minutos a 121°C y 2Ba de presion.

2.1.Medios de cultivo para bacterias

LB (Luria-Bertani).

Se trata de un medio general para crecimiento de bacterias y se compone de:

Bacto triptona

0,5% Extracto de levadura
0.5% Cloruro Sodico
0,1% Glucosa
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LBA (Luria-Bertani suplementado con ampicilina)

Se trata de un medio suplementado con una solucién de ampicilina (6-[D(-)-
alpha-Aminophenylacetamido]-penicillanic  acid sodium salt. Roche Diagnostics
Corporation) para ¢l crecimiento de bacterias transformadas con plasmidos que les
proporcionan la resistencia a este antibiotico gracias a que son portadores del gen que lo
permite,

La solucién de ampicilina se prepara a una concentracion final de 40 mg/mL con
agua destilada estéril y se conserva en alicuotas a una temperatura de -20°C. La
concentracion final de ampicilina en el medio LBA es de 40 pg/mL.

El gen que confiere la resistencia a este antibiotico codifica para un enzima que
es secretado al espacio periplasmico de la bacteria, donde cataliza la hidrdlisis del anillo

p-lactamico del antibitico provocando la destruccion de la toxicidad de esta droga.

LBA/ X-Gal/IPTG

Son placas LBA suplementadas con X-Gal ¢ IPTG (Roche Diagnostics
Corporation). Para su preparacion, tras esterilizar en el autoclave el medio LBA, se le
anaden 2 mL de una solucion 20 mg/mL de X-Gal en N .N-dimetil-formamida y 400 pL
de una disolucion de IPTG 0,23 mg/mL en agua destilada estéril (Rose & Botstein,
1983). Estas placas fueron empleadas para la seleccion de colonias bacterianas
transformadas con las construcciones del promotor de KIHEM1 y de KIHEMI2, de
modo que aquellas que llevaban el promotor in frame con el gen lacZ, aparecian con
una coloracién azul. Este suceso se debe a que la actividad de la beta galactosidasa
hidroliza el X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galactdésido) dando lugar a un
precipitado de color azul indigo muy peculiar. EI IPTG (isopropil-beta-D-galactésido)
es un inductor de la produccién de beta-galactosidasa en bacterias. Se trata de un
anilogo quimico de la galactosa que no puede ser cortado por el enzima beta-
galactosidasa. De este modo sirve como inductor de la actividad del operén lac de E.

coli.
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SOC
Se trata de un medio liquido empleado para la obtencion de bacterias
competentes. Su composicion es:
2% Bacto triptona
0,5% Extracto de levadura
0.0584% NaCl
0,0186% CIK

2.2.Medios de cultivo para levaduras

Medio de esporulacion
Es un medio que se empled para provocar la esporulacion de las células de
levaduras. Se compone de:
1% Extracto de levadura
2%  Bacto peptona
2%  Acetato potasico

2%  Bacto agar

YPD
Consiste en un medio general para ¢l crecimiento de levaduras. Su composicion
es:
1%  Extracto de levadura
0,5% Bacto peptona

2% Dextrosa

YPD-Geneticina (Medio YPD suplementado con geneticina)

Consiste en un medio YPD al que le ha sido adicionado por cada litro de medio,
1,5 mL de una solucion de geneticina (G 481)(Roche Diagnostics Corporation)
40mg/mL preparada con agua destilada estéril y conservada en alicuotas a una
temperatura de —20°C. Este antibidtico se caracteriza por ser inhibidor ribosomal de

muchas células eucariotas.
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YPD-Hemina (Medio YPD suplementado con hemina)
Se trata de un medio YPD suplementado por cada litro de medio con 2,5 ml de
una solucién de hemina (Sigma®”) 20mg/ml. Esta solucién stock se prepara con los

siguientes compueslos:

Hemina 100 mg
NaOH 02N 2mL
HJO 25mL

Tris-HCl 0.5 mL

Tras mezclar bien, se pasa la suspension por un filtro de acetato de celulosa
(ALBET™) con un didgmetro de poro de 0,2 um y se mantiene a 4°C y en oscuridad
(cubierta con papel de aluminio) ya que se trata de un compuesto que se degrada con la
luz. La hemina es un precursor del grupo hemo, lo que una vez afadida a un medio de
cultivo, permite que aquellas cepas que sean mutantes en la ruta de biosintesis de este

grupo prostético, puedan crecer con normalidad,

YPD-Hemina-metionina (Medio YPD suplementado con hemina y metionina)

Se trata de un medio YPD-hemina suplementado con un 0,2% de metionina.

YPD-Hemina-Geneticina

Consiste en un medio YPD al que se le ha afiadido por cada litro de medio, 2.5
mL de solucion de hemina 20mg/mL y 1,5 mL de una solucion de geneticina (G481)
40mg/mL.

CM (Medio Completo)

También llamado SC (Synthetic Complete). Se preparé segun Zitomer & Hall en
1976. Se trata de un medio sintético preparado de diferente modo en funcion de la
seleccion que se vaya a realizar. De este modo, un medio CM-Ura es un medio sintético
completo al que no se le anadio uracilo. Habitualmente la fuente de carbono empleada
fue glucosa al 2% aunque ocasionalmente €sta fue sustituida por glucosa al 0,5% u otras
fuentes de carbono distintas de la glucosa pero también a una concentracion final del
2% (glicerol, etanol-glicerol, lactato, lactosa, galactosa, fructosa). Para un volumen de |

litro, se compone de:
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Glucosa 20¢
Mezcla de aminoécidos (200X) 5 mL
YNB* 67 mL

Histidina, Leucina, Uracilo,
Adenina, Tirosina**

Triptéfano 30m g

* Se anade, en condiciones estériles, después de la esterilizacion del resto de los componentes, cuando el

40 mg cada uno

medio de cultivo alcanza una temperatura de 60°C.

** Se omitio el aminodcido wtilizado como marcador auxotrofico

La mezcla de aminodcidos 200X para un volumen de un litro, se compone de:

Arginina, Metionina, Treonina 2 g cada uno
Isoleucina, Fenil-alanina 12 g cada uno
Lisina 8g

El YNB (Yeast Nitrogen Base) se compone para un volumen de 1 litro de:

Mezcla de vitaminas 300X S0 mL
Sales traza 150X 100 mL.
Sulfato aménico* 75¢

KH,PO4 15g
MgSO, 75¢g
NaCl 15¢g
CaCl, 1.5 g_

*Se anadio después de disolver el resto de los componentes ya que tarda mas en resuspenderse

Mezcla de vitaminas 300X Sales Traza 150X Para 1
Para 1 litro: litro:
Biotina 0,6 mg Acido bérico 75 mg
Pantotenato Célcico 120 mg Sulfato ciprico 6 mg
Acido Félico 0,6 mg loduro potasico 15 mg
Inositol 600 mg Cloruro férrico 30 mg
Niacina 120 mg Sulfato manganoso 60 mg
p-Aminobenzoico 60 mg Molibdato sédico 30 mg |
Piridoxina 120 mg Sulfato de zine 60 mg
Riboflavina 60 mg
Tiamina 120 m
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CM anaerobiosis

La estimulacion de la toma de esterol es vital para la supervivencia de las células
en anaerobiosis ya que la entrada de los esteroles externos se encuentra eficientemente
bloqueada en el crecimiento en aerobiosis por una sintesis normal de hemo y por un
mecanismo denominado exclusion aerdbica de esterol (Trocha & Sprinson, 1976). Pero
la toma de lipidos como suplemento del crecimiento es complicada debido a su
hidrofobicidad, es por ello por lo que en los cultivos de laboratorio se emplean
detergentes no 16nicos a una baja concentracion para incrementar su solubilidad (p.e.:
Tween, Nonidet P-40, Tyloxapol).

La preparacion del medio de cultivo para anaerobiosis es idéntica a la del medio
CM, pero debe ser suplementado con ergosterol y con Tween 80 (Verduyn er al.. 1992)
tal y como se describe a continuacion:

- Ergosterol (5, 7, 22-Ergostatrien-3B-ol; provitamin D,. Sigma”) a una
concentracion final del 0,002%. Se prepara un stock con una concentracion de 2mg/mL
en etanol al 100%. Conservacién a 4°C.

- Tween 80 (Polyoxyethylenesorbitan Monooleate. Sigma”) a una
concentracion final del 0,5%. Se prepara un stock con una concentracién del 20% en

agua bidestilada estéril. Conservacion a 4°C.,

Para generar un ambiente anaerobio, se realizaron los cultivos en jarras cerradas
herméticamente en las que se introdujeron bolsas de dcido ascorbico de OXOID
AnacroGen™. Mediante este sistema, el oxigeno presente fue rdpidamente absorbido
con una generacion simultinea de dioxido de carbono. La comprobacién de las
condiciones anaerdbicas se llevo a cabo empleando el Indicador Anaerobio OXOID
(BR5S5).

3. METODO PARA LA REPLICACION DE PLACAS (Replica
Platting)(Miller, 1992)

Se colocd la placa con las colonias a replicar sobre un terciopelo (sin presionar,

sdlo apoydndola), a continuacién se retird y en su lugar se colocd una placa fresca

repitiendo el mismo procedimiento y se cultivé el iempo necesario.
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4. ESPORULACION Y SEPARACION DE TETRADAS

4.1.Induccion de la esporulacion

Se prepar6 un cultivo en placa YPD para el mutante hem /2 diploide derivado de
BY4742 y se incubé durante 2 dias a 30°C para tener un cultivo fresco en el comienzo
de la esporulacion. Transcurnidos los dos dias se sembrd en placas de esporulacion. En
concreto, en este experimento el medio de esporulacion utilizado llevaba acetato como
fuente de carbono para provocar altos niveles de respiracion que induce a las células
diploides a esporular.

El periodo de incubacion oscilo entre 7 y 9 dias a 30°C. Durante este periodo,
cada nicleo diploide sufre una meiosis tipica generando 4 nicleos haploides, cada uno
de los cuales se encapsula en una espora. Las cuatro esporas permanecen dentro de lo
que era la pared de la célula diploide y que ahora pasa a denominarse asca. Cada espora

recibe el nombre de ascospora y el conjunto de las cuatro tétrada.

4.2.Degradacion de la pared celular
A fin de obtener las esporas en forma libre y proceder a su separacion, se
degrado enzimaticamente la pared de la levadura mediante la actuacion de la enzima f3-
glucuronidasa (Roche”™). Se emplearon 250 unidades de enzima durante 8 minutos a
temperatura ambiente. Para detener la reaccién se anadio | mL de agua desulada y se

coloco el tbo en hielo.

4.3.Separacion de las tétradas
Para realizar la separacion de las ascosporas de cada térada se utilizo un
micromanipulador: Singer MSM, adosado a un microscopio: Singer MSM. El objetivo
utilizado fue de 20 aumentos (20x) y el binocular de 15 aumentos (15x) dando un total
de 300 aumentos (300X).
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5. VECTORES DE CLONACION Y MARCADORES DE TAMANO
MOLECULAR
5.1.Vectores de clonacién empleados

pGEM®-TEasy (Promega). Contiene ¢l promotor y parte del gen lacZ, Amp®'y
el ori bacteriano. Estd cortado con la enzima de restriceion EcoRV y presenta una
timidina en ambos extremos 37, resultando 1til en la clonacion de productos procedentes
de PCR amplificados por la DNA polimerasa Tag, ya que esta polimerasa aiade una
adenina al extremo 3 del fragmento amplificado (figura 3).

YEplacl95 (Gietz & Sugino, 1988). Presenta el promotor y 438 pb del gen de la
B-galactosidasa de E. coli (lacZ) (Sambrook et al., 1989), Amp*, URA3, 2um de la
levadura y el ori bacteriano (figura 3). Es un vector lanzadera que frecuentemente se
emplea para la construccion de genotecas. En el presente trabajo se empled para la
realizacion de ensayos de complementacion.

YCplac33 (Gietz & Sugino, 1988). Presenta el promotor y 438 pb del gen de la
B-galactosidasa de E. coli (lacZ) (Sambrook er al., 1989), Amp®, URA3. CEN4 y ARSI
de la levadura y ¢l ori bacteriano (figura 3). En el presente trabajo se empled para la
realizacion de ensayos de complementacion.

Ylplac204 (Gietz & Sugino, 1988). Presenta el promotor y 438 pb del gen de la
B-galactosidasa de E. coli (lacZ) (Sambrook er al.. 1989), Amp"®, TRPI y el ori
bacteriano (figura 3).

pXWI1 (Chen et al, 1992). Plismido lanzadera empleado para el andlisis de
promotores fusionados al gen lacZ de la B-galactosidasa de E. coli. Presenta el marcador
de seleccion bacteriano Amp®, el ori bacteriano, el §11 para la replicacién en K. lactis,
el marcador de seleccion en levaduras URA3, y los genes lacY, lacA y lacZ que
codifican para una permeasa, una tiogalactdsido transacetilasa y para la B-galactosidasa
de E. coli, (figura 3).

pSK1 (Prior er al., 1993). Vector lanzadera que presenta dos marcadores de
seleccion en bacterias, Amp® y Ter®, el ori bacteriano, el 511 para la replicacion en K.
lactis, 2m para la replicacion en S. cerevisiae y el marcador de seleccion en levaduras
URA3 (figura 3). Vector empleado para la construccion de genotecas.

pAB24 (Botstein er al., 1979). Vector que presenta el 2m para la replicacion en

S. cerevisiae. los marcadores de seleccion en levaduras LEU2-d y URA3 y los
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marcadores de seleccion en bacterias Amp® y Ter® (figura 3). Vector empleado para la
construccion de genotecas.

pGAD-C2 (James e al.. 1996). Vector de expresion para ensayos de doble
hibrido. Contiene el promotor y el terminador de ADHI flanqueando al dominio de
activacion de GAL4. Posee también el origen de replicacion en bacterias ori y el
marcador de resistencia a ampicilina para seleccion en bacterias Amp". Lleva el
marcador de seleccion en levaduras LEU2 y el origen de replicacion 2gm  para
Saccharomyces (figura 3).

pGBD-C2 (James er al., 1996). Vector de expresion para ensayos de doble
hibrido. Contiene el promotor y el terminador de ADH/! flanqueando al dominio de
unién a DNA de GAL4. Posee también el origen de replicacion en bacterias ori y el
marcador de resistencia a ampicilina para seleccion en bacterias Amp®. Lleva el
marcador de seleccion en levaduras TRPI y el origen de replicacion 2 para

Saccharomyces (figura 3).

5.2.Marcadores moleculares
Para calcular los tamafos de los fragmentos de DNA digeridos. empleamos
como marcador el DNA del fago lambda digerido con la enzima de restriccion BsrEI

(Danicls et al., 1983) (BioLabs ™) (figura 3).

6. CONSTRUCCIONES Y GENOTECAS DE PARTIDA
Genoteca de K. lactis (Chiron Library)

Esta genoteca fue construida por Anthony Brake a partir de DNA genomico de
la cepa Y1140 de K. lacris, parcialmente digerido con la enzima Sau3A para obtener
fragmentos de un tamano aproximado de 9 Kb. Dichos fragmentos fueron clonados en
el sitio BamHI de la porcién pBR322 del vector pAB24 tal y como describen Mylin &
col. (1991). Fue amablemente cedida por el Dr. Robert Dickson (Departamento de
Bioquimica de la Universidad de Kentucky) y por Jeffrey R. Shuster (CHIRON

Corporation).
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Construccion YI-11
Para la construccion de las delecciones del promotor de KIHEMI, se utilizd
como molde para las reacciones de PCR, la construccion YI-11 que se caracleriza por
tener insertado el promotor de HEM1 (946 pb) de K. lactis en el vector integrativo
YIp356R entre los puntos de corte de los enzimas Kpnl y Sphl (Gonzalez-Dominguez,

1999).

¥ plac
15608 phi

VEplacl9s
{5240 pb)

Marcador
Lamhbda DNA-
BstEIN digest

pGAD-C(x) Ak pGBD-C(x) Sl
6655 bp Il 5835 bp
{ rV«* &:; TRP1
(cai) —

Figura 3. Esquemas de los vectores empleados y del marcador de tamanos moleculares de DNA
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7. MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS
7.1.Extraccion de DNA en bacterias
7.1.1.LExtraccion de DNA plasmidico de E. coli (Sambrock ef al.,
1989; Ausubel ef al., 1995). Extraccion mediante el método de

la lisis alcalina

Para la obtencion de DNA plasmidico a pequefia (miniprep) y a gran escala
(maxiprep) se empleé el mismo procedimiento, partiendo de un cultivo de 1 mL en ¢l
primer caso y de 25 mL en el segundo. Los voliimenes de las disoluciones utilizadas se
adaptaron en cada caso a la escala de extraccion.,

Para un cultivo de 25mL:

Las células se inocularon en 25 mlL de medio adecuado conteniendo el
antibidtico apropiado y se dejaron crecer toda la noche a 37°C con agitacion, Cuando ¢l
cultivo alcanzé una ODgg aproximada de 0.8, las células se precipitaron a 8.000 r.p.m.
durante 5 min. Se elimind el sobrenadante y se resuspendié el sedimento en 1.5 mL de
Solucion I agitando en el vortex. Se incubd 5 min a temperatura ambiente con el tubo
abierto. Tras este tiempo, se anadieron 3 mL de la Solucion 1 y se mezcl6 invirtiendo el
tubo de 5 a 6 veces. Se incubd 5 min en hielo para seguidamente, anadir 2,5 mL de
Solucién I Se mezeld de nuevo el tubo mediante agitacion en el vortex y se dejo
durante 5 min en hielo. Posteriormente se centrifugé a 12.000 r.p.m. durante 10 min, se
recogio el sobrenadante y se transfirié a un tubo limpio. Para la eliminacion de proteinas
se anadieron 5 mL de PCIA (mezcla de fenol, cloroformo y alcohol isoamilico), se
mezcld en el vortex y se centrifugd a 8.000 r.p.m. durante 5 min. Se recogio la fase
superior acuosa y se paso a un tubo nuevo al que se le adicionaron 10 mL de etanol al
95% para precipitar el DNA. Se agité el tubo en el vortex y se incub6 a -20°C durante
10 min para seguidamente centrifugar a 13.000 r.p.m. durante 15 min. Se lavo el
precipitado con 10 mL de etanol 70% y se centrifugé a 13.000 r.p.m. durante otros 15
min. Para finalizar, se secé el sedimento al vacio y se resuspendid en 250 pL de agua

bidestilada.

37



Materiales y métodos

Soluciones empleadas:

Solucion 1

Glucosa 50 mM
EDTA 10 mM
Tris-HCI pH 8 25 mM

Se esterilizé en el autoclave y se conservé a 4°C.

Solucion 11

NaOH 02M
SDS 1%

Se prepard en el momento de ser utilizada a partir de soluciones estériles de
NaOH 0,2M y SDS al 20%.

Solucion I11

Acetato
60 mL
potdsico SM
Acido acético
. 11,5 mL
glacial
Agua 28,5 mL

Se esterilizo en el autoclave y se conservo a 4°C.

PCIA

Se mezclo fenol liquido en una proporcién 1:1 con cloroformo y se equilibré con
IXTE en una proporcion 3:1 agitando vigorosamente durante varios minutos, tras los
cuales se dejo la mezcla a temperatura ambiente y en oscuridad hasta que se separd la
fase acuosa completamente. La fase acuosa se retird por aspiracion y se repitio el
proceso 2-3 veces. Tras el dltimo equilibrado se afadié 1/25 volumen de alcohol

isoamilico a la mezcla. Se conservo en oscuridad a 4°C.
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7.1.2.Extraccion mediante columnas de QIAprep® (kif comercial

suministrado por Quiagen)

Las células se inocularon en 5 mL de medio LB suplementado con el antibidtico
adecuado y se dejaron crecer toda la noche en agitacion a 37°C. El cultivo se repartié en
tubos Eppendorff. Se centrifugd durante 2 min a 4.000 r.p.m. y se elimind el liquido.
Las células se resuspendieron en 250 pl. de buffer Pl agitando en el vortex y
posteriormente se anadieron 250 puL de buffer P2. Se mezclo el bo por inversion y se
anadieron 350 pL de buffer N3 para agitar nuevamente en el vortex. Seguidamente se
precipitaron las células durante 10 min a 13.000 r.p.m. El sobrenadante fue transferido a
la columna del kir para centrifugar a 13.000 r.p.m. durante 1 min. Se eliminé el liquido
residual, y se lava la columna con | mL de buffer PB. Tras una centrifugacion de 1 min
a 13.000 r.p.m. y eliminacién de nuevo del liquido restante, se anadieron 750 pL de
buffer PE. Centrifugacion de 1 min a 13.000 r.p.m., eliminacion del buffer residual y
nueva centrifugacion de 1 min a 13.000 r.p.m. para descartar los restos de buffer. Las
columnas se colocaron sobre un Eppendorff limpio y se anadieron 50 pL de agua. Tras

2 min de espera, se centrifugd 1 min a 13,000 r.p.m. y se recogié la suspension de DNA.

7.2.Extraccion de DNA en levaduras
7.2.1LExtraccion de DNA plasmidico de levaduras (Método
modificado de Adams et al., 1997)

Para la extraccion del DNA plasmidico, se inoculd un cultivo de 5 mL en medio
selectivo y se dejo toda la noche en agitacion a 30°C. Se precipitaron 1.5 mL de las
células a 3.000 r.p.m. durante 3 min. Posteriormente las células se lavaron con | mL de
Sorbitol 1 M y se centrifugaron nuevamente en las mismas condiciones. Se resuspendio
el botén celular en 800 pL de Solucién I y se aiadieron 50 pL de liticasa (Sigma®)(5
mg/mL) para, seguidamente, incubar a 37°C durante 45 min. Transcurrido este tiempo,
se centrifugd durante 5 min a 3.000 r.p.m. y el sobrenadante fue eliminado. Se adiciono
al sedimento 500 pL de Solucion Il y se agité en el vortex. Se dejo a continuacion
durante 20 min a 65°C y se enfrié en hielo. Se anadieron 100 L de acetato potdasico 3M
a pH 4.8 y se incubd a —=20°C un minimo de 2 horas.

Se realizé una centrifugacion de 5 min a 15.000 r.p.m. para separar el

sobrenadante, al que se le agregaron 0,4 mL de etanol 95%. Se dejé precipitar a -20°C
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durante al menos 5 min, se centrifugd y se lavo con etanol al 70%. Se centrifugé de
nuevo y se seco el sedimento al vacio, para disolverlo finalmente en 0.4 mL de IxTE.
Se extrajo el DNA con PCIA con el fin de eliminar los restos de proteina, y se
centrifugd durante 5 min a 8.000 r.p.m. Se precipitdé nuevamente con etanol segin el
procedimiento habitual, se secé el precipitado al vacio y se resuspendié en 10 pL de

IxTE cuando ya estaba seco.

Soluciones empleadas:

Solucion 1

Sorbitol 09M

NaPOy S50 mM pH 7.5

14 mM
Mecaptoetanol
(dil 1/1000)

Solucion I1

EDTA 50 mM pH 8,0

SDS 0,3 %

7.2.2.Extraccion de DNA plasmidico empleando perlas de vidrio

Este método se empled para obtener pequenas cantidades de DNA plasmidico,
para ¢ello se partié de un cultivo de 1.5 mL de levaduras transformadas creciendo en
medio selectivo o también, en ocasiones, se partié directamente de masa celular
equivalente tomada de una placa fresca. Para el primer caso se centrifugaron las células
a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos, tras lo cual se resuspendieron en 100 pL de una
solucién 2,5 M LiCls, 50 mM Tris-HCI pH 8, 4% Tritén X-100 y 62,5 mM EDTA. A
continuacién se les anadio a las células igual volumen de PCIA y 0.2 g de perlas de
vidrio de 425-600 micrones, se agitaron vigorosamente en vortex durante 2 minutos y se
centrifugaron a 14.000 r.p.m. durante | minuto. La fase acuosa se transfirié a un tubo
Eppendorff limpio y se le anadi6 100 pL de isopropanol y 10 pL de acetato sédico 3 M,
se incubd durante 5 minutos en hielo y se centrifugé a 14.000 r.p.m. durante 10
minutos. El precipitado se lavé tres veces con etanol al 70% y finalmente se secé en una

bomba de vacio. El DNA plasmidico se resuspendio en 5 pl. de agua destilada y fue
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empleado para transformar bacterias de E. coli mediante clectroporacion para obtener

un mayor nimero de transformantes.

7.2.3.Extraccion de DNA de alto peso molecular de levaduras

Este método modificado de Adams er al. (1997) se empled para obtener altas
concentraciones de DNA genomico. Las células de un cultivo de 10 mL en fase
estacionaria se centrifugaron a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos y se lavaron con una
solucién 1 M de sorbitol y 0,1 M EDTA.

Las células se centrifugaron a 5.000 r.p.m. durante 3 min y se lavaron con 1 mL
de Sorbitol 1 M, EDTA 0,1 M. Se precipitaron a 5.000 r.p.m. durante 5 min y se
resuspendio el pellet en 1 mL de la solucién de extraccion (Sorbitol 0.9 M, EDTA 50
mM, NaH,PO; 50 mM pH 7.5, 14 mM B-mercaptoctanol). A la mezcla se le anadieron
0,05 mL de liticasa, previamente disuelta a una concentracion de 5 mg/mL en agua
estéril y se agito suavemente durante 30 min a 30°C. Tras este periodo de incubacidn, se
afadié SDS hasta una concentracién final del 1% y se mezclo suavemente. Se incubd
durante 20 min a 30°C sin agitacién y se hizo un lavado con 1.5 veces el volumen de
PCIA, agitando suavemente, para evitar roturas en el DNA. Las fases se separaron por
centrifugacion a 5.000 r.p.m. durante 10 min para conseguir una fase acuosa lo mas
limpia de proteinas posible. Para completar la extraccion de proteinas, la fase acuosa se
incubo durante 2-4 horas en hielo con acetato potasico S M (pH 4.8) en una proporcion
1:5, tras lo cual se centrifugé 15 min a 10.000 r.p.m. Se recogio el sobrenadante,
descartando asi el posible precipitado que se produce cuando quedan restos de proteina.
Una vez purificado, el DNA gendmico se precipité con 1,5 volimenes de etanol al 95%.
mezcldndolo suavemente. Se dejé en hielo unas dos horas y transcurrido este tiempo se
centrifugé a 5.000 r.p.m. durante 5 min. EI DNA se lavo con etanol al 70% para
eliminar los restos de sales y tras una nueva centrifugacion de 2 min a 5.000 r.p.m. se¢

seco el precipitado a vacio y se resuspendid en agua estéril,

7.2.4.Extraccion rapida de DNA genémico de levaduras

Se empled el método de Hoffman & Winston (1987) cuando fue necesario
obtener pequeiias concentraciones de DNA genémico en el menor tiempo posible. Para
ello se partié de un cultivo de 10 mL de levaduras crecido durante una noche. Se

centrifugd 5 minutos a 4.000 r.p.m. y se eliminé el sobrenadante. Las células se
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resuspendieron en 500 pl de agua y se transfirieron a un wbo Eppendorff. Se
centrifugaron durante 10 segundos a 13.000 r.p.m., se elimind el sobrenadante y se
rompieron las células agitando en vortex brevemente. Posteriormente se resuspendieron
las c€lulas en 200 pL. de tampon Breaking (2% viv Triton X-100, 1% v/v SDS, 100 mM
NaCl, 10 mM Trns-HCl pH 8, ImM EDTA pH 8) y 3 uL de RNAsa 50 mg/mL
(suministrada por Quiagen). Se afadieron 0.3 gramos de perlas de vidrio, 200 pL de
fenol-cloroformo y se agité en vortex durante 3 minutos a baja velocidad. Se anadieron
200 pL de tampén IXTE (10 mM Tris-HCl pH 7,5 y | mM EDTA) y se agité en el
vortex brevemente. Se centrifugd 5 minutos a 13.000 r.p.m. a (emperatura ambiente, y
se transfind el sobrenadante a un tubo Eppendorff limpio. Después de anadir 1 mL de
ctanol al 100% se mezcld por inversion y se centrifugd durante 3 minutos a 13.000
r.p.m. a temperatura ambiente. Se eliminé el sobrenadante, se secd el DNA en una

bomba de vacio y se resuspendio en 20-100 pL de IxTE.

7.3.Extraccion de RNA en levaduras

7.3.1.Método para los experimentos de northern blot

La extraccion de RNA total se realizo segun el método de Zitomer & Hall
(1976), el agua con la que se prepararon las soluciones fue previamente tratada con
DEPC (Dietil pirocarbonato) como describen Sambrook et al. (1989). Del mismo modo,
todo el material empleado, tanto plastico como cristal, fue utilizado en condiciones
estériles y previamente lavado con agua bidestilada tratada con DEPC al 1% durante 24
horas, con el fin de evitar posibles contaminaciones de RNAsas y esterilizado en
autoclave para inactivar totalmente el DEPC.

Se parti6 de cultivos de levaduras de 100 mL, crecidos en distintas condiciones
hasta alcanzar una densidad optica a 600 nm entre 0,6 y 0,8. Una vez alcanzada la
densidad optica requerida, los cultivos se pararon rapidamente en hielo para impedir la
degradacion del RNA y asegurar el cese del crecimiento y de la transcripeion. Todos los
procesos posteriores se realizaron en frio.

La cé€lulas se centrifugaron a 5.000 r.p.m. durante 5 minutos, y se lavaron con 50
mL de 1xRE (Tris-HCI 0,1 M, LiC1 0,1 M y EDTA 0,1 mM pH 7.5). En este punto, las
c€lulas fueron utilizadas inmediatamente para la extraccion o congeladas a -20°C
durante no mds de 24 horas, para su posterior utilizacion. El precipitado celular se

resuspendio en 1.5 mL de IxRE y se procedié a la rotura de las células por adicion de
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perlas de vidrio de 2 mm de didmetro hasta aproximadamente 2/3 del volumen final. Se
realizaron 9-10 pulsos de agitacion vigorosa en vortex de 20 segundos, alternados con
incubaciones de 20 segundos en hielo, para impedir que la muestra se calentase por la
friccion.

A continuacién se afnadieron 2 mL de IxRE con un 1% de SDS, se mezclo bien
y se realizaron las extracciones necesarias con 7.8 mL de PCIA saturado con 1xRE para
la eliminacion de proteinas, agitando en vortex y centrifugando 10 minutos a 10.000
r.p.m. para separar las fases.

El RNA contenido en la fase acuosa se precipitd con 2,3 volumenes de etanol al
95% y 1/10 del volumen de acetato sédico 3 M. incubando unas horas a -20°C. Se
centrifugd a 10.000 r.p.m. durante 10 minutos y se lavd 1-2 veces con etanol al 70%.
Una vez seco al vacio, el RNA se resuspendio en agua tratada estéril fria y se congelo a

-80°C.

7.3.2.Método para los experimentos de primer extension

Se siguid el método explicado por Chomezynski & Sacchi en 1987 con algunas
modificaciones. Se inocularon 200 mL de medio de cultivo que se mantuvo a 30°C y en
agitacion hasta que alcanzo una ODgy de 0.8-1. A continuacion se precipitaron las
células durante 5 minutos a 5.000 r.p.m. Se eliminé el sobrenadante y se resuspendi6 el
pellet en 1 mL del mismo medio de cultivo al que se le anadieron perlas de vidrio de 2
mm de didimetro hasta aproximadamente 2/3 del volumen final. Se Hevaron a cabo 15
pulsos de 20 segundos de agitacion vigorosa en el vortex para romper las células. Entre
pulso y pulso, se mantuvieron los tubos en hielo durante 20 segundos.

Seguidamente se afadieron 10 mL de Trizol (TRIzol” Reagent. Life
Technologies) y se agité la mezcla durante 1 minuto en el vortex, para luego mantener
otros 5 minutos a temperatura ambiente. Entonces se agregaron 2 mL de cloroformo
para a continuacion agitar 15 segundos en el vortex y mantener entre 3 y 10 minutos a
temperatura ambiente.

Se centrifugé durante 5 minutos a 10.000 r.p.m. y se transfirid la fase acuosa
superior a un nuevo tubo teniendo cuidado de no llevar nada de la interfase en la que se
encuentra el DNA vy las proteinas. Se anadieron 5 mL de isopropanol, se mezclo en el
vortex y s¢ mantuvo durante 10 minutos a temperatura ambiente, tras lo cual se

procedié a una centrifugacion de 10 minutos a 10.000 r.p.m. Se eliminé el sobrenadante
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con cuidado, y se lavo con 2 mL de etanol al 70% en agua. Se centrifugé de nuevo en
las mismas condiciones y se repitio el proceso una vez mds.

A continuacion se resuspendio ¢l pellet en 500 pl de agua tratada con DEPC, se
transfirié a un tubo Eppendorff. se anadieron 500 pL de Buffer LiCl (4M LiCl, 20mM
Tris-CIH pH 7.5) y se mantuvo durante una noche a -20°C.

Al dia siguiente se centrifugo a 13.000 r.p.m. durante 30 minutos a 4°C. Se lavo
dos veces con etanol al 70% el precipitado, se seco al aire rapidamente y se resuspendio

en 80 pL de agua tratada.

7.4.Medida de la concentracion de acidos nucleicos
7.4.1.Medida de la concentracién de DNA

Se tomaron 5 pl. de la preparacion de DNA, libre de RNA, y se llevaron a un
volumen final de 1 mL con agua bidestilada. Se eligio siempre esta dilucién para
facilitar los calculos posteriores pues de este modo el valor de absorbancia obtenido se
multiplic por un factor de 10 para expresar asi la concentracion en pg/ul. Las
mediciones se efectuaron en un espectrofotometro Cecil CE 2041 utilizando cubetas de
cuarzo de 1 mL. Se midio la absorbancia de las muestras a dos longitudes de onda, 260
y 280 nm. La concentracién real se calculé estableciendo la equivalencia entre una
unidad de Asg y una concentracion de S0 pg/mL de DNA de doble hebra.

La relacion Ajye/Assp es un indice del grado de impurezas que contiene la
muestra. La relacion ideal se ajusta a un valor aproximado de 1.8 (Sambrook et al.,
1989).

La concentracién de aquellas muestras que contenian RNA fue estimada en geles
de agarosa tefiiddos con bromuro de etidio, comparando la intensidad de fluorescencia de
las bandas de las muestras con un marcador de concentracion conocida. Se empled para

ello el programa Quantity One” de BIORAD.

7.4.2.Medida de la concentracién de RNA
Las medidas de la concentracion de RNA se realizaron del mismo modo que las
de DNA, utilizando 4 puL. de muestra llevados a | mL en agua bidestilada estéril y
teniendo en cuenta que una unidad de Asqo equivale a 40 pg/mL de RNA. La relacién

aptima Ajq/Azg toma, en este caso, un valor de 2 (Sambrook er al., 1989).
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7.5.Purificacion de DNA a partir de geles de agarosa
Los fragmentos de DNA plasmidico generados por la actuacion de las
endonucleasas de restriccion, fueron migrados en un gel de agarosa 1-1,5% (segin el
tamaio del fragmento a rescatar). Una vez desarrollada la electroforesis, se purificaron

las fracciones de DNA empleando el kit Ultrafree“-DA de Millipore.

7.6.Concentracion de DNA a partir de PCR o de rescate de gel
Para aquellos casos en los que el DNA rescatado iba a ser empleado para su
clonacién en un vector, tras purificar el DNA con los tubos Ultrafree”-DA de Millipore,
se emplearon los tubos Microcon® PCR de Millipore para concentrar el volumen

obtenido en 20 pl. de agua bidestilada. También fueron empleados los tubos

SpinClean™ PCR Purification Kit de Mbiotech Inc.

7.7.Manipulacion enzimatica del DNA

7.7.1.Digestiones enzimaticas
Tanto el DNA plasmidico como el genomico fueron digeridos con
endonucleasas de restriccion  de diversas casas comerciales  siguiendo  sus
recomendaciones en cuanto al tampén y a la temperatura utilizadas. Los tiempos de
digestién variaron entre las 2 y 14 horas segin la cantidad de DNA a digerir y las

enzimas empleadas.

7.7.2.Reacciones de ligamiento

Se emplearon la DNA ligasa T4 de Roche”, GibcoBRL ¢ Invitrogen™, con ¢l
tampén suministrado con la enzima. Los ligamientos se realizaron en un volumen de 10
uL anadiendo un volumen variable de DNA (generalmente una proporcion 1:10 de
vector e inserto a clonar) y 1 U de ligasa. Se incubé 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 incub6 a 14-18°C toda la noche.

Para clonar productos de PCR se empled el kit comercial pGEM*-TEasy Vector
System de Promega. El ligamiento se realizo en un volumen final de 10 L, anadiendo 3
uL del producto de la PCR, 5 pL del rapid tampén 2x de la DNA ligasa T4, | uL del
vector pGEMm-TEasy (50 ng/uL) y lpl de la DNA ligasa T4 (3U/uL). Se mezclo la
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reaccion con la micropipeta y se dejo incubar durante toda la noche a 14°C o a
temperatura ambiente durante | hora, Como ¢l vector posee el gen lacZ que codifica
para la B-galactosidasa de E. coli, cuando se clona el inserto se interrumpe el gen y por
tanto, solo las colonias de color blanco que aparezcan en las placas de transformacion
(placas LBA suplementadas con el substrato cromogénico X-Gal y el inductor IPTG del

gen lacZ) seran las que contengan el producto de PCR clonado.

7.7.3.Tratamiento con RNAsa
Para las reacciones de PCR de reconocimiento de clones y para la visualizacion
de las reacciones de digestion en un gel, ¢l DNA empleado fue tratado con 0,4 pL de
RNAsa (25 mg/mL) por cada 20 pL (concentracion aproximada 0.5-0,8 pg/uLl) de
DNA. Se dejo actuar la enzima durante 5 min a temperatura ambiente.
La dilucién de la RNAsa se prepard a partir de un stock 100 mg/mL de RNAsa
A de Quiagen mediante una dilucién con buffer IXTE (Tris 0,5M, 0,01M EDTA). Se

mantuvo a temperatura ambiente hasta su uso.

7.7.4.Amplificacion de dcidos nucleicos por PCR
Consideraciones generales sobre la técnica
El principio de la PCR se basa en utilizar de manera repetitiva una de las
propicdades de las DNA polimerasas: la capacidad de sintetizar una hebra
complementaria de DNA a partir de un iniciador o DNA cebador y un molde de hebra

simple. Para ello se utilizé Tag DNA polimerasa”.
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Productos empleados
Mezcla de PCR:

32 pL. de H>0 destilada

5 uL de buffer de 1a Tag Polimerasa 10x

2 pL de MgCl; 25mM

4 pL de mezcla de dNTPs 2,5 mM

2 pul. de DNA molde (las extracciones de DNA de cada caso)

2.5 pL de cada cebador 0,01 nm/pL.

0.5 pL de Tag DNA polimerasa de Roche.

Los programas empleados para realizar las amplificaciones de DNA por PCR

variaron tanto en la temperatura de hibridacion como en el tiempo de elongacion

dependiendo de:

¢ Latemperatura de fusion de los oligonucledtidos empleados.

e La longitud en pares de bases del fragmento a amplificar: se toma como

referencia 1 minuto por cada 1000 pares de bases.

El esquema general de los ciclos fue el siguiente:

Ciclos de PCR:
1 ciclo 95°C
30 ciclos 95°C
X°C
72°C
1 ciclo 72°C

12°C

3 minutos
30 segundos
45 segundos
2 minutos
10 minutos

infinito

desnaturalizacion inicial
desnaturalizacion

hibridacién cebador-DNA molde
elongacion

elongacion final

8. IDENTIFICACION DE CLONES POR PCR

Aunque todavia son pocos los genomas microbianos que han sido secuenciados

completamente, para la mayoria se estd usando la estrategia de secuenciar ¢l genoma

parcialmente y de modo aleatorio (Feldman, 2000). Las bases de datos contienen

abundantes secuencias RSTs (“Random Sequenced Tags™) que se pueden utilizar para

clonar genes completos. Una aproximacion clasica en estos casos es la hibridacion de

colonias, sin embargo esta técnica es tediosa y con frecuencia da lugar a muchos
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candidatos positivos que posteriormente resultan ser falsos positivos. La estrategia
DCbyPCR (Diaz-Prado et al., 2004) y la disponibilidad de una genoteca de K. lactis en
el vector de clonacion pAB24, conocida como genoteca Chiron (materiales y métodos),
permite la identificacion del clon de interés en una semana. La técnica consiste en la
identificacién de un clon por PCR en un “pool”. En cada caso, el grupo que da una
banda positiva por PCR es seleccionado y luego los componentes de este grupo son
usados separadamente como moldes para nuevas reacciones de PCR hasta llegar al clon
aislado.

Para optimizar la técnica se realizd una transformacion de prueba por
electroporacion de la linea DHI10B de E. coli con 1 pl. de DNA de la genoteca de K.
lactis en el vector pAB24. Esta transformacion sirvié para determinar la eficacia de la
transformacién y por tanto, el nimero de transformaciones que era necesario realizar
para conseguir los como minimo 20.000 transformantes que asegurasen la presencia de
al menos una copia de cada uno de los clones representados en la genoteca (James er al.,
1996). A partir de los resultados obtenidos y tras los cdlculos correspondientes, se
decidio llevar a cabo ocho transformaciones y cada una de ellas se sembré en cinco
placas. Posteriormente, una vez obtenidos los transformantes, se realizaron dos réplicas,
mediante la técnica del replica-plarting, ver seccién materiales y métodos (Miller,
1992), de cada una de las placas. Cabe destacar que en este método, es de gran
importancia que las colonias crezcan aisladamente dentro de la placa, tanto para que las
réplicas sean representativas como para que en dias posteriores la colonia de interés, es
decir, la que porte el clon con el gen que se esta buscando, pueda ser rescatada y aislada
de la placa. Por este motivo, el tiempo de crecimiento en placa después de la
transformacion debe ser el minimo necesario, con el fin de evitar el solapamiento de
unas colonias con otras. Las réplicas de la placa se emplearon para llevar a cabo las
sucesivas extracciones de DNA, guardando la placa con las colonias originales en la

nevera a 4°C para su posterior utilizacion.

Descripcion de la técnica paso a paso

1. Es necesario empezar con una genoteca que contenga ¢l gen de interés y un
par de cebadores disenados para amplificar por PCR una parte de la secuencia de este
gen. La amplificacion tiene que ser especifica. La primera precaucion es verificar si los

cebadores hibridan en el vector usado para construir la genoteca en cuyo caso se
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obtendrian bandas inespecificas por PCR. Ademds. se empled DNA genomico como
molde de una reaccion de PCR que se utilizaria como control positivo.

2. El primer dia la genoteca se amplificé para obtener colonias bacterianas
individuales. El nimero de colonias depende del tamaio del genoma y de los insertos de
la genoteca. En este ejemplo, se obtuvieron aproximadamente 40.000 colomas
bacterianas individuales por electroporacion, distribuidas en 40 placas Petri. El segundo
dia las placas Petri individuales que contenian las colonias bacterianas se replicaron dos
veces con paiios de terciopelo (Miller, 1992). El tercer dia se extrajo ¢l DNA plasmidico
-minipreparacion (Sambrook et al., 1989)- a partir del segundo conjunto de réplicas (C),
es decir, a partir del conjunto de colonias bacterianas encontradas en cada placa Petri.
Se realizd una minipreparacion de DNA plasmidico por cada placa Petri,

3. Las alicuotas procedentes de las minipreparaciones s¢ mezclaron en ocho
grupos que se utilizaron como DNA molde en reacciones de PCR con cebadores
especificos. Se identifico de este modo el grupo portador del clon de interés.

4. Se realizaron nuevas reacciones de PCR con los mismos cebadores pero
usando como DNA molde las minipreparaciones individuales que previamente se
habian mezclado en el grupo que habia dado la banda positiva. La minipreparacion que
dio la banda del tamaio esperado permitio la identificacion de la placa Petn que
contenia el clon de interés.

5. El cuarto dia la placa Petri fue analizada por sectores, es decir, se dividio en
varias partes, a las cuales se les extrajo ¢l DNA plasmidico, mezclando todos los clones
bacterianos de un mismo sector. La primera réplica (B) fue la que se usd para este
propésito. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo usando cada minipreparacion de
cada sector de la placa como DNA molde. La minipreparacién que dio la banda del
tamaiio esperado permitio la identificacion del sector de la placa Petri que contenia el
clon de interés.

6. Las colonias bacterianas individuales de este sector de la placa Petri original
se resembraron individualmente y se les hicieron extracciones individuales de DNA
plasmidico. El quinto dia se realizaron reacciones de PCR utilizando el DNA de estas
minipreparaciones individuales como molde. La minipreparacion que dio la banda del
tamaro esperado permitié la identificacién de la colonia bacteriana que contenia el clon
de interés.

7. El paso final, consistié en aislar colonias (Miller, 1992) a partir del candidato

seleccionado, posteriormente fue verificado nuevamente por PCR y secuenciado.
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9. METODO DE PRIMER EXTENSION

El método de primer extensién se emplea tanto para realizar un mapa y
cuantificar la regién terminal 5° del RNAm como para detectar precursores e
intermediarios del procesamiento del RNAm. EI RNA a analizar es hibridado con un
exceso de oligonucledtido en presencia de **Pa-dATP y posteriormente se emplea una
transcriptasa reversa para extender a partir de este cebador la molécula de
DNAcomplementario (DNAc) al molde de RNA. La longitud resultante del DNACc, se
mide por electroforesis en un gel de acrilamida en condiciones desnaturalizantes junto
con una reaccion de secuenciacion del gen a estudio realizada con el mimo cebador. De
esta manera, se refleja la distancia existente entre el nucledtido final marcado del
cebador y el extremo 57 terminal del RNA, determinando de este modo el punto de

inicio de la transcripcion.

9.1.Sintesis de DNAcomplementario (DNAc¢) a partir de
RNAmensajero (RNAm)

Se empled este protocolo para la obtencion de DNAc¢ para experimentos de
primer extension.

Tras la obtencion de RNA por el método de TRIZOL. se mezclaron 12 pL de la
suspension que contenian aproximadamente 60 pg de RNA total, con 2 pL del
oligonucledtido especifico (500 ng). Se incubd la mezcla durante 10 minutos a -70°C.
Se enfrio brevemente en hielo durante 10 minutos y se anadieron 6 plL de buffer
Istrand 5X de Invitrogen™, 3 uL de DTT 0,IM, 1 mL de mezcla de nucledtidos
(16mM dCTP, dGTP, dTTP y 100 uM dATP), 5 uL de “Pa-dATP (50 puCi) y 2 uL
(200U) de SuperScript™ Il Reverse Transcriptase de In\'ilmgcn-m. Se incubo a 43°C
durante 1 hora. A continuacion se sometié la mezcla a un proceso de hidrdlisis alcalina
del RNA restante anadiendo | pL de SDS al 1%, 1 pL de EDTA 0,5M pH 8,0y 3 uL de
NaOH 3M. Se incub6 durante 30 minutos a 65°C y durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Se afiadieron a continuacion 10 pl. de Tris-HCI pH 8,0 1M y 3 uL de HCI
2N. Seguidamente, se precipito el DNAc agregando 5 pl. de NaOAc pH 5,3, 5 uL de
RNA transferente 10 mg/mL (favorece el proceso de precipitado del DNAc) y 60 pL de
isopropanol. Se mantuvo durante 2 horas a -80°C y se precipité a 13.000 r.p.m. durante

30 minutos. Se resuspendi6 el pellet de DNAc en 10 pl de agua bidestilada.
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9.2.Secuenciacion manual de la region promotora del gen

Al mismo tiempo, empleando el mismo oligonucleotido que en el apartado
anterior, se procedio a realizar una reaccion de secuenciacion del promotor en estudio.
Se empled el método de Sanger (Sanger et al., 1977), utlizando Sequenase Version 2.0
DNA Sequencing Kir de USB corporation. Se utilizd DNA plasmidico extraido con las
columnas de Qiagen. A continuacion se siguieron las indicaciones del kit para llevar a
cabo la secuenciacion empleando el nucledtido marcado aP-dATP de Amersham Life
Science Inc.

El producto final fue desnaturalizado durante 5 minutos a 65°C antes de ser
cargado en un gel de poliacrilamida en un sistema de secuenciacion manual de

BIORAD.

9.3.Electroforesis en gel de acrilamida
Se preparé una disolucion de acrilamida y bis-acrilamida al 45% que se mantuvo
como stock en oscuridad y a 4°C. A partir de ella se preparé la mezcla del gel al 7% que
se mantuvo en las mismas condiciones. La composicion de las soluciones empleadas fue
la siguiente:

Disolucion stock al 45% (500 mL)

Acrilamida 2175¢

Bis-Acrilamida 75¢
10xTBE (500 mL)

Tris (900mM) 54g

Acido bérico (900mM) 275¢
EDTA (40mM) T4g

Mezcla de gel al 7% (500 mL)

Urea 210 ¢
Disolucion srock al 45% 78,1 mL
10xTBE 50 mL
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Se tomaron 80 mL de mezcla del gel al 7% y se anadieron 80 pL. de TEMED
(Sigma”) y 360 pL de una solucién al 10% de APS {Sigmaﬁ"} para catalizar la
polimerizacion. La mezcla resultante se inyectd entre dos cristales separados una
distancia de 0.4 mm, uno de los cuales estaba tratado con una disolucion al 5% de
dicloro-dimetil-silano en cloroformo. Una vez polimerizado, el gel se montd en el
sistema de secuanciacion BIORAD y se sometid a una pre-electroforesis (sin carga de
muestra) durante 30 minutos a 1.500 V, hasta que se alcanz6 una temperatura entre 50-
55°C. Antes de comenzar con la carga de las muestras, se limpiaron los pocillos con el
buffer empleando una pipeta Pastenr para eliminar la urea precipitada. Se conecto de
nuevo la fuente de alimentacion y se dejo que la electroforesis se desarrollase hasta la
salida por la parte inferior del gel de la segunda banda del azul de carga (3-4 horas).

Terminada la electroforesis, se separaron los dos cristales con cuidado, de

manera que el gel se quedd adherido al cristal que no estaba silanizado.

9.4.Transferencia, exposicion y analisis

Una vez separados los cristales, se coloco un papel de filtro encima del gel de
poliacrilamida para que se pegase a él. De este modo se pudo despegar el gel del cristal
sin que se rompiese. Seguidamente se coloco sobre una nueva hoja de papel de filtro, y
se sometio a secado durante | hora a 80°C en un desecador de geles a vacio. Después de
terminar la transferencia, el gel se introdujo en una funda de plastico y se expuso
durante 3-4 dias a una pantalla de f6sforo del sistema Phosphorlmager SI™.
Transcurrido este periodo de tiempo, las pantallas fueron escaneadas en el
Phosphorimager SI'™ Scanning Instrument 425 de Molecular Dynamics, y las imagenes

capturadas con el software Image Quant version 5.0, de Molecular Dynamics.

10. NORTHERN BLOT

10.1.Condiciones de extraccién de RNA
La presencia de RNAsa disminuye el rendimiento de la extraccion: para prevenir

este problema se tomaron las siguientes precauciones:
* El agua y las disoluciones salinas usadas se trataron con dietilpirocarbonato
(DEPC) de Sigma®, al 0,1%, se agitaron toda la noche a 37°C y, al dia
siguiente, se esterilizaron en autoclave para eliminar el DEPC remanente.

Alguna solucién, como el tampén Tris' -EDTA" | no se trat6 con DEPC ya
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que éste modificaria covalentemente los grupos amino que contiene. Se
preparé directamente usando agua tratada y reactivos libres de RNAsas. El
SDS", que no puede ser esterilizado en autoclave, se prepard de igual modo.
e El material de plastico se enjuagé en cloroformo aclarindolo posteriormente
con agua tratada.
e Se usaron guantes en las operaciones de extraccion de RNA, ya que las
manos son la mayor fuente de RNAsas contaminantes.

e Todas las operaciones de extraccion se realizaron a 4°C.

(1) Tris-HCI: 2- Amino-2(hidroximetil)- | -3-propanodiol equilibrado con dcido clorhidrico.
(2) EDTA: Acido etilenodiaminotetraacético

(3) SDS: Dodecil Sulfato Sodico.

10.2.Extraccion de RNA de levaduras
La extraccion de RNA total se realizé segin el método de Zitomer & Hall
(1976), véase extraccion de RNA de levaduras en el apartado de extraccion de dcidos

nucleicos.

10.3.El gel de agarosa

Para preparar el gel de agarosa al 1,5% se pesaron 1.8 g de agarosa y se
mezclaron con 6 mL de tampén 20xMOPS (icido 3-[N-Morfolino]-propano-sulfénico
0,2 M, acetato sodico 0,05 M pH 7, EDTA 0,01 M, conservado en oscuridad) y 94 mL
de agua tratada con DEPC al 0,1%. Se disolvié la agarosa en un microondas y se dejo
enfriar en un bafio a 65°C. Justo antes de verterla en la base de la electroforesis, se
aiadieron 20 mL de formaldehido al 37%, se mezcld y tras verter, se dejo 30 minutos
en una campana de extraccion para eliminar los vapores toxicos del formaldehido. Una
vez polimerizado el gel, se guardé en la nevera o camara fria hasta el momento de ser

utilizado evitando asi que se resecase.

10.4.Las muestras de RNA
Se mezclaron 20-40 pg de RNA (en un volumen final de 10 pL), con 20uL de
buffer muestra (1,44 mL de formamida desionizada, 225 pL de tampén 20xMOPS, 576

uL de formaldehido al 37%, 160 pL de agua tratada estéril). Se desnaturalizo la mezcla,
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incubando 5 minutos a 65°C y enfriandola rapidamente en hielo, se le anadié 1,5 pl. de
tampdn “azul de carga™ (glicerol 50%, azul de bromofenol 0,25%, xileno-cianol 0,25%)

y se mantuvo en hielo hasta cargar el gel.

10.5.La electroforesis

La electroforesis se llevo a cabo en una cubeta de electroforesis HE100 Super
Sub™ Horizontal Unit de Hoefer que posee un circuito de refrigeracion para evitar la
degradacion térmica del RNA y un sistema de mezcla del tampon de electroforesis que
permite una separacion uniforme de las muestras. El tampon de electroforesis fue
1XxMOPS.

Después de cargar las muestras, se conecto la fuente a 100-105 V durante unas
2-3 horas, hasta que el primer frente (azul de bromofenol) recorrié aproximadamente 10
centimetros. Se tifid el gel con bromuro de etidio (1/10) durante 5 minutos y se aclarg, 2
veces, durante 10 minutos en agua tratada y en agitacion moderada. Se fotografio el gel

y a continuacion se transfirié a una membrana de nylon mediante vacio.

10.6.La transferencia

En las transferencias, se utilizaron membranas de nylon (tamano del poro
0,45um) con cargas positivas (Roche®) que se cortaron a medida y que, inmediatamente
después de humedecerlas en agua tratada. se sumergieron en una solucién de 10xSSC
(NaCl 1,5 M, citrato sédico 0,15 M) durante 10 minutos antes de realizar la
transferencia.

Se transfirio el RNA a la membrana utilizando una solucion de 10xSSC a una
presion de vacio de 50 a 60 mBa durante 1 hora, se retir6 el gel (comprobdndose en el
transiluminador que todo el RNA habia sido transferido) y tras un lavado rdpido de la
membrana en 10xSSC para eliminar los fragmentos de agarosa y el exceso de sales, se
fij6 ¢l RNA a la membrana con luz UV, mediante el dispositivo UV Cross Linker 500
de Hoefer, aplicando una energia de 120 mJ/cm® de membrana o, alternativamente, en
un transiluminador UV durante 5 minutos. Finalmente se etiquetd la membrana, se sellé

en una bolsa de pldstico y se conservo en la nevera a 4°C hasta la hibridacion.
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10.7.Preparacion de las sondas
Las sondas se marcaron por el método del “random-primed” (cebadores
aleatorios) (Feinberg & Vogelstein, 1983) utilizando los reactivos suministrados en el
kit Prime-a-Gene Labeling System (Promega). Para cllo, se disolvieron entre 30 ng y
3ug de DNA en 14 pL de agua, se hirvieron durante 5 minutos para su

desnaturalizacion, y se enfriaron ripidamente en hielo. Al DNA desnaturalizado se le

anadid:
Mezcla de marcaje 7uL
o’P dATP* 3uL
Klenow SU/uL I pL
H-0 hasta V;y =25 pL. X ML

* Suministrado por la casa comercial Amersham Pharmacia Biotech

Mezcla de marcaje:  Tampén de marcaje 5x* 300 pL

dCTP (1,5 mM) 20 ul.
dGTP (1.5 mM) 20 uL
dTTP (1.5 mM) 20 ul.
BSA"(10 mg/mL) 60 uL

*Tampon de marcaje 5x: (Tris-HCI 250 mM pH 8,0, MgCl, 25 mM, DTT 10 mM, HEPES"™ IM pH 6.6,
26 unidades de Asg/mL de hexadesoxirribonucledtidos aleatorios).
(1) BSA: Seroalbimina bovina.

(2) HEPES: Acido (4-(2-Hidroxietil)- | -piperazina-etano-sulfonico).

Se incubd durante un minimo de | hora a 37°C.

Para rectificar la pequena heterogeneidad resultante de defectos de carga del
RNA entre los distintos pocillos del gel, se hibridaron posteriormente los filtros con una
sonda del gen del RNAr 258, constitutivo en las condiciones de ensayo (o
alternativamente  SNRI7A).  Se  sintetizé  una  sonda  oligonucleotidica (5™
CTCCGCTTATTGATATGC-3') a partir de la secuencia de DNA que codifica el RNAr 258
y se marcé mediante marcaje terminal con Y P-ATP (Lillechaug & Kleppe, 1975)

utilizando T4 polinucleétido quinasa.
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En este caso se mezclaron en un volumen final de reaccion de 15 pl:
5-10 pmol del oligonucledtido
IuL de tampon 10x (Tris-HCI 500 mM, MgCl, 100 mM, EDTA |
mM. DTT 50 mM, espermidina | mM, pH 8.2)
IuL de Y PATP*
1L de Ts-polinucledtido quinasa 10U/uUL (Roche)

* Sumimstrado por la casa comercial Amersham Pharmacia Biotech

Se dejo incubando la reaccion a 37°C durante 30 minutos y se anadio

posteriormente a la solucion de hibridacidn.

10.8. Separacion y cuantificacién de la incorporacion de isotopo

Para poder valorar la incorporacion de isotopo en el DNA, se prepararon
columnas de exclusion con Sephadex G-50 saturado con STE (Tris-HCI 10mM pH 7.5,
EDTA 0,1 mM y SDS 1%). Una vez empaquetada, se equilibré la columna con STE, se
aniadié el DNA marcado y se recolectaron 6 fracciones al final de la columna en tubos
Eppendorff, haciendo pasar por la columna 400 pL de STE para la primera fraccién y
luego cinco veces 200 UL de STE para las siguientes. El is6topo no incorporado se
quedo retenido en las columnas.

A continuacién, se localizaron las fracciones con mayor incorporacion de
radioactividad con el sensor de un contador Geiger (mini-monitor G-M tube serie 900
de Morgan), posteriormente, se determinaron las cuentas por minuto (cpm) de cada una
de estas fracciones utilizando un contador de centelleo de radiaciones B (Wallac System
1410™ liquid scintillation counter de Pharmacia) y se recogieron aquellas muestras de

DNA con el mayor niimero de cuentas.

10.9.Reacciones de hibridacion y lavado
Se introdujeron las membranas en botellas de hibridacién e inmediatamente
después de aniadir 20 mL de solucién de hibridacion (Na,HPO4 | M a pH 7,2, SDS 20%
y EDTA 0.5 M) (Church & Gilbert, 1984), se dejé prehibridando | hora a 60-65°C en
un horno de hibridacion (Minihybridisation oven de APPLIGENE ¢ Hybridization oven
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Model 1004 de SHEL-LAB) con el fin de eliminar posibles uniones inespecificas
durante la hibridacion. Transcurrido este tiempo, se renovo la solucion de hibridacion
(10 mL) y se anadio la sonda marcada y desnaturalizada (400 pL) cuidadosamente para
que no tocase la membrana antes de que se diluyese en la solucion de hibridacion. La
hibridacion se realizé durante una noche a la misma temperatura. Para las hibridaciones
con la sonda de RNAr 258 se procedio de la misma manera excepto que la temperatura
de hibridacion fue de 42°C.

Al dia siguiente, por la manana, se retird la solucion de hibridacion y se procedio
al lavado. Tras la hibridacion se eliminé la sonda no unmida mediante una serie de
lavados con 20 mL de una solucién de lavado (2xSSC y SDS 0,1%) a 60-65°C. Por lo
general, se realizaron del siguiente modo: un lavado de 10 minutos a la temperatura de
hibridacion, seguido de dos lavados de 10 minutos a temperatura ambiente: aunque el
namero y duracion de los lavados varié dependiendo del grado de emision de las
membranas. Para la sonda oligonucleotidica de RNAr 258 los lavados se hicieron a
42°C.

Después de retirar la solucion de lavado, las membranas radioactivas se
introdujeron en una bolsa de pldstico para poder exponerlas a la pantalla de fésforo del
sistema  Phosphorlmager SI'™ en unos casos y en otros a las peliculas de
autorradiografia, para su analisis posterior.

Las membranas ya hibridadas con una determinada sonda se lavaron, en algunos
casos, con una solucién 0,1xSSC y SDS 0,1% durante 2-3 horas a 80°C para proceder a

una nueva hibridacion con una sonda distinta.

10.10.Cuantificacion de los niveles de expresion

Para analizar las senales radiactivas de hibridacién sobre la membrana de nylon
se usO un escaner (Phosphorlmager si"™ Scanning Instrument 425 de Molecular
Dynamics) para el caso de las pantallas de fosforo y un densitometro Personal
Densitometer SI"™ (Molecular Dynamics) para las peliculas de autorradiografia. Las
cuantificaciones de las senales se realizaron empleando el programa informatico Image
Quant version 5.0. de Molecular Dynamics. Las senales correspondientes a los RNAm
se cuantificaron y se normalizaron los valores obtenidos respecto a la carga relativa

inicial.
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11LINTRODUCCION DE DNA EN LAS CELULAS. METODOS DE
TRANSFORMACION
11.1.Técnicas en bacterias
I1.1.1.Preparacion de células competentes y transformacion.
Método con cloruro de rubidio (Kushner, 1978)

Preparacion de bacterias competentes

Se inoculé medio SOC (ver medios de cultivo) con un volumen adecuado de
preindeulo. Se recomienda empezar anadiendo 1/100 del volumen del medio, por
ejemplo 3 mL de preindculo en 300 mL de medio SOC. Se mide la ODgy en el
espectrofotometro.

Se incubd el cultivo a 37°C y agitacion (300 r.p.m.) hasta alcanzar la OD
deseada (ODggo = 0,5-0,6). En ese momento, se introdujo el cultivo en hielo durante 10
min para detener la division celular. Transcurrido ese tiempo, se vertio el cultivo en
tubos de centrifuga estériles y previamente enfriados y se realizd una precipitacion
durante 7 min a 5.000 r.p.m. en una centrifuga refrigerada. Es importante que en todo
momento las c€lulas se encuentren en un medio frio, por lo que se mantuvieron en un
baiio de hielo.

Descartado el sobrenadante, se anadié una pequena cantidad de solucion TFB-1*
en cada tubo de centrifuga. Se resuspendieron las c€lulas hasta que no se observo
ningtin grumo y se completo el volumen de TFB-1 hasta los 40 mL. Se mantuvo la
suspension en hielo durante 5 min para permitir la actuacién del TFB-1. Transcurrido
este tiempo, se centrifugd a 5.000 r.p.m. durante 7 min. Se descartd el medio dejindose
unicamente las células y se anadié una pequena cantidad de TFB-2** (también
previamente enfriado). Se resuspendieron las células hasta que no quedaron grumos y se
completo el volumen con el TFB-2 restante.

Finalmente se repartié la mezcla celular en alicuotas de 100 pL en tubos
Eppendorff (previamente enfriados) que se mantuvieron en hielo seco hasta su

almacenamiento definitivo a -80°C.
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80 ml de TFB-1 compuesto por:

CLRb 0,964 g
ClMn 0,788 g
CH;COOK 0,232 g (pH 5,8)
Cl,Ca 0.116 g
Glicerol 12 mL

## 15 ml de TBF-2 compuesto por:

Enrasar a 80 mL con agua bidestilada. Esterilizar en el autoclave.

CL1,Rb 0,02¢g
Cl:Ca 02¢g
Glicerol 228 mL

Enrasar a 15 mL con agua bidestilada. Esterilizar en el autoclave,

Transformacién de las células

La transformacion se llevd a cabo utilizando alicuotas de 100/200 pL de células
competentes recién descongeladas a las que se afadio el volumen necesario de DNA
plasmidico y se incubaron a 0°C durante 5 min. Transcurrido este tiempo, se sometieron
a un chogue térmico a 42°C durante 5 min para luego anadirles 1 mL de medio LB ¢
incubarlas a 37°C durante 1 hora. Pasado este tiempo, las células se precipitaron a 6.000
r.p.m. durante 3 min, se eliminé el sobrenadante y se resuspendieron en un volumen de

100 pL de LB para sembrar finalmente en placa selectiva LBA.
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11.1.2.Preparacion de células electrocompetentes y transformacion.
Método de electroporacion

Preparacion de bacterias electro-competentes

Se inocularon 10 mL de medio LB con las células bacterianas y se dejé crecer en
agitacion a 37°C durante una noche. Al dia siguiente se inoculd | litro de LB con ese
pre-inoculo y se incubd en agitacion hasta alcanzar una ODggp = 0,5-0,6 para que el
cultivo se encontrase en la fase logaritmica de crecimiento.

En ese momento, se introdujo el cultivo en un recipiente con hielo durante 10
min para detener el crecimiento. Transcurrido este tiempo, se centrifugaron las células a
5.000 r.p.m. durante 5 min para lavarlas a continuacion con 50 mL de agua estéril fria.
Se centrifugaron de nuevo y se volvieron a lavar de modo que se eliminasen todos los
restos de medio de cultivo o sales que pudieran interferir en la electroporacion
provocando descargas eléctricas y la muerte de las células.

Se realizaron dos nuevos lavados en glicerol al 10% frio. Finalmente se
resuspendieron las células en 2 mL de glicerol al 10%. Esta suspension celular fue
repartida en alicuotas de 50 pL en tubos Eppendorff previamente enfriados, y que se

mantuvieron en hielo seco hasta su almacenamiento definitivo a -80°C.

Transformacion de las células electro-competentes

La transformacion se llevé a cabo tomando una alicuota de 50 pL recién
descongelada a la que se le anadio ¢l volumen de la suspension de DNA transformante.
Se mezeld suavemente y se introdujeron las células en una cubeta especial para el
electroporador (Electroporation Cuverre 1mm. EQUIBIO). La cubeta se introdujo en el
electroporador GENE PULSER® de BIORAD y se sometieron las células a un pulso
eléctrico en las siguientes condiciones:

Voltaje 2.5 KV
Capacitancia 25 pF
Resistencia 200 Q
Tiempo 4,8 mseg

Tras lo cual se anadié | mL de LB y se incubaron durante 30 min a 37°C.
Transcurrida la incubacion, se centrifugaron las células a 6.000 r.p.m. durante 10 min se
climiné el sobrenadante, se resupendieron en el volumen deseado de LB (100 pL por

placa de siembra) y se sembraron en placas selectivas LBA.
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11.2.Técnicas en levaduras

11.2.1.Método de acetato de litio

Para la transformacion de levaduras por este método (Ito er al., 1983), se tomd
un cultivo de 10 mL a una ODggo = 0,6 y se centrifugd a 5.000 r.p.m. durante 3 min. Las
células precipitadas se lavaron con 5 mL de agua estéril y se centrifugaron de nuevo. El
sedimento se resuspendio en 1 mL de buffer LiAc-1xTE 0,1M (preparado a partir de
soluciones stock IXTE y LiAc IM pH 7,5) y se pasé a un tubo Eppendorff estéril. Se
centrifugd 15 segundos a 13.000 r.p.m. y las células se resuspendicron en un volumen
adecuado (100 pL. - | mL) de buffer TE-LiAc.

Para cada transformacidn se prepard la siguiente mezcla:

100 pL de células resuspendidas en TE-LiAc

5 pL de DNA de salmén (carrier) sonicado de Sigma a una concentracién de 10
mg/mL

30 puL de DNA transformante

Se mezelo todo en el vortex y se aiadieron 600 pL de una solucion estéril de
PEG 4000 al 50% (P/V). Se agité nuevamente en ¢l vortex y se incubé 30 min a 30°C y
con agitacién. Transcurrido este tiempo se efectud una nueva incubacion de 15 min a
42°C sin agitacion para inducir un choque térmico. Se precipitaron las células mediante
centrifugacion y se lavaron en 1 mL de agua estéril. Se centrifugd nuevamente para
climinar el sobrenadante. Las células se resuspendieron en 100 pL de agua bidestilada
estéril para ser sembradas en las placas selectivas adecuadas.

En el caso de la transformacién para la obtencién del nulo de KIHEMI2, ¢l
protocolo fue modificado anadiendo un periodo de incubacién en medio no selectivo

durante 6 horas, antes del sembrado final en placa selectiva.

Preparacion del buffer LiAc-1xTe 0,1 M:

1xXTE estéril 9 mL
Acetato de Litio IM a
I mL
pH7.5
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12.MEDIDAS DE ACTIVIDAD BETA-GALACTOSIDASA

12.1.Consideraciones iniciales

El gen lacZ de E. coli, primero del operon lac, codifica la beta-galactosidasa, que
hidroliza de manera natural a la lactosa para rendir glucosa y galactosa. Cominmente,
también se emplea en biologia molecular para la hidrolisis de una amplia variedad de
beta-D-galactésidos que incluyen a los sustratos cromogénicos sintéticos incoloros que
dan lugar a un producto coloreado cuando son hidrolizados.

Los genes de levaduras cuyo producto natural no es facilmente medible, a
menudo son fusionados con una porcion funcional del gen lacZ de modo que se pueda
observar cuantitativa o cualitativamente la regulacion de la expresion del gen en
cuestion. Como sustrato cromogénico se emplea el o-nitrofenil-B-D-galactopiranosido
(ONPG) (Sigma®), compuesto incoloro que tras la hidrélisis rinde galactosa (también
incolora) y o-nitrofenol, de color amarillo. El incremento de la absorbancia a 420 nm
con el tiempo es una medida de la actividad del gen.

Existen dos métodos basicos para los ensayos in vitro de beta-galactosidasa en
levaduras, y se diferencian principalmente en el método de preparar el material para el
ensayo. En un procedimiento se prepara un extracto crudo de proteinas y la actividad se
normaliza respecto a la proteina total ensayada. En el otro, las células son
permeabilizadas para permitir que el substrato penetre en ellas, y la actividad se
normaliza respecto del nimero de células utilizadas. Ya que en este trabajo se han

empleado ambas técnicas, se realiza una descripcion de cada una de ellas.

12.2.Ensayo con extracto crudo (Rose & Botstein, 1983)

Se prepard un cultivo de 10 mL de las células a analizar, se dejo crecer en
agitacion y a 30°C hasta una OD a 600 nm de 0,8. Seguidamente se centrifugé durante 5
minutos a 4.000 r.p.m. Se mantuvieron los tubos en hielo desde este punto en adelante.
A continuacion se lavo el precipitado con | mL de tampon Z (Na;HPO; 60 mM,
NaH,PO4 40 mM, KCI 10 mM, MgSO; | mM y B-mercaptoetanol 50 mM) y se
centrifugd de nuevo. Posteriormente se anadieron 250 pL. de tampon Z y 0.5 gr de
perlas de vidrio (Acid-Washed Glass Beads, 425-600 microns. Sigma™), se realizaron
tres pulsos de 30 segundos en el vortex manteniendo los tubos medio minuto en hielo
antes del siguiente pulso. Se recogid el sobrenadante con una pipeta Pasteur y se paso a

un tubo Eppendorff. se lavaron con 750 pL. de tampdn Z las perlas empleadas y se
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anadié este volumen a los 250 pL anteriores. Se centrifugaron a 4°C durante 5 minutos a
4.000 r.p.m. Se tom6 ¢l sobrenadante y se centrifugd a 4°C durante 5 minutos a 13.000
r.p.m. Se transfirié de nuevo el sobrenadante a otro tubo. El extracto proteico obtenido,

se mantuvo en hielo hasta la medida de la actividad beta-galactosidasa.

12.2.1.Medida de la concentraciéon de proteina (Bradford, 1976)

Se preparé para cada medida, un tubo Eppendorff con 990 pL de agua y se
anadieron 10 pL del extracto obtenido. Se retiraron 400 pL de la mezcla y se agregaron
200 pL de reactivo colorante (Bio-Rad Protein Assay. Dye Reagent Concentrate:
Phosphoric acid and Metanol. Bio-Rad®). Se midi6 la absorbancia de la mezcla a una
longitud de onda de 595 nm.

Para preparar la recta patrén se emple6 una solucion de proteina de
concentracion conocida: Sero-albimina Bovina (Sigma”) 1 mg/mL. Se prepararon una
serie de tubos a concentraciones de 2,5 -5 - 7,5 - 10 - 12,5 ete... pg/mL afiadiendo 2,5 -
5-7.5 ... pL de solucién proteica en 997.5 - 995 - 992.5 ... pL de agua. Se trataron los
tubos del mismo modo que los del extracto experimentado. Finalmente se representd en
una gréfica los valores obtenidos de absorbancia a 595 nm frente a las concentraciones
conocidas. Se obtuvo ademds una recta de regresion que permite conocer las

concentraciones de las muestras a partir de su valor de absorbancia.

12.2.2.Medida de la actividad beta-galactosidasa

Se preparé un tubo de ensayo por cada muestra en el que se anadieron 900 6 950
pl de tampén Z, junto con 100 6 SO pL de extracto, segin la actividad esperada sea
baja o alta (es aconsejable realizar una prueba inicial con las dos cantidades para decidir
cual de ellas es la mds apropiada para el experimento). Se anadieron 400 pL. de ONPG
(4mg/mL en tampén Z) y se introdujeron los tubos en un bano a 30°C con agitacion
moderada. Se incubaron de este modo hasta observar un cambio en la tonalidad de la
mezcla que pasé de transparente a amarillenta. Se anoté el tiempo transcurrido en
minutos. En este momento se pard la reaccion de hidrélisis mediante la adiccion de 400
pL de Na,CO; 1,25 M. Se midid la absorbancia de la mezcla a una longitud de onda de
420 nm.
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12.2.3.Expresion de la actividad enzimatica

La actividad enzimatica se calcula por la siguiente formula:

Actividad enzimdtica z(

A,y }x / 6{ nmol ONPG ]

0,0045xTxPxV mg Proteina X min

Donde:
Ay: es el valor obtenido de la medida a 420 nm
T: es el tiempo transcurrido en minutos desde que se introduce el tubo a
30°C hasta que se detiene la reaccion con Na,COs.
P: es el valor de concentracion de proteina total.
V: es el volumen ensayado para la medida en mL (50 6 100 pL

normalmente).

12.3.Ensayo con células permeabilizadas (Guarente, 1983)
Se prepard un pre-indculo de la levadura deseada y se dejo crecer toda la noche,
Al dia siguiente, se inocularon 11 mL de un nuevo cultivo y se dejaron crecer a 30°C y
con agitacion hasta una OD a 600 nm de 0,8-1.
Se tomd | mL de células para medir con un espectrofotometro su OD a 600 nm;

se anotd y conservo esta medida.

12.3.1.Medida de la actividad beta-galactosidasa

Los 10 mL restantes se centrifugaron a 4.000 r.p.m durante 5 minutos. Se
eliminé el sobrenadante y se lavé el precipitado con | mL de tampdén Z (NaxHPO, 60
mM, NaH;PO4 40 mM, KCI 10 mM, MgSO4 1 mM y B-mercaptoetanol 50 mM). Se
centrifugd de nuevo 5 minutos, se elimind el sobrenadante y se resuspendieron las
cClulas en 2 mL de tampon. Se anadieron 110 pL de cloroformo y 175 pl. de SDS al
0.1%. Se agité fuertemente en el vortex durante 15 segundos. A continuacion, se
incubaron los tubos a 30°C con agitacion, de 5 a 10 minutos. Seguidamente, se
aiadieron 440 pL de ONPG (4 mg/mL en agua bidestilada). Se dejé transcurrir el
tiempo hasta que se observé un ligero cambio de tonalidad hacia el amarillo; se tomo
en este momento una muestra de | mL que se verti6 en un tubo marcado como T1 que

contenia 500 pl de Na:CO; IM para detener la reaccion de hidrolisis del ONPG.
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Cuando se observd un cambio mayor de coloracion, se tomé una segunda medida
marcada como T2,

Se centrifugaron a continuacién los tubos T1 y T2 durante 5 minutos a 13.000
r.p.m y se transfirio el sobrenadante a un tubo limpio, Se midio la densidad optica a 420

nm para cada tubo,

12.3.2.Expresion de la actividad enzimatica

La actividad enzimdtica queda expresada por la siguiente formula:

A, ][ nm ONPG ]

oD, xVxT

i)

ml x min

Actividad enzimdtica = [

Donde:
. : . % i)
AA4q: es el incremento de absorbancia por unidad de tiempo (min )
T: es el tiempo de reaccion en minutos

V: es el volumen de cultivo en mL (10 mL).

13.TECNICAS DE SECUENCIACION
13.1.Secuenciacion  automatica  empleando  oligonucleétidos

sintéticos marcados *“cebadores calientes™
Para la secuenciacion automatica empleando cebadores marcados se utilizo el kit

comercial 7-deaza-d-GTP de Amersham® Biosciences. En esle caso se prepararon 4
tubos (A, C, G y T) por cada muestra a secuenciar y se aiadié a cada tubo 2 pL de cada
una de las mezclas A, C, Gy T y 6 puL de una mezcla compuesta por 8 pg de DNA y 1.5
pL del cebador marcado con una concentracion de 1,2 pmol/uL, completada con agua
destilada hasta un volumen final de 26 pl.. A continuacién, estos 4 tubos se sometieron
a una reaccion de PCR empleando ¢l siguiente programa:
® | CiClO mmp 3 min a 95°C (desnaturalizacion inicial),
e 30 ciclos=—=p [ 30 seg a 95°C (desnaturalizacion).

30 seg a X°C (hibnidacion).

30 seg a 72°C (elongacion).

* |ciclo == mantener a 4°C (hasta afadir solucién de parada)
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En donde “X" es la Ty, (melting temperature o temperatura de fusion) especifica
y calculada segun la secuencia de los cebadores. Finalmente se le anadieron 4 pL de
solucion de parada (“formamide loading dye”) a cada uno de los tubos y se guardaron a
—20°C antes de ser desnaturalizadas durante 3 minutos a 95°C y ser cargadas en un gel
de poliacrilamida Ready mix gel, ALF.™ grade al 6% de una mezcla de

acrilamida/bisacrilamida proporcionado por Amersham-Pharmacia-Biotech.

13.2.Secuenciacion  automatica  empleando  oligonucleétidos

sintéticos no marcados ““cebadores frios”

Para la secuenciacion automidtica empleando cebadores no marcados se empled
el kit comercial Termo Sequenase™ Cy™ 5 Dvye Terminator Kit de Amersham®
Biosciences. En esta (écnica en vez de utilizar oligonucledtidos marcados se emplearon
desoxinucledtidos marcados. La mezcela general de secuenciacion contenia:

4-5 pmol de cebador

3.5 uL. de tampdn 150 mM Tris-HC1 pH 9.5, 35 mM MgCl,

2-4 ng de DNA

| uL de sequenase 10U/uL

agua destilada hasta completar un volumen de 27 pl

Posteriormente se prepararon 4 tubos (para cada nucledtido A, C, G y T) por
cada muestra a secuenciar en los que se anadio:

0.4 pL de la mezcla de nucledtidos de cada dATP, dCTP, dGTP y dTTP, cada
uno a una concentracion final de 1.1 mM

1.4 puL de agua destilada

0,2 puL del dANTP correspondiente a cada tubo
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El programa de la PCR de secuenciacion fue el siguiente:
e 30 ciclos 30 seg a 95°C (desnaturalizacion).
30 seg a X°C (hibridacion).
80 seg a 72°C (elongacion).

En donde “X” es la T,, especifica previamente calculada. Una vez finalizada la
reaccion, se le anadio a cada tubo:

2 ul. de AcNH;7.5 M

2 pL de solucion de glucogeno 10 mg/mL

30 pL de etanol al 100% frio

Se mantuvo durante una noche a -20°C. Al dia siguiente se centrifugaron los
tubos a 13.000 r.p.m. durante 15 min. El precipitado se lavo con 200 pL de etanol al
70% frio y se volvieron a centrifugar durante 5 min a 13.000 r.p.m. El precipitado se
dejo secar a temperatura ambiente durante 10-15 min y se resuspendio en 8 plL de
solucién srop y se mantuvo a —20°C hasta el momento en que las muestras se¢
desnaturalizaron a 72°C durante 2 min para ser cargadas en un gel de secuenciacion de
poliacrilamida  Ready mix gel, A.LF.™ grade al 6% de una mezcla de
acrilamida/bisacrilamida proporcionado por Amersham-Pharmacia-Biotech.

Las secuenciaciones automdticas descritas se llevaron a cabo a través de los
Servicios Generales de Apoyo a la Investigacion de la Universidad de A Coruia. En
algunos casos se acudio directamente a la empresa Sistemas Gendmicos (Paterna-

Valencia).

13.3.0ligonucledtidos empleados

Los oligonucledtidos especificos empleados en los distintos experimentos
aparecen descritos a lo largo del apartado de resultados de la presente Tesis.

Para secuenciar los insertos de la genoteca de K. lactis presentes en el vector
pAB24 (materiales y métodos) se disenaron los oligonucledtidos  Tetral
(GCTTCGCTACTTGGAGCCACT) y Tetra2 (GCTTCGCTACTTGGAGCCACT) que hibridan
especificamente en las posiciones +242 y +372 de dicha secuencia. A partir de este
momento las posiciones de todos los cebadores se describen en relacion al ATG,

considerando como posicion +1 la A.
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Para la secuenciacion de las construcciones de las deleciones del promotor en el
vector pXW1 se diseiio el oligonucledtido 70LacZ (TCGCACTCCAGCCAGCTTTCC) que

hibrida en la posicion +227 del gen lacZ de dicho vector.

14.TECNICAS ELECTROFORETICAS

14.1.Preparacion de los geles de agarosa
Para el andlisis de los productos de PCR y de las digestiones se prepararon geles
de agarosa de SERVA a porcentajes entre 1-1.2 % en buffer 1xXTAE (Tris-Acetato 0,04
M, EDTA 0,1 mM y Acido Acético 30 mM). Tras anadir a las muestras 1/10 del
volumen de azul de carga, éstas se cargaron con el gel sumergido en ¢l tampdn de
electroforesis (1xTAE). El voltaje utilizado fue de 80-100 V y el tiempo de migracion

dependio de la concentracion del gel y de su tamano.

Azul de carga
IXTAE 7 mL
Glicerol ImL
Azul de bromofenol 2,5 mg

Xilen-cianol 2.5 mg

14.2.Tincion de los geles y visualizacion de los mismos
Para observar ¢l DNA se procedio a la tincion de los geles con bromuro de etidio
(10 mg/mL) y a la visualizacion tras exposicion a luz ultravioleta en un transiluminador
Vilber Lourmat. Las fotografias de los geles fueron obtenidas con una camara digital
Kodak DC40. El andlisis de la imagen para su cuantificacion se hizo mediante el

programa Kodak Digital Science 1D.
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15.SOPORTE INFORMATICO
Se utilizaron los siguientes programas como apoyo al diseno de experimentos y

analisis de resultados.

15.1.Anilisis de secuencias
DNAsis HITACHI™
Utilizado para analizar secuencias de DNA resultando de gran utilidad para
realizar mapas de restriccion, bisquedas de estructuras secundarias o de regiones

codificadoras.

CHROMAS version 1.45

(Conor McCarthy, School of Healter Science. Griffith University, Gold Coast
Campus. Southport Queensland. Australia).

Programa empleado para el andlisis de los cromatogramas obtenidos en las

reacciones de secuenciacion automaticas del DNA.

15.2.Diseno de oligonucledtidos sintéticos
OLIGO(Molecular Biology Insights Inc. Colorado-USA)
Permite el disefio de oligonucledtidos sintéticos para luego ser sintetizados y

empleados como cebadores en reacciones de secuenciacion y de PCR.

También se utilizaron las siguientes bases de datos y accesos a paginas de

andlisis.

15.3.Analisis de homologia de secuencias de genes

NCBI  (National  Center  for  Biotechnology  Information)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Dentro de esta pdgina de Internet se encuentra alojado PubMed. una base de
datos de publicaciones que permite hacer busquedas bibliogrificas por tema, autor,
palabra clave,... Esta pagina permite ademds buscar secuencias de DNA, proteinas,
ESTs (Expressed Sequence Tags).... de diversos organismos y realizar andlisis de

biisquedas de homologia y alincamientos entre distintas secuencias.
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SGD (Saccharomyces Genome Database) htp:/genome-
www stanford.eduw/Saccharomyces/

Base de datos de la levadura S. cerevisiae, permite consultar informacion acerca
de cualquier gen de esta levadura y hacer analisis de secuencias compardndolas con las

de su base de datos.

GENOSCOPE htip://www.genoscope.cns. fr/

Base de datos de genoma de distintos organismos, entre ellos levaduras

(Genolévures), donde se encuentra el de K. lactis.

ExPASy (Expert Protein Analysis System) hup://us.cxpasy.org/

Servidor de biologia molecular del SIB (Swiss Institure of Bioinformatics) donde
se encuentran alojadas una gran variedad de herramientas para el andlisis de secuencias.
Algunas de las empleadas en este trabajo son el CLUSTAL W de EBI (European

Bioinformatics Institute) (Thompson et al., 1994y, PredictProtein (Rost. 1996).
15.4.Bisqueda de secuencias consenso de factores transcripcionales
La prediccion de las secuencias consenso de union a factores transcripcionales

en promotores de genes se realizd empleando los siguientes programas informdticos:

MATCH www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/match/match.cgi

TFSEARCH Search Result™ hup://www.cbre.jp/research/db/TESEARCH.html

TRANSFAC™ Matlnspector version 2.2,  hup:/transfac.gbf.de/cgi-

bin/matSearch/matsearch22.pl

RSA TOOLS hup://www.ucmb.ulb.ac.be/bioinformatics/rsa-tools/
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15.5. Tratamiento de imagenes
Kodak Digital Science 1D
Programa informdtico que no sélo permitio fotografiar el DNA 6 RNA de los
geles de agarosa tenidos con bromuro de etidio sino que también permitio la

cuantificacion del DNA.

Quantity One® version 4.5.2
Sotfware informdtico de andlisis de imagen de BIORAD Laboratories Inc.

Permite adquirir imdgenes, editarlas y cuantificar bandas y objetos.

15.6.Analisis cuantitativo de los niveles de expresion
Image Quant version 5.0
Programa informitico empleado para la cuantificacion de los niveles de
expresion obtenidos tras escanear las pantallas de fosforo de los experimentos de

northern blot radiactvos.
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CAPITULO 1:

CLONACION Y CARACTERIZACION
DE LOS GENES KIHEM12, KIHAPI y
KISRBI0



Clonacion y caracterizacion de los genes KIHEM12, KIHAPI y KISRB10

LINTRODUCCION

Como primer objetivo de esta Tesis de doctorado se propuso clonar una serie de
genes de Kluyveromyces lactis que reunian dos caracteristicas. La primera de ellas es
que estuviesen relacionados con la biosintesis de hemo o su regulacion. La segunda es
que su clonacién pudiese llevarse a cabo partiendo de informacion parcial de sus
secuencias, disponible por aquel entonces, en las bases de datos. En el ano 2.000 se
publicé la primera informacion sobre la secuencia parcial de una serie de genes de K.
lactis obtenida mediante secuenciacion al azar (Bolotin-Fukuhara er al., 2000). Esta
fuente de informacién incentivé y permitié a Silvia Diaz Prado, que en esos momentos
desarrollaba su investigacion en el laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular de
la Universidad de A Corufia, a poner a punto una estrategia de clonacién, que resulto
muy (itil para nuestros propdsitos. Esta técnica ha sido posteriormente publicada con la
denominacién de DChyPCR y se describe en la seccion de materiales y métodos (Diaz-
Prado et al., 2004).

Entre los genes seleccionados para su clonacion en este trabajo se encuentra
KIHEM 2 de la ruta de biosintesis de hemo. De los genes restantes. KIHEM] ya habia
sido previamente clonado en el laboratorio (Gonzilez-Dominguez er al., 1997) y de los
otros 6 no existian datos sobre su secuencia. Como potencial regulador de la biosintesis
de hemo se selecciond al gen KIHAPI que es un regulador transcripeional que responde
a hemo (Zhang & Hach, 1999). Se incluyd también KISRB10 ya que se sabia que ¢l gen
SRB10 de Saccharomyces cerevisiae codifica para una quinasa dependiente de ciclina
(Liao et al., 1995) que interviene en distintas rutas de regulacion transcripeional.
Ademis, datos de nuestro laboratorio lo habian relacionado con la regulacion hipoxica

(Cadahia-Rodriguez, 1996: Becerra et al., 2002).

2.CLONACION DE KIHEMI2

El grupo hemo tiene una gran importancia en las funciones biolGgicas
dependientes de oxigeno. Existen numerosas proteinas encargadas del transporte de
oxigeno, prevencién del daiio oxidativo y del transporte de electrones, que utilizan
hemo como grupo prostético. Ademas, el grupo hemo también regula la expresion de
varios genes a través de su accion sobre factores transcripcionales de regulacion

especifica (Zitomer & Lowry, 1992: Pinkham & Keng, 1994).
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La biosintesis de hemo en levaduras no convencionales, como K. lactis, no esti
todavia completamente estudiada, A continuacion se describe la clonacion del gen

KIHEM 12 que no habia sido previamente caracterizado.

2.1.Descripcion de la clonacion de KIHEM12 mediante la técnica de

DCbyPCR

En S. cerevisiae, la enzima uroporfirindgeno descarboxilasa (URO-D) esta
codificada por el gen HEM12 (YDR047W) y cataliza el quinto paso de la sintesis de
hemo, convirtiendo el uroporfirindgeno [l a coproporfirindgeno III. Se encuentra
localizado en el brazo derecho del cromosoma IV a una distancia de 4.232 nt del gen
ScHEM 3, que codifica la enzima implicada en el siguiente paso de la ruta de sintesis
de hemo. El creciente interés por la levadura K. lactis, ha generado la aparicion de
numerosos trabajos relacionados con esta levadura. Entre ellos destaca el proyecto
Genolévures, cuyo objetivo ha sido la obtencion de la secuencia completa del genoma
de varias levaduras no convencionales, entre ellas K. lactis. En las primeras
publicaciones relativas a este proyecto (Bolotin-Fukuhara er al., 2000) se encontraron
dos secuencias de K. lactis homologas a la de ScHEMI2, de 854 y 767 pb
respectivamente, (BAOABO29H03 y BAOABOITAO7) y que se solapaban.
Superponiendo ambas, se obtuvo una secuencia de 1.391 pb que no contenia una region
codificadora completa (ver figura 4) pero que resulto util como molde para el diseio de
los cebadores ECV76 y ECV77, cuya secuencia aparece descrita en la tabla 4 y su
posicion senalada en la ligura 4.

Estos cebadores amplifican por PCR un fragmento de 489 pb a partir de DNA
genomico de K. lactis y se utilizaron en todas las reacciones de PCR que se describen en
el esquema de la figura 4. La temperatura de hibridacién elegida entre el DNA molde y

los cebadores fue de 45°C.
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TGAGGT
GAAGAATGGT CG

AATTCTT GTGCCAACAG

[]

Figura 4. Sccuencia parcial de KIHEM 2 obienida tras unificar las secuencias parciales BAOABO29HO3
y BADABO11A07. El oligonucledtido ECV76 aparece en negrita y ECV77 (secuencia complementaria)
aparece en negrita y subrayado.

Tabla 4. Listado de los oligonucledtidos empleados para el método de DChyPCR y secuenciacion
mediante Primer Walking del clon pAB24KIHEM 2.

Nombre Secuencia5 — 3 Hebra
ECV76 TGAGGTGAAGAATGGTCG Watson
ECV77 CCTGTTGGCACAAGAATT Crick
ECV106 TTGATCGCTCCAAGTTCG Watson
ECV107 CTGGTAAATAACGTCCAGCCT Crick
ECV108 GAAGATTACTGACGTTGCGGT Watson
ECV109 GGGATCATGGTACGCACTAGA Watson
ECV112 TAAACCAGCCTGGTTCGG Watson
ECV112-bis GATGAATCGTTGAAAACGTCC Watson
ECV113 TGCAAAGAAGAAAGGATCTCAT Crick
ECV113-bis CAATCATAGACGTACAAGTCATTC Crick
ECV126 GCTCAAAGAAGTGTGGATTCC Watson
ECV144 TTGATTCAATGGGCATTCA Crick
ECV145 CCAAGAATTTTTCGGGGC Watson

Mediante el uso de la técnica DChyPCR (Diaz-Prado et al., 2004) descrita con
detalle en la seccién de materiales y métodos, se llegd a la obtencion de un clon de
KIHEM12. Como material de partida se empled una genoteca de K. lactis construida a
partir de DNA gendmico de la cepa Y1140 en el vector pAB24 y que se denomin6

genoteca Chiron (materiales y métodos).
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Paso 1. Comprobacion de que la genoteca empleada
es portadora de un clon de KIHEM]2. Se emplean
oligonucledtidos  especificos  de  manera  que
amplifiquen tnicamente la banda deseada y no
hibriden en el vector pAB24.
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Paso 2. Amplificacion de la genoteca (8
transformaciones) y realizacién de réplicas (3 de cada
placa). Extraccion de DNA plasmidico del conjunto
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Paso 3. PCRs con grupos de preparaciones
I 2 3 5 6 7 8 Gewm d

correspondientes a todas las réplicas C de cada
transformacién. El clon buscado, KIHEM2, estd
presente en varios grupos, pero se continud la
comprobacion tinicamente con el nimero 1.

PR

Paso 4. PCRs con las minipreps de las ocho placas
del grupo 1. Resultado positivo en la placa 5. Como
control: DNA genémico.

Paso 5. Sectorizacion de la placa 5 de la
transformacion nimero | y extraccion de DNA de
cada sector para comprobar por PCR la presencia del
clon.

Paso 6. Siembra de la totalidad de las colonias
pertenecientes al sector 3, miniprep individual de
cada una y comprobacién por PCR. El clon positivo
estd en la colonia nimero 80.

Paso 7. Aislamiento de colonias del candidato
positivo. Comprobacién mediante PCR.

1

23456T7T8910011012¢

IR £

Figura 5. Esquema de la estrategia DChyPCR mostrando la clonacion del gen KIHEM 2. Los productos
de PCR fueron visualizados en geles de agarosa tenidos con bromuro de etidio. Como marcador de
tamanos de los fragmentos se emple6 el DNA del fago A digerido con BstEIl (Lambda DNA-BsEIl

digest de Biolabs citado en Daniels er al., 1983).

El clon obtenido fue denominado pAB24KIHEM 2 y el procedimiento seguido

para su aislamiento e identificacion aparece esquematizado en la figura 5.
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Las dos hebras del clon pAB24KIHEMI2 fueron secuenciadas empleando la
estrategia de primer walking (McBride er al., 1989) por secuenciacion automitica
utilizando el método de Sanger (Sanger er al., 1977) hasta obtener una secuencia de
KIHEM12 completa. Dicha secuencia, de 2.939 pb, fue enviada a la base de datos de
EMBL con el nimero de acceso AJ496574. Contiene una regién codificadora de 1.110
pb, una region 5" de 989 pb y una region 37 de 840 pb (figura 6).

Mediante BLAST2 sequences (Tatusova & Madden., 1999), se realizaron analisis
de la region codificadora traducida a proteina que revelaron una alta similitud con otras
proteinas URO-D. Los mejores resultados se exponen en la tabla 5. Se observa que la
URO-D de K. lactis no sélo es similar a otras URO-D de hongos, sino también de
vertebrados, aunque la similitud mds alta (82%) la presenta al compararla con la de S.

cerevisiae, lal y como se puede ver en la tabla 5.

Tabla 5. Homologia entre URO-D de Kluyveromyces lactis y otras URO-D de diferentes origenes.

Fuente Proteina Solapamiento Tdentidaites: | Postiives
Saccha romyces URO-D 359 82 90
cerevisiae
Neurospora crassa ORF hipotética 363 59 74
Schizosaccharomyces probable URO-D 171 54 7
pombe
Danio rerio URO-D 359 54 69
Homo sapiens URO-D 367 50 68
Ovis aries URO-D 355 51 68
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GACACCATTA GCAGAATCAT CAGATACCTC AATAAACTTT GACTTTTICG ATATCTGCTC -930
GACTCTTTGC AACAAATAGT CATGTACATT ATCATTGAAA TGAGAAGTGT AAGGATGAGG -870
TTTCTCGGTA ATGACTTGTA AATCATGCCA AGCTGCATCT AACAATGAAT TTGATGACTT -810
ATCATCTGGT AAGTTTGACT TATATTTATT AGCATCGAAC CATGTCAGTA TACTAATAAC -750
CARRRCAGTA AGCACAAACA AGGTGCTAAC GGTGGTCTTC CTAAACTTGA AAGTAGACCG -6%90
AARATAATTG GCCATCATTA TAGTTGGACC AGGGAAAGAA AGAGCAGCCC TGAACGATCA -830
CCCGCTAATT TCTAAGARAT TGTAGGTGCT TGTCAAACAC TTATTRATAA AACGAATGGA -570
ATRATACCTC TCTTTATCAG TTCTATTGAT TTATTGTGAC TGAAAACCCT TAAGTICTIGTT -510
TTIGGTTTTAA TTGTACATAT TTCGATTATA CTCATCTTCT CGAATGATAA CTAGATAAAG -450
AARACGTACA TATACACAGA GAAAAGGGCA TTGACGAAGC TTTGCAGCCT TTAAAAGTCT -390
CCAATAACAG AGTATTCATT AATCATAGGT ATGTGCGTGT TCTACTCTITG TCTATCCTGT -330
AGCTCATCCT TATTCCTTCT CGAGCATGTA TTGGCGTCTT ATTTGAAGAA CTCACGTGCC -270
GAGAAAGAAA TTATGTTACC CTGAAAATAG ATACTGGAGA GGAARACATC AAACCCGTIGC -210
ATGGTGATAA CAGATGTGCC ATGCAAATTT CCTCGAGACC TTTTGGGGAC AATAGTTCAT -150
GCATATACGA CCTGCATGGA CGTTCTTAAT AACAACGATT ATCTGTACCA TTGAAATTIG -90

CTCTTCTACA TTCAGGTCTT AGTAGTTITTC TTITTCGGTTA AGAGTGCAGG TTTACTGAAA -30

AGTGAAACAT ACAAAGACTC GTCGTCAAGA TGCAAGTACA GAATGTTGAT CGCTCCAAGT +31

TCGCTCCAAT GAAGAATGAT TTGATGCTCA GAGCAGCTTT AGGTGAGAAG GTTGAAAGAC +91

CACCATGTTG GATTATGAGA CAGGCTGGAC GTTATTTACC AGAATACCAT GAGGTGAAGA +151

ATGGTCGTGA CTTTTTCGAG ACATGTCGTG ATGCAGAAAT TGCTTCAGAA ATTACTATTC +211

AGCCCGTGAG ACGTTACGCC GGTTTATTGG ATGCAGCCAT TATCTTCAGT GATATTICTTG +271
TGATCCCTCA GGCCATGGGT ATGAAAGTTG AGATGGTTGA GGGGAAAGGC CCTCATTTCC +331

CGGAACCGTT GAGAACTGAA GAGCAACTAC AARAGGTATT GGATTATAAG GTCAACGTTT +391

TAGACGAACT AGAATGGGCC TTTAAAGCTA TCACTATGAC TCGTACTAAR TTGGACGGCC +451

BAGTGCCTTT GTTAGGTTTC TGTGGTGCTC CATGGACGTT ATTGGTTTAT ATGACCGAGG +511

GIGGTGGATC GCGTTTATTC AGATTCGCTA AGCAATGGTT AARACGAATCG CCAGAATCAT +571
CGCATAAATT ATTACAGAAG ATTACTGACG TTGCGGTCGA ATTCTIGTGC CAACAGGTAG +631
TTGCTGGTTG TCAGATGCTT CAAGTGTTTG AAAGTTGGGG TGGCGAGTTA GGCTCTCGTG +691
ATTTCGACGA GTTCTCTTTA CCGTACCTAA AGCAAATTGC GGAAAGAGTT CCACCAAGGT +751

TARAGCAGCT GGGTATCGAA GAACGTGTTIC CAATGGTAGT ATTCGCCAAG GGATCATGGT +811
BCGCACTAGA CAAACTATGT GACAGTGGCT ATAATGCAGT TTCTTTAGAT TGGTCATGGG +871
ACCCTGCAGA GGCAGTAAAG ATCAACAGTG ACCGTIGTTAC CTTACAGGGT AATTTGGACC +931
CTGGTGTAAT TTACGGTTCG GATGAGATTA TTACCAAGAG AGTCACTGAA ATGGTTCATG +991
GTTTCGGCGG AGGTAAGCAA CATTACATTG TARACTTTGG ACATGGTACC CATCCATTICA +1051
TGGATCCAGA GAAGATCAAA TTCTTTITGC AGGAATGTCA CAGAGTCGGT AGTCAATAMA +1111
TCTATCAAAA ATCGGAAATA GACTACTACC TTTCTGCATC CAATTTATTIT CATGTATATA +1171
CCATTTCATT CTGTTTAATA CATACTGATG TCAGTAAATC CATTTTITTITA CCCTGCTTAG +1231
TIGATCAAGT CTGGTCATGT ATGGTTTTTT ACTTCAATGT ACTTTATTTA TAGTGAAACC +1291
TIGATATTITC AAAGTTTGTT ACTTCAATAA ATCTTICTITCA TTCATGAAAR CTTGCCATCA +1351
CACAGTGAAA CGTTTTAAAR GAGGTGTTAA AGAGCTCAAA GAAGTGTGGA TTCCCTGARAC +1411
TGATGTCCGA CAGAATACAA AAGAATGACT TGTACGTCTA TGATTIGTCT GATGAGATCC +1471
TTTCTTCTTT GCAGTTGATA TCTTTCGACT CTGATATGAA TGAGGTTAAA GIGGTCCATT +1531
CTGATGTAGA AATCGAAAAC AAAAAGGAAR TTGAGGTTAA AACAGTACCT TCATGTGCTT +1591
CATGTGGTAT TAATGCATTT CCTAATGATA ATTCTGATCC TCGATATCAT TTTAARACTG +1651
ATTTACACAA ATTCAACATA AAAAGAAGAG TTTACGGTTT ATCTCCAGTC GATGAGCAAG +1711
AGTTTAGGCA GTTGATTAAA AGTAAAGAAA CAGCCACTGC AGAAGATTCT GACAGTGATT +1771
CTTTATCTGG TGAGGATGAT GAGACAGATG AAATAGAAGA AGATGATATT TCTACAAGAG +1831
GAGGAGAGCA GTTGACAGCA ATTCTICGAGC ATGAACTCCA GGATTTGATG ATCAATGACA +1891
ACCAARCGGG ACCCGTTTCT CATTTAAACA CACAATCTCC TTTAATATTC ATGCATICT +19851

Figura 6. Secuencia de KIHEM2 enviada a la base de datos con el nimero de acceso AJ496574, Los
codones de inicio y terminacion aparecen resaltados en negrita y subrayados.
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En figura 7 se recoge un alinamiento CLUSTAL W (Thompson er al.. 1994)
entre la proteina URO-D de S. cerevisiae y la region codificadora de KIHEMI2

traducida a secuencia de aminoacidos

12 KOTA

PRLEKQLC

cEEE B AR EERSERAARREARE SR . GEEEMGEEE seddes

Figura 7. CLUSTAL W (Thompson ef al.. 1994) entre las secuencias proteinicas de ScHem12p (URO-D
de S. cerevisiae) y KIHem12p (URO-D de K. lactis)

2.2.Subclonacion de KIHEM 12

La secuenciacién realizada permitié conocer que el clon pAB24KIHEMI2
contenia, ademds del gen KIHEMI2. otras regiones adyacentes, por ello se decidid
subclonar una region de 2.665 pb, que incluyese la region codificadora, promotora y
terminadora, en otros vectores que fuesen ttiles para el andlisis funcional del gen. La
subclonacion se llevo a cabo mediante PCR. Se utilizaron los oligonucledtidos ECV 168
(CATCATTATAGTTGGACCAGG) y ECV169 (ATAAGCCCCGAAAAATTCTTG) que hibridan
en las posiciones -678 y +1.987. La temperatura de hibridacion seleccionada fue de
50°C.

Tras realizar una PCR con estos oligonucledtidos empleando Tag DNA
polimerasa de elevada fidelidad y como molde de la reaccién, DNA gendmico de la
cepa Y1140, el fragmento amplificado fue clonado en el vector comercial pGliM*-

TEasy denomindndose a esta construccion TEasyKIHEM 2. A partir de este plasmido,
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se liberd el clon de KIHEM 12 mediante una digestion con Spel y Notl que cortan en el
MCS del vector pGEM"™-TEasy. El fragmento liberado fue clonado (ver materiales y
métodos) con posterioridad en los sitios Nhel y Xmalll (compatible con Notl) del vector
pSKI, vector de expresion en K. lactis y en §. cerevisiae, denomindndose a esta

construccion pSKKIHEM 2.

2.3.Analisis funcional de KIHEMI2 en Saccharomyces cerevisiae.
Complementacion de mutaciones hem12 de distintas cepas de

S. cerevisae

Ya que el porcentaje de similitud entre las proteinas URO-D de S. cerevisiae y
K. lactis era tan alto, se decidio comprobar la funcionalidad del gen KIHEMI2 en S.
cerevisiae. Para cllo se tomaron dos cepas de S. cerevisiae mutantes en heml2. Se trata
de hem6-1B con una mutacion puntual y hemi12-1A con el gen delecionado y sustituido
por el marcador Kan". Esta tltima fue obtenida en nuestro laboratorio a partir de la cepa
diploide de EUROSCARF BY473 (MATa/a his3Al/his3Al leu2 Meu2A Iys2A/LYS2
MET]5/met15A ura3Nura3A HEMI2/HEMI2::Kan") mediante esporulacion vy
diseccion de tétradas. Ambos mutantes eran incapaces de crecer en un medio no
suplementado con hemina (precursor de hemo). Se procedié entonces a la
transformacion mediante el método del acetato de litio, de cada uno de los mutantes con
el clon pSKKIHEMI2, seleccionando posteriormente en medio CM-Ura sin hemina
anadida. En ambos casos el clon fue capaz de complementar la mutacion tal y como se

observa en la figura 8.

CM CM+Hemina

hemi2 1A | hem6 IB

heml2 1A/ | hemé 1B/
pSKHEMI2 | pSKHEM 12,

Figura 8 Complementacion de dos mutaciones hem!2 (puntual: hem6-1B y nulo: heml2-1A) de §.
cerevisiae con el clon en pSKKIHEM 2.
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También cuando se procedio a realizar las mismas transformaciones con el clon
original en pAB24 se obtuvo el mismo resultado (datos no mostrados). Ademds, en este
caso particular y para demostrar que la recuperada capacidad de crecimiento en ausencia
de suministro de hemina era dependiente del plasmido, se sometid a las levaduras
transformadas a un proceso de curacion (pérdida del plasmido). Se mantuvieron los
transformantes en crecimiento en medio no selectivo (CM suplementado con hemina a
una concentracion final de 50 pg/mL) durante | semana para favorecer la pérdida del
plasmido. Transcurrido este tiempo, se sembraron algunas colonias en medio CM con
hemina y se hicieron réplicas en CM-Ura con hemina y en CM sin hemina anadida.
Todas las colonias incapaces de crecer en CM-Ura con hemina (habian perdido el
plasmido) también se veian imposibilitadas para crecer en medio sin hemina anadida. Se
demostraba de este modo que el fenotipo era dependiente del plismido portador del

clon.

3.CLONACION DE KIHAPI

Se ha demostrado que el grupo hemo, cuya ausencia mimetiza la deficiencia en
oxigeno, y que precisa de oxigeno molecular para su sintesis (Labbe-Bois & Labbe,
1990), es el mediador de la regulacion por oxigeno de algunos promotores a través del
factor transcripcional Haplp (Cyplp) (Hon et al.. 2003).

El gen HAPI de S. cerevisiae (YLR256W) fue identificado inicialmente como
CYPI en una busqueda de mutaciones responsables de un incremento de la actividad de
la enzima iso-2-citocromo ¢ (Clavilier et al., 1969). Posteriormente, se identificé como
HAPI en la biqueda de genes responsables de la regulacion de la expresion del gen que
codifica para la iso-1-citocromo ¢ (Guarente ef al., 1984). Afios mas tarde se concluyé
que se trataba del mismo gen (Verdiere ef al., 1986) y la denominacion HAPI paso a
hacerse mds comun. El gen ScHAP] se localiza en el brazo derecho del cromosoma XII.

En §. cerevisiae, la proteina Haplp, activada por hemo, juega un papel
importante en la activacion de genes que codifican para proteinas requeridas en la
respiracion y en el control del dafo oxidativo como respuesta al oxigeno y a hemo
(Creusot et al., 1988; Pfeifer er al., 1989: Zhang & Hach, 1999). Los genes activados
por Haplp incluyen a CYC/ (iso-1-citocromo ¢), CYC7 (iso-2-citocromo ¢), CYT]
(citocromo ¢l), CTT] (catalasa) y YHBI (flavohemoglobina) (Buisson & Labbe-Bois,
1998: Guarente et al., 1984; Guarente & Mason, 1983; Lodi & Guiard, 1991; Lowry &
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Zitomer, 1988; Pfeifer et al., 1987; Schneider & Guarente, 1991; Winkler er al., 1988;
Zhao et al., 1996). Haplp también activa la transcripcion del gen ROX! (Lowry &
Zitomer, 1988) que codifica para la proteina Rox Ip que reprime la expresion aerobia de
genes de funcion asociada con el crecimiento en hipoxia o anaerobiosis, como es ¢l caso
de ANBI (Ushinsky & Keng, 1994). Ademads, en ausencia de hemo, Haplp participa en
la represion de ERG/1 que estd relacionado con el metabolismo de esteroles (Verdiere
et al.. 1991: Defranoux er al., 1994). En ausencia de hemo, Haplp esta asociado con
chaperonas formando un complejo de alto peso molecular (HMC) (Zhang et al., 1998).
Haplp forma un gran complejo inactivo con los factores Ssap (Hsp70), Ydjlp y Sro9p.
Tanto las actividades de unién a promotores como de regulacién de transcripeion
mediadas por Haplp estan reprimidas en este complejo. La activacion se produce en
presencia de hemo tras la union del complejo con la chaperona Hsp90p (Fytlovich et al.,
1993; Zhang & Guarente, 1994; Lee er al.. 2003; Lan er al., 2004). La presencia de
hemo provoca cambios conformacionales, de manera que se rompen estas interaciones
inhibitorias de las chaperonas sobre Hapl en el HMC. En consecuencia, Haplp puede
unirse como dimero al DNA diana con una alta afinidad lo que activa la transcripcion.
Ademis, Haplp puede actuar también como represor transcripcional en ausencia de
hemo. La formacion y disociacion del HMC son eventos clave en la regulacion mediada
por Haplp en respuesta a hemo (Hon et al., 1999).

Haplp se une como dimero a dos tipos diferentes de elementos reguladores en
los promotores, de los que podemos considerar como ejemplos los elementos UAS]
(Upstream  Activation  Sequence) del promotor del gen CYCI (UASI/CYCI,
CGGGGTTTACGGACGAC) y el UAS del promotor de CYC7 (UAS/CYCT,
CGCTATTATCGCTATTA) (Pfeifer er al., 1987; Schneider & Guarente, 1991).

3.1.Clonaciéon de KIHAPI mediante la técnica de DChyPCR
Gracias a la técnica de DChyPCR, a partir de la genoteca Chiron ya descrita, se
obtuvo un clon parcial del gen HAP! de K. lactis, KIHAPI, en pAB24 que se denomind
pAB24KIHAPI. El proceso de obtencion de dicho clon aparece esquematizado en la
figura 10. Para las PCRs realizadas con el fin de reconocer el clon en cuestion, se
disenaron los oligonucledtidos ECV70 y ECV71 (tabla 6) que daban lugar a la
amplificacion de un fragmento de 892 pb a partir de la secuencia parcial

BAOABO037D04 de 926 nt (figura 9) resultante de un proyecto de secuenciacion al azar
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del genoma de K. lactis (Bolotin-Fukuhara ef al.. 2000). La temperatura de hibridacion

seleccionada para las reacciones de PCR fue de 50°C.

GAAGAATGGT CG

2]

AATTCTT GTGCCAACAG

TGAGGT

Figura 9. Seccuencia parcial de KIHAPI correspondiente a la secuencia BAOABO3TDO4. El
oligonucledtido ECV70 aparece en negrita y ECV71 aparece en negrita y subrayado.

Tabla 6. Listado de los oligonucledtidos empleados para el método

mediante primer walking y comprobacion del clon KIHAPI.

de DChyvPCR. secuenciacion

Nombre Secuencia5 - 3’ Hebra
ECV70 CAACTATGCAGTGGAAGGCTTC Walson
ECV71 CGCTGGAGAAGGTGGTAAAGAT Crick
ECV101 TTTCATCTTCGCTGCTGC Crick
ECV102 GCGGAACCTTCAACTCGA Watson
ECV117 AATAATGATGGCTTGAACGAA Watson
ECV118 CAGAAGGGTCATCAGCC Watson
ECV122 AAAACAAAGCTCTTGTGGTGG Crick
ECV123 TTACCTCCGCTTTCACTTACA Watson
ECV124 CCGACGAATGATGTTGTCAAT Crick
ECV211 TGAACATCAAGTGAGACAATA Crick
ECV212 ACTACGTTTAATTCAATTTCC Walson
ECv218 GCCCCTCGATGTTGTAGC Watson
ECV219 CGGGAACGCTTTCTCATAA Crick
ECV222 TTTCGTCAATTTTTTTAACTA Watson
ECV223 TTCGCGAAACCATTTGAT Crick
ECV227 TGGATTTGACAAGACAGTTC Watson
ECV228 ACATCTCCGGCACTACACT Crick
ECV235 CGATGCTATACTGATGCTC Crick
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Paso 1. Comprobacion de que la genoteca empleada
es portadora de un clon de KIHAPI. Se emplean
oligonucledtidos  especificos  de  manera  que
amplifiquen tnicamente la banda deseada y no
hibriden en el vector pAB24.

s AP Ao
Thares  pARM  grecmis bmmbde

a
. g“»

Paso 2. Amplificacion de la genoteca (8
transformaciones) y realizacion de réplicas (3 de cada
placa). Extraccion de DNA plasmidico del conjunto
de réplicas C.

Cormetees Clron

Hqup!Miud!
hacterias £ ooli
Répli,
it
A8 unbdaibed A ey —
Extracciin AN
plasmidicn

Paso 3. PCRs con los grupos de preparaciones
correspondientes  todas  réplicas C de cada
transformacion. El clon buscado, KIHAPI, estd en el
grupo 7 entre otros.

1235 &7 Bim 4

RECR T

Paso 4. PCRs con las minipreps de las seis placas del
grupo 7. Resultado positivo en placas 1, 3 y 6. Como
controles: DNA genémico y DNA correspondiente a
transformacion 7 (mezcla).

P2 3 4 5 6 MelCe i

- g e e b
—
- - ",-ﬁ‘

Paso 5. Sectorizacion de la placa 1 de la
transformacion nimero 7 y extraccion de DNA de
cada sector para comprobar por PCR la presencia del
clon.

N1 OS2 S% N4 fien )

Paso 6. Siembra de la totalidad de las colonias
pertenecientes al sector 3, miniprep individual de
cada una y comprobacion por PCR. El clon positivo
estd en la colonia nimero 16.

Paso 7. Aislamiento de colonias del candidato

positivo. Comprobacién mediante PCR.

P
o b By B O]

ki o

Figura 10. Esquema de la estrategia DChbyPCR, Discriminacion de grupos por PCR (Diaz Prado er al.,
2004), mostrando la clonacion parcial del gen KIHAPI. Los productos de PCR fueron visualizados en
geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio. Como marcador de tamanos de los fragmentos se empled
el DNA del fago A digerido con BstEIl (Lambda DNA-BsiEIl digest de BioLabs citado en Daniels er al..

1983).

Tras los andlisis por secuenciacion del clon pAB24KIHAPI se concluyé que

contenia aproximadamente un 50% de la ORF de KIHAPI, correspondiente a la region
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proxima al terminador. HAP/! es un gen de gran tamano en S. cerevisiae, y ya que
faltaba la mitad inicial de la ORF asi como su region promotora, se abordd de nuevo la

clonacién de esta region para completar el gen.

3.2.Clonacion parcial de KIHAPI a partir de DNA total de levadura

Se sabe que la sintenia, ordenamiento secuencial coincidente de los genes de dos
especies proximas evolutivamente, es un hecho bastante frecuente en levaduras (Fischer
et al., 2001). Suponiendo la existencia de sintenia entre S. cerevisiae y K. lactis en las
regiones cromosomicas donde se localiza el gen HAPI en ambas levaduras, se decidio
aprovechar esta caracteristica para la clonacion del gen. Para ello se amplificod a partir
de DNA gendmico un fragmento de PCR utilizando un cebador localizado en ¢l clon
parcial y otro basado en la ORF situada en posicion 57 respecto de HAPI en S.
cerevisiae, Esta alternativa era necesaria para poder obiener ¢l clon completo ya que se
pudo comprobar que no existian otros clones parciales solapantes con el obtenido en las
distintas genotecas de K. lactis disponibles en el laboratorio. En la region 57 de HAPI
en §. cerevisiae se encuentra la ORF YLR253W cuya funcién molecular y biologica son

atn desconocidas (figura 11).

YL 7w
¥ A ¥l Rukde 1 Eﬁ
ol TN - AT A

e HEm——— - -~

660

-

NOL1 YLR255C LACAGCOL

Figura 11. Mapa fisico del gen ScHAP] y alrededores. YLR253W se toma como molde para el diseno de
un oligonucledtido destinado a clonar la region 5™ de KIHAP].

A fin de disenar un cebador que se localizase en una region conservada de
YLR253W. se analizo por un BLASTP (Gish & States, 1993) las similitudes de esta
ORF de §. cerevisiae con otras secuencias disponibles de hongos y levaduras. Las
mayores se encontraron para Neurospora crassa (40%) y Schizosaccharomyces pombe
(45%). A continuacion se llevé a cabo un alineamiento multiple tipo CLUSTAL W
(Thompson er al., 1994) entre estas tres secuencias para luego buscar aquellas zonas
mds altamente conservadas: se disend de este modo el oligonucledtido ECV 140 (figura
12) que hibrida en la posicion 1.267 de YLR253W de S. cerevisiae y que esta orientado
hacia la ORF de HAP/.
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ECVI140

Figura 12. Alineamiento de la secuencia nucleotidica de YLR253W de S. cerevisiae y sus homologos en
N. crassa y §. pombe. Diseiio de ECV 140 para la clonacion de la region 5'del gen KIHAP !

Asimismo, se disend el oligonucledtido ECV122 en la hebra complementaria de
la region clonada en pAB24KIHAPI. De esta manera, empleando como molde DNA
genomico de la cepa diploide W600B/WM37 de K. lactis, se amplificd por PCR un
fragmento de 5.300 pb que contenia la region 5° de la ORF y el promotor. La
temperatura de hibridacion seleccionada fue de 50°C. El fragmento amplificado fue
clonado en el vector de clonacion pGEM™-TEasy y se sometié posteriormente a
reacciones de secuenciacion, de modo que se pudo determinar la secuencia que faltaba
para completar la ORF de KIHAPI completa y la region 5°. Se denomind a este nuevo
clon TEasyKIHAPI. Solapando las secuencias de ambos clones parciales (la de
pAB24KIHAPI y la del TEasyKIHAPI) se obtuvo la secuencia completa de la ORF de
KIHAPI. Un problema inesperado se revelé al analizar dicha secuencia ya que aparecia
interrumpida por una ORF correspondiente a una transposasa bacteriana. El origen de
esta secuencia pudo haber sido la recombinacion con algin DNA contaminante del kit
del pGEMw-TEasy. También podria ser que el gen en la cepa de la que se tomd el DNA
gendmico para la construccion estuviese ya interrumpido de esta manera.,

Una vez conocida la secuencia total de KIHAPI, ésta fue enviada a la base de
datos quedando registrada bajo el codigo AJS77612. La proteina codificada presentaba
una similitud del 46% con Haplp de S. cerevisiae mediante BLASTP (Gish & States,
1993). En la figura 13 se muestra un alineamiento CLUSTAL W (Thompson et al.,

1994) de estas dos secuencias.,
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Figura 13. Alincamiento mediante CLUSTAL W de la secuencia obtenida para K/Haplp frente a

ScHaplp. Presentan una homologia del 46% .
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3.3.Comparacion de la secuencia de KIHAPI obtenida frente a la

del proyecto Genolévures

Los diversos problemas surgidos en la clonacion de KIHAP! que se acaban de
comentar retrasaron la consecucion del primer objetivo que era clonar el gen para
posteriormente poder estudiarlo y caracterizarlo. Al mismo tiempo diversos laboratorios
franceses estaban implicados en el proyecto Genolévures de secuenciacion al azar de los
genomas de varias especies de levaduras, entre ellas K. [actis. Unos meses despucs de
remitir la secuencia completa de KIHAPI a la base de datos, se tuvo también acceso
publico a la secuencia del genoma de K. lactis obtenida por Genolévures (Sherman et
al., 2004) y se pudieron comparar ambas observindose una coincidencia del 100%. Un
alineamiento CLUSTAL W entre la secuencia obtenida en nuestro laboratorio y la

liberada por Genolévitres se muestra en la figura 14
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Genolevures ATGAGCTCTATTACCTCACC TGGAACAGGCACCCOGCAGUAGAAGCGGAAGAGARACAGA 60
K1HAF1 ATGAGCTCTATTACCTCACT TGGAACAGGCACCCOGCAGCAGAAGCGGAAGAGAAATACA 60
Genolevures GTACCCCTGAGC TGTACAATATGTCGAAAGAGGAARGTTAAGT GTGACAAAGGACGCLCT
KiHAP1 GTACCCCTGAGCTGTACAATATGTCGAAAGAGGAAAGT TAACTGTGACAAAGGACG
Genolevures CAGTGOCAGCAATGTGTCAAGACTGGTGTTGGTCATC TATGCCATTATATGGAACAGACG 1BO
K1HAF! CAGTGOCAGCAATGTGTCAAGACTGGTGTTGGTCATCTATGCCATTATATGGAACAGACS 180
Genolevures TGGGCTGAAGAAGCCOAGAMAGAGCTGTCGARGGATTCGOAGTTGAAGCAGCTTAGAGAR 240
K1HAPI TGGGCTGAAGAAGCCGAGARAGAGCTGTCGAAGGATTC
Genolevures COTGTGAAGTCTTTGGAAGAAACTCTTTCARAAGT TCATGCCACTACGACGAAT
K1HAP] CGTGTGAAGTCTTTGGAAGAAACTCTTTCAAAAGTTCATGCCACTACGAC t‘M'
Gepolevures ACCAGTGC TAACCAGAGTCCAGCGTCAGATGOTTTGAATGTCG GGT 360
Kl1HAP] ACCAGTGCTAACCAGAGTCCAGCGTCAGATGETTTGAATGTCGE TTGTCCTCATGOAGGT 360
Genolevures GGCAGTACTCAACGGCTGTTATCCGGATCCAATGGAAATTCACCTATTC TAAGTACGGAR 420
KI1HAPI GGCAGTACTCAACGGCTGTTATCCEGATCCAATGGAAAT TCACCTATTC TARGTACGGAR 420
Genolevures CAAACGCCATCCAATGAGAATAAGTATGATAACGATGAGTTGGATTTGACARGACAGTTC 480
K1HAPI CAMACGCCATCCAATGAGRATAAGTATGATAACGATGAGTTGGATTTGACAAGA TC 480
Genolevures GATATGTTACATTTGAAARATAATGGTACTGTGCATCTTGGAGCTACCCATTGGTTGGCA 540
K1HAPI GATATGTTACATTTGAAAAATAATGGTACTGTGCATCTTGGAGCTACCCATTGOTTGGCA 540
Genolevures ATAATGAAAGGTGATCCTTACTTARAACTTCTCTGGGGTCATATCTTCACATTAAGAGAG 600
KI1HAFI ATAATGCAAACGTGAT TACTTAAAACTTCTCTGGGGTCATATCT TCACATTAAGAGAG 600
Genolevures AAGCTCACGGAATGETATTCTCAGAAACGGAARTCTAGTACCGTCTCCGCTGGTGCAGET 660
KI1HAPL AAGCTCACGGAATGGTATTCTCAGAARCGGAAATCTAGTACCG \,Tr"n TGGTGCAGGT 660
Genolevures ACATGTCCCGTCATTCATGGCTCAATACAACAATCCARATGTCCAGTTGCACATECARCT V20
KlHAPI ACATGTCCCGTCATICATGGCICAATACAACAATCCAAATGTCCAGTTGCACATGCAACT 720
Genolevures AGGAACGTTGCAGAGAGACCGAAGAGE TCTRAGTCACGTTGCOCTGTAGCACATGCTCCT 780
K1HAP1 AGGAACGTTGCAGAGAGACCGAAGAGCTCTGAGTCACGTTGCCCTGTAGCACATGCTCCT 780
Genolevures AGGCCCGAGARRARL TCCACACARRAATGCCCTGTTGACCATAGTGCTTTCATCGGTTCT B40
K1HAFP1 AGGCCCGAGAAAAACTCCACACAARAATGCCCTGTTGACCATAGTGETTTCATCGGTTCT 840
Genolevures GCTAGCTCGGGTCARTGCCCCGTGGOACATACCGT TGTCAAGGAAGAAGTTGACGCAALT 900
K1HAFPI GCTAGCTCGGGTCAATGCCCCGTIGGCACATACCGT IGTCAAGGAAGAAGTTGACGCAACT 900
SRR e e A RS
Genolevures ACTICTIGGATGTCCAATAGACCACACAAAGTTTTICCTCTATGGAAGGTTCTCCTGATCCT 960
K1HAFP1 ACTTCTGGATGTCCAATAGACCACACAAAGTTTTCCTC TATGGAAGGTTCTCCTGATCCT 960
T T
Genolevures GCAGCTAAGGGARAGC TTCCGGCT TTIGCCGTCTTTCCARMATTIGACAGCGAAATGTCCA 1020
KIHAFPI GCAGCTAAGGGAAAGCTICCGGCTTTGCCGTCTTTCCARAATT TGACAGCGAAATGTCCA 1020
Genolevures ATGCTTCGCGAGGGAACTCCAACCCCAACGTTGAACAGCCAGGARTCTGGGCATAATTCG 1080
K1HAP1 ATGCTTCGCGAGGGAACTCCAACCCCAACGTTGAACAGCCAGGAATCTGGGCATAATTCG 1080
Genolevures AAACGCACTAGTGTAGTGCCGGAGATGTCATCAGAGCAGGCCACTGATGCCATARGCAAG 1140
KIHAP1 AAACGCACTAGTGTAGTGCCGGAGATGTCATCAGAGCAGGCCACTGATGCCATAAGCAAG 1140
Genolevures GCCTTGUCACCARARARAATCGTATTCCTTTTCATGGATAAATTCTTTAATCACATTTAC 1200
KIHAFP1 GCCTTGCCACCARARMARATCGTATICCTTTTCATGGATARATTCTTTAATCACATTTAC 1200
Genolevures CCRAATCGTACCTATACTTGATGAGCAGACCTTCAAACTACAGG TAAATCARATTTTGCAA 1260
KIHAF1 CCAATCGTACCTATACTTGATGAGCAGACCTTCARACTACAGGTAAATCARATTTTGCAR 1260
Genolevures ACAAATAATAACCARACAACTGTCAAATTGACGAAGCCGTTAGATGCTTGTGTTTIGEGE 132
K1HAP1 ACAAATAATAACCAAACAACTGTCAAATTGACGAAGCCGTTAGATGCTIGTGTTTTIGGGL 132

Figura 14, Comparacion de las secuencias de KIHAPI obtenidas en nuestro laboratorio y en el proyecto
Genolévures.
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Genclevures AATACCGAGAGATTGAAACATACATGGAGGAARACCTGGTTICTTTATIGTCTCACTTGAT 1860
K1HAP! AGAGATTGAAACATACATGGAGCAAAACCTGGTTCTTTATTGTCTCACTTGAT 1860
Genolevures GTTCAACAGTCTCTATCACTAGGTACACCCAGATTATTACGTAATCTARATGACTTCAGT 1920
K1HAPI GTTCAACAGTCTCTATCACTAGGTACACCCAGATTAT TACGTAATCTARATGACTTCAGT 1920
Genolevures GACACTAAACTTCCCTGTGCATCGAAGATCGATTATGTIGARCAATATCAAGGAACTCATC 1980
K1HAPI GACACTARACTTCCCTGTGCATCGAAGATCGATTATGTGAACAATATCAAGGAACTCATC 1980
Genolevures CTGGTCAAGAATTTCAAATTGTTCTTCCAAATTGACTTATGTATCATCTCTGTTTTGAAT 2040
Kl1HAP] CTGGTCAAGAATTTCACATTIGTTCTTCCAAATTGACTTATGTATCATCTCTGTTTTGAAT 2040
Genclevures CATATTTTGAATGTTICTCTIGCAAGGACAGTTAGAARATTTGAGCTTGACCAACTAATA 2100
K1HAP1 CATATTTTIGAATGTTTCTCTTGCAAGGACAGTTAGAAAATTTGAGCTTGACCAACTAATA 2100
Genolevures CAAAGCTTAGGTAAACTACGTGATGGTGTTACTCCGACGAATGATGTTGTCAATGATCTT 2160
K1HAP] CAAAGCTTAGGTAAACTACGTGATGGTGTTACTCCGACGAATCATGTTGTCAATGATCTT 2160
Genolevures GTTAATAAAGGCCTATTATTTACCACAGARGGAACTETGCTTTTGGACCARARCCCAGAG 2220
KI1HAP1 GTTAATAAAGGCCTATTATTTACCACAGAAGGAACTETGCTTTTGGACCAAAACCCAGAG 2220
Genolevures CATTCCTATTCGTTACCATCCTTAACATCCGTTCTTTCAACAGTAGATARAAGCTCTTCA 2280
K1HAP1 CATTCCTATTCGTTACCATCCT TAACATCCGTTCTTTCAACAGTAGATAARAGCTCTTCA 2280
LR R R R R R R R R s
Genolevures GAAGAAAAGGAAAAGAAACTCAGTCTCGCCCACGAATCCACCACAAGAGCTTIGTITTITC 2340
KI1HAP1 GAAGAAAAGGAAAAGAAACTCAGTCTCGCCCACGAATCCACCACAAGAGCTTTGTTTTITS 2340
Genolevures TCAAAACATGTCACAATTAGCATGCTACAATATTTGT TAAACTACATCTTATTCACGCAT 2400
Ki1HAPI TCAARACATGTCACAATTAGCATGCTACAATATTTGT TARACTACATCTTATTCACGCAT 2400
Genolevures TACGAACCGTTAGGTAACGAAGACCCCGOCACAAGAATTTTAGC TAAAGATTATGCACAA 2460
KI1HAPI TACGAACCGTTAGGTAACGAAGACCCCGGCACAAGAATTTTAGC TAAAGATTATGCACAA 2460
Genolevures GAAGCCCTCAACTATGCAGTGGAAGGCTTCAAAAACTGCATACTCTICTATAACAGCACTC 2520
K1HAPI GAAGCCCTCAACTATGCAGTGGAAGGCTTCAAAAACTGCATACTCTTCTATAACAGCACS 2520
Genolevures GGTATGAACAACATGTTCAGTTATATGGATGTGCTTTTGTCGCCCACCTGCTIGGACGTC 2580
K1HAPI GGTATGAACAACATGTICAGTTATATGGATGTGCTTTTGTICGCCCACCTRET 2580
Genolevures GGACATCGTGCTTTACAGTTTATCGTITGCCTAATTI TGCGGGC TAAATGTGGCCCTTITA 2640
KI1HAPI GGACATCGTGCTTTACAGTTTATCGTITGCCTAATTTTGCGGGCTAAATGTGGCCCTTTA 2640
Genolevures ACAGETATGGGTGAATCCCCAGCTATAGGTAACCAAAATAACACTGT TACTAGCAGCAGE 2700
K1HAPI ACAGGTATGGCTGRATCCCCAGCTATAGGTAACCAAAATAACACTCTTACTAGCAGCAGC 2700
Genolevures GAAGATGAAACAGACCAAATGAAGAGAGATTCATCCCCATC TCCAGGAAACGTCCTTACA 2760
K1HAP] GAAGATGAAACAGACCAAATGAAGAGAGATTCATCCCCATCTCCAGGARACGTUCTTACA 2760
Genolevures GATGTCAGTCTGEATGCAGGTGAAAACTTAGCCGAAGTICTCCTCGOAAGAATGATCTTA 2820
K1HAPI GATGTCAGTCTGGATGCAGGTGAAAACTTAGCCGAAGTTCTCCTCGCARGAATGATCTTA 2820
Genolevures TTTCACAAGTTGACAAMACAAATCTCTGCCAAATATAACTATGCCGTAAGAATCACGAAN 2880
KI1HAPI TTTCACAAGTTGACARAACAAATCTCTGCCAAATATAACTATGCCGTAAGAATGACGAAR 2880
Genolevures TCCACAGGTTTCTTTATCACTT TACT TAAGAAACCTTCCTCGAAATCCAAAACTAACTCT 2940
K1HAPI TCCACAGGTTTCTTTATCACTTTACT TAAGAAACCTTCCTCGAAATCCARAACTAACTCT 2940
Genolevures AAAAACAAAAACCTACCACGTTTGCATCAACATCCAAATATTIGCAAATATGACGAGTTTIC 3000
K1HAP1 AARARACARAAACCTACCACGTTTGCATCAACATCCAARTATTGCAAATATGACGAGTTTC 3000
Genolevures TTCAAAMACGTTCCATCATTGGTACTTTCAGCAGGAGGGEATCAAATTAGACGTTGCCCG 3060
KI1HAP] TICAARAARCGTTCCATCATTGGTACTTTCAGCAGGAGGGGATCAARTTAGACGTIGCCCG 3060
Genolevures GTTTATCAGGACGCAGTTGOGTTTTTGCCT TCGAAAGTAACAAGCGGAACCTTCAACTCG 3120
K1HAPI GTTTATCAGGACGCAGTTGGGTTTTTGCCTTCGAAAGTAACAAGCGGAACCTTCAACTCG 3120
HlesMdses st enesntsssaasssatsanasattssetsbtnateitan sresan
Genclevures ATTTTICACTCCACTGCTCCTCCTTCTTTCAACTCTGCCGT TACACAACAATTGCCCCCA 3180
KI1HAPI ATTITICACTCCACTGCTCCTCCTTCTTTCAACTCTGCCGT TACACAACAATTGCCCCCA 3180
e nnmnmmmrrmrmrmrrTrTThrhsEerTrTrhrTrhrhehreeehTeetTTTTT

Figura 14 (continuacién). Comparacion de las secuencias de KIHAP/ obtenidas en nuestro laboratorio y
en el proyecto Genolévures.
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3.4.Clonacion de KIHAP1 completo a partir de DNA genémico de la
levadura K. lactis

Como se carecia de un clon completo dul para andlisis funcionales, y la
secuencia obtenida mediante solapamiento de los clones parciales presentaba una
interrupcion por el gen de una transposasa bacteriana se decidié obtener un clon
completo a partir de DNA gendmico de la cepa Y1140, Precisamente la cepa utilizada
en ¢l proyecto Genolévures (Souciet ef al., 2000). Para ello se desarrollé la estrategia
que se describe a continuacion.

Se procedié al diseio de dos oligonucleotidos ECV248 y ECV249
(GGGGTCGACAGAATGCCAGAACGCTTGC vy CGCAGATCACATCTTCAATTCCCAAACTTCG)
que se caracterizan por hibnidar en las posiciones -1.690 y +4.750 de KIHAPI. La
temperatura de hibndacion elegida fue de 58°C. EI DNA amplificado por PCR,
utilizando como molde DNA genomico de la cepa Y1140, se digind con las enzimas
Xbal y EcoRI con sitios de reconocimiento en las posiciones -1.205 y en +4.544 de la
secuencia de KIHAPI. El fragmento de 5.749 pb se clond en el vector YEplacl95
denominandose la construccion YEp195KIHAP .

Conociendo los antecedentes en la clonacion de este gen, se planted la duda de si
pese a clonar de nuevo el gen a partir de una cepa silvestre, Y1140, también se
presentaba interrumpido por una transposasa, lo cual invalidaria estudios posteriores.
Para comprobar este hecho, se llevaron a cabo una serie de reacciones de PCR con
oligonucledtidos que hibridan en distintas posiciones de la ORF de KIHAP I, de manera
que se pudo comprobar que los fragmentos amplificados correspondian a los tamanos
reales del gen y ninguno presentaba un aumento de tamano consecuencia de una
insercion (figura 15). Cuando se emplearon cebadores que hibridan en el gen de la
transposasa, no se observé producto de PCR. Los oligonucledtidos seleccionados fueron
ECV222/ECV228 cuya amplificacion corresponde a 1.190 pb; ECV227/ECV223 que
amplifican 1.056 pb en caso de estar presente la transposasa bacteriana;
ECV227/ECV211 que rinden 1409 pb; ECV227/ECVI01 con 2255 pb:
ECV70/ECV71 con 892 pb; ECVI02/ECV235 con 950 pb. Por tanto el gen parecia

estar completo y sin inserciones.
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Figura 15. Comprobacion mediante PCR de la no interrupeion del clon YEp195KIHAPT por inserciones,
Los nimeros encima de cada linea indican las parejas de cebadores empleados. Como marcador de
tamanos moleculares se empled el fago lambda digerido con BstEll (Daniels er al.. 1983) del que se
sefialan los tamanos de algunas de las bandas.

Esta construccion fue verificada también mediante andlisis de restriccion y
secuenciacion, tras lo cual se procedio a comprobar si este clon de K. lactis era capaz de

complementar una mutacion hapl en S. cerevisiae.

3.5.Ensayos de complementacion de cepas mutantes hapl de S.
cerevisiae por KIHAP1

a) Curvas de crecimiento

La mutacion hapl provoca un fenotipo de deficiencia en la respiracion, por lo
que los mutantes desarrollan un fenotipo peculiar de crecimiento denominado petire,
que consiste en la formacion de colonias de menor tamano en medios de cultivo en los
que la fuente de carbono fermentable es limitante (Ephrussi er al., 1949). Al contrario
que S. cerevisiae. que produce de forma espontianea mutantes petite a una alta tasa, la
mayoria de las especies de levaduras son petite negativas. No dan lugar a células petite,
incluso tras un tratamiento con bromuro de etidio que convierte de forma masiva las
células de S. cerevisiae tho”, con DNA mitocondrial, en rho”, sin DNA mitocondrial.

Una de las formas de comprobar si el gen KIHAPI es funcional en . cerevisiae
consistia en demostrar si era capaz de revertir por complementacion el fenotipo petite de
una mutacion hapl de S. cerevisiae. Para ello se transformd la linea LPY22 (MATa
len2-2, 112 his4-519 adel-100 ura3-52 haplA::LEU2) que posee el gen HAPI
interrumpido por el marcador LEU2 con el clon YEp195KIHAPI seleccionando los

transformantes en placas CM-Ura.
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El estudio de la morfologia de las colonias en la placa de transformacion no
indicaba la complementacién del fenotipo petite. Para verificar si existia en cierta
medida una complementacion de la mutacion, se llevo a cabo un estudio de crecimiento
en medio liquido (figura 16). Para este estudio se utilizo la cepa BWG1-7a (MATa leu2-
2, 112 his4-519 adel-100 ura3-52) como control silvestre, la cepa LPY22 mutante en
hapl y la cepa mutante LPY22 transformada con el clon YEpI95KIHAPI. El medio de
cultivo elegido fue CM etanol-glicerol 2% ya que la mutacion hapl afecta a la
respiracion, y en este medio, solo aquellas levaduras que puedan respirar crecerdn con
facilidad. En primer lugar se iniciaron unos pre-cultivos de 10 mL para cada levadura.
Una vez alcanzada una ODgy de 1-2, se prepard un cultivo de 100 mL a una ODgy

inicial de 0.1. Posteriormente se realizaron medidas de ODg a distintos tiempos.

Curvas de crecimiento
—e—BWGTa —a—LPY22 —— LPY22/KIHAPY

0 50 100 150 200 250
Horas acumuladas

Figura 16. Curvas de crecimiento correspondientes a la cepa silvestre BWGTa, la cepa mutante en
ScHAPI LPY22 y la cepa mutante transformada con el clon de KIHAPI. KIHAPI es incapaz de
complementar la mutacion hapl en Saccharomyces

Los resultados obtenidos indicaron la incapacidad de complementacion por parte

del clon YEp195KIHAP Ide la mutacion hapl en la cepa LPY22 de §. cerevisiae.
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b) Estudio de complementacion mediante analisis de la expresion

de un gen regulado por Haplp

Otro modo de comprobar la complementacion fue mediante el estudio por
northern blot de la expresion del gen SeCYCI. En condiciones de suficiencia de hemo,
Haplp activa una serie de genes relacionados con la respiracion, como es el caso de
CYCI que codifica para una de las dos isoformas de citocromo ¢ existentes en S.
cerevisiae (Creusot et al., 1988; Pleifer et al., 1989). Cepas de S. cerevisiae mutantes
hapl presentan una disminucion de la expresion de CYC! (Mattoon et al.. 1990). Se
llevaron a cabo 3 extracciones de RNA total de las cepas BWGT7a, LPY22 y
LPY22/KIHAP!I tras un crecimiento en medio CM y empleando el método del fenol
(ver materiales y métodos). Para amplificar por PCR la sonda de ScCYC/ se disefiaron
los  oligonucledtidos  ECV239  (GACTGAATTCAAGGCCGGT) y  ECV260
(TTACTCACAGGCTTTTTTCAAGTAG) que hibridan a una temperatura de 50°C en las
posiciones +2 y +330, amplificando un fragmento de 328 bp. La temperatura de
hibridacion elegida para el northern blot fue de 60 °C.

Como resultado de estos andlisis (figura 17) se confirmaron los datos obtenidos
mediante el estudio de las curvas de crecimiento. En el caso de la cepa silvestre
BWGT7a, se observa una alta expresion de ScCYC/ como era de esperar ya que es un
gen activado por HAPI. La expresion de ScCYC! disminuye drasticamente (del orden
de 10 veces) en el caso del mutante LPY22 como consecuencia de la mutacion de su
activador HAP/. Finalmente, en el caso del mutante transformado con el clon de K.
lactis no se observa ninguna diferencia con respecto a la cepa sin transformar, lo que
pone en evidencia la incapacidad de KIHAP! para complementar la actividad de

ScHAPI como regulador transcripcional en S. cerevisiae.
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Expresion de ScCYC1
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Figura 17. Medidas de la expresion del gen ScCYC! regulado por ScHAP/ en la cepa silvestre BWGTa,
la mutante en ScHAPI LPY22 y la mutante transformada con el homélogo de HAP en K. laciis. KIHAP]
no es capaz de complementar la mutacion en S, cerevisiae. La hibndacién con Sel/3 fue utilizada como
control de carga. Los datos fueron normalizados frente a la sefial obtenida con el control Scl/d
{snRNA17A). Después de la normalizacion y cuantificacion de la intensidad de la seial de cada banda, Ia
intensidad mis baja fue considerada como valor | en unidades arbitrarias y se empled como referencia
para las otras senales

3.6.Anilisis in silico de la secuencia de KIHAPI

Al realizar una bisqueda de similitudes mediante BLASTP (Gish & States,
1993) de la secuencia obtenida para K/Haplp, se observd que las secuencias mis
semejantes eran las de S. cerevisiae, con un 53% de similitud, y Ashbya gossypii con un
61% (figura 18).

En §. cerevisiae, la proteina Haplp contiene 1.483 aminodcidos que forman un
niimero interesante de motivos: dominio en dedo de zine (del residuo 55 al 95), dominio
de dimerizacion (DD)(del residuo 105 al 244), dominio de activacion (residuos 1.309-
1.483), siete motivos de respuesta a hemo (HRMI(278-283). HRM2(297-302),
HRM3(323-328), HRM4(347-352), HRM5(389-394), HRM6(414-419) y HRM7(1.192-
1.197) y tres mddulos de represion (RPM1(245-278), RPM2(1.061-1.185) vy
RPM3(204-244) (Hach er al 1999 & 2000: Vuidepot et al., 1997).

Al llevar a cabo un alineamiento miiltiple de las tres secuencias (figura 18) se
pudo comprobar el alto grado de conservacion de una serie de dominios. Ya que la
mayor parte de los estudios estructurales sobre la proteina Haplp se han realizado en S.
cerevisiae, su secuencia se empleé como base para un estudio comparativo entre
K[Haplp y ScHaplp. Todos los dominios determinados experimentalmente en ScHaplp

se conservan en K/Haplp (ver figura 19).

99



Clonacion y caracterizacion de los genes KIHEM 12, KIHAP1 y KISRB10

Se realizé un andlisis comparativo mediante el programa BLAST2 sequences
(Tatusova & Madden.,1999) de K/Haplp y ScHaplp. Con este andlisis se obtuvo el
porcentaje de identidades y sustituciones equivalentes (positivos) entre las regiones
conservadas (ver tabla 7). Es destacable que en todas ellas se alcanzo un valor bastante

alto, lo que pone de manifiesto la importancia de dichas regiones.

Tabla 7. Porcentajes de homologia de los dominios conservados sefalados entre las secuencias
proteinicas de K/Haplp y ScHaplp. Los resultados fueron obtenidos empleando el programa BLAST2
sequences (Tatusova & Madden., 1999),

—— Identidades | Positivos
% %
Dedo de zinc 88 90
Dimerizacion 44 59
RPM3 81 97
RPMI 84 87
HRMI

HRM2 83 83
HRM3 80 80

HRM4 83 100
HRMS 66 83
HRM6 16 33

HRM7 71 100
RPM2 46 68
Activacion 55 67
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KlHaplp e —————MSS1TSPGTGTEQQ ~————-KRKRNRV 21

AgHaplp T —————+MS5P—-TASS—— = KRKRNRY 15

ScHaplp HShTPEhﬁSVPS‘A&W;QbSUSHbPNFHTﬁ-TPhA TSSLSFrLHMSSDSSH:KRKBNH] B0

KlHaplp PLSL'fCRKRKVKTUKGRPOCQ@CVHTGV"HIFQY“FQTWﬂFr

AgHaplp PLSCTICRKRKVKCDKTRPHONQC TKTGVAHLCHYMEQTWAGEREKEL JIAEL 15

ScHaplp PLSC LCRKRKVKCUHHR:HfUUC’K'hVRHlCHYMEQTNAEVAVKEHAKWNL_Kh Rkﬂ 120

B ASSESEESSNEE MBI AE SESE BASSEEIESES FEEEEE FE EEEEEEE

KlHaplp VKSLEETLSKVHATTTNEMTSANQSPASIGLNVG ——————CPFHA 119
AgHaplp TRLLEEALGKACN-——----——-———GSGSLPVS e PADL 100
ScHaplp VKSLEKTL%KUHSSPSSNSLKSYHTFESSV'VNF<U=HT'LVhAh|bbAbSA HMHOQOG 180
KlHaplp GOSTQRLLSG SNGNSE 1 LSTEQTP SNENKY

AgHaplp AQASPRLVEDG--——-=-~ VRGRYDN aLthﬂurlMLHVRF

ScHaplp QOOQUEQQQDFSRSANANANSSSLS I SNKYUNDELDLTKDFEOLLHIKSHN

KlHaplp ATMKGDEY LKLLWGHIFTLREKLTEWYSQKRKSS e =———TUSAGAGTC 222
AgHaplp AIMKGDPY LRLLWGHLE SVREKMVEWHAQRRRKSQDGA- - RPAGGAGAC 193
ScHaplp J-HKFD:YuKLthHIPAMREKLﬂEﬂYYOKHSYaKLKSSHfP[hPAQk}!SAAAAAT?KP 300
KlHaplp PVIHGSIoosxcpunﬁnTanvAERpxs.:5aLPVAquasans.uﬂcrv'Hsn«Irsns 282
AgHaplp PVSAR-VTASRCEVSNQS-—-—-=-==== ==~ AAGGRAPKPE--APQUCEVTG——— 229
ScHaplp 9VDH5AFSSuHVAPHEL‘*IPRH"PUUHTHFSS&HJPPPEU HaUKRLr\IHTMY%A MM 360
¥lHaple SGQLPV&H*VthbVUA' SO TDHTKFSSMEGSPDPARKGKLPALP SEQNLTAKCEML 342
AgHaplp  eeemmmeeemeeeeee ATAAGH-———=mmmmm e QULAPFHDLTAKCPVL 251
ScHaplp PPRK-DETPSPFSTEKAMIDHNKHTMNPPQSKCPVD HRNYMK”YPSHMANSQQNP&QP.P D 419
KlHaplp REG-TPTPTLNSQES -- GHNSKATSVVEEMSSEQATOAT SKALPPKK 3E6
AgHaplp QHSVTSTEAMSSR-—— “RGTIEHTYMGSADAADRLAQULESKH 290
ScHaplp HSSMKNTAAL AbTHNTIPHHUPOth“ARSHPAQWRKFUSYMTEnEVlAT:ELMLP?KR 474

KlHaplp |VFLF“UKFFhHIYPIUP[IDEUTFKLQVNU'LQT e NHNQ 425
AgHaplp I TMLVLOHFFRYIYPVVPILDEQSFCHEVDQILSD S RQET 329
ScHaplp VEAlFTEHVFKHLYPﬁIF1LDEQN”KNHVNQMLSLSSMNPTVNNFGHSHPSSSTLENOPI 539
KlHaplp TVKLTKFLDACVLGILLI!uRITWg LTPNACNIKLGPECESLKLEP TYSATIT 480
AgHaplp LVIRVTKPTONCTLGILTIILRLTWLSLPLNESAVELGSQYEQFVVPS——---VSVSPAA 384
ScHaplp TOTNLPKLSDSFHL”lLI1TuRLTNLSIPGNSFFVDLGEESGSFMV?NSSSNﬁbAhAITb 599
KiHaplp QAKEEAHLLKTETPIETVEIVRKFLIKFDLISSFRMSHVNIaT”QFh'}TKuTLHSSBUH 540
AgHaplp HVKEVSTLFEHQTPLDAVTLARKHLVRFDE ISSFSNTNVNLATIQFATFYKME LMCCPED 444
ScHaplp MAKEFSuLhKHFTPVFﬁlFL?QKTLLKFDELSSLSWNV?HLTT"OFA]}YNFYMKQA@NL 659
KiHaplp ‘UY:--—Q?NTFTST&QDNE?HQVIH%QaUQM&FSCFLHHDFDNFPOLNTAVNG ------ 591
AgHaplp ASVQP--QSATFTSTGQDNETHQVLLSS IVOMAF SCGLHRDPDNFPOLSSTL- 494
ScHaplp LTTLTNTNWTGMANPFHDSESHQILLSNITQMA!SLGLHRDFDNFPQ NATIPATSQDVS 719
KlHapip — -SKLTKEALSN e s o 3 3 TERLKHTWRK 611
AgHaplp ~———LKTTKDTITN- - — -~ TERLKHTWRK 514
ScHaplp J\fSKKnNF%TNPTLHNNMSAATTW&5€R5F5a3535051£VﬂRKhNOVH ERFKHTWRK 779

e oz, IR

Figura 18. Alincamiento de las secuencias proteinicas de KIHaplp, AgHaplp y ScHaplp. Se observa la
conservacion de una serie de dominios fundamentales para la funcion reguladora de Haplp.
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KlHaplp TWEF IVSLDVQOSLSLGTPRLLANLNDFSDTRLECASKIDYVNNIKELTLVENEELEFQI 671
AgHaplp MWYF TLSLDIQQSLSLGSPRLLRNHKDF SOTKLEFASKIDYVQD IKELVVVKNETLEFQT 574
ScHaplp WYY IVSMDVNOQSLSLGSPRLLRNLERDFSOTKLPSASRIDYVRDIKELI IVKNFTLFFQI B39
KlHaplp DLCTTSVLNHILNVSLARTVRKFELDQLIQSLGKLROGYTP TNDVVNDLVNKGLLFTTEG 731
AgHaplp DLEOVVAVINHILNVSTAKTVRKHELDSLIEALKSLANGGCNLNDLVASLVGQGLLFTTEG 634
ScHaplp DLCTTAVLNHILNVSLARSVRKFELDSLINLLEKNLTYGTENVNDVVSSLINKGLLPTSEG B99
KlHaplp TVLLDQNPEHSYSLESLTSVLST -~ - VDKSSSEEKEKKLSLAHESTTRALFFS 781
AgHaplp FIDQTNDVAYSLPSMEHLLS -SHTTVPEKDKKPFLPHELTTRSLLFS 6#B80
ScHaplp G-SVDSNNDEIYGLPELPDILNHGQHNQNLYADGRNTSSSDIDKKLDLPHESTTRALFFS 958
KlHaplp ?HVTISMLGYLLNYILFTHYEPLGNTDPFTRILRKDYAOERLNYAVEGEKNCILFYHSTG 841
AgHaplp KHITLRLLLYLLNY TLFVHYEPKGNDEPGTRS LARSYAQEAMNYATDGY YHSLLEFNSFK 740
ScHaplp KHMTIRMLLY LLNY ILF THYEPMGSEDPGTNT LAKEYAQEALNFAMDGYRNCMIFFNNTR 1018
KlHaplp MNN-—— -~ MFSYMDVLLSPTCLDVGHRALQE 1VCLT LRAKCGPLTGMGESPAIG———-NQ 892
AgHaplp SDYNKHTSIFTHMQVLLAPACLOMGHRALOFMVCLILRAKCGPLTGISOFS IVGSMAPSS 800
ScHaplp NTN-———SLFDYMNVI LSYPCLD IGHRS LOF IVCLILRAKCGPLTGMRESS T ITN--GTS 1072
KIHaplp NNTVTSSSEDETDQMKRDS - bPS:GVVL;DMbLDAbENLALULLaRMiLFHKLIKQlS&K 951
AgHaplp DEDDSSGSEDRASSGKELSGALQDFTSIPY ISLTAGDHLADTIMEKMALFHKLAKQLSSK B60
ScHaplp SGFNSSVEDEDVKVKQESSDELKKDDFMKDVNLDSGDSLAE TLMSRMLLFQKLTKQLSKK 1132
KlHaplp YNYAVRMTKSTGFFIT'LKKPSSKSKTV:HNKNLPR LHQHPNIANMTSFFKNVPS{VL@ 1010
AgHaplp YAYATKLCKSTGFFLTLLKKFSSGSHAKQARONSLP ~-RIQDLGIASMTGFFKNVESLVES 419
ScHaplp YNYATRMNKSTGFE VSLLDTPSKKSDSKSGGSSFMLGNWKHPKVSNMSGELAGDK =~ 1187
KlHaplp AGCDUqu(PVYQDRUGFLPSKVTSGTF“SIFHSTAPPSFNSAVTQQLPPLN[QYOPITF 1070
AgHaplp ATGESITROPVYQDAMDLLPPKEPRASSN-MTATVSNGSDYTFLNGELPP IR-PYQPITY §77
ScHaplp —~DOLQKCPVYQDALGFVSP TGANEGSAPMOGHS LOGS TARMGGTOLEP TR-SYKPITY 1243
KiHaplp RDT LRR'SDQRG'PDTAKRRK -—UUFTSKN-—------------ - --—FSEO 1102
AgHaplp NVNGFHKTSDIR-EPSGSKRRR——~--ISANVIT———— PTSS 1009
ScHaplp TSSNLRRMNETG-EAEAKRRRFNDGY [DNNSNNDTPRGISPKPSNGLSSVQPLLSSFSMN 1302
KlHaplp KVEUKVENPQISLPPSPRQI:AUTPFEPILPTLDKVP it - - -=AV 1141
AgHaplp - ALPPPLPSLCSPQYQCPTSVPDTGTDS IQFQER -~ - - “HI 1044
ScHaplp ouNbGTiprvys-vntTbuMuALpshnntTTuQINLpnpsansarpnsznon;pnrsnr 1362
KlHaplp PQGKVPYSPTPS-——— - LSGTQPPTVAPSNLOOLNFNSPYPPSOLSNI TOSPOFEDF 1193
AgHaplp NG——SHTPR———— SRGANDGKGMGNSAFSLSSPSNAEISSGS-AQYTPDFEEF 1091
ScHaplp NANTTIPSSTLNGNMNMNGAGTANTDTSANGSALSTLTSPQGSULASNSATQYKPDLEDF 1422
- - - . - AR N

KlHaplp LSEHTSLNGLMINPSS IVEAVGFDGYSGNGGLR——LQADFLPIDNND -~~~ 1238
AgHaplp LMENSNFNGLIINPSG IAEAVGMDOFGHAGD INGLLGADLLP IDDN-——————————— 1137
ScHaplp LMONSNENGLMINP SSLVEVVG--GYNDPNNLGRNDAVDF LPVDNVE IDGVGIKINYHLL 1480
KlHaplp GLNEMAP I TEFSMWE-——— 1253

AgHaplp CMIEVPQSGDLSAFL-——-—- 1152

ScHaplp TSIYVISILSYTVLEDDANDEK 1502

Figura 18 (continuacion). Alincamiento de las secuencias proteinicas de K[Haplp, AgHaplp y ScHaplp.
Se observa la conservacion de una serie de dominios fundamentales para la funcion reguladora de Haplp.
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[Ty T
¥ e
KlHaplp MESITSPG TPQQ-—— KRERNRV |21
ScHaplp MSNTPYNSSVPSIASMTQSSVSRSP NMV"ATTF’(-A TSSNSPPLHMSSDSSK]KRKRNRI | 6l
saaw. . LT

KlHaplp PLSCTICRKRKVECDKGRFQCQQCVKTGVGHLCHYMEQTWAEEREKE A
ScHaplp PLSCTICRKREVKCDKLRPHCOOCTETGVAHLCHYMEQTWAEEAE ¥ Rl120 I-r-num-»-n
GEBasEEREEEREREY BB RBRP hees sssssfessssssaafesns s sas.aaaw i tisacion

KlHaplp VESLEETLSKVHATTTNPMTSANQSPASDGLNVG-——-CPHAGGSTQRLLSGSNGNSPIL| 137
ScHaplp VHESL r(T..SKVI'bS:’SbNSnI“‘»‘I.‘ MGSCEHTTLVNANTGSASSASHMHQOOQ | 180
KiHaplp STEQTPSNE-—-—————— - —--—~NKYDNDELOLTRQFDMLHLKNNGTVHLGATHWL | 179
ScHaplp UWUQLOOQDK‘SRSA IANANSSSLSISNKYDNDELDLTKDFDLLHIKSNGT IHLGATHWL [ 240 Médulo de represiin 3

SEsssss At EA. s RE R s SAB-sEEBSEL

Mhvntaih dy

KlHaplp AIMKJDPYLKLLWGHIFTLREKLTEWYSQRR KSHTVSAGAFTCPVIHGS IQQSKT 234 represion 1
ScHaplp SIMKROPYLKLLWGHIFAMREKLNEWYYQKNSYSKLKSSKCP TNHA UAPPRAAA.\ATRK{ 00 "-'“"'"--Il‘l ,
Y T - as Fespribes i i e i

KlHaplp PVAHATRN- --VAERPKSSESH-CPVAH -~ ~APRPEENSTQKC 279 inmimy b

ScHaplp PVDHSAFSSGMVAPKEETP LPRKCPVDHMF SSGMIPPREDTSSORE 160 l'u-“;"'-"-
. o o Frvjsta g b 4

de
= SASSGOCPFVAHTVVKEEVDATTIGCE IDHY KFSSMEG: FHLPALP | 330 respocsta a e £

PI—'KDETF‘S?FSTK.&MH"HHHHTH.‘.F:’D KCPVOHRNYMRDOYPSDMANSSSNPASRCPIOH] 420 Dimini de
respiesti @ hemo

KiHaplp SFONLTAKCPMLREGTP TETLNSQESGHNSKRTSVVFEMSSEQATDAISKALPPKKI 387
ScHaplp SEMENTAAL PAq'HHTIPqHOPDSFRHAHSHPnQ\RhHHQYM‘ SEVLATLCEMLPFKRV 480
KlHaplp VFLFMDEFFNHIYPIVPILDEQTFEKLOVNQILOQTN-—— - NNQ--T 426
ScHaplp IALFIEKFFKHLYPAIPILDEQNFKNHVNQMLSLSSMNP TVHNFGMSMPSSSTLENQPIT 540
KlHaplp IVKELTKPLDACVLGILLIILRITWLSLTPNACNIKLGPECESLKLEP — ~TYSATITQ 481
ScHaplp QINLPKLSDSCNLGILIITILRLTWLSIPSNSCEVDLGEESGSFLVPNESSNMSASALTSM 600
vak B Bed BEES.eEeE-mESE:  @-d-. EE & ks . L
KlHaplp AKEEAMLLKYETPIETVEIVRKFLIKFDEISSFANSNVNITTVQFAIFYKLYLMSSP-DK 540
ScHaplp AKEESLLLKHETPVEALELCOKYLIKFDELSSISNNNVNLTTVQFATFYNFYMKSASNDL 660

P L T T L T I .

KlHaplp TDYTQPN-—TFTSTGOQDNETHOVLMSS IVOMAF SCGLHRDPDNFPQLNTAWY 589
ScHaplp TTLTNTNNTGMANPGHDSESHQILLSNITOMAFSCGLHRDPDNFPOLNATIPATSQDVSN 720
KiHaplp NGSK~----LTKEALSN- 8 - o -- —~~TERLEHTWRKT 612
ScHaplp NGSKKANPSTNPTLNNNMSAATTNSSSRSGSAD. '%RSGSLP\'NKKF‘-O\(‘-]ERI- KHTWRK1 78D

Figura 19. Alincamiento de las secuencias proteinicas de K/Haplp y SeHaplp. Se han marcado los
dominios fundamentales para la funcién de Haplp.
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KlHaplp 612
scHaplp 840
K1Hapig 132
ScHaplp Aag
KlHaplg VLLOQNPEHSYSLPSLTSVLSTVOK E 182
ScHaplg GSVOSHNDEIYGLPELPO ILNHGQHNQNLYADGRN DKELDLPHESTTR 9549

s® @ . v .. aa ® . seEw 8 smessss

KlHaplp
ScHaplg

LARDYARQEALNYAVEGFENCILFYNSTG- E41
KEYRQE IFAMDGYRN 1019

I Y

KlHaplg MNNMFSYMDVLLSPTCLDVGHRALQF MGESPAIGN-QNNTVTSSS | 900
ScHaplg THNSLFDYMNVILSYPCLDIGHRSLOFIVCLILRAKCG -_TQW.E—',SS IITNGTSSGFNSSV (1079

KlHaplp 3P GNVLTOVSLOAGENLAEVLLARMI LE:HKi.T_K&Eﬁk\'Em'RMi 954

ScHaplgp LTHQLSKKYNYAIRM{1139

KlHaplp | TKSTGFFITLLKKESSKSKTNSKNKNLER-LHQHPN I ANMTSEEKIVPSLVLSAGGDQTR | 1017

ScHaply NESTGFFVSLLDTPSEKSDSKSGGSSFMLGNWEHPEVSNMSGF LPL[FI'JK — DOL 1191

Seeseeies eaee i eririeese i) R,
resprrcsia i henw T

KlHaplg RCPVYQBAVGE LPSKVTSGTENSIEHSTAPPSENSAVIQULPPLNIOYQPITFROTLRRT 1077

ScHaplp CPVYQRALGFVSPFTGANEG PIR-SYKPITYTSSNLRE 1250

KIHaplp SDVRGTPETAKREK : . - 1117

ScHaplp MNETGEAEAKRRRENDGY IDN? QP LLSSESMNQLNGG 1310

KlHaplp SPAQISAVTPFEPLLPTLDEKVP———- —————AVPQGKVPYSPTPSLSGTQPPIVAP| 1164

SceHaplp TVPSLTNI TSQMGALPSLDRITTMQINLPOPSADEAFDNS IKQMIPMTSAFMNANTTIPS | 1370

3 ooers B e T Mo iny [ : i Ihiminio de
el aciin

KlHaplp SNLQ-QLNFN-—==—- SPVPPSDLSNITDS-————-==———-——-PDFEDFLSEHTSLN| 1201

ScHaplp STLNGNMNMNGAGTANTDTSANGSALSTLTSPQGSDLASNSATQYKPDLEDFLMQNSNEN| 1430

KlHaplp GLMINPSSIVEAVGEFDGYSGNGGLRLOADFLPID--—— = 1248

ScHaplp GLMINPSSLVEVVGGYNDPNNLGRNDAVDFLEVDNVEIDGVGIKINYHLLTSIYVTSILS 1490

KlHaplp FSMWE - - 1253

ScHaplp YTVLEDDANDEK 1502

Figura 19 (continuacion). Alinecamiento de las secuencias proteinicas de K/Haplp y ScHaplp. Se han
marcado los dominios fundamentales para la funcién de Haplp.
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Los mayores valores de similitud fueron para el dominio en dedo de Zine (90%)
destacando el hecho de que las 6 cistemas fundamentales para la unién con el Zinc a la
secuencia consenso en el DNA estin perfectamente conservadas. El dominio en dedo de
Zinc (también conocido como cluster binuclear de Zinc) posee una secuencia consenso
(CX-CXCX50CX5CX54C) con seis cisteinas que se unen a dos dtomos de Zinc que
coordinan el plegamiento del dominio.

El alto grado de conservacion del dominio de union a DNA (dominio en dedo de
Zinc) permite emplear programas informticos de modelado por homologia para obtener
una prediccion de su estructura terciaria. De esta manera se obtuvo una prediccion de
este dominio de la proteina K/Haplp (figura 20.B) muy semejante a la determinada
experimentalmente para S. cerevisiae (figura 20.A), lo que sugiere un mismo modo de

actuacion de K/Haplp en la union a DNA y activacion de los genes regulados.

Figura 20. A Modelo del dominio en dedo de Zinc de ScHaplp unido a la doble hebra de DNA. B
Prediccién informdtica del dominio en dedo de Zine de K[Haplp

ScHaplp es capaz de reconocer a través de este dominio el triplete CGG
(Timmerman et al., 1996).

La dimerizacion es un mecanismo comin para regular la actividad de numerosas
macromoléculas biolGgicas como receptores de la hormonas (Kelly er al., 1994), senales
celulares (Salzmann & Bachmann, 1998) y numerosos factores transcripcionales (Lamb
& McKnigth, 1991). Los activadores transcripcionales de la familia Galdp de levaduras
que incluye al menos 52 factores transcripcionales, entre ellos Haplp, y que controlan
procesos que van desde la utilizacion de la fuente de carbono y el tipo de metabolismo o
la resistencia frente a drogas (Johnston er al., 1987) también estin regulados por

dimerizacion (Gardner et al., 1995; Hon et al., 1999).
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Aunque previamente se habia definido el DD de ScHaplp entre los residuos
105-244, el elemento minimo de dimerizacion para ScHaplp esta entre los aminodcidos
105-135 (King er al.. 1999) y es suficiente para permitir la dimerizacion y la unién a
DNA tal y como se ha demostrado por ensayos de movilidad electroforética y anilisis
de estructura por rayos X (Pfeifer er al., 1989). Algunos de estos dominios tienen mayor
importancia para la regulacion de unos promotores que de otros. Se sabe que la
eliminacion del DD no disminuye severamente la union a DNA y la activacidn
transcripcional de UASUV/CYC/ pero impide completamente la activacion
transcripcional de UAS/CYC7. Aunque ScHaplp se une con igual afinidad a los sitios
reguladores de CYC! y CYC7, existian evidencias que sugerian que Haplp activaba la
transcripeion de modos diferentes en cada uno (Cerddn & Zitomer, 1988; Turcotte &
Guarente, 1992), se ha demostrado que el dominio de dimerizacion es responsable de la
activacion transcripcional diferencial en UAS1/CYC1 y UAS/CYC7 (Hach et al., 2000).
El dominio de dimerizacion (DD) también esta altamente conservado en K. lactis (59%)
sugiriendo que también en esta levadura Hapl p actia como dimero.

En §. cerevisiae los RPMs y HMRs son dos clases distintas de elementos de
Haplp esenciales para la regulacion por hemo (Hon er al., 2000). Los RPMs median la
inactivacion de Haplp en ausencia de hemo, de modo que la delecion o interrupeion de
cualquiera de los RPMs causa que Haplp alcance unos niveles altos de actividad
incluso en ausencia de hemo (Hach et al., 1999). Los HRMs, en particular HRM7,
permiten la unién a hemo y median la activaciéon de Haplp en respuesta a este grupo
prostético (Zhang et al., 1998). Recientemente se ha demostrado que la interacién entre
Hsp90p y HRM7 es necesaria para promover los cambios conformacionales que son
necesarios para la activacién de Haplp, causando una activacion mediada por hemo de
la transcripeion de los genes diana de Haplp (Lee ef al., 2003).

Al comparar los modulos de represion de Haplp con regiones homdlogas
existentes en KlHaplp se ve que los tres médulos de represion, RPM1, RPM2 y RPM3
presentan unas homologias del 87%. 68% y 97% cada uno. Este grado de conservacion
sugiere también un estado inactivo de K/Hap1p en ausencia de hemo.

De los 7 dominios de respuesta a hemo, HRM1 no presenta ninguna similitud y
HRMS6 presenta un porcentaje del 33% que es bajo si se compara con los del resto de
HRMs. De todas formas, el hecho de que el HRM7, que es el fundamental para la unién
a hemo y la funcion transcripcional de Haplp, tenga una identidad del 100%, apunta a

que realice la misma funcion en K. lactis,
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El dominio de activacion transcripeional situado entre los residuos 1309 y 1483,
presenta también una alta homologia, lo que sugiere su funcionalidad en K. lactis

aunque no lo es en 8. cerevisiae en los experimentos de complementacion realizados,

4.CLONACION DE KISRB10

El gen SRB10 ha sido ampliamente estudiado en la levadura S. cerevisiae debido
a su relacion con el complejo RNA polimerasa I En S. cerevisiae. ScSRB10 se sitiia en
el brazo izquierdo del cromosoma XVI (ORF YPLO42C) a 50 Kb del locus RAD/.

El cardcter pleiotrépico de las mutaciones de este gen se pone de manifiesto en
¢l hecho de que ha sido clonado por varios equipos de investigacion independientes. Las
clonaciones se realizaron mediante complementacion de mutaciones que afectan a
procesos diferentes del ciclo de vida de la levadura. Es por ello por lo que ScSRB10 se
caracteriza por ser conocido con multiples nombres que hacen referencia a las
mutaciones a partir de las cuales fue clonado. Las mutaciones wme5 (incremento de la
expresion de un gen relacionado con la esporulacion durante la fase vegetativa;
Surosky et al.,1994), arel (expresion de genes a-especificos en células alfa; Wahi &
Johnson, 1995), srb10 (supresor de mutaciones en el dominio CTD de la subunidad
mayor de la RNA polimerasall; Liao et al. 1995), ssn3 (defectos en la represion por
glucosa de algunos genes: Kuchin er al., 1995 ) y gig2 (incapacidad de crecimiento en
galactosa como tnica fuente de carbono; Balciunas & Ronne, 1995). Cada una de estas
mutaciones fue complementada con diversas genotecas de S. cerevisiae, obteniéndose
en todos los casos la misma secuencia de DNA para el clon obtenido. En nuestro
laboratorio, el gen SRBI10 (ROX6) de S. cerevisiae fue clonado por complementacion a
partir de un mutante rox6 que sobre-expresaba el gen hipéxico ScCYC7 en condiciones

aerébicas (Cadahia-Rodriguez, 1996).

4.1.Clonacién de KISRB10 mediante la técnica de DCbyPCR
Gracias a dos publicaciones de trabajos relacionados con el proyecto de
secuenciacion del consorcio Genolévures se dispuso de las secuencias de dos pequenios
fragmentos correspondientes al gen SRBI0 de K. lactis (Ozier-Kalogeropoulos et al.,
1998: Bolotin-Fukuhara er al., 2000). Analizando las dos secuencias se comprobd que
se solapaban (figura 21), lo que permitio unificarlas en una sola de un total de 985 pb.

Tomando como referencia esta secuencia parcial, se disenaron los oligonucledtidos
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ECV45 (CACAAAGTGCATGCAGAGAGA) y ECV46 (GTTATCGTTTGTGTGAATGCG) que
permitian amplificar una region especifica de 875 pb. La temperatura de hibridacion
elegida fue de 46°C.

CACAAAGTGC ATGCAGAGAG ATGICACTTT GTAGAGAATT GGATAATAAC CATTTARCGA
AATTAGTTGA AATATTCCTA GAGAAGAAGA GCATCTACAT GGTCTCAGAG TTTGCTGAAC
TGATCTITTT ACAAATTATC CATTTTCATT CGCATCCIGA AAAGAGACTA ATACCGCCAA
GGATGCTCAA ATCAATAATG TGGCAAATTC TTGATGGTGT TTCTITATTIG CATCAGAACT
GGATTCTTCA TAGAGACTTA AAGCCCGCTA ACATTATGGT TACCGTITGAT GGCTGCGTCA
AGATCGGTGA TCTTGGTCTA GCGAGAAAAT TCAATAACAT GGTACAGACT TTATACACTG
GTGATAAGGT TATTGTAACA ATTTIGGTATC GTGCCCCAGA ACTTATACTT GGAGCTCGAC
ATTATACTCC TGCAATAGAT CTTTGGGCTG TTGGITGTAT TTTTGCAGAA CTCATCGGTT
TAAGGCCAAT CTTTAAAGGT GAAGAGGCCA AGATGGAGTC CAAGAAGAGT GTICTGTTIC
ARAGCTAATCA GTTTCAAAAA ATATTGGAAG TCATGGGTTC GCCAGATCAT AARATATGGC
CGAATATCGA CAGTTATCCA GAATATCTTC AGTTGGCAAR AATGCCAAAA TATCGTIGACA
ATTTAACAGC ATGGTATCAG ACCGCTGGCG GTAAGGACAA GACTGCTTTA GACATTCTTT
ACCGTCTATT GCAGTATGAT CCTATCAAGA GAATCGATGC AATCGACGCT TTAGACCATG
TCTATTTCAC CAACGGCGAC CCTCCTGTICT GTGAAARATGT GTTCGAGGGT CTCAACTACA
AATACCCACC AAGGCGCATT CACACAAACG ATAACGACAT TACGAATGTC GGCAATGATA
ATAATCAAGC TAATCACTCT CRAAAACAAC CAATGCATGG TAACAATAAT AATAAGAATG
GGAACATGAA CGGATTAGGT GTARA

Figura 21. Secuencia parcial de KISRBI0O obtenida tras unificar las secuencias parciales de Bolotin-
Fukuhara (2000) y Ozier-Kalogeropoulos (1998). El oligonucledtido ECV45 aparece en negrita y ECV46
aparece en negrita y subrayado.

Empleando la técnica DCbyPCR (Diaz-Prado er al., 2004) desarrollada en
nuestro laboratorio se llegd a la obtencion de un clon de KISRBI0, a partir de la
genoteca Chiron en el vector pAB24 (ver materiales y métodos). Se denominé a esla
construccion pAB24KISRBI0. El procedimiento, similar al descrito en apartados

precedentes, aparece esquematizado en la figura 22,
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Paso 1. Comprobacién de que la genoteca empleada
es portadora de un clon de KISRBI0. Se emplean
oligonucledtidos  especificos  de  manera  que
amplifiquen tnicamente la banda deseada y no
hibriden en el vector pAB24.

Uenders pARM. Uemim L

— L
[

Paso 2.  Amplificacion de la genoteca (8
transformaciones) y realizacion de réplicas (3 de cada
placa). Extraccion de DNA plasmidico del conjunto
de réplicas C.

Gienitecs hiran

:.km.,!...‘mm
bacterias E coli
Heplic
v e
Wunidudes A | o [ g | —
Extracciin ADN
plasmadin

Paso 3. PCRs con los grupos de preparaciones
correspondientes a todas las réplicas C de cada
transformacion. El clon buscado, KISRBI0, esta
presente en el grupo nimero 7.

1 2 3.5 6 7 8 cimd

@
[
-

. . e L -

Paso 4. PCRs con las minipreps de las sicte placas
del grupo 7. Resultado positivo en la placa 3. Como
control: DNA genémico

1 2 3 4 5 6 Timm i

s
- -

Paso 5. Sectorizacion de la placa 3 de la
transformacion nimero 7 y extraccion de DNA de
cada sector para comprobar por PCR la presencia del
clon.

51 82 53 54 stewiar tirmaum &

Paso 6. Siembra de la totalidad de las colonias
pertenecientes al sector 3, miniprep individual de
cada una y comprobacion por PCR. El clon positivo
estd presente en la colonia nimero 10y 11.

1204 56 78 910 11 12mewn b
-

- -

Paso 7. Aislamiento de colonias del candidato
positivo. Comprobacién mediante PCR.

123456789106

E
‘.,f’,!._' i ‘
iy

Figura 22. Esquema de la estrategia DChyPCR, Discriminacion de grupos por PCR (Diaz Prado er al.,
2004), mostrando la clonacién parcial del gen KISRBI0. Los productos de PCR fueron visualizados en
geles de agarosa teidos con bromuro de etidio. Como marcador de tamanos de los fragmentos se empled
¢l DNA del fago A digerido con BstEIl (Lambda DNA-BsrEI digest de BioLabs citado en Daniels er al.,

1983).
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Tras la identificacion del clon deseado, se realizo una secuenciacion del mismo,
hasta ensamblar un contig de 3.757 pb de alta homologia con S¢SRB /0. Dicha secuencia
fue depositada en la base de datos de EMBL bajo el nimero de acceso AJ532841.

Tras la obtencion del clon KISRBI0 y su proceso de secuenciacion s¢ observo
que no solo se habia clonado KISRBI0 sino también las ORF anterior y posterior (un
fragmento) que mantenian la misma disposicion que en S. cerevisiae, manifestando de

nuevo sintenia y la proximidad evolutiva entre las dos levaduras (figura 23).

Semejante a
YPL041C SRB10

NOP4
(parcial)

Figura 23. Mapa fisico de las ORFs identificadas en ¢l clon pAB24KISRB 10 secuenciado de la genoteca
de Chiron. Los porcentajes de homologia con S, cerevisiae mostrados han sido calculados mediante
FASTA (Pearson & Lipman, 1988)

Se encontré un gen con una similitud del 60% (calculado mediante FASTA;
Pearson & Lipman, 1988) con la ORF YPLO41C de S. cerevisiae localizada 5” en la
misma hebra. Esta ORF no tiene una funcién conocida por el momento, aunque su
delecion resulta viable pero provoca una ralentizacion del crecimiento (Tong er al.,
2004). En posicion 3" a KISRBI0 y en la hebra complementaria, se localizé una ORF
conocida y la secuencia parcial obtenida para ella mostraba una similitud del 71,9% con
ScNOP4 (YPLO43W). Se trata de una proteina nucleolar, esencial para el procesamiento
y maduracion del RNA 278 y la biogénesis de la subunidad mayor de los ribosomas.
Contiene cuatro motivos de reconocimiento de RNA (RRMs) (Sun & Woolford, 1997).
EI nulo resulta inviable ya que causa una acumulacion de subunidades 60S debido a la
falta de produccion de RNAr maduro 258 a partir del RNAr precursor 278 (Giaever, et
al. 2002).
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4.2.Subclonacion de KISRB10
Una vez conocida la secuencia completa de KISRB10 se procedio a su clonacion
(sin las regiones flanqueantes que presentaba en pAB24) en otros vectores mas
adecuados para estudios posteriores. Para ello se disefiaron los oligos ECVI99 y
ECV200 (tabla 8) que hibridan en las posiciones -996 y en +2.546 (la posicion +1 es la
adenina del ATG) amplificando un total de 3.542 pb. La temperatura de hibridacion

seleccionada fue de 50°C.

Tabla 8. Listado de los oligonucledtidos empleados para la subclonacion del gen KISRBI0. Los sitios de
reconocimiento para BamHI y Sall aparecen en negnta.

Nombre Secuencia5 - 3 Hebra
ECV199L GGGGGATCCATCCATTGCCAGGGCTTG Watson
ECV200L GGGGTCGACCGATGACTAGATTGGCTATCAGAA | Crick

Ambos oligonucledtidos se caracterizan por tener en su extremo 5 unos sitios de
reconocimiento de corte para las enzimas BamHI y Sall respectivamente. En un primer
paso, se cloné este fragmento en el vector comercial pGEM"-TEasy. llamédndose a esta
construccién TEasyKISRB10. A continuacion, y tras una digestion con BamH]1 y Sall, se
cloné el gen en el vector pSK1 (de expresion en S. cerevisiae y K. lactis). Se denominé
a esta construccion pSK1KISRBI0. Asi mismo, s¢ clond el mismo fragmento en los
vectores YEplac195 (denomindndose la construccion YEpI95KISRBI0) y en Ylplac340
(denomindndose en este caso YIp340KISRB10).

4.3.Andlisis funcional de KISRBIO en S. cerevisiae.

Complementacién de la mutacién Scsrb10

Tras la obtencion del clon de pSKI1KISRB10, para comprobar su funcionalidad,
se procedio a la transformacion de un mutante srbl0 de S. cerevisiae, 7768 (MATa
ura3-52 his3A200 leu2-3, 112 rpbl A187::HIS3 srbl0Al::hisG [LI4(LEU2 CEN
RPB1)]). En S. cerevisiae los mutantes srb/0 se caracterizan por tener una pérdida
parcial de represién por glucosa (Kuchin et al., 1995), crecimiento con floculacion
(Holstege et al., 1998), expresion desprogramada de genes de la meiosis (Ohkuni &
Yamashita, 2000), termosensibilidad (Thompson & Young, 1995) y pobre crecimiento
en medios con galactosa limitada (Hirst ef al., 1999).

Se realiz6 la seleccién de los transformantes en placas de CM-Ura. Como

resultado, se observd que KISRBI0 era capaz de revertir el crecimiento con formacién
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de fl6culos de la cepa 2768 (srb10') en medio liquido tal y como se observa en la figura

24.

7768 7768
/IKISRBI10

Figura 24. Complementacion de la mutacion del gen SRBI0 en S. cerevisiae. EI mutante Z768 presenta
crecimiento con formacion de floculos que desaparecen cuando se transforma con el gen KISRBIO
obtenido en este trabajo

Otro de los fenotipos resultantes de una mutacion en SRB10 en S. cerevisiae se
traduce en termosensibilidad a altas temperaturas. Para comprobar si el clon obtenido
también revertia este patron, se procedio a la transformacién del mutante Z768 con
pSKI1KISRBI0 y posterior sembrado en placas CM-Ura glucosa al 2%, que se incubaron
a dos temperaturas diferentes: 30 y 40°C,

Como resultado (figura 25) se observa que el mutante transformado recupera la
capacidad de crecimiento a 40°C, lo que pone de manifiesto que KISRBI10 es capaz de
revertir el fenotipo de termosensibilidad, al igual que sucedia con la formacion de

floculos.

7768 7768
/KISRB10

Figura 25 Complementacion del fenotipo de termosensibilidad a 40°C del mutante srb/0 de S
cerevisiae.
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4.4.Determinacion del sitio de inicio de la transcripcion mediante

primer extension

Los andlisis mediante primer extension se emplean para cuantificar los niveles
de RNAm, y para detectar especies de RNAm de baja abundancia. Ademds, tambicn
pueden ser utilizados para la caracterizacion de los extremos 57 de los transcritos y
determinar los puntos exactos de inicio de la transcripeion.

Con el fin de conocer la funcionalidad del gen KISRBI0 se llevé a cabo una
sintesis de DNAc a partir del RNAm para asi poder comprobar su expresién y al mismo
tiempo se determinaron los puntos de inicio de la transcripeion.

Para la realizacion del experimento se diseiid el oligonucledtido ECV125
(GCCCGCTAACATTTCCTGATG) que hibrida en la posicion +126. Este oligonucledtido
fue empleado paralelamente en una reaccion de sintesis de DNA a partir de RNAm y en
una reaccion de secuenciacion tomando como DNA molde la construccion pSKSRBI0
(ver materiales y métodos).

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 26. Los puntos de inicio se han
localizado en las posiciones -39, -35, -30, -21 y -17, aunque la posicién -17 aparece con
mayor intensidad lo que podria estar indicando una preferencia por este punto de inicio.

Se han localizado ademis dos supuestas cajas TATA, una en las posiciones -24/-
20 y otra en -67/-63 que determinarian la seleccion de los puntos de inicio de la
transcripcion. En S. cerevisiae, el inicio de la transcripeion ocurre dentro de una region
situada entre 40 y 120 pb en direccién 37 de la caja TATA, y a menudo con miltiples
sitios de inicio (Struhl, 1987). De esta manera ¢l promotor minimo de KISRBI0,
definido como la regién minima del promotor capaz de unir TBP queda determinado

desde la posicion -67.
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AATAG ACTAATTTAI 361
ATGAAGACAA
ATTCAGCTAC

e

ATT

ATATAAAG -61

AACGTTG AAC

G CGF TG
[TTATA GACTGCGATT

Figura 26. Determinacion de los puntos de iicio de la transcripeion del gen KISRBIO. Las cuatro
primeras lineas muestran los resultados de la secuenciacion del gen KIHEMI2 enel orden G AT C. La
quinta linea muestra los resultados del experimento de primer extension, indicando para cada caso la
posicion ocupada en la secuencia del promotor, donde parecen remarcadas en rojo y senalizadas con una
flecha aquellas de mayor intensidad; las de menor intensidad estdn senaladas con un punto.

Tras la obtencion del clon de KISRBI0 y comprobacion de su funcionalidad en
S. cerevisiae vy K. lactis, se proyectd un andlisis de diversos dominios de Srbl0p
conservados en varias especies de levaduras. El desarrollo de este estudio aparece

recogido en un capitulo posterior de esta Tesis.
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5.DISCUSION

Mediante la téenica de DChyPCR se han clonado los genes KIHEMI2,
relacionado con la biosintesis de hemo, KIHAPI que codifica un factor transcripcional
relacionado con la regulacién de genes implicados en ¢l metabolismo respiratorio y
KISRBI0. Srb10p es un componente del complejo Srb8/9/10/11p que a su vez
interacciona con el complejo mediador de la RNA polimerasa [1L.

La téenica ha resultado muy adecuada en todos los casos partiendo de una
genoteca de K. lactis excepto en el caso de KIHAPI. Las dificultades asociadas a la
clonacion de este gen han surgido del hecho de que la proteina tiene cardcter toxico
cuando se expresa en bacterias, con lo cual las genotecas con las que se trabajo carecian
de clones completos y ademids pudimos comprobar posteriormente que uno de los
fragmentos del clon se encontraba ausente en todas las genotecas disponibles. Para
superar este inconveniente se utilizo una estrategia basada en la alta sintenia que existe
entre especies de levadura relacionadas (Fischer er al., 2001) y de este modo en dos
rondas sucesivas de PCR pudo obtenerse un clon completo partiendo de DNA genémico
de K. lactis.

Los clones obtenidos para KIHEMI2 y KISRBI0O son funcionales en S
cerevisiae, complementando las mutaciones correspondientes, heml2 o srbl0, en dicha
levadura. Este alto grado de conservacion no resulta sorprendente dada la cercania
evolutiva de estas levaduras y el hecho de que son genes presentes en copia tnica en S.
cerevisiae (hitp://www.yeastgenome.org/).

Por el contrario, ¢l clon KIHAPI no resulta funcional en S. cerevisiae como
quedé demostrado por el hecho de que no es capaz de restaurar el crecimiento en
fuentes de carbono no fermentables del mutante hapl de S. cerevisiae ni tampoco es
capaz de restaurar la expresion del gen aerébico CYCI en el mismo mutante. Este
resultado resulta sorprendente si tenemos en cuenta el elevado grado de conservacion
que existe en todos los motivos que son funcionalmente importantes para la accion de
Haplp como regulador transcripcional en S. cerevisiae. La proteina K[Haplp presenta
bastante conservados ¢l dominio en dedo de Zn para la interaccion con el DNA. el
dominio de dimerizacion y los dominios necesarios para la activacién transcripcional y
la represion en ausencia de hemo. Tal vez la ausencia de complementacion pudiera

achacarse a que hay dos dominios de respuesta a hemo poco conservados (HRM1 y
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HRMS6) que han sido citados como importantes para activar a Haplp en presencia de
hemo (Hach er al., 1999)

Resultados previos de nuestro laboratorio habian demostrado ademds que, a
pesar de que K. lactis y S. cerevisiae son levaduras diferentes desde el punto de vista del
metabolismo respiratorio o fermentativo de los hidratos de carbono, en K. lactis hay
respuesta transcripcional mediada por hemo (Gonzalez-Dominguez er al., 2000).
También se habia podido demostrar la interaccion de ScHaplp con el promotor del gen
KICYC] (Gonzalez-Dominguez er al., 2000) mediante ensayos EMSA (Electrophoretic
mobility shift assay). Tal vez el hecho de que KIHAPI no sea funcional en S. cerevisiae
se deba a que el gen no puede transcribirse correctamente en esta levadura cuando estd
bajo el control de su propio promotor. Existen precedentes de esta situacion para otros
genes de estas levaduras que codifican reguladores transcripcionales. Por ejemplo el gen
KIHAP4 expresado bajo el control de su propio promotor en un plasmido centromérico
no es capaz de complementar el fenotipo de deficiencia de crecimiento en lactato del
mutante hap4 de S. cerevisiae; sin embargo si es capaz de hacerlo cuando se expresa
bajo el control del promotor de ScHAP4 (Bourgarel er al., 1999). Los factores que
controlan la transcripcion de HAPI en S. cerevisiae no son todavia conocidos, de hecho
s6lo muy recientemente han comenzado a estudiarse encontrando que existe una
autorepresion del gen ScHAPI por la proteina ScHaplp (Hon er al., 2005). Esta
autorepresion mantiene unos niveles adecuados en condiciones aerdbicas. También en
condiciones anaerdbicas o hipoxicas, ScHaplp parece tener un papel regulador sobre la
transcripcion de muchos genes (Chantrel et al., 1998) pero en estas condiciones los
mecanismos que regulan los niveles de ScHaplp son totalmente desconocidos.

El estudio comparativo de la expresion de HAPI en S. cerevisiae v K. lactis, asi
como de los elementos que controlan su expresion en cada una de las levaduras y en
condiciones de oxigeno suficiencia o deficiencia resulta muy atractivo. Sin embargo, los
problemas surgidos durante el proceso de clonacion retrasaron la obtencion del clon, lo
que imposibilito realizar dicho estudio durante el transcurso de esta Tesis. Diversos
experimentos estan actualmente en marcha y seran de utilidad para resolver muchas de
las preguntas planteadas.

Un andlisis mds detallado sobre la caracterizacion funcional de los genes
KIHEMI12 y KISRBI10, junto con un andlisis del promotor del gen KIHEM | previamente

clonado (Gonzilez-Dominguez er al., 1997) se presenta en los siguientes capitulos.
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L.INTRODUCCION

Una vez clonado el gen KIHEMI2 de Kluyveromyces lactis 'y demostrada su
funcionalidad en Saccharomyces cerevisiae, ya que KIHEMI2 es capaz de
complementar las mutaciones del gen homalogo, se decidio abordar una caracterizacion
de su funcién y regulacion en K. lactis con tres objetivos. El primero de ellos comparar
las secuencias de la proteina uroporfirindgeno descarboxilasa (URO-D), codificada por
KIHEM 2, con otras proteinas homdélogas, a fin de poder deducir informacion sobre las
relaciones estructura-funcion. En segundo lugar comprobar la funcionalidad del gen en
K. lactis y averiguar si se trata de un gen unico o existen otros genes que codifican para
iso-formas de la proteina; con este fin se planteé la consecucion de una cepa haploide
con el gen delecionado ¢ interrumpido por el marcador Kan®. La cepa obtenida tiene
también interés para estudiar la regulacion transcripcional de otros genes de la ruta de
biosintesis de hemo en ausencia del producto final de la ruta. Finalmente también se
propuso abordar el estudio de su regulacion transcripcional y la caracterizacion de los

elementos reguladores de su promotor.

2.CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LA PROTEINA
URO-D DE K. lactis
La proteina resultante de la traduccién de KIHEMI2 estd estructuralmente
relacionada con otras proteinas uroporfirinégeno descarboxilasas (URO-D) tal y como
se observa en las homologias de la tabla 5 mostrada en el capitulo anterior.
Cuando se realiza un alineamiento maltiple entre la proteina de URO-D de K.
lactis y proteinas URO-D de otras levaduras, de Nicotiana tabacum y de humanos, son

destacables una serie de coincidencias (figura 27).
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K.lactis "-'[Q\.’Q"\.’TJRaKF-’\P"iKNDLML'?ML(xF b
S.cerevisiae . ~—MGNFPAPKNDLILRAAKGE 19
S.castelli i . e = MENMRDEFPP LENDLLLRVLRGE 23
5. pombe - --=-MKNDLILRAAKGE 13
H.sapiens  ——— == MEANGLGPQGFPELKNDTF LRAAWGE 26
N.tabacum MMSCNYSFSS ISPSSKSAFTSPSNFNLNPRLICCSAGGTVAEPKAINATQPLLLDAVRGK G
K.lactis KVERPPCWIMR QAGRYLF EYREVKNGRDFFETCR-DAETIASEITI 10
S.cerevisiae KVERPPCWIMR—- OA@YLP o EYHEVKNNRDFFQTCR~ DAEIASEITI 63
S.castelli EVEP}‘PCNLMR—- ~QAGRYLP- ~—————~EYREAKGGROFFETCR~ LAEIASEIEJ 67
5. pombe EVERPPVWIMASWK ISSWYVHDLNLIVCTNET IEYRKLRAKQSFFEMCQ - 1E‘=TACELTL 12
H.sapiens ETDYTEVWEMR- -~ QAGRYLP = -~ EFRETRARQDEFSTCR- SP:;‘\.CCELLL 10
N.tabacum EVERPPVWLMR--—QAGRYMK — SYQLLCEKYPLFRDRSENVDLVVEISL 105
K.lactis QUPVRRYAGLLDAAI IFSDILVIPQAMGMKVEMVEGKGPHFPEP LRTEEQLOEKVLDYKVNV 130
S.cerevisiae QPVRRYRGLIDAAIIF LVIPQAMGMRVEMLEGKGPHFPEP LENPEDLQTVLDYEVDY 123
S.castelll QP IKRFQGLIDAATL IFED[L‘J PQAMGMKVEM I EGKGPSFPRP LREVSDVIEVLDYKVDV 127
5. pombe QPVT RFKGLI,QMI IF ‘;EI LVIPQALGMQVVMLEQKGPHFPKPLVVPED IDLLEKTPN-1 131
H.sapiens QPLRRF-——LLDAAI IFSDILVVPQALGMEVTMVPGKGPSFPEP LREEQDLERLROPEV-V 127
N.tabacum QPWKVER- —f”.JC-‘JI LF" *)D ILTPLSGMNIPFDIIKGKGPVIFDPLRTAADVEKVREFIP~- 181
K.lactis LDELEWAFKAITMTRTKLOGOVPLLGFCGAPWT LLVYMTEGGGSELFRFAKQWLNESPES 190
S.cerevisiae LKELDWAFKAITMTRIKLOGEVPLFGFCGGPWTLMVYMTEGGGSRLFRFAKQWINMYPEL 183
S.castelld LEELDWAFKS INLTRWKLNGEVPLFGFCGGPWT LLVYMTEGGGSR IFRYAKQWINERPDL 187
5. pombe SAKLGYVMDATSLTREKLDGQVPLMGFSGAPWT IMAYMIEGGGSKTFAKAKSWLERYPER 191
H.sapiens ASELGYVFQAITLTRORLAGRVPLIGFAGAPWTLMTYMVEGGGSSTMAQAKRWLYQRPQA 187
N.tabacum EKSVPYVGEALTIL ‘iHEVNNU:‘\»\\-"LE,F\.’GAE‘FTI.A‘:Y\.’\-"EGL.SSKNFTKIKHLAF‘}\FPK\.‘ 221
K.lactis SHELLOKITDVAVEFLCQOVVAGCOMLOVFESWGGELGSRDFDEFSLPYLKQIAERVEPR 250
S.cerevisiae SHKLLOKITDVAVEFLSQQVVAGAQILQVFESWGGELSSVDFDEFSLPYLRQIAERVPKR 243
S.castelli CKRLLORITDVAVEFLSQUVVAGAQVLOVFESWGGELSSLDOFDEFSLPYLKQIVSKVPRR 247
5. pombe SHELLKIITODATVSYLIQQVYAGAQLLOIFDSWAGELSPEDFTEYAYPYLVRICQEVKQH 251
H.sapiens SHQLLRILTDALVP YLVGQVVAGAQALQLFESBAGHLGPQLFNKFALPY IRDVAKQVEAR 247
N.tabacum LHAL 1OKrhJS'-'[AT(Y!RYOM?S(»‘-\QAVO‘HJSW\TLI SP\.’DF EEFSL PYLKQIVD‘WKLT 281
K.lactis LEQLGIEERVPMVVFAKGSWYALDKLCDSGYNAVSLOWSWDPAEAVK INS-DRVT LQGNL ing
S.cerevisiae LQELGIMEQIPMIVFAKGSWYALDKLCCSGFDVVSLOWSWDPREAVKINK-NRVTLOGNL 302
S.castelli LOELGITEKIPMIVFAKNSWYALDKLCDSGFDAVS LOWTWDPREAVS INK-GRVT LOGNL 306
§.pombe LEEKERDE VPMI‘JFAKGAWYAIDQLCDSGYDVIGLDWTVSPKEAVRIRGHRRVTFQEIIL lo
H.sapiens LREAGLAP-VPMIIFAKDGHFALEELAQAGYEVVGLDWTVAPKKARECVG-KTVTLOGNL 05
N.tabacum HEPN--——-LPLILYASGSGGLLERLPLTGVDVVSLDWTVDMADGRRRLG- PN\.’P:IQENV 3134
K.lactis DPGVIYGSDEI ITKRVTEMVAGFGGGKORY IVNFGRGTHPFMDPEK IKFFLQECRRVGSQ- i69
S.cerevisiae DPGVMYGSKEVITKEVKOMIEAFGGGKSRY IVNFGEGTHPFMDPDVIKFFLEECHRIGSK-——— 362
S.castelli DE‘G\-"IYGSKEVITKHTEEMIKRFGGGKKHYIVNFGEGTSPFMDPEOIRFFLEECaRIGSKK - 367
5. pombe DPNILYGTREI IEARTKEMIQDFGGGKQGY I [NLG_E_GITPGVNPDDVRFFLEI\'CHOYGSA- 370
H.sapiens DPCALYASEEEIGOLVKQMLDDFG--PHRY IANLGRGLYPDMDPERVGAFVDAVRKHESRLLRON 367
N. tabacun DPGVLFGSKEFITNRINDTVKKAG--KGKHI LNLGHGIKVGTPEENFARFFETAKGLRY ---— 391

- sx s o® ol . a4 wimww . .- . .

Figura 27 Alincamiento mediante CLUSTAL W (Thompson er al., 1994) de proteinas URO-D de
levaduras, tabaco y humanos. Para una mejor localizacion, las Cys estan sombreadas y las His estan en
negrita. Los residuos cuyas mutaciones afectan a la actividad catalitica en §. cerevisiae, estin indicados
mediante una flecha y subrayados cuando estin conservados. Los residuos que pueden estar de manera
directa o indirecta relacionados con la unién a substrato o con la catilisis en la URO-D de humanos, estin
indicados por una estrella y subrayados cuando estan conservados.
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Al analizar los resultados del alineamiento realizado se observa que cinco de las
siete Cys encontradas en la URO-D de K. lactis alincan con las Cys presentes en otras
proteinas URO-D procedentes de hongos (las Cys aparecen sombreadas en la figura 27).
LLa His en la posicion 345 de la proteina de K. lactis (en negrita en la figura 27 y
doblemente marcada con una flecha y una estrella) estd también muy conservada y
experimentalmente se ha determinado que esta His es necesaria para la actividad del
sitio catalitico en la URO-D de S. cerevisiae (Félix & Brouillet, 1990) y tambicn en la
URO-D de origen humano (Whitby er al., 1998). Otros dos aminodcidos aparecen
conservados en la proteina de K. lactis, Asp en la posicion 81 y Tyr en la posicion 167
(indicado mediante estrellas en la figura 27). Estos aminoacidos han sido relacionados,
directa o indirectamente, con la funcion catalitica en la URO-D de humanos (Whitby et
al., 1998). Otras mutaciones que afectan a la actividad enzimitica fueron identificadas
en S. cerevisiae (Garey et al., 1992; Chelstowska er al.,, 1992). En la figura 27 estin
indicadas mediante flechas y es posible observar que incluyen a varios aminoicidos
conservados en K, lactis (Gly40, Gly307, Ser66, Thr69, Leul 14 y Ser222).

La estructura cristalina de la URO-D humana fue determinada por Whitby er al.
(1998) mostrando que la proteina de 40,8 kDa esta compuesta de un domino que se
pliega en una estructura terciaria en barril (B/os (figura 29). El sitio activo se localiza
en una hendidura formada por los lazos de los extremos C terminales de las ldminas del
barril (L1-L2-L3-L4). Muchos residuos conservados en otras URO-D de diferentes
origenes coinciden en esta zona de los lazos (marcado con una estrella en la figura 27).
Los aminodcidos conservados son dos Arg y una His que estin probablemente
relacionados con la unién al sustrato o con la catdlisis. Una estructura similar fue
determinada para la URO-D de Nicotiana tabacum (Martins et al, 2001). La
conservacion de estos aminodcidos importantes para la actividad en la URO-D de K.
lactis y en otras URO-D fungicas, asi como la conservacion de las posiciones de las Pro,
sugiere un patrén de plegamiento similar para las URO-D de levaduras, cuyas
estructuras cristalinas atn no han sido resueltas.

La estructura secundaria que puede predecirse a partir de la secuencia de K.
lactis, empleando el programa PredictProtein (Rost, 1996) a través del servidor
EXPASY, permite proponer un diagrama topolégico para la URO-D (figura 28), que es
compatible con la estructura de barril (B/a)g encontrada para la enzima de N. rabacum y
H. sapiens. Las principales diferencias entre la enzima de K. lactis y estas otras dos son,

segiin el modelo propuesto:
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® El lazo L2, en el que se incluye inicamente un elemento beta y una hélice
alfa en lugar de las dos hélices alfa presentes en la URO-D de humanos.

® La falta de estructuras secundarias en hélice alfa en los lazos L4 y L7.

L1 L2 L3

Figura 28 Diagrama topoldgico de K/Hem12p de acuerdo con la estructura secundaria que puede
precedirse a partir de la secuencia de aminoacidos.

Figura 29. Diagrama topologico de URO-D de Home sapiens (Whitby er al., 1998). Las hélices se
muestran como 6valos alargados y las liminas como flechas. El primer y Gltimo residuo de cada
estructura secundaria estd numerado.
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3.0BTENCION DE UNA CEPA DE K. lactis CON El GEN KIHEM12
DELECIONADO

Se planed obtener una cepa haploide de K. lactis con un alelo nulo para el gen
KIHEM 2. El método empleado fue el de one-step descrito por Rothstein en 1991 y la
cepa de levadura seleccionada fue PM5-3C; como marcador se utilizo Kan® que
proporciona resistencia al antibidtico kanamicina/geneticina.

El fragmento lineal que se empled en la transformacion se caracteriza por tener
una delecion interna de la ORF entre las posiciones +52 y +1.074, reemplazada por el
marcador Kan® obtenido a partir del casete KANMX4 (Wach er al., 1994).

En la figura 30 se puede observar un esquema de los pasos realizados para la

obtencion del fragmento para la interrupcion,

Paso 1. Clonacion de Paso 2. Amplificacion Paso 3. Autoligamiento Paso 4. Obtencidn del
KIHEMI2 en el vector por PCR inversa con de la construccién tras marcador de resistencia
Yliplac204 ECVIB6/18T para la digestion con Noil a la kanamicina
eliminacion de la ORF mediante  digestion con
de KIHEMI2. Netl de la construccion

KANMX4
Il

- T
!

Paso 7. Transformacion de Paso 6. Amplificacion Paso 5. Introduccion del
la  levadura  PMS-3C, por PCR del alelo marcador ~ Kan®  para
seleccion en YPD mutante creado sustituir la ORF del gen
geneticina y comprobacion artificialmente HEMI2.

de candidatos
PME-MC .
KIHEMI2::Kan® PMS-3

Figura 30. Esquema de la obtencién del nulo para el gen KIHEM12 en la cepa PM5-3C

En primer lugar (pasol) se procedio a la clonacion del gen KIHEMI2 en un
vector de pequeio tamano. Esta condicion resulta fundamental para los pasos

siguientes, ya que se va a realizar una PCR inversa, de manera que cuanto mds pequeno
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sea el vector, menos pares de bases se han de amplificar y por lo tanto la reaccion de
PCR serd mis eficaz. Se selecciono el vector Yiplac204 (Gietz & Sugino, 1988) de
3.545 pb. Tomando como construccion de partida TEasyKIHEMI2, se realizé una
digestion con Sphl y Sall (que cortan en el MCS del pGEM®-TEasy) y se clond en estos
mismos sitios de restriccion del MCS de Ylplac204. Se denomind a la construccidn
YIp204KIHEM 2. Se caracteriza porque contiene 678 pb de region promotora, 1.110 pb
de region codificadora y 877 pb de regién terminadora.

Seguidamente (paso 2) se disenaron los oligonucledtidos ECVI86 y ECV187
que se caracterizan por hibridar en las posiciones +22 de la hebra de Watson y en
+1.147 de la hebra de Crick respectivamente (tabla 9). Ambos oligos se caracterizan por
tener en su extremo 57 un sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion Norl,
Tras realizar la PCR a una temperatura de 50°C, el fragmento de DNA se corresponde
con el vector YIp204 mas las regiones promotora y terminadora de KIHEM 2 clonadas

en el mismo.

Tabla 9. Oligonucledtidos empleados para la obtencion de la construccion necesaria para lograr la
anulacion de KIHEM 12, El sitio de reconocimiento de corte para Norl aparece en negrita.

Nombre Secuencia5 — 3’ Hebra Posicién
ECV186 GGGGCGGCCGCTTTTTGCAGGAATGTCACAGA Watson +22
ECV187 GGGGCGGCCGCAAATCATTCTTCATTGGAGCG Crick +1.147
ECV168 CATCATTATAGTTGGACCAGG Watson -678
ECV169 ATAAGCCCCGAAAAATTCTTG Crick +1.987
ECV106 TTGATCGCTCCAAGTTCG Watson +17
ECV202 GGGGTCGACTGAAATAAATTGGATGCAGAAAG Crick +1,163

Tras una digestion enzimatica con Notl y una posterior reaccion de ligamiento,
se recuperéd la estructura circular del plismido (paso 3) denominandose a esta
construccién YlpnuloSRB. A continuacién, se obtuvo el fragmento Kan® (paso 4) a
partir de una digestion enzimatica con Notl del cassette KANMX4 (Wach er al., 1994) y
se clond en el sitio Norl de la construccion YlpnuloSRB obteniendo de este modo el
plasmido denominado YlpnuloSRBKan (paso 5).

Una vez conseguida la construccion, se procedié a realizar amplificaciones por
PCR con los oligonucledtidos ECV168 y ECVI6Y (tabla 9) que amplificaban la
secuencia del gen interrumpido con el marcador de resistencia a la kanamicina (paso6)
para seguidamente transformar la cepa PM5-3C mediante el método del acetato de litio
modificado, con un periodo de incubacion de 6 horas en medio no selectivo tras el

choque a 42°C.
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Con posterioridad, se realiz una siembra en placas YPD-hemina- geneticina
{ver materiales y métodos) y los candidatos obtenidos fueron analizados por su
incapacidad de crecer en ausencia de hemina.

La correcta interrupcion del gen fue comprobada mediante PCR empleando los
oligonucledtidos ECV106/ECV202 (tabla 9) y como molde DNA total de levadura
extraido de la cepa original, PM5-3C, y del candidato a nulo. ECV106 hibrida en la
posicion +17 de la hebra de Watson, mientras que ECV202 lo hace en la posicion
+1.163 de la hebra de Crick.

En ¢l caso del gen intacto, el fragmento amplificado por PCR fue de 1.146 pb.
En el caso del gen interrumpido, ya que se habian eliminado 1.125 pb internos de la
ORF y se habian sustituido por 1.900 pb del marcador Kan®, el tamaio obtenido fue de

1.921 pb, lo que ponia de manifiesto la obtencién del nulo (figura 31).
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Figura 31. Amplificacion por PCR del gen KIHEMI2 a partir de un DNA genémico de PM5-3C y del
candidato PM5-3C AHEM12::Kan®, Se senalan los tamaiios en pares de bases de algunas bandas del
marcador empleado: fago lambda digerido con BstEIl (Daniels et al., 1983)
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4.FENOTIPOS DEL MUTANTE NULO PM5-3C AHEM12::Kan®

Tras la obtencion del mutante se procedid a realizar un estudio fenotipico del
mismo analizando una serie de caracteristicas:

4.1. Crecimiento en ausencia de hemina

4.2. Auxotrofia para la metionina

4.3. Acumulacion de porfirinas

4.1.Crecimiento en ausencia de hemina
Tal y como se observa en la fotografia de la figura 30, la cepa PM5-3C
AHEM12::Kan® portadora del alelo nulo para KIHEM 12 es capaz de crecer dnicamente

en presencia de hemina,

4.2.Auxotrofia para la metionina

El uroporfirinégeno III, que es el substrato de la URO-D, es un precursor comin
tanto para la sintesis de hemo como para la de sirohemo. Ademas, el uroporfirindgeno
III conecta la biosintesis de hemo con la de la metionina. Esto es asi, ya que la
biosintesis de la cisteina y la metionina en S. cerevisiae dependen de la captacion de
sulfato y su posterior reduccion a sulfito. Esta reaccion estd catalizada por la sulfito
reductasa, y el sirohemo actia como grupo prostético de la enzima (Labbe & Labbe-
Bois, 1990).

En . cerevisiae esti descrito que el alelo nulo de hemi2 provoca una auxotrofia

para la metionina (htp:/db.yveastgenome.org/cgi-bin/SGLY/), aunque en nuestro

laboratorio no se ha podido reproducir este resultado.
Por ello se decidio analizar si en el caso de K. lactis se cumplia la misma

caracleristica.
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Figura 32. Exploracion del fenotipo de auxotrofia para la metionina del nulo de KIHEM 12

Como se puede deducir del crecimiento en placa (figura 32A) en medios
completos (CM) con metionina (0,004%) y hemina (30 pg/mL) y en medios deficitarios
en metionina (CM-Met +hemina), no se observan diferencias de crecimiento para la
cepa PM5-3C AHEM12::Kan®, y lo mismo sucede cuando se realiza un seguimiento del
crecimiento a lo largo del tiempo (ver gréfica 32B). Por lo tanto en el caso de K. lactis,

la mutacién de KIHEM 12 no genera una auxotrofia para la metionina.

4.3.Cuantificacion de la acumulacién de porfirinas en varios

mutantes hem12

Un cambio fenotipico observable a simple vista al comparar la cepa PM5-3C y
la PM5-3C AHEM12::Kan® es que la primera es de color blanco y la segunda es rosada.
Estd descrito que los mutantes en distintos pasos de la ruta de biosintesis de hemo,
acumulan porfirinas en su interior (Gollub er al.. 1977) de manera que se genera
fluorescencia cuando se somete a las células a una iluminacion con luz ultravioleta. Por
ello, se decidié cuantificar la acumulacion de porfirinas de los mutantes hem/2 de que
se disponia en el laboratorio para las levaduras S. cerevisiae y K. lactis, mediante la
exposicién a luz UV de una masa celular crecida durante 4-5 dias en placas CM con
hemina. Los mutantes seleccionados fueron hem6-1B para S. cerevisiae que s¢
comparard con su silvestre: BWG-7a y en el caso de K. lactis se empled el mutante

obtenido PM5-3C AHEM12::Kan" y su silvestre PM5-3C.
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Figura 33. Cuantificacion de la acumulacion de porfirinas en los mutantes hem/2 de S. cerevisiae y K.
lactis tras iluminacion con luz ultravioleta.

Las cuantificaciones se llevaron a cabo mediante andlisis de imagen tras
iluminar la placa con la luz ultravioleta de un transiluminador. Se empledé para ello el
programa ImageQuant (materiales y métodos). Como resultado, se observa que en los
mutante heml2 de S. cerevisiae y de K. lactis, se produce fluorescencia atribuida a la
acumulacion de porfirinas (figura 33). En el caso de K. lactis esta acumulacion es
mucho mayor, lo que podria explicarse por su metabolismo energético fuertemente
basado en la respiracion dependiente de hemo, frente al fermentador de S. cerevisiae. En
condiciones de respiracion, la necesidad de produccion de hemo es mayor que en

fermentacion, ya que actia como grupo prostético de los citocromos (Salemme, 1977).

4.4.Conclusiones del analisis fenotipico realizado con la cepa PM5-

3C- AHEMI2::Kan®

El andlisis fenotipico realizado sobre la cepa de K. lactis PMS5-3C-
AHEM12::Kan® revela que ¢l gen se encuentra en el genoma haploide en una copia
tinica. Por otra parte los efectos sobre la biosintesis de hemo son los esperados en esta
circunstancia, lo que origina incapacidad respiratoria en ausencia de un precursor de
hemo y acumulacién de porfirinas. Sin embargo, la biosintesis de metionina no se ve
afectada.  Probablemente la auxotrofia por metionina descrita en  SGD
(hu
de la propia eliminacion del gen HEM12 ya que esta descrito (Gollub er al., 1977) que

Jdb.yeastgenome.org/egi-bin/SGD/) se corresponde con efectos adicionales a los

sélo las mutaciones en los genes HEM1, HEM2, HEM3 y HEM4 presentan auxotrofia
para la metionina. Estos genes son necesarios para la produccion de uroporfirinégeno 11

que es precursor para la sintesis del sirohemo que a su vez actiia como grupo prostético
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de una sulfito reductasa necesaria para la sintesis de metionina. En cambio no cabe
esperar que otras mutaciones downstream de HEM4 en la ruta de biosintesis de hemo
afecten a la sintesis de sirohemo, a no ser por efectos indirectos que puedan producir
una disminucion del flujo de metabolitos en las primeras reacciones de la ruta y asi

causar una produccion deficitaria de uroporfirindgeno 11

5.ANALISIS DE LA EXPRESION DE KIHEMI2 EN DISTINTAS
CEPAS DE K. lactis

Analizando la bibliografia disponible sobre la expresion y regulacion del gen
HEMI2 en S. cerevisiae se pudo comprobar que los niveles de expresion varian
notablemente en funcién de la cepa analizada. En algunas cepas estos niveles son bajos
y tnicamente detectables empleando preparaciones de RNA poli-A o RNA extraido de
células transformadas con el gen clonado en un plasmido multicopia (Zoladek et al.,
1995). Sin embargo, se han descrito niveles de expresion de HEM]2 comparables con
los de actina cuando se analizé la cepa BWG7a y sus derivados (DiFlumeni er al.,
1993). Como causa de estas discrepancias puede sugerirse la existencia de mutaciones
extragénicas que afectan a la expresion de HEM 12 (Zoladek er al., 1995).

Con estos precedentes, se decidié comprobar en primer lugar si existian
diferencias de expresion de KIHEM12 entre las distintas cepas de K. lactis disponibles
en nuestro laboratorio. Se realizaron varias extracciones de RNA total de las cepas
Y 1140, MW270-7b, MW98-8¢, PM5-3C y W600 y se analizé mediante northern blot la
expresion del gen. Los cultivos celulares se realizaron utilizando como fuente de
carbono una mezcla etanol-glicerol a una concentracion del 2%. Los resultados del
northern blor se muestran en la figura 34. Las intensidades de las senales obtenidas, una
vez normalizadas respecto a la carga en el gel, utilizando como control interno la sefial
correspondiente al RNA ribosémico 258, muestran que la expresion de KIHEMI2 es
detectable en todas las cepas analizadas, aunque la mayor expresion (5 veces) se detecta
en PMS-3C.
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Figura 34. Expresion de KIHEM/2 en distintas cepas de la levadura K. lactis crecidas en CM etanol-
glicerol al 2%

6.ANALISIS in silico DEL PROMOTOR DE KIHEMI2

Con la finalidad de hacer una primera aproximacion a los posibles mecanismos
de regulacion que pudieran operar sobre el promotor de KIHEMI2 se realizé una
busqueda de secuencias consenso para la union de factores transcripcionales especificos
de funcion conocida. El andlisis in silico (figura 35) mostré la presencia de dos
consensos degenerados para el factor transcripcional Gerlp en las posiciones -713/-709
y -325/-321 y otros dos sitios de union del complejo Hap2/3/4/5p (CCAAT) en las
posiciones -667/-663 y -389/-385.

No se localizd, por el contrario, ningin consenso para la caja TATA. Esta
secuencia puede estar bastante degenerada en levaduras, muchos promotores contienen
consensos TATA, pero otros muchos presentan secuencias alejadas del consenso o
carecen totalmente de ¢l (Martinez et al., 1994; Pugh & Tjian, 1991). Se ha estimado
que aproximadamente soélo un 17% de todos los genes de levaduras contienen un
elemento TATA candnico en su promotor (Kim & Iyer, 2004),

La proteina Gerlp es un componente del complejo transcripcional
Raplp/Gerlp/Ger2p, que activa la transcripcion de dos grupos de genes diana: los genes
relacionados con componentes de la maquinaria de sintesis de proteinas y los genes
glicoliticos en S. cerevisiae (Santangelo & Tornow, 1990; Zeng et al., 1997). La
activacion de cada clase de genes diana ocurre por distintos mecanismos. El mecanismo

general que es especifico para los componentes de la maquinaria de sintesis de proteinas
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(incluyendo la mayoria de las proteinas ribosomales), ocurre en ausencia de Ger2p y
requiere del principal dominio de homodimerizacion de Gerlp (dominio de cremallera
de leucinas) (Deminoff er al., 1995). El mecanismo especializado que estimula la
transcripeion de genes glicoliticos, es independiente del dominio de cremallera de
leucinas, pero requiere a Ger2p. La suma de los genes diana de ambos circuitos
representa una fraccion muy importante de todos los genes transcritos por la RNA
polimerasa [ y ademas incluye a los que tienen una importancia cuantitativa mayor. Se
ha demostrado que 26 de los 30 genes mds expresados en levaduras son o componentes
de la maquinaria de sintesis de proteinas o genes glicoliticos (Velculescu et al., 1997).
Recientemente se ha demostrado que Gerlp es también responsable de la represion
mediada por glucosa de algunos genes como SUC2 (Turkel er al, 2003)

En el caso del complejo Hap2/3/4/5p, se encarga de la activacion dependiente de
hemo y/o por fuentes de carbono no fermentables. Existen numerosos genes nucleares
que codifican para proteinas mitocondriales, que muestran una regulacion a nivel
transcripcional de la respiracion dependiendo de la fuente de carbono. En S. cerevisiae
este control transcripcional estd mediado por este complejo, que ademds regula un gran
nimero de genes nucleares cuyos productos estdn relacionados con la conservacion de

la energia y el metabolismo oxidativo de los carbohidratos (Grivell, 1995).

6.1.Determinacion del sitio de inicio de la transcripcion mediante

primer extension

El inicio exacto de la transcripeion por la RNApolimerasa I requiere no solo de
su presencia, sino también de un grupo de factores generales de la transcripcion GTFs
(General Transcription Factors), que incluyen a la proteina de union a TATA (TBP),
TFUB (Transcriptional Factor 1IB), TFIE, TFIIF y TFIIH (Hampsey, 1998). La
existencia de andlogos para los GTFs en diferentes especies de eucariotas sugiere que la
transcripcién mediada por la RNApolll es un proceso altamente conservado. Sin
embargo, existe un rasgo peculiar que diferencia a S. cerevisiae de los otros eucariotas:
la determinacion del sitio de inicio de la transcripcion. En los eucariotas superiores, la
transcripcion comienza generalmente a una distancia fija de unas 30 pb en posicion 3" a
la caja TATA (Giardina & Lis, 1993) y empleando un tnico sitio de inicio. En §.

cerevisiae, por el contrario, el inicio de la transcripcion ocurre dentro de una region
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situada entre 40 y 120 pb en direccion 3 de la caja TATA, y a menudo con multiples

sitios de inicio (Struhl, 1987).

wrlp

A AAGAGCAGCC CTGAACGATC ACT

CTTATTAATA ARA

ACTCATC TEGAATGATA A ATAAA GAAMAACGTAC A A G A 4

TTGACGAAG CTTTGCAGCC TTTAAAAGTC TJIPACA GAGTATTCAT TARTCATAGG 161
Hapl/V4/5

TATGTGCGTG TTCTACTCTT GTCTATCCIG TAGC TTATT TCGAGEATG )

CTTITCGGTT AAGAGTGCAG GTTTACTGAA AAGTGRAATA TACAAAGACT CGTCGTCAAG

Figura 35. Secuencia del promotor de KIHEMI2 con los supuestos consensos localizados para
Hap2/3/4/5p y Gerlp

A fin de conocer la estructura basica del promotor de KIHEM 2, antes de pasar a
analizar los posibles sitios reguladores existentes en €l, realizamos un estudio de las
posiciones de los sitios de inicio de la transcripcion mediante primer extension. Para la
realizacion  del  experimento  se  disend el oligonucledtido  ECVI07
(CTGGTAAATAACGTCCAGCCT) que hibrida en la posicion +133. Este oligonucledtido
fue empleado paralelamente en una reaccion de sintesis de DNA a partir de RNAm y en
una reaccion de secuenciacion tomando como DNA molde la construccion
pSKKIHEM 2 (ver materiales y métodos).

Como se puede observar existen varios sitios de inicio de la transcripcion (figura
36) que se han localizado en las posiciones -61, -44, -33, -27, -20, -10 y -8, aunque las
posiciones -8, -20 y -27 aparecen con menor intensidad. El hecho de que existan

multiples sitios de inicio en el promotor de KIHEM 2 y ninguno de cllos muestre una
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preferencia notable sobre los demas podemos relacionarlo con los datos obtenidos en ¢l
andlisis in silico del promotor que no revela unos claros consensos para la caja TATA.
En cualquier caso se ha demostrado recientemente que la inexistencia de dicho consenso
en los genes de levadura denominados TATA-/ess no implica una menor union de TBP
al promotor o unos niveles de RNAm menores en condiciones de transcripeion basal
(Kim & lyer, 2004). Si se ha observado sin embargo una menor tendencia a la
transcripcion inducida en los genes TATA-less frente a los genes que presentan claros

consensos TATA en sus promotores (Kim & lyer, 2004).
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CAATARACTT TGACTTTTTC GATATCTGCT CGACTCTITTG CAACAAATAG TCATGTACAT -901
TATCATTGAA ATGAGAAGTG TAAGGATGAG GTTTCTCGGT AATGACTTGT AAATCATGCC -841
AAGCTGCATC TAACAATGAA TTTGATGACT TATCATCTGG TAAGTTTGAC TTATATTTAT -781
TAGCATCGAA CCATGTCAGT ATACTAATAA CCAARACAGT AAGCACARMAC AAGGIGCTAA -721
CGGTGGTCTT CCTARACTTG AAAGTAGACC GAAAATAATT GGCCATCATT ATAGITGGAC -661
CAGGGAAAGA AAGAGCAGCC CTGAACGATC ACCCGCTAAT TTCTAAGAAA TTIGTAGGIGC -601
TTGTCAAACA CTTATTAATA AAACGAATGG AATAATACCT CTCTTTATCA GTTCTATIGA -541
TTTATTGTGA CTGAAAACCC TTAAGTCTGT TTTGGIITTA ATTGTACATA TTTCGATTAT -481
ACTCATCTTIC TCGAATGATA ACTAGATAAA GAAAACGTAC ATATACACAG AGAARAGGGC -421
ATTGACGAAG CTTTGCAGCC TTTAAAAGIC TCCAATAACA GAGTATTCAT TAATCATAGG -361
TATGTGCGTG TTCTACTCTT GTCTATCCIG TAGCTCATCC TTATTCCTTC TCGAGCATGT -301
ATTGGCGTCT TATTTGAAGA ACTCACGTGC CGAGAAAGAA ATTATGTTAC CCTGAAAATA -241
GATACTGGAG AGGAAAACAT CAAACCCGTIG CATGGTGATA ACAGATGTGC CATGCAAATT -181
TCCTCGAGAC CTTTTGGGGA CAATAGTTCA TGCATATACG ACCTGCATGG ACGTTCTTAQ -121
TAACRACGAT TATCTG@QCC ATTGAAAZIT GCICTTCTAC %TTCP\GGTCT ;AC}TAGTTTT =6l
CTTTTCGGTT AAGAGTGCAG GTTTACTGRA AAGTGAAACA TACARAGACT CGTCGTCAAG -1

ATG +3

Figura 36. Determinacion de los puntos de inicio de la transcripcion del gen KIHEMI2. Las cuatro
primeras lineas muestran los resultados de la secuenciacion del gen KIHEMI2 en el orden G AT C. La
quinta linea muestra los resultados del experimento de primer extension, indicando para cada caso la
posicion ocupada en la secuencia del promotor, donde parecen remarcadas en rojo y senalizadas con una
flecha aquellas de mayor intensidad: las de menor intensidad estdn sefaladas con un punto.
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6.2.Andlisis de expresion mediante la fusion del promotor de
KIHEM]12 al gen reportero lacZ

Puesto que en el promotor existian sefales consenso para la regulacion
dependiente de fuente de carbono por Gerlp y Hap2/3/4/5p (Zeng et al., 1997) y hemo
por Hap2/3/4/Sp (Grivell, 1995), se decidié verificar si el promotor respondia a la
regulacién por fuente de carbono y hemo. Habia datos indirectos que indicaban que la
actividad enzimitica de la URO-D de origen humano puede ser inhibida por especies
que producen oxigeno reactivo (Pinelli e al., 2002), por lo que también se analizé si la
adicion de H,0; podia tener efecto a nivel transcripcional sobre ¢l gen KIHEM12.

Se procedié a la amplificacion del promotor completo a partir del DNA
gendmico de la levadura Y 1140 para lo cual se diseniaron los oligonucledtidos ECV 138
y ECV139 (tabla 10) que amplifican un total de 1.011 nucledtidos desde la posicion -
088 a +23. El DNA amplificado fue clonado en BamHI-Sall del vector pXW 1 (Chen er
al., 1992) que permite realizar andlisis de expresion en K. lactis. En esta construccion,
denominada pXWKIHEM 12, el promotor de KIHEM 2 fue fusionado al octavo codon

del gen reportero lacZ.

Tabla 10. Listado de los oligonucledtidos empleados para la clonacion del promotor de KIHEM 12 en el
vector pXW1 (Chen er al., 1992). Los sitios de reconocimiento para BamHI y Sall aparecen resaltados en
negrita. La temperatura de hibridacion seleccionada fue de 50°C.

Nombre Secuencia5’ — 3’ Hebra Posicion
ECV138L GGGGGATCCACACCATTAGCAGAATCA Watson -988
ECV139L GGGGTCGACCGATCAACATTCTGTACTTG Crick +23

Una vez comprobada la construccion mediante andlisis de restriccion
secuenciacion se utilizé para transformar la cepa de K. lactis MW 190-9b y se procedié a
analizar la expresion del promotor mediante medida de la actividad B-galactosidasa
empleando extractos proteinicos (materiales y métodos).

En primer lugar, se realizé un ensayo en anaerobiosis para comprobar si la
expresion de KIHEM 2 era o no dependiente de los niveles de oxigeno. Se preparé un
pre-inGeulo en medio CM-Ura glucosa 2% con una mezcla de seis candidatos de la cepa
MW 190-9b transformada con la construccion del promotor. Se inoculd un cultivo a una
ODggo de 0.4 y se dejo crecer hasta una ODggo de 0,8, En ese momento se tomé una
muestra para realizar la primera medida de actividad enzimdtica (O; inicio). A

continuacién se afadié al medio de cultivo Tween 80 y Ergosterol para permitir ¢l
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crecimiento en anaerobiosis, y se introdujo en una jarra de anaerobiosis (materiales y
métodos), donde se mantuvo durante 5 horas a 30°C y agitacion. Transcurrido este
periodo de tiempo, se detuvo el crecimiento manteniendo la jarra durante 30 min a -
20°C para seguidamente tomar la segunda muestra de cultivo y medir su actividad (N> 5
horas). El cultivo se puso de nuevo a crecer en aerobiosis durante dos periodos de |
hora y 30 minutos, de los cuales también se tomaron dos muestras para medir las
actividades beta-galactosidasa (O> 1,5 horas y O; 3 horas). Los resultados obtenidos
(figura 37) muestran que la expresion de KIHEM 12 no estd regulada por los niveles de

oxigeno.

nm O-nitrofenol / mL min

02 inicio N2 5 horas 02 1,5 horas 02 3 horas

Figura 37 Anilisis del promotor completo mediante fusiones a facZ. Ensayo de actividad beta-
galactosidasa mostrando la influencia de los niveles de oxigeno

Los siguientes ensayos se realizaron a partir de células que habian crecido en
medios con distintas fuentes de carbono: glucosa 2%, glucosa 0,5%, fructosa 2%,
glucosa-lactato 2%, etanol-glicerol 2%. También se realizaron cultivos en medios
suplementados con hemina o con H>0; en las concentraciones que se indican en la

figura 38.
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= 300 =

E 250 | * T T I- Glucosa 2%

= T 2- Glucosa 0,5%

%‘ 200 - I - | 3- Fructosa 2%

£ 150 1 T 4- Glucosa 2%+H,0,

S 5- Lactato 2%

< 100 4 6- Etanol-Glicerol29%(EG)
o 50 7- EG+20pg/mL hemina
E 8- EG+100ug/mL hemina
= 0 s U —

Figura 38. Analisis del promotor completo mediante fusiones a lacZ. Ensayo de actividad beta-
galactosidasa mostrando la influencia de los niveles de carbono y de hemo

Los resultados obtenidos (figura 38) muestran que el gen KIHEMI2 no se
encuentra regulado por la concentracion de glucosa al 2% o 0.5%, por lo que se descarta
el andlisis de los consensos localizados para Gerlp. Si se observa que se induce
ligeramente por fuentes de carbono no fermentables como el lactato y el etanol-glicerol.
El gen tampoco se encuentra bajo regulacion por hemo en condiciones aerobias, ya que
los niveles de expresion no varian cuando se anade hemina (precursor de hemo) hasta
una concentracion de 100 pg/mL. Este resultado apoya al obtenido tras las medidas en
anaerobiosis en las que se deducia que la expresion del gen no dependia de los niveles
de oxigeno (del que el grupo hemo actia como sensor). De la misma manera, al anadir
H»0; hasta una concentracion 2 mM para generar estrés oxidativo, no se observan
variaciones en la expresion de KIHEM 2.

Puesto que el gen se inducia en presencia de fuentes de carbono no fermentables
y estd descrito que, en S. cerevisiae, esta regulacion estd mediada por el complejo
Hap2/3/4/5p (Pinkham et al., 1997), se decidié comprobar si los consensos hallados en
el andlisis in silico del promotor eran funcionales. Para ello se transformaron dos cepas
de K. lactis, MW270-7b como silvestre y MWH7302-DI, mutante en el gen Klhap3,
con la construccion pSKKIHEM 2. Los andlisis de northern blot (figura 39) indican que
los niveles de KIHEM 12 disminuyen del orden de 1.4 veces en el mutante hap3. Este
resultado coincide con las proporciones entre 1,7 y 1.5 observadas en la induccion con

fuentes de carbono no fermentables frente a la glucosa al 2% (ver figura 38). Estos datos
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indican que K/Hap3p puede mediar en esta induccion a través del complejo
Hap2/3/4/5p. Esta moderada regulacion estd en consonancia con el hecho de que la
interrupcion del gen KIHAP3 causa también un efecto moderado y no produce un

fenotipo de deficiencia en la respiracion (Mulder er al., 1994a).
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Figura 39 Influencia de la mutacién hap3 sobre la expresion de KIHEM 2 en K. lactis

6.3.Determinacion de la funcionalidad de las cajas CCAAT del

promotor de KIHEM 12 mediante deleciones internas

Se obtuvieron mediante amplificacién por PCR una serie de deleciones del
promotor que fueron fusionadas con el gen reportero lacZ del plismido pXW 1 de forma
similar a como habia sido fusionado el promotor completo. Las deleciones internas del
promotor se disenaron para estudiar la posible funcionalidad de las dos supuestas cajas
CCAAT que podian mediar la respuesta del complejo Hap2/3/4/Sp. Las construcciones
disenadas son:

* AA: carente del consenso CCAAT localizado en posicion -667/-663.

® AB: carente del consenso CCAAT localizado en posicién -389/-385.

*  AAB: carente de los dos.

® AC: carente de la region del promotor desde la posicion -667 a la -383.

a) Obtencion de la deleciéon interna AA

Se disenaron dos nuevos oligonucledtidos (tabla 11): ECV265: caracterizado por
tener un sitio de corte para BamHI en su extremo 5° y por hibridar en la hebra
complementaria en la posicién -673, exactamente a 5 nucledtidos en direccién 57 del

sitio Hap2/3/4/5p (-667/-663). ECV266: caracterizado por lener también un sitio de
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corte para BamHI en su extremo 57y por hibridar en la hebra molde en la posicion -660.

a 2 nucledtidos en direccion 37 del sitio Hap2/3/4/5p (-667/-663).

Tabla 11. Listado de los oligonucledtidos empleados para la obtencion de las deleciones del promotor de
KIHEM 2 AA. Los sitios de reconocimiento de BamHI, Sall y Bglll aparecen resaltados en negrita,

Nombre Secuencia5 — 3’ Hebra Posicion
ECV265 GGGGGATCCTGATGGCCAATTATTTTCG Watson 673
ECV266 GCGGGATCCCAGGGAAAGAAAGAGCA Crick -660
ECV267 GGGGGATCCACAGAGTATTCATTAATCATAGG Crick -383
ECV268 GGGGGATCCTTAAAGGCTGCAAAGCTTC Watson -396
ECV294 GGGGTCGACAGATCTCAGGGAAAGAAAGAGCA Crick -660
ECV275 GGGGTCGACGGATCCCAGGGAAAGAAAGAGCA Crick -660

Para la obtencién de esta delecion AA se realizé un proceso de dos etapas de
amplificacion por PCR empleando una temperatura de hibridacion de 48°C. En un
primer paso, empleando el oligonucledtido ECV266 en combinacién con ECV139
(utilizado para la obtenci6n de la delecién con el promotor completo), se amplificaron a
partir de DNA genémico de la cepa Y1140, 683 pb correspondientes a la region del
promotor que queda 3 respecto del sitio Hap2/3/4/5 (-667/-663) que fueron clonados en
BamHI-Sall del vector pXWI1. Se denomind a esta construccion pXW266/139.
Seguidamente se realizé la segunda fase de amplificaciones por PCR empleando en este
caso la combinaciéon ECV138 y ECV265, dando lugar a un fragmento de 315 pb
flanqueado por sitios de corte para BamHI que fue clonado con posterioridad en la
construccion pXW266/139. De este modo se sustitufa el sitio Hap2/3/4/5p (-667/-663)
por el sitio de corte de BamHI, denomindndose a esta construccion AA. La correcta

disposicion de los fragmentos clonados fue comprobada mediante PCR y secuenciacion.

b) Obtencion de la delecion interna AB

Se disenaron los oligonucleotidos ECV268 y ECV267 (tabla 11). ECV268 esta
caracterizado por tener un sitio de corte para BamHI en su extremo 5° y por hibridar en
la hebra complementaria en la posicién -396, a 6 nucledtidos en direccion 57 del sitio
Hap2/3/4/5p (-389/-385). ECV267 se caracteriza por tener también un sitio de corte
para BamHI en su extremo 5° y por hibridar en la hebra molde en la posicién -383, a |
nucledtido en direccion 37 del sitio Hap2/3/4/5p (-389/-385).

También en este caso fueron necesarias dos fases de amplificacién por PCR a
partir de DNA genémico de K. lactis; en primer lugar con los oligonucledtidos

ECVI39/ECV267 se amplificd un fragmento de 406 pb pertenecientes a la regién por
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debajo del sitio Hap2/3/4/5 (-389/-385) que fue clonado en los sitios BamHI y Sall del
vector pXW 1 dando lugar a la construccion denominada pXW139/267. En la segunda
fase se empled la combinacion ECVI38/ECV268 dando un fragmento de 592 pb
correspondientes a la region por encima del sitio Hap2/3/4/5p (-389/-385) flanqueado
por dos sitios de corte para BamHI que fue seguidamente clonado en el sitio BamHI de
la delecion pXW 139/267. Se obtuvo de este modo la construccion AB. Al igual que en

el caso de AA, se verifico la construccién mediante PCR y secuenciacion,

¢) Obtencion de la delecién interna AAB

Se disend el oligonucle6tido ECV294 (tabla 11) que hibrida en la posicion -660
(igual que ECV266) y se caracteriza por tener en su region 5° dos sitos de corte: Sall
secguido de Bglll (cuyos extremos son compatibles con los de una digestion con
BamHI). También en este caso ¢l proceso de obtencion de la construccion se dividio en
dos fases.

En la primera etapa, se realizé una amplificacion por PCR empleando como
DNA molde la delecién AB (pues ya carece del sitio Hap2/3/4/5p de la posicion -389) y
la combinacion de oligonucledtidos ECV139/ECV294, El fragmento de 678 pb de DNA
obtenido fue clonado en el sitio Sall del vector pXW1. Se comprobd la correcta
disposicion de las bases por secuenciacion y se denomind a esta construccién
pXW139/294. Luego, al igual que en el caso de la obtencion de AA, se amplifico por
PCR a partir de DNA genémico de la cepa Y1140 y con la ayuda de los cebadores
ECVI138/ECV265. un fragmento de 315 pb flanqueados por sitios de corte para BamHI
que fue clonado en el sitio Bg/ll de pXW139/294, Se denomind a esta construccion
AAB y se comprobd su correcta orientacion mediante PCR y también por

secuenciacion.

d) Obtencion de la delecién interna AC

Se disenié el oligonucledtido ECV27S (tabla 11) que hibrida en la posicion -660
(igual que ECV266 y ECV294) caracterizado por lener en su region 57 los sitios de
corte para Sall y BamHI. Igual que en el caso anterior, empleando como molde de PCR
a AB se amplicaron 678 pb con los cebadores ECV139/ECV275 que fueron clonados en
Sall de pXW 1 dando lugar a la construccion pXW 139/275.
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El siguiente paso consistio en la amplificacion de la region del promotor de -988
a -667 con ECVI38/ECV265 y posterior clonado en BamHI de pXW 139/275. Como ya
se¢ habia introducido un sitio BamHIl en la construccion para sustituir al sitio
Hap2/3/4/5p (-389/-385). tras la digestion enzimadtica, se elimind la regién que va desde
-667 a -383. De este modo, la construccion AC obtenida se compone de la region -988 a
-667 unida a la region que va desde -383 a +23. Esta disposicion fue comprobada
mediante secuenciacion.

En la figura 40 se resumen las caracteristicas de las distintas deleciones

obtenidas fusionadas al gen reportero.,

GTTGG CCAAT
| 1 aed,
00 600 400300 pKIHEM 12
GGATCC CCAAT
1 I 1 1 aid.
800 600  -400  -200 : AA
GTTGG GGATCC
1 | | [ 1 s
"800 -600 200 : AB
GGATCT GGATCC
R | || | n—7:m- > AAB
-800 -600 =200
GGATCC : W“WD
“800 200 AC

Figura 40. Esquema de las deleciones obtenidas para el estudio del promotor de KIHEM 2.

Las medidas de actividad P-galactosidasa obtenidas en células de levadura
MW 190-9b, transformadas con las construcciones recogidas en la figura 40, revelaron
que la delecion de las cajas CCAAT localizadas en -389/-385 y en -667/-663 disminuia
la actividad del promotor en medios no fermentables (figura 41).

Es destacable el hecho de que cuando se compara el incremento de actividad
enzimdtica experimentado por la delecion AA en un medio con etanol-glicerol 2%
respecto al medio con glucosa 2% (1,89 veces), con el incremento experimentado por el
promotor completo (1,87 veces), no se observan apenas diferencias lo que pondria de
manifiesto que el consenso eliminado no es funcional. En cambio al realizar la misma

comparacion con la delecion AB (1,28 veces), si se observa, indicando que este segundo
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consenso si es funcional. A estos datos hay que sumar el hecho de que este segundo
sitio de unidn presenta una secuencia exactamente coincidente con el consenso CCAAT
mientras que la secuencia de las posiciones -663/-667 estda degenerada respecto del

consenso conservado.
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Figura 41. Efecto de las deleciones de las cajas CCAAT en la actividad del promotor de KIHEMI2 en

diferentes medios de cultivo.

7.DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo han puesto de manifiesto que el gen
KIHEM 2 es unico y funcional en K. lactis, ya que el alelo nulo obtenido presenta los
fenotipos asociados a la mutacién de este gen en otras levaduras, incapacidad de
crecimiento en ausencia de hemo y acumulacién de porfirinas.

La expresién transcripcional de KIHEM12 es dependiente de cepa al igual que
ocurre en S. cerevisiae (Zoladek et al., 1995), correspondiendo el valor mayor a PMS5-
3C entre las cepas analizadas. Los datos obtenidos respecto a la regulacién de este gen
indican que no es un punto clave en la regulacion de la biosintesis de hemo. De hecho la
transcripcion de KIHEM12 no responde a hemo ni existen en su promotor elementos
reguladores que se ajusten a consensos tipicos de factores fuertemente regulados por
hemo como seria el caso de Haplp o Rox1p (Hon et al., 2003; Zhang & Hach, 1999).
Los datos sobre la regulacion del gen homologo en la levadura S. cerevisiae son

coincidentes con los resultados obtenidos (DiFlumeri er al. 1993).
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Un andlisis del promotor mediante fusiones a lacZ muestra una ligera activacion
por fuentes de carbono no fermentables. Otro dato indirecto que senala que no se trata
de un gen cuya transcripcion pueda ser fuertemente inducida procede de la ausencia de
consensos claramente definidos para las cajas TATA de unién a TBP. Efectivamente,
recientemente se ha podido demostrar en S. cerevisiae por medio de un estudio
genémico completo que existe una relacion entre la presencia de consensos candnicos
TATA en los promotores y el hecho de que se produzea induccién de la transeripeion en
respuesta a sefiales externas (Kim & Iyer, 2004).

El hecho de que la activacién producida sobre la transcripeion de KIHEM 12 en
fuentes de carbono no fermentables no sea cuantitativamente muy notable se puede
relacionar con el hecho de que en condiciones de suministro de oxigeno adecuado el
metabolismo de K. lactis es predominantemente de tipo respiratorio (Gancedo &
Serrano, 1989) con lo cual su adaptacion para utilizar fuentes de carbono no
fermentables no requiere grandes reajustes de su patrén de transcripeion general. No
obstante se decidié comprobar si la induccion observada era mediada por los elementos
del promotor relacionados con el complejo regulador Hap2/3/4/5p. Los resultados
obtenidos mediante fusiones del promotor al gen reportero lacZ y la introduccion de
deleciones especificas si permiten confirmar que la caja CCAAT en la posicion -389/-
385 es funcional. Ademds también se ha podido comprobar que este efecto es funcional
in vivo porque se produce una disminucién de la transcripcion de KIHEM12 en un
mutante Klhap3, lo que demuestra la implicacién del complejo Hap2/3/4/5p en este

sistema de regulacion.
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L.INTRODUCCION

El gen KIHEM!, que codifica para la primera enzima de la ruta de sintesis de
hemo en Kluyveromyces lactis, fue clonado por Gonzdlez-Dominguez y colaboradores
mediante complementacion de una mutacion hem! en Saccharomyces cerevisiae,
mostrindose su alta homologia con ScHEM1 (Gonzalez-Dominguez er al., 1997). Se
demostré que el gen estd sometido a regulacion transcripcional. Existe mayor expresion
tras una induccién por cambios desde un medio con glucosa a glicerol y sus niveles de
expresion disminuyen al pasar de condiciones hipixicas a condiciones aerobias (figura
42) (Gonzdlez-Dominguez et al., 1997). La adicion de hemina a medios hipoxicos
también disminuye la expresion del gen (Gonzilez-Dominguez, 1999). Ademis, existe
una regulacion post-transcripcional durante el transporte de la proteina a la mitocondria,

que es inhibido por hemo (Gonzdlez-Dominguez er al., 2001).
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Figura 42 Regulacion transcripeional de KIHEM T (reproducido de Gonzdlez-Dominguez et al., 1997)

Existen diferencias significativas con respecto a la regulacion de HEM1 entre §.
cerevisiae y K. lactis. Mientras que la expresion de ScHEMI es constitutiva, en
referencia a la disponibilidad de la fuente de carbono o los niveles de hemo (Keng &
Guarente, 1987), en K. lactis la disponibilidad de oxigeno afecta a los niveles de
KIHEM1 y el gen se expresa mds en condiciones de hipoxia que en condiciones de

aerobiosis. El incremento de expresion observado en hipoxia podria ser interpretado
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como un alivio de una represion en condiciones aerdbicas. En este modelo el producto
final de la ruta de biosintesis, hemo, podria ejercer un control por retro-alimentacion en
el primer paso de la ruta disminuyendo la transcripcion de KIHEM] (Gonzalez-
Dominguez, 1999)

Aunque se conocia que la expresion del gen estd regulada por los niveles de
oxigeno y se habia comprobado que dicha regulacion dependia de los niveles de hemo
(Gonzdlez-Dominguez, 1999), no se habian analizado los elementos reguladores del
promotor que controlan la regulacion por fuente de carbono y por la disponibilidad de
oxigeno. Estos fueron por tanto los objetivos que se plantearon en este apartado de la

Tesis.

2.ANALISIS in silico DEL PROMOTOR

Analizando la regiéon promotora de KIHEM con programas informaticos como

el MATCH (www.gene-regulauon.com/cgi-bin/pub/programs/match/maitch.cgi) se

obtienen una serie secuencias que coinciden con consensos conservados para la unién
de factores reguladores tanto activadores como represores (figura 43). Asi se localiza
por ejemplo un sitio de unién del complejo Hap2/3/4/5p entre las posiciones -656/-649
(caja CCAAT). Como ya se ha mencionado en el capitulo anterior al estudiar la
regulacion transcripcional de KIHEMI12, en S. cerevisiae este complejo activa la
transcripcion de varios genes cuando la levadura crece en un medio con una fuente de
carbono no fermentable (Olesen er al., 1987). Entre las posiciones -475/-460 se
encuentra un supuesto sitio de union para el factor regulador Gerlp. Como también ha
sido comentado anteriormente, Gerlp activa la expresion de genes de enzimas
glicoliticas y reprime la de genes relacionados con la respiracion (Huie & Baker, 1996;
Sasaki & Uemura, 2005). También aparece un elemento rico en pirimidinas entre los
nucledtidos -412 y -378, que es un potente activador transcripcional de muchos genes
de levaduras (McNeil, 1988) como por ejemplo CYCI, SUC2, PGK. GALI, ADR2,
CARl y PYK. Se propuso que este elemento rico en pirimidinas, en el promotor de
CYC1, actia limitando la acumulacién de RNA mensajeros con extremos 57 localizados
en la region upstream de la secuencia rica en pirimidinas.

Aparecen también varios consensos para la unién de represores. entre ellos, en
las posiciones -539/-536, se localiza un sitio de unién de Miglp. importante en la

represion por glucosa de muchos genes de S. cerevisiae como GAL4 (Griggs &
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Johnston, 1991), FBPI, SUC2 (Mercado et al., 1991), BYP] (Hohmann ef al., 1992),
Miglp también ha sido caracterizado en K. lactis (Cassart et al.. 1995). Entre las
posiciones -330/-525 se localiza un sitio de union para Ino2p, que en S. cerevisiae es un
factor transcripcional regulador de los genes relacionados con el metabolismo de los
fosfolipidos (Koipally er al., 1996). En -515/-505 se localiza un sitio de unién para el
represor Buflp (Luche er al., 1992). Posteriormente se ha probado que la proteina
Buflp, ademas de unirse a los sitios de represién transcripcional 57, también es capaz de
actuar como activador transcripcional tal y como sucede cuando se une a secuencias del
promotor del gen CAR/ (arginasa) (Luche er al., 1993). En S. cerevisiae se ha
demostrado que la represion por Buflp es mucho menor si la levadura crece en
concentraciones bajas de glucosa y que desaparece cuando se emplea galactosa como
fuente de carbono (Treitel & Carlson, 1995).

También se observa un consenso para el regulador Haplp en la posicion -358/-
344 vy tres consensos para el represor Rox1p en las posiciones -752/-741, -702/-691 y en
-664/-553. Haplp es por definicion una proteina de respuesta a los niveles de hemo,
activando genes necesarios para la respiracién y controlando el dano oxidativo en la
célula (Zitomer & Lowry, 1992). Roxlp es necesaria para la represion de genes
hipoxicos en aerobiosis (Lowry & Zitomer, 1988).

Se observa también una secuencia consenso para la union de TBP en las
posiciones -239/-234 y otra en posiciones -81/-76.

Este andlisis in silico sirvié de punto de partida para planificar los experimentos
que demostrasen la funcionalidad de algunos de los elementos identificados como
potencialmente reguladores: Hap2/3/4/5p, Miglp, Buflp, Gerlp y elemento rico en
pirimidinas; sobre todo de aquellos que se relacionaban con la regulacion
transcripcional de KIHEM 1 previamente caracterizada de forma experimental mediante

northern blot en respuesta a la fuente de carbono y los niveles de oxigeno disponibles.
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CATC GAGGCCTTGA GGAAAATGTG ACCTTGCGGT TTTATTTITA -721

CTGTCCTGCG TAGCTAGCTT CATTGTAATG ATATGTAATA ATAAGATTTG GTTAGAGTAG -661

TTAGH T TCTCTA GAAGTTAAAT TTCTGGCGGT GGTTGGTGTC GCGAAGCGAC -601
Hap2/3/4/3

ACCAACATAG CTTAAACTCG GACTTGCTCC CGCTAAGCGA ACCATGCTCA TCCAGGCCAA -541

Gt caacteecas GTCCAJE:Gc» TTACTGCCAC AGCTCTTCGC -481
Migl Inol Bul
TTCGC TCTTATTGG CTGARAACCT CCAAAAAGAA AAGCTCCTAA -421
Gerlp

GTCCAGCATT TCTTTTITTC CCTTTTCCCT TCCCIGICTT CCTACAATAT CTTCTGCGGA —-361
. demento rico en pirinidinas
F\%-“AA'; ti;ﬂ;\? TTCARAGGTA AAATCCTCTC ATATTGCCTG AAAATGAAAA -301
Hapl
TGACTGAGGA AAARATGACT GAARACTCAA ARAAAGATAT AATATGATAT GTTTTCATAA -241
TTATATAATA AGAGATGAGC TTCAGGTTTA ACTTAAGATA CACCTTIGGT TTTGGTTCAG -181
TGCTTCTCTA ATCTAGAGTA AAATATTCTT TGATACACCA GGTTTCACTT TCGTCACTGA -121

AGAGARAAAT TTAAAAAGAT TCTACCTGTT AGAAGTGGCT ATATCTTTGC GAGTGAGAARA -61

GCTTICTTTTA TTGGTTTCCC TTGCACACAC TTAACCGTCT TCATTTTGGA TTGAAARAAAC -1

ATG -3

Figura 43. Promotor de KIHEM con los consensos localizados mediante el programa MATCH para
varios factores de regulacion transcripeional. Tanto las cajas TATA localizadas como el codén de inicio
(ATG) aparecen en color rojo.

3.DETERMINACION DE LOS SITIOS DE INICIO DE LA
TRANSCRIPCION DE KIHEM1 MEDIANTE primer extension

A fin de conocer con exactitud los puntos de inicio de la transcripcion y tener
una informacion sobre la estructura del promotor minimo que permitiese identificar
regiones reguladoras mediante andlisis de delecién se aplicd la metodologia de primer
extension (materiales y métodos).

Para la realizacion del experimento se disefid el oligonucledtido ECV299
(GCCTTGACACTCTGCATTGATCCA) que hibrida en la posicion +80 (considerando
posicion +1 la adenina del ATG). Este oligonucledtido fue empleado paralelamente en
una reaccion de sintesis de DNA a partir de RNAm y en una reaccién de secuenciacion

tomando como DNA molde la construccion pSKKIHEM ] (ver mateniales y métodos).
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Figura 44. Determinacion de los puntos de inicio de la transcripeion del gen KIHEMI. Las cuatro
primeras lineas muestran los resultados de la secuenciacion del gen KIHEMI en el orden G AT C. La
quinta linea muestra los resultados del experimento de primer extension, indicando para cada caso la
posicién ocupada en la secuencia del promotor, donde parecen remarcadas en rojo y sefalizadas con una
flecha aquellas de mayor intensidad; las de menor intensidad estin sefialadas con un punto

Como es caracteristico de muchos genes de levaduras (Healy & Zitomer, 1990)
existe una multiplicidad de sitios de inicio de la transeripcion para KIHEM (figura 44).
Los puntos de inicio se han localizado en las posiciones -71, -69, -66, -58 y -48, aunque
la posicion -48 parece preferente al analizar la intensidad relativa. De esta manera, la

caja TATA funcional parece ser la de las posiciones -239/-234.
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4ANALISIS DE LA RESPUESTA TRANSCRIPCIONAL
MEDIANTE FUSIONES DEL PROMOTOR AL GEN
REPORTERO lacZ

Se disenaron dos oligonucledtidos para amplificar el promotor completo y los
primeros codones de KIHEM vy posteriormente fusionar este secuencia in frame al
octavo codon de lacZ en el plasmido pXWI (Chen er al., 1992). El oligonucledtido
ECVS51 (GGGGTCGACTTGGCAGAAGAACGAATAACAGA) hibrida en la posicion +29 de
la hebra de Crick respecto del ATG vy esta dirigido hacia el promotor, ademas tiene un
sitio de corte para Sall (resaltado en negrita) en posicion 57, El oligonucledtido ECV52
(GGGGGATCCGACGGGAAATTACCAAGAGCA) hibrida en la posicion -892 y se
caracteriza por tener un sitio de corte para BamHI (resaltado en negrita) en el extremo
5"

Combinando ECVS1 y ECVS52 en una reaccion de PCR a una temperatura de
hibridacion de 50°C, y utilizando como molde el DNA del plasmido pMD5.5 que
contiene el clon de KIHEMI (Gonzilez-Dominguez er al., 1997), se amplificé un
fragmento de 921 pb que consideramos como el promotor de KIHEM completo. El
fragmento fue inicialmente clonado en ¢l vector comercial pPGEM®-TEasy con extremos
compatibles A/T y finalmente digerido con BamHI-Sall y clonado en los mismos sitios
BamHI-Sall del vector pXW1 (Chen er al., 1992). Se caracteriza por contener todos los
supuestos sitios de regulacion localizados en el promotor: Hap2/3/4/5p. Miglp, Ino2p,
Buflp, Gerlp, elemento rico en pirimidinas y TATA. Se denomind a esta construccion
pXW5251 y se empled para transformar la cepa MW190-9b mediante ¢l método del
acetato de litio (materiales y métodos) tras lo cual se seleccionaron los candidatos en
placas CM-Ura.

En una primera aproximacion, se realizaron una serie de medidas en distintas
fuentes de carbono: glucosa 2%, glucosa 05% y etanol-glicerol 2%, emulando el
experimento realizado por Gonzilez-Dominguez en 1997 mediante northern blot. Para
ello se tomaron seis candidatos transformados con pXW5251 y se hizo un cultivo
conjunto en medio CM-Ura con glucosa al 2% como fuente de carbono. Este cultivo se
emple6 como pre-indeulo, se dejo crecer a 30°C durante una noche para al dia siguiente
inocular de nuevo 4 matraces con 100 mL de CM-Ura glucosa al 2% a una OD final
medida a 600 nm de 0,4. Se mantuvieron los cultivos durante 2-3 horas en las mismas

condiciones, hasta que alcanzaron una ODgy de 0.8. En este momento se precipitaron
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las células de levadura y se resuspendieron en 100 mL de medio de cultivo nuevo. Uno
de los cultivos se resuspendié en CM-Ura glucosa 2%: otro en CM-Ura glucosa 0.5% y
otro en CM-Ura etanol-glicerol 2%. Se mantuvieron los cultivos en las mismas
condiciones de temperatura y se tomaron muestras a las 2. 5 y 7 horas para realizar
medidas de actividad beta-galactosidasa. Las muestras de 10 mL de cultivo se tomaron
por duplicado. Las medidas de actividades enzimdticas se realizaron por el método de
permeabilizacion de células (materiales y métodos), y los resultados obtenidos se

representan en la figura 45,

B Glucosa 2% B Glucosa 0,5% O Etanol-glicerol 2%

20
15

nm O-nitrofenol / mL min

2 horas 5 horas 7 horas

Figura 45. Actividades enzimaticas correspondientes al promotor completo de KIHEM | realizadas tras
un cultivo durante 2, 5 y 7 horas en 3 fuentes de carbono distintas (glucosa 2%, glucosa 0,5% y etanol-
glicerol 2%).

No se observan diferencias destacables entre la expresion medida en las tres
fuentes de carbono en la primera muestra (2 horas), los valores de actividad enzimitica
son pricticamente iguales en los 3 medios. A las cinco horas comienza a verse una
ligera induccion por glicerol que se mantiene sin variaciones hasta las siete horas. Este
resultado coincide con lo observado a nivel transcripcional (figura 42) por Gonzilez-
Dominguez (1997). Los resultados obtenidos parecen indicar que no hay represién por
glucosa, aunque si existe una induccion por fuente de carbono no fermentable. De todas

formas, la induccién es pequena.
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4.1.Analisis de elementos reguladores del promotor mediante
deleciones seriadas del promotor de KIHEM1 fusionado al gen

reportero lacZ

En una primera aproximacion al estudio de secuencias reguladoras del promotor
que permitiesen explicar los patrones de regulacién encontrados, se disefiaron una serie
de deleciones seriadas del promotor que se fusionaron al gen reportero lacZ para medir
su actividad en células de K. lactis transformadas con las construcciones reporteras en
distintas condiciones de cultivo.

Se disenaron unos oligonucledtidos (tabla 12) especificos para amplificar
sucesivas deleciones seriadas comenzando desde el extremo 57 y avanzando hasta zonas

mds proximas el codén de inicio ATG.

Tabla 12. Listado de los oligonucledtidos empleados para la obtencion de las deleciones seriadas del
promotor de KIHEM| . El sitio de reconocimiento de BamHI aparece resaltado en negrita. La temperatura
de hibridacion seleccionada fue de 50°C

Nombre Secuencia5 5 3’ Hebra F'osiclon
ECV53 GGGGGATCCCATCGAGGCCTTGAGGAAAA Watson -764
ECV54 GGGGGATCCCATGCTCATCCAGGCCAAT Watson -558
ECV55 GGGGGATCCCCTCCAAAAAGAAAAGCTCCTAAG Watson -443
ECV56 GGGGGATCCCCTCTCATATTGCCTGAAAATGA Watson -326
ECV57 GGGGGATCCGGTTCAGTGCTTCTCTAATCTAGAGT | Watson -187

Para la obtencion de estas construcciones se siguid la misma estrategia que la
descrita en la fusion del promotor entero a la secuencia de lacZ en el vector pXW1.
También en este caso se realizé un paso intermedio clonando primero los productos de
PCR en pGEM®-TEasy (figura 46) y pasando después las construcciones al vector

reportero pXW 1 mediante una digestiéon con BamHI-Sall.
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Figura 46. Comprobacion mediante digestion con BamHI-Sall de la clonacion de cada una de las
deleciones diseiiadas en el vector comercial pGEM®-TEasy.

En la siguiente tabla (tabla 13) se recogen las combinaciones de oligonucledtidos
empleadas para cada reaccion de amplificacion, las posiciones de cada uno, los

consensos que contienen y los tamaiios finales resultantes.

Tabla 13. Resumen de los oligonuclestidos empleados para la creacion de las deleciones seriadas para el
estudio del promotor de KIHEM .

iz Cebadores o . Tamaiio
Delecion Posiciones Consensos que contiene 2
empleados amplificado

s Hap2/3/4/5/; Migl; Bufl;

pXWS351 SE::‘:: E?; Gerlp: Elemento rico en 793 ph
o x pirimidinas; TATA
ECV54 -558 Migl: Bufl; Gerlp: Elemento

pXWSEL | Ecvs) +29 rico en pirimidinas; TATA i
ECVS55 -443 Elemento rico en pirimidinas: 5

WSl ECV51 +29 TATA i ph
ECV3i6 -326 =

pXWS5651 ECVS1 429 TATA 355 pb
ECV57 -187 .

pXW5751 ECV51 +29 TATA 216 pb

En la figura 47 se recoge el esquema de estas construcciones y se muestran las
posiciones de los posibles elementos reguladores, encontrados mediante ¢l andlisis in

silico, resaltando cuales se conservan en cada una de las deleciones.
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Elemento rico en
pirimidinas

32 mm pXWS651
mmm pRWSTS1

Figura 47. Esquema de las deleciones seriadas disenadas para el promotor de KIHEM que se encuentran
fusionadas al gen lacZ del vector pXW1. Las letras H, M, B y G representan respectivamente a los
consensos localizados para el complejo Hap2/3/4/5p, Miglp, Buftp y Gerlp

Todas las deleciones obtenidas fueron comprobadas mediante andlisis de

restriccion en el caso del vector pGEM®-TEasy, y mediante secuenciacién con el

oligonucledtido 70LacZ (materiales y métodos).

4.2.Actividad de las deleciones seriadas del promotor de KIHEM1

en condiciones aerobias y con diferentes fuentes de carbono
Tras la obtencion de las deleciones descritas se llevo a cabo la transformacién de
la cepa MW190-9b de K. lactis. Los transformantes se seleccionaron en medio CM-Ura
y se inocularon en medios de cultivo CM-Ura glucosa 0,5% y CM-Ura etanol-glicerol
2% (metabolismo respiratorio). Las medidas de actividad beta-galactosidasa se
realizaron empleando el método de células permeabilizadas (materiales y métodos)
utilizando seis transformantes independientes de cada una de las construcciones. Los

resultados de ese estudio se muestran en la figura 48,
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Figura 48. Resumen de las actividades enzimaticas mostradas por las deleciones seriadas del promotor de
KIHEM I medidas en dos fuentes de carbono: glucosa 0,5% y etanol-glicerol 2%

Cuando se analizan los resultados obtenidos para el promotor pXWS5251 y las
deleciones seriadas, pXWS5351, pXW5451, pXW3S551, pXWS651 y pXW5751, pueden
sacarse algunas conclusiones. La primera de ellas es que no existen diferencias
significativas entre las construcciones pXW5251 y pXW5351, por lo que la region que
se extiende desde -892 a -764 no parece tener un papel relevante en la expresion del
gen. En general, a medida que va disminuyendo el tamaiio del promotor se va perdiendo
expresion del gen pero sin que se observe una clara dependencia respecto de la fuente
de carbono. En la delecion pXWS5751, a penas se observa actividad. Podemos suponer
que la secuencia comprendida entre las posiciones -764 a -187 contiene varios
elementos que potencian la transcripeion del gen y actian de forma aditiva. El sistema
de deleciones seriadas no resulta generalmente itil para localizar regiones represoras
porque en el proceso seriado de eliminacion se pueden estar eliminando regiones

activadoras y represoras simultineamente lo que enmascara los efectos observados.
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4.3.Determinacion de la funcionalidad del sitio de reconocimiento
para el complejo Hap2/3/4/5p en relacion con la regulacion por
fuente de carbono

El complejo Hap2/3/4/5p ha sido relacionado en S. cerevisiae con la induccién
de genes en medios no fermentables. Hap4p estd regulado a nivel transcripcional y se
induce de 5-10 veces durante la adaptacion de condiciones de metabolismo fermentativo
a respirativo (Forsburg & Guarente, 1989: DeRisi er al.. 1997). Se ha demostrado la
existencia de homdlogos funcionales de Hapdp y de otros componentes del complejo en

K. lactis (Bourgarel et al., 1999; Mulder er al.. 1994a; Nguyen et al., 1995).
Los datos obtenidos en un shift de condiciones de crecimiento en glucosa al 2%
a condiciones de crecimiento en etanol-glicerol 2%, utilizando la técnica de northern
blot (ver figura 42) y la fusion del promotor entero a lazZ (ver figura 45), mostraron que
este gen puede ser inducido ligeramente en etanol-glicerol. Se decidio realizar varias
construcciones especificas para analizar la funcionalidad del consenso para Hap2/3/4/5p
utilizando las fusiones al gen reportero lacZ. Se disenaron las construcciones D3 que
incluye la region promotora desde la posicion -656, D4 coincidente en tamano con la
anterior pero en la que se ha mutado el consenso para la union Hap2/3/4/5p y QI en la
que una region extensa, -764 a -588, que incluye el consenso Hap2/3/4/5p se fusiond a

la construccion pXWS5651.

Tabla 14. Listado de los oligonucledtidos empleados para la obtencion de las deleciones D3, D4 y Q1.
Los sitios de corte para BamHI y Sall aparecen resaltados en negrita

Nombre Secuencia5 — 3’ Hebra Posicion
ECV51 GGGGTCGACTTGGCAGAAGAACGAATAACAGA Crick +29
ECV53 GGGGGATCCCATCGAGGCCTTGAGGAAAA Watson -764
ECV56 GGGGGATCCCCTCTCATATTGCCTGAAAATGA Watson -326
ECV147 GGGGGATCCAGCTATGTTGGTGTCGCTTCG Crick -588
ECV297 GGGGGATCCTTAAAAATATTCTCTAGAAGTTAAATTTCTGG | Watson -656
ECV298 GGGGGATCCTTATTGGTATTCTCTAGAATGTAAATTTCTG | Watson -656

Las deleciones D3 y D4 se obtuvieron por PCR siguiendo la misma estrategia
descrita para la obtencion de la fusién del promotor y con los oligonucleotidos que se
recogen en la tabla 14. El oligonucledtido ECV297 fue precisamente disenado para
remplazar el consenso TTATTGGTA de unién a Hap2/3/4/Sp por la secuencia
TTAAAAATA (los nucledtidos modificados aparecen subrayados).
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La construccion QI se realizé como se describe a continuacion. Se diseno el
oligonucledtido ECV147 (corte para BamHI en posicion 57) que hibrida en posicion -
609/-588, a 38 nucledtidos 5° del sitio Hap2/3/4/5p. Combinindolo con ECV53 (corte
para BamHI), se amplificaron 189 nucledtidos que contenian el citado sitio de union.
Tras una digestion enzimdtica del fragmento amplificado empleando BamHI, se digirio
del mismo modo la delecion p5651, clonando ¢l fragmento amplificado en dicha
construccién. En la tabla 15 se muestra un resumen de los dominios que contienen las

deleciones disenadas.

Tabla 15. Resumen de los oligonucledtidos empleados para la construccion de las deleciones D3, D4 y
Q1. Se indican las posiciones ocupadas por cada uno de ellos y los consensos que contiene finalmente la
delecion.

Delecion (.ebadorﬂf Posiciones Consensos que contiene Tammilo
empleados amplificado
gl s H . Fy -
ECV208 656 Hﬂap.ﬂ!-l..-‘ﬁf. Migl : Bufl:
D3 ECVS1 429 Gerlp: Elemento rico en 679 pb
e - pirimidinas: TATA
ECV297 656 A]:lap./if-_‘lfﬁf. M:gll. Bufl;
D4 ECVS1 +29 Gerlp; Elemento rico en 679 pb
T - pirimidinas; TATA
ECVS53 164
ECV147 -609 A >
Q1 ECVS6 326 Hap2/3/4/5/. TATA
ECV51 +29

Las construcciones fueron verificadas por andlisis de restriccion y secuenciacion
y se representan graficamente en el esquema de la figura 49 junto con las construcciones

pXW5351 y pXW5651 con la que fueron comparadas.
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Figura 49. Esquema de las deleciones pXW5351, pXW35651, D3, D4 y Q1. Las letras H, M. B y G
representan los consensos localizados para el complejo Hap2/3/4/5p, Miglp, Buflp y Gerlp. La caja roja
representa al elemento rico en pirimidinas. La linea delgada indica una delecion

En la figura 50 se recogen los valores de las medidas de actividad beta-
galactosidasa en glucosa al 2% y las medidas efectuadas tras induccién en medio con

etanol glicerol a distintos tiempos.

® Glucosa 2% 0O 2 horas m 5 horas @ 7 horas

nm O-nitrofenol / mL min

5351 5651 Q1 D3 D4

Figura 50. Resumen de las actividades enzimaticas mostradas por las deleciones disenadas para el
promotor de KIHEM para analizar ¢l consenso para Hap2/3/4/5p. Las medidas se realizaron tras una
induccion desde glucosa 2% a etanol-glicerol 2% en tres tiempos: 2, 5 y 7 horas,

La construccion Q1 que contiene tnicamente el consenso para la unién de
Hap2/3/4/5p no es inducida en etanol-glicerol al 2%. La mutacién del consenso en un

contexto de promotor mds cercano a la situacion in vive, y en el que otros elementos
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reguladores se encuentran tambi€n presentes tampoco tiene efecto, como puede verse al
comparar D3 y D4. Todo esto nos hace descartar ¢l papel funcional del consenso
encontrado en el andlisis in silico del promotor. que por otra parte se encontraba

presente en la hebra complementaria a la codificadora.

4.4.El elemento rico en pirimidinas es un elemento cis de activacion

transcripcional de KIHEM1.

Algunos genes de S. cerevisiae y K. lactis contienen en sus promotores
elementos ricos en pirimidinas que activan la transcripeion (McNeil, 1988; Ramil er al.,
1998). Para comprobar si ¢ste era el caso de KIHEMI, se procedio a un estudio
comparado de las deleciones pXW5551 y pXW5651 que se diferencian por la presencia

en la primera construccion del elemento rico en pirimidinas (figura 51).

44318

pxw5551

326 mm-.m pXWS651

Figura 51. Esquema de las deleciones pXWS551 y pXW3651.

En la figura 52 se muestran los resultados obtenidos al comparar los valores de
actividad beta-galactosidasa medidos en células de K. lactis transformadas con las
construcciones pXW5651 y pXWS5551 en fuentes de carbono (glucosa al 0,5% o etanol-

glicerol al 2% que favorecen el metabolismo respiratorio).
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Figura 52. Resumen de las actividades enzimaticas mostradas por las deleciones disenadas para el
promotor de KIHEM | para analizar el consenso para Gerlp. Las medidas se realizaron en dos fuentes de
carbono: glucosa 0.5% y etanol-glicerol 2%

De los resultados obtenidos (figura 52) se deduce que en la construccion
pXW5551 el elemento rico en pirimidinas incrementa los valores de expresion, menores

en la construccion pXW5651 que no contiene dicho elemento.

4.5.Determinacion de la funcionalidad del sitio de reconocimiento
para Gerlp en relacion con la regulacion por fuente de

carbono.

En §. cerevisiae un complejo de factores transcripcionales formado por Gerlp,
Ger2p y Raplp coordina la expresion de los genes necesarios para la via glucolitica
(Sasaki & Uemura, 2005; Willis er al., 2003) y la mutacion de Gerlp o Ger2p produce
un incremento de la expresion de los genes relacionados con la respiracion (Sasaki &
Uemura, 2005) indicando que estos factores pueden estar controlando los flujos
metabdlicos relativos de metabolismo fermentativo (MF) y metabolismo respiratorio
(MR).

Puesto que en levaduras la biosintesis de hemo es necesaria tanto en condiciones
aerobias (MR) o hipoxicas (MF), pero de manera mas importante durante el MR para
actuar como coenzima de las proteinas mitocondriales que participan en la respiracion,
se decidio comprobar si el sitio Gerlp localizado en la busqueda in silico del promotor

era 0 no funcional. Se decidié abordar el estudio de Gerlp posicionado en -475/-460.
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Con este objetivo se disenaron las construcciones D1y D2 para compararlas con la
delecion Q3. Se emplearon los oligonucledtidos de la tabla 16.
Tabla 16. Listado de los oligonucledtidos empleados para la obtencion de las deleciones DIy D2 Los

sitios de corte para BamHI y para Sall aparecen resaltados en negrita. Los nucleotidos modificados
aparecen subrayados.

Nombre Secuencia5 — 3’ Hebra Posicion

ECV51 | GGGGTCGACTTGGCAGAAGAACGAATAACAGA Crick +29

ECV56 |GGGGGATCCCCTCTCATATTGCCTGAAAATGA Watson -326

ECV149 | GGGGGATCCATTACTGCCACAGCTCTT Watson -501

ECV150 | GGGGGATCCTCCGACATTGCCAGTTCC Crick -346

ECV269 EEETGGATCCATTAC TGCCACAGCTCTTCGCTTCGCTCACATAC Walsn 501
AAA CTAC

Para obtener la construccion Q3 se disenaron los cebadores ECV 149 (con sitio
de corte para BamHI) que hibrida en la posicion -501/-484 y ECVI150 (corte para
BamHI) que lo hace en -363/-346, amplificando una region de 168 nucledtidos que
contiene el sitio Gerlp y el elemento rico en pirimidinas (tabla 16).

Tras una digestion con BamHI, se clond en el sitio BamHI de pXWS5651. Se
obtuvo asi Q3 que contiene las regiones del promotor que van desde -501 a -346 y -326
a +26 (tabla 17).

La construccién fue verificada por andlisis de restriceion y secuenciacion y sus
caracteristicas pueden verse en el esquema de la figura 53.

La obtencion de D1 se realizo mediante el disenio del oligonucledtido ECV 149
(con sitio de corte para BamHI) que hibrida en la posicion -501/-484 amplificando, en
combinacion con ECVS1, una regién de DNA de 524 pb del promotor que contiene los
sitios reguladores: Gerlp, elemento rico en pirimidinas y TATA funcional. D2 es
similar a DI, pero con la peculiaridad de que el sitio Gerlp se encuentra mutado. Para
ello, se modifico su secuencia original CATCC a ACAAA mediante el diseno del
cebador ECV269 (también con sitio de corte para BamHI) que hibrida en la misma
posicion de ECV149: -501/-484. En la tabla 17 aparece un resumen de los dominios

contenidos por cada delecion.
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Tabla 17. Oligonucledtidos empleados para la construccién de las deleciones D1 y D2, Se indican las
posiciones ocupadas por cada uno de ellos y los consensos que contiene finalmente cada delecion

.. Primers e . ) Tamaiio
Delecion empleados Posiciones Consensos que contiene amplificado
i -5 ierlp: Ele ico e
DI FCV 149 501 (Jcr!? Hch”nto rico en 524 pb
ECV51 +29 pirimidinas: TATA
ECV269 -501 Elemento rico en pirimidinas;
’) 2
s ECVSI +29 TATA -
ECV149 -501
Q3 ECV150 -363 Gerlp; Elemento rico en
: ECV56 -326 pirimidinas: TATA
ECV51 +29

Ambos fragmentos se clonaron en pXW 1 con una digestion BamHI-Sall. Las
construcciones fueron verificadas por andlisis de restriccion y secuenciacion y sus

caracteristicas pueden verse en el esquema de la figura 53,

26 w pXWS651
en pirimidinas
R e &/ ./
R /7

m@__wm Q3

Figura 53. Esquema de las deleciones pXW5631, D1, D2y Q3

Elemento rico

En la figura 54 se recogen los valores de las medidas de actividad beta-
galactosidasa efectuados en transformantes de la cepa MW190-9b con las citadas

construcciones en medios con glucosa al 2% y al 0,5%.
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Figura 54. Resumen de las actividades enzimaticas mostradas por las deleciones disenadas para el
promotor de KIHEM1 para analizar el consenso para Gerlp. Las medidas se realizaron en dos fuentes de
carbono: glucosa 2% y glucosa 0,5%

Se observa como la mutacion del sitio de Gerlp produce un incremento de la
expresion en  medios con glucosa al 2%. Sasaki y Uemura (2005) probaron que una
mutacion gerl provocaba un descenso en la expresion de genes relacionados con la
glucolisis y a la vez un aumento de los genes relacionados con la respiracion cuando las
células crecen en medio rico en glucosa. Ya que KIHEMI se encuentra dentro de este
tltimo grupo de genes relacionados con la respiracion, los resultados obtenidos (mayor
expresion en el mutante en glucosa al 2% que al 0.5%) permiten asignar un cierto papel
funcional al sitio Gerlp sobre la represion relacionada con la respiracién de KIHEM]

cuando existe una glucolisis muy activa,

4.6.Analisis de la funcionalidad del sitio de reconocimiento de

Buflp en la regulacion del promotor de KIHEMI en
condiciones aerobias

En S. cerevisiae esta descrito que ScHEM | presenta una expresion constitutiva,

debido a la combinacién antagonica de factores activadores y represores (Keng &

Guarente, 1987). Teniendo en cuenta que el factor que se comporta como represor es

Buflp, se decidié analizar si el sitio de reconocimiento para Buflp presente en el

promotor de KIHEM | era funcional
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Para realizar este andlisis se disefiaron las construcciones Q2, Q4 y Q5 para las

que se emplearon los oligonucledtidos recogidos en la tabla 18.

Tabla 18. Listado de los oligonucleotidos empleados para la obtencion de las deleciones Q2, Q4 y Q5
Los sitios de corte para BamHI y para Sall aparecen resaltados negrita

Nombre Secuencia5 —» 3’ Hebra Posicion
ECV51 GGGGTCGACTTGGCAGAAGAACGAATAACAGA Crick +29
ECV52 GGGGGATCCGACGGGAAATTACCAAGAGCA Watson -892
ECV54 GGGGGATCCCATGCTCATCCAGGCCAAT Watson -558
ECV56 GGGGGATCCCCTCTCATATTGCCTGAAAATGA Waltson -326
ECV148 GGGGGATCCAAGAGCTGTGGCAGTAAT Crick -484
ECV149 GGGGGATCCATTACTGCCACAGCTCTT Watson -501
ECV178 GGGGTCGACCAGGTCCAGGGCCAGGGC Waltson -523
ECV258 GGGGGATCCTGGACCTGGCAGTTGAAGC Watson -534

Para obtener la delecion Q2 se disend el cebador ECV148 (sitio de corte para
BamHI) que hibrida en -501/-484. En combinacién con ECV54 amplificé un fragmento
de DNA de 79 pb que contenia el sitio de union para Buflp. Tras una digestion con
BamHI, se clond en la delecion pXW56351 digerida del mismo modo. Para obtener la
delecion Q4 se disend el oligonucledtido ECV 178 (corte para BamHI) que hibrida en -
523/-505. Se combind, en la reaccion de PCR con ECVS1 utilizando como DNA molde
la construccion Q2. De este modo se amplificé tnicamente la region que contiene el
sitio Buflp (-523/-484) seguida de la region -326/+23. Para obtener la construccién Q3,
se disend ECV258 (corte para BamHI) que hibrida en -534/-517. En combinacién con
ECV52, y utilizando como molde DNA genémico de la cepa Y1140 de K. lactis, se
amplificé un fragmento de 400 pb que contenia los sitios Hap2/3/4/5p y Miglp. Tras
una digestion con BamHI, se clond en la delecion DI digerida del mismo modo. Se
obtuvo asi Q5 que contiene la secuencia del promotor que va desde -892 a -517 seguida
de -501 a +23, es decir que presenta una delecién  del sitio que potencialmente puede
unirse al represor Buflp. En la tabla 19 aparece un resumen de las posiciones de los
oligonucledtidos empleados asi como de las regiones que contienen las deleciones

creadas.
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Tabla 19. Oligonucledtidos empleados para la construccion de las deleciones DIy D20 Se indican las
posiciones ocupadas por cada uno de ellos y los consensos que contiene finalmente cada delecion

Delecion c;;:;::(r:m Posiciones Consensos que contiene

ECV54 -558

Q@ iy o) Migl; Bufl: TATA
ECV51 +29

4 [i}(\:f? 18 ::i: Buf1; TATA
:;C\Y 25 ﬁzx _t:(ii _H ap 2!3!4)’. 5/ Mig I i (if:r.i i

Q5 ECVILI‘J 501 Elemento rico en pirimidinas;
ECVS] +29 i

Las construcciones fueron verificadas mediante andlisis de restriccion y
secuenciacion y sus caracteristicas principales aparecen recopiladas en ¢l esquema de Ta

figura 55.

Flemento nico

on pirimidinae

892 N H mfﬁlﬂ!’i' ==

32 mmmm-lm pAWS63!
558 484 326
mﬂn-n—-n-n-m 02
523 484 326
llu—m-n-m Q4
-892 517 -501
EREESEL IR H m—ﬂlm Qs

Figura 55 Esquema de las deleciones pXW5251, pXW5651, Q2, Q4 y Q5.

S [acZ FILES

Células de la cepa MWI190-9b de K. lactis fueron transformadas con estas

construcciones y se determinaron las actividades beta-galactosidasa correspondientes.

Los resultados obtenidos se recogen en la figura 56.
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Figura 56. Resumen de las actividades enzimdticas mostradas por las deleciones disenadas para el
promotor de KIHEM1 para analizar el consenso para Buflp. Las medidas se realizaron en dos fuentes de
carbono: glucosa 0,5% y etanol-glicerol 2%

En el caso de las construcciones Q2 y Q4 que contienen el sitio de unién para el
represor Buflp, se advierte una disminucién de la expresion con respecto a la
construccion utilizada como control, pXW5651, lo que indica un papel represor para
dicho elemento en este contexto. En cambio, si se comparan los valores de expresion
obtenidos con las construcciones Q5 (promotor entero sin el sitio represor Buflp) y el
promotor completo (pXW5251) se observa sélo en etanol-glicerol un ligero aumento de
la expresion de KIHEM 1 en ausencia del sitio de union para el represor. Todos estos
datos sugieren que aunque el elemento Bufl puede actuar como represor en las
construcciones Q2 y Q4, en un contexto mds similar a la situacion in vivo la
funcionalidad del elemento con homologia al consenso para la unién al represor Buflp

no parece justificada.

4.7.Actividad de las deleciones seriadas del promotor de KIHEM1

en condiciones de hipoxia
Datos previos (Gonzilez-Dominguez er al., 1997) indicaban que el gen KIHEM
responde a una transicion rapida (70-100 min) de condiciones hipoxicas, generadas por
burbujeo de nitrégeno, a condiciones aerobias disminuyendo de dos a seis veces su

expresion. También se pudo demostrar que la adicién de un precursor de hemo a los
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cultivos hipoxicos disminuia la expresion de KIHEMI hasta tres veces (Gonzilez-
Dominguez et al.. 1997).

A fin de analizar en las deleciones seriadas ¢l efecto de los niveles de oxigeno y
la presencia de precursores de hemo se realizaron cultivos en jarras de anaerobiosis
(materiales y méiodos).

En ensayos preliminares se utilizaron, como precursores de hemo, protoporfirina
IX (hemina) y deuteroporfirina IX obteniéndose resultados similares tanto de
crecimiento como de actividad beta-galactosidasa (figuras 57 y 58). La protoporfirina
[X para transformarse en hemo tiene que ser empleada como sustrato de la enzima
protoporfirindgeno oxidasa (codificada por el gen HEM14) en una reaccidn que requiere
la presencia de oxigeno. La deuteropofirina IX, un andlogo de la porfirina IX, es mucho
mas soluble y se transforma en deuterohemo por accion de la lerroquelatasa (Hon er al.,
2003). EI hecho de que la hemina tenga el mismo efecto que la deuteroporfirina indica
que las condiciones generadas en la jarra permiten todavia unos niveles de oxigeno
suficientes para satisfacer las demandas de la protoporfiringeno oxidasa. En los
ensayos que se muestran en este apartado se empled deuteroporfirina IX en una
concentracion de 2pg/mL. Como fuente de carbono se utilizo glucosa al 2% ya que en
condiciones de hipoxia tunicamente puede obtenerse energia suficiente para el
crecimiento celular a través de un metabolismo fermentativo, porque los bajos niveles
de oxigeno limitan la capacidad respiratoria. De acuerdo con los requerimientos de
crecimiento anaerobio el medio fue suplementado con metionina al 0,004% y con

ergosterol al 0,002% y tween 80 al 0,5%.

H Gluc2%anaer B Gluc2%anaer hemina
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nm O-nitrofencl / mL min

5251

Figura 57. Resumen de las actividades enzimaticas mostradas por el promotor completo de KIHEM . Las
medidas se realizaron en jarras de anaerobiosis empleando glucosa 2% como fuente de carbono y glucosa
suplementada con hemina
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Figura 58. Efecto de la deuteroporfirina IX. Las medidas se realizaron en jarras de anaerobiosis
empleando glucosa 2% como fuente de carbono

Los resultados obtenidos en hipoxia al comparar la actividad promotora de
distintas regiones con deleciones seriadas (figura 58) indican que la caida mds brusca de
actividad se produce entre las construcciones pXW5451 y pXW5551. La eliminacién
del elemento rico en pirimidinas (comparacion entre pXWS5551 y pXWS5651) tiene un
efecto menor que el observado en condiciones aerobias. Por tanto entre las posiciones -
558 a - 443 (region que se elimina al pasar de pXW5451 a pXW5551) se localiza una
senal activadora de la expresion del gen en condiciones anaerobias. La secuencia
necesaria para la expresion hipoxica del gen parece ser también la responsable de la
inhibicién por hemo. En efecto, las medidas de actividad del promotor disminuyen en
las tres primeras: pXWS5251, pXW5351 y pXWS5451 (ver figura 58), pero el efecto es
muy pequeno en pXW5551, pXW5651 y pXW5751.

Puesto que existen datos bibliograficos que relacionan a Buflp no sélo con la
represion sino también con la activacion transcripcional (Luche er al., 1993) y, segiin
acabamos de ver en el apartado anterior, la region mds estrechamente relacionada con la
actividad en hipoxia (-558 a -443) contiene un sitio Buflp, se decidié comprobar de una
forma mads directa si este elemento participa en esta respuesta. Para ello se comparé la
actividad de las construcciones pXW5651, Q4 y Q5 y los resultados se muestran en la

figura 59.
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Figura 59. Resumen de las actividades enzimaticas mostradas por las deleciones pXW5651. Q4 y Q5 del
promotor de KIHEM|. Las medidas se realizaron en jarras de anacrobiosis empleando glucosa 2% como
fuente de carbono suplementada con deuteroporfirina IX

Se puede comprobar que la presencia del sitio Buflp en la construccién Q4 no
permite una importante expresion hipoxica. Ademas, la construccion Q35 que contiene el
promotor completo pero con el sitio Buflp delecionado tiene actividad en hipoxia y
responde a la represion por hemo. Se puede por tanto, descartar que el sitio Bullp esi¢
implicado en la activacion hipéxica y que sea hemo-dependiente. Una vez descartado ¢l
papel del elemento Buflp, futuros andlisis serdn necesarios para caracterizar ¢l elemento

responsable de esta regulacion.

5.DISCUSION.

Se ha llevado a cabo un estudio del promotor del gen KIHEMI que codifica la
enzima S-amino-levulinato sintasa, implicada en la primera reaccion de biosintesis de
hemo. La determinacion de los sitios de inicio de la transcripcion mediante
experimentos de primer extension ha permitido localizar varios puntos de inicio de la
transcripcién en las posiciones -71, -69, -66, -58 y -48 con cierta preferencia por la
posicion -48 que estd situada a una distancia de 28 nt de una caja TATA localizada
entre las posiciones -81 a -76 y a una distancia de 186 nt de otra caja TATA localizada
entre las posiciones -239 a -234.

Se han analizado los elementos cis del promotor del gen KIHEM I que regulan su

transcripeion en respuesta a dos senales: la disponibilidad de fuentes de carbono
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fermentables o no fermentables, y la disponibilidad de oxigeno. También se ha
analizado el papel de un analogo a protoporfirina IX (precursor de hemo) en la
senalizacion de la disponibilidad de oxigeno. Los valores de actividad transcripcional
del promotor, silvestre o modificado, en diferentes condiciones de ensayo se
determinaron mediante fusiones al gen reportero lacZ y medida de la actividad beta-
galactosidasa.

El promotor de KIHEM/ presenta una leve induccion, 1,5 veces, cuando se
produce un cambio de la de fuente de carbono y se pasa de glucosa al 2% a etanol-
glicerol al 2% (Gonzdlez-Dominguez et al., 1997), mostrados en la figura 42 y datos de
esta Tesis mostrados en la figura 45. Las levaduras, y en general los microorganismos,
adaptan su metabolismo a la disponibilidad de fuentes de carbono. En condiciones
acrobias S. cerevisiae tiene una clara preferencia por la utilizacién de glucosa por la via
fermentativa transforméndola en etanol. A medida que la glucosa se agota se produce el
denominado shift diduxico y S. cerevisiae se adapta a un metabolismo respiratorio para
poder obtener energia a partir del etanol. Durante este cambio la transcripcion de
numerosos genes se ve modificada (DeRisi er al., 1997) para propiciar ¢l cambio
metabdlico. Esto se consigue mediante desrepresion de los genes reprimidos por
glucosa durante el metabolismo fermentativo y la induccién de genes gluconeogénicos,
genes que permiten la utilizacion de fuentes de carbono alternativas, la respiracion y el
desarrollo de las mitocondrias (Ronne, 1995). En condiciones aerobias K. lactis, aunque
es capaz de producir etanol (Gonzdlez-Siso er al., 2000), tiene preferencia por la
utilizacién de glucosa a través de metabolismo respiratorio, oxidando el piruvato
obtenido a partir de la glucolisis en lugar de transformarlo en etanol. La represion por
glucosa de los genes respiratorios es débil en K. lactis y dependiente de cepa (Ferrero er
al., 1978; Breuning, 1989; Lodi et al., 1994; Dong & Dickson, 1997). Los niveles
basales de expresion en glucosa de genes que codifican proteinas respiratorias (KICYCJ,
KIQCR7 o KIQCRS) son generalmente altos (Freire-Picos er al., 1995) y en aquellos
casos en los que se detecta induccién al pasar a medios no fermentables, ésta es
transitoria y bastante débil si se compara con la encontrada en S. cerevisiae (Mulder er
al., 1995b,c). La escasa, y transitoria, induccién de KIHEM| en fuentes de carbono no
fermentables estd por tanto en perfecta sintonia con la de otros genes respiratorios
analizados en esta levadura, sobre todo si se tiene en cuenta que la biosintesis de hemo
es necesaria para la sintesis de hemo-proteinas que participan en el transporte

electrénico mitocondrial.
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En S. cerevisiae la induccion especifica de genes en ¢l cambio diatixico se
relaciona con el complejo Hap2/3/4/5p. El andlisis in silico del promotor de KIHEM |
revelaba la existencia de una secuencia cis que se ajusta al consenso para la union de
este complejo (CCAAT) en las posiciones -656/-649, Para analizar la importancia
funcional de este elemento se compard con una construccion que contenia el promotor
silvestre desde la posicion -656 con la misma construccion en la que el elemento de
union para Hap2/3/4/5p habia sido mutado. Los resultados obtenidos indican que este
elemento no parece ser funcional en esta respuesta. Por otra parte andlisis similares
sobre la participacion activa de la region que contiene el sitio Gerlp en la represion del
promotor de KIHEM 1 son concordes con su clasificacion como gen respiralorio que se
reprime en glucosa al 2% cuando la glucolisis va a ser mas activa. En estas condiciones,
parte del piruvato producido serd desviado hacia la produccion de etanol. De todas
formas, este efecto represor mediado por Gerlp es muy pequeno y menor que el
observado para otros genes de S. cerevisiae que se reprimen fuertemente en estas
condiciones.

Se ha podido comprobar que el elemento rico en pirimidinas presente en el
promotor de KIHEM y que también se localiza en los promotores de otros genes de alta
expresion en levaduras es funcional (McNeil, 1988). En K. lactis la presencia de un
elemento rico en pirimidinas ha sido descrita en ¢l promotor de KICYC/ (Ramil et al.,
1998). La presencia de este elemento, cuyo mecanismo de accion consiste en limitar la
formacion RNAm con extremos 5 respecto al elemento rico en pirimidinas, en posicién
-412/-378, es decir 57 de la caja TATA mds alejada de los puntos de inicio de la
transcripcion es algo inusual. Generalmente estd descrito que el elemento rico en
pirimidinas se localiza entre la caja TATA y los sitios de inicio de la transcripcion
(McNeil, 1988). La comprobacion experimental de que este elemento rico en
pirimidinas actia como un activador de la transcripeion de KIHEM en condiciones
aerobias indica que el comienzo de la ruta de biosintesis de hemo estd favorecido por un
alto nivel de transcripcion basal lo que resultaria conforme con el metabolismo
eminentemente respirativo de esta levadura.

En condiciones aerobias, algunas construcciones disenadas para medir si el
elemento de unién de Buflp puede tener un cardcter represor asi parecen indicarlo, sin
embargo la sola eliminacion de Buflp del promotor no tiene un efecto activador sobre la
transcripeion de KIHEM en glucosa al 0.5% y un muy leve efecto en Etanol-Glicerol al
2%.
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De los datos expuestos se puede concluir que el gen KIHEMI se expresa en
acrobiosis mediante una activacion basal dependiente del elemento rico en pirimidinas.
El papel activador del complejo Hap2/3/4/5p y el papel represor de Buflp que
mantienen una expresion constitutiva del gen homologo de S. cerevisiae (Keng &
Guarente, 1987) no parecen ser muy notorios funcionalmente en la determinacion de los
niveles de expresion aerobia del gen KIHEM 1 en K. lactis, al menos en las condiciones
analizadas. Segin este modelo el gen KIHEMI dispondria de una capacidad de
expresion basal alta en condiciones aerobias y podria modular su expresion de forma
leve mediante la respuesta a Gerlp en funcion de la fuente de carbono.

En condiciones hipoxicas la expresion del gen aumenta, pero responde a la
adicion de hemina o deuteroporfirina [X disminuyendo su expresion. La region que se
extiende desde las posiciones -558 a -443, es la que permite unos elevados niveles de
expresion en condiciones hipoxicas. Esta region parece contener también algin
elemento capaz de responder de forma negativa a la adicion de deuteroporfirina [X. Se
ha podido comprobar que ¢l elemento de union de Buflp no actia como un elemento

regulador ni responde a deuteroporfirina IX en hipoxia.
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Analisis funcional de dominios de Srb10p

LINTRODUCCION

Las quinasas dependientes de ciclinas tienen un papel muy importante en ¢l
control del ciclo celular y en la transcripcion. Existen tres quinasas diferentes
implicadas en la transcripcion en humanos: Cdk7p, Cdk8p y Cdk9p (Pinhero er al.,
2004). Cada una de ellas funciona como parte de un complejo quinasa-ciclina. De entre
ellas, Cdk7p y Cdk8p son componentes del factor transcripcional IIH (TFIIH)
(Palancade & Bensaude, 2003; Liao er al., 1995). mientras que Cdk9p ha sido
identificada como un factor de elongacién de la transcripeion (Peng er al., 1998). Las
quinasas Cdk7p y Cdk8p son reclutadas al complejo de la RNApolll antes del inicio de
la transcripcion, mientras que Cdk9p es reclutada hacia la polimerasa en un estadio
posterior (Zhou et al., 2000). En Saccharomyces cerevisiae se han identificado cuatro
quinasas diferentes implicadas en la transcripcion: Kin28p, Ciklp, Burlp y Srbl0p
(Wilcox er al., 2004). Kin28p (homdéloga de Cdk7p en humanos) es un componente del
TFIIB (Rodriguez et al., 2000), Ciklp y Burlp (homdloga de Cdk9p en humanos)
promueven una elongacion eficiente (Murray er al., 2001). Stb10p (homéloga de Cdk8p
en humanos) junto con su ciclina Srbl I1p, forman un complejo Srb8/9/10/11p asociado
con el mediador que estd conservado en humanos y levaduras (Borggrefe er al., 2002:
Samuelsen er al., 2003). Se ha demostrado que SrblOp regula negativamente la
transcripcién de ciertos genes (Holstege er al.. 1998) mediante la inhibicién de la
formacion del complejo de pre-inicio (PIC) (Hengartner er al., 1998) o promoviendo la
degradacion de ciertos factores transcripcionales como Gendp (Chi et al., 2001). Se ha
demostrado ademds que la interaccion directa entre los componentes de las vias de
transduccién de seiiales y Srb10p representa un mecanismo de control transcripcional en
respuesta a importantes sefiales como la disponibilidad de nutrientes (Chang er al.,
2001), estrés (Chi et al., 2001; Bose et al., 2005 ), la represion por glucosa (Balciunas &
Ronne, 1995; Kuchin & Carlson, 1998), la induccién de genes especificos como SUC2
(codifica la invertasa) y PHOS (codifica una fosfatasa dcida)(Kuchin er al., 1995) y
represion de los genes a-especificos dependiente de o2 (Wahi & Johnson, 1995).

Por tanto, Srbl0Op estd relacionada con la regulacién transcripcional de una
amplia variedad de genes. Ademis, Srb10p participa tanto en mecanismos de activacion
como de represion de la transcripeion. La actividad quinasa de Srb10p es responsable de
la fosforilacion del factor transcripcional de levaduras Galdp en el aminodcido S699 y

esta modificacion se requiere para la activacion transcripcional de los genes GAL
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inducida por galactosa (Hirst er al., 1999). Srb10p también tiene un papel positivo en la
activacion de los genes gluconeogénicos mediante la regulacion del activador
transcripcional Sipdp (Vincent et al., 2001). Respecto al papel de Srbl0p en los
procesos de represion transcripcional, se ha demostrado in vivoe la relacion de Srb10p en
el mecanismo de accion del complejo represor Tup1p-Ssn6p, sugiriendo una interaccion
con la RNA polimerasa Il (Kuchin & Carlson, 1998) y con los componentes del par
ciclina-quinasa Srb1 1p-Srb10p (Zaman et al., 2001; Schiiller y Lehming, 2003),

El primer dato de la relacion de Srb10p con la respuesta hipoxica de levaduras
surgid de la propia clonacion del gen SRBI10 de S. cerevisiae en nuestro laboratorio.
ScSRBI0 de S. cerevisiae fue clonado por complementacion de una mutacion rox6 que
produce un fenotipo de sobre-expresion de un gen hipoxico de esta levadura. Se trata
del gen CYC7 que codifica una isoforma de citocromo ¢ cuya expresion se incrementa
en hipoxia. Posteriormente se pudo demostrar que la delecion de SRB10 tiene diferentes
consecuencias sobre el transcriptoma de la levadura en aerobiosis o en hipoxia. Ademas,
¢l 57.2% de los genes hipoxicos que se consideran dependientes de Rox 1p, son también
dependientes de Srb10p. Estos resultados sugieren que Srb10p podria estar relacionado
con mecanismos de represion aerdbica de genes hipdxicos mediados por el complejo
Tuplp-Ssn6p (Becerra et al., 2002). Sin embargo, no se ha podido demostrar una
interaccion fisica directa entre Rox1p y Srb10p en S. cerevisiae (Becerra et al., 2002)
aunque si entre Tuplp y Srb10p (Zaman et al., 2001) o entre Tuplp y Srb11p (Schuller
& Lehming, 2003).

Una de las lineas de investigacién generales en nuestro laboratorio es el estudio
del control de la expresion de genes hipoxicos en levaduras que pertenecen a distintos
grupos metabdlicos respecto a su metabolismo respiro-fermentativo. Ya que no existian
muchos datos sobre la estructura de otros factores Srb10p en otros grupos de levaduras,
a parte de S. cerevisiae, tras la clonacion de KISRB10 descrita en el capitulo primero de
esta Tesis, se pensé que un estudio comparativo podria resultar interesante para aclarar
algunos aspectos sobre su funcién, Por otra parte, la reciente secuenciacion de varios
genomas de levaduras a través del proyecto Genolévures ha aportado nuevos datos para

la comparacion.
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2.ANALISIS in silico DE DOMINIOS CONSERVADOS

Empleando el programa BLAST2 (Tatusova & Madden, 1999) se compararon
las homologias entre KISrb10p y otras proteinas relacionadas de S. cerevisiae (Liao et
al., 1995), Saccharomyces kluyveri (Comunicacion personal de P. Cliften & M.
Johnston), Schizosaccharomyces pombe (Watson & Davey. 1998). Yarrowia lipolytica
(Dujon et al., 2004) Candida glabrata (Dujon et al., 2004). Candiada albicans (Jones et
al., 2004), Debariomyces hansenii (Dujon et al., 2004), Homo sapiens (Tassan et al.,
1995), Mus musculus (Strausberg et al., 2002), Xenopus tropicalis (Richardson &
Chapman, 2003). Danio rerio (Brabazon et al., 2002), Drosophila melanogaster
(Adams er al., 2000), Dictyostelium discoideum (Takeda et al., 2002), Arabidopsis
thaliana (Cheuk et al., sin publicar) y Oryza sativa (Hashimoto er al., 1992) dando
como resultado que las mayores semejanzas se encuentran con S. kluyvery y S
cerevisiae. Los resultados se muestran en la tabla 20.

Como era de esperar ¢l dominio quinasa estd conservado en todas. pero en las de
levaduras surgen tres dominios conservados que son especificos de ellas y que hemos
denominado: Dominio conservado [ (DC-I), Dominio Conservado Il (DC-IT) y Dominio
rico en alaninas (DC-Ala). En la figura 60 se muestra un esquema de los dominios de
levaduras comparando las secuencias de sus genes frente a la secuencia humana.

El hecho de la existencia de estos dominios, DC-1, DC-1I y DC-Ala, puede
relacionarse con la capacidad de complementacion cruzada. Por ejemplo, el gen de
Kluyveromyces lactis es capaz de complementar la mutacion de S. cerevisiae (capitulo |
de esta Tesis) y ambos comparten estos dominios. Mientras que el gen PRK/ de S.
pombe, que no los conserva, s6lo complementa de modo parcial algunos de los
fenotipos asociados a la mutacién de ScSRBI0 (Watson & Davey, 1998). El gen
humano para Cdk8p, carente de los dominios, no complementa la mutacion de ScSRB10

(Tassan et al., 1995).
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Tabla 20. Homologia entre KISRB10p y otras quinasas dependientes de ciclinas.

4 ’ % %o %o
Fuente Proteina Solapamiento Identidades | Positivos| Gaps
Saccharomvees kluyvery Sth10 570 68 79 5
Saccharomyces cerevisiae Srbl10 546 59 71 9
iy : Similar a
Yarrowia lipolvtica KISRBIOp 436 61 74 3
Schizosaccharomyces pombe Prkl 291 55 73 1
s Similar a
Candida glabrata KISRB10p 605 54 65 6
Gibbsella zeae PH-1 350 52 63 13
i Similar a
Neurorspora crassa KISRB10p 337 50 61 17
. ) L Stmilar a ) }
Debariomyces hansenii KISRB10p 418 48 60 10
Candida albicans St rm[nr‘ . Prnlcm 425 45 59 16
quinasa
Saccharomyces cerevisiae Cde28 291 36 56 8
Saccharomyvces cerevisiae Kin28 288 35 52 9
Saccharomyces cerevisiae Pho8S 285 32 54 7
Saccharomvces cerevisiae Burl 138 3l 50 14
Saccharomyces cerevisiae Cikl 158 29 46 13
Saccharomyces cerevisiae Cakl 190 26 45 20
Homo sapiens Cdk8 350 40 56 11
Homo sapiens Cdk7 295 36 52 8
i Cdc216(similar a PR
Mus musculus Cdk8 humana) 232 41 55 5
= Hipotética 2
5 “all; 3
Xenopus tropicalis MGCT76204 34 41 56 11
Danio rerio Cdk8 228 41 57 6
Drosophila melanogaster Cdk8 241 41 56 9
Dicrvostelivm discoideum CdkR 241 42 63 5
o ; Similar a 5
Arabidopsis thaliana KISRB10p 238 41 60 7
Oryza sativa p3dede2 192 37 62 10
Nicotiana tabacum CDK 186 36 59 9
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Rico en Ricoen N
F— —h—y
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O Protein quinasa Ser Thr E Dominio conservado |
Dominio conservado 11 @& RicoenAla
Eeneeseeesesssssnn  Perfil Protein Quinasa 0 Union a ATP

Figura 60. Distribucién de dominios conservados en proteinas SRBI0 y quinasas dependientes de
ciclinas. Comparacion entre las proteinas de levaduras y humanas.

Realizando un alineamiento mediante CLUSTAL W (Thompson er al., 1994) de
las secuencias de Stb10p de S. cerevisiae, S. kluyvery y K. lactis, se pudo analizar mis
profundamente las regiones conservadas entre ellas (figura 61).

La region conservada mas extensa es el perfil protein-quinasa que incluye la
huella caracteristica del centro activo de Ser/Thr protein-quinasas. Aparecen varios
rasgos destacables, como el hecho de que el dominio protein-quinasa estd interrumpido
después del sitio de union de ATP por una secuencia cuya longitud varia de 108
aminodcidos en SkSrb10p a 99 en KISrb10p u 86 en ScSrb10p. Esta secuencia extra
tiene una longitud similar en las tres proteinas Srbl0p de levaduras proximamente
relacionadas, pero no se encuentra conservada. Por el momento, en S. cerevisiae la
funcién de Srb10p se ha relacionado con la actividad quinasa ya que una mutacion en la
Lys 288, situada en el dominio conservado caracteristico de Ser/Thr quinasas, causa ¢l

mismo fenotipo que el alelo nulo (Surosky er al., 1994). Como se puede ver en el
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alineamiento mostrado en la figura 61 esta Lys se encuentra también conservada en
KiStb10p.

El dominio DC-I, situado en el extremo amino, consta de 29 aminodcidos de los
que 17 son idénticos en las tres secuencias. El domino DC-II, mads cercano al extremo
carboxilo, esta integrado por 27 aminodcidos y es muy rico en asparragina. La region
amino terminal de la proteina es rica en glutamina. La region carboxilo terminal
contiene una secuencia conservada con 10 alaninas consecutivas, DC-Ala, y es rica en
asparraginas. Ademads, en la proteina de K. lactis, pero no en las otras dos, aparece una
regién que se parece al dominio WRKY. El dominio WRKY se encuentra en una o dos
copias en una superfamilia de factores transcripcionales de plantas que estan
relacionados con la regulacion de varios procesos fisiologicos exclusivos de plantas,
incluyendo la defensa contra patdgenos, senescencia, desarrollo del tricoma y
biosintesis de metabolitos secundarios (Eulgem er al., 2000).

Estos datos llevaron al planteamiento de la hipdtesis de que, pese a que los
dominios conservados, DC-1, DC-II y DC-Ala, no forman parte del dominio protein-
quinasa principal, también tienen un papel fundamental en la funcion de Srb10p. Se
buscé informacion sobre si estos dominios se encuentran en otras proteinas de levaduras
0 incluso si estan asociados con alguna funcion conocida, pero no se encontraron
similitudes significativas. Por tanto estos dominios parecen ser especificos de las
proteinas Srbl0p de levaduras y se plantearon algunos experimentos para comprender

su papel en la funcion de la proteina,
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Rico en glutamina
DOMINIO WRKY
K15rpl0p MYGNQQNNSNPYQMSYYRMNNGQGQGTNRWPQQLSHQEMLAGHSQQILNTNKPAGNQS| [ 59

kSrbllp MOGOOLGTRSLHWOOP~——— e e e i i i i e QOMMDSKNTGSGNN- 30
Sc5rbl0p MYNGKDRAQNSYQPMYQRPMQVQGQQ-—----—--—====-== QAQSFVGKKNTIGSVH 44
- - .- w . .. - -
Dominio conservado I de Srbl0 Unidén a ATP

K1lSrblOp E?I?MASNNV?SIGPYRQRKDSSRISVLQKTZIIGYIAAG?YGKVTKAZARBTQNG&XRD 119
SkSrbl0p EPLLMANNSV?SIGPTKKRKDASRISULEEYEIIGYIAAGTYGKVYKAKKREBGRNEIES 20

ScSrblOp PMLMANNDVFTIGP YRARKDRMRVSVLEKYEVIGY IAAGTYGKVYKAK-RQINSGTNSA 103
t::ov‘o.ot:ioo 1 - ‘:t.‘::.l:t..(i&.."l)...' 1:
K1SrblO0p NVIILDSPDSVSADSNLDINSINRSTRQQEANDNLTT---—==-= MD: HEKRFTPPN 171

SkSrbl0p MAGGSTPTINTLLSQQPLDINSINKSTRAQEATESTNTSSTSQGRSSI
ScSrbl0p hGSSL\GTHAKIPOFDS Q’ﬂSS“SMDWQR\‘N -------------

. ]

Protein quinasa
K1S5rblOp NSNSTQIR-SNSGSETNVRINSSSITNNSREKPSQIQFYAIKKFKTEREGVE--HYTGIS(Q 228
SkSrblOp TAVQSQSGNVTSPSDSQPLSASVMIGSPSKKMPTTAY[YAIKKFKTEREGVEQLHYTGISQ 210
S5c5rbl0p GVTPGRIR--TTREDVSPHYNSQ--KQTLIKKPLTVEYAIKKFKTEKDGVEQLHYTGIS(Q 202

KKDSSTAA 150
LKD----E 146

Rls5rblOp ACREMSLCRELDONNHLTKLVEIFLEKKSIYMVSEFAEHDLLQIIHFHSHPEKRLIPPRM 288
SkSrbl0p ACREMSLCRELDNKHLTKLVEIFLERKSIYHVSEFAEHDLLOIIhFFSHPEKRLIPDRH 270
S¢Srbl0p ACREMALCRELHNKHLTTLVEIFLERKCVHMVYEYAEHDLLQIIHFH ISHPEKRMIPPRM 262

BR BB R R BB ERE R LB EE BESEREE R . BE BB REEREIA R R R R R R RN e

Firma Protein quinasa
K15rbl0p [LXKSIMWQILDGVSYLHONWILHRDLKPANIMVIVDGCVKIGDLGLARKENNMVQTLYTGD| 348
5kSrbl0p [LKSIMWQILDGVSYLHQNWILHRDLKPANIMVTVDGCVKIGDLGLARKFHNMVQTLYTGD 330
Sc5rbl0p RSIMWQLLDGVSYLHONWVLHRDLKPANIMVT IDGCVK IGDLGLARKFENMLQTLYTGD 322

I N OOyt oo

KisrblOp BVIVTIWYRA?ELILGRRHYTPAIDLWAVGCIF&ELIGLR?I?KGEEAKHESKKSVLFOA 408
SkSrbl0p KVVVTVWYRAPELLLGARHITPAIDLWAVGCIFAELIGLR?IFKGEEAKMDSKKSV?FQA 390
ScSrbl0p REVVVTIWYRAPELLLGARHYTPAVDLWSVGCIFAELIGLQPIFKGEEAKLDSKETVPEQV] 382

PR AR R R R AR AR R TR R R AR BAA R SR P A RA R R R RS BB R R AR R RN RA R W

K1Srbl0p NQFQKILEVMGSPDHKIWPNIDSYPEYLQLAKMPKYRDNLTAWYQTAGGKDKTALDILYR| 468
SkSrblOp INOLQRILEVLGIP IQKSWSNVYKYPEYEQMAKE PKYRDNLEVWYHSSGGRDKAALNLLY(Q 450
ScSrbllp NOLQRILEVLGTPDQRIWPYLEKYPEYDQITKFPKYRDNLATWYHSAGGRDKHALSLLYH 442
Rico en Asparraguina
Dominio conservado II de Srbl0
K15rbl0p [LLQYDPIKRIDAIDALDHVYF[TNGDPPVCENVFEGLNYKYPPRAIHTNDNDITNVGINONN 528
5kSrbl0p [LFKYDPITRIDAIDALDHEYFJTNGNPPV NV?EGLN?KYPPRRIHTNDNDlMNLGTnHig 510
ScSrbl0p [LLNYDPIKRIDAFNALEHKYF[TESDIPVSENVEEGLTYKYPARRIHTNDND IMNLGSRTK 502

BB EE AR RS L RR W EEE . B AR AEEEE BEEE RIREEEEREE 8. .

Rico en alanina
K1SrblOp 0~‘ANHSQKQPMHGNNNNKNGNMEELGUNKRIE&é&&&&é&éagvsGNGNNPTSNTATGG 586
S5kSrbl0p KSIANHHQQQAIGGSN-AQSAAMGGLGVNRRILAAAAAAAAAVISGSGENAQNGSASGING 569
SeS5rbll0p Ne==-—- NTQASGI*RGAAANALGFLGVNEQILAAAAAAAAAVEG%RA*DEP ———————— 548

. s » A

K1SrblOp SARKKRK 593
SkSrbl0p PIRKKRR 576
ScSrbl0p SREKNRR 555

s m.

‘igura 61. Alincamiento mediante CLUSTAL W (Thompson er al., 1994) de las proteinas Srb10p de
levaduras
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3.VERIFICACION DE LA TRANSCRIPCION DE LA REGION
COMPRENDIDA ENTRE LOS RESIDUOS 108 Y 206 DE
KISrb10p

Observando detenidamente la secuencia de KISrbl0Op (figura 61), destaca el
hecho de que existe un pequefio dominio protein-quinasa conservado, que incluye la
region de union a ATP, desde la posicion 90 a la 108. La conservacion desaparece hasta
la posicion 206 en la que comienza una region muy extensa con homologia a protein-
quinasas y que se extiende hasta el residuo 489. El hecho de que el dominio protein-
quinasa se encontrase, en las tres proteinas Srb10p de levadura alineadas, interrumpido
por una secuencia sin homologia aparente con protein-quinasas planteé la duda de si se
pudiera tratar de una secuencia intrénica que no habia sido detectada por el programa
EXPLORA empleado para la deteccion de intrones (Kalogeropoulos, 1995). En las
bases de datos de las que tomamos las secuencias de las proteinas de S. cerevisiae
(SGD) y S. kluyveri (EMBL) no se recogia la existencia de ningin intrén en el gen
homdlogo correspondiente. Las secuencias intronicas definidas por Martin R. Hodge y
Michael G. Cumsky en el aiio 1989 5° GTAPYGT PyAG 3, y
especialmente la secuencia interna TACTAAC vy la secuencia de union 3 PyAG, estin
muy conservadas en levaduras por lo que no parecia muy probable la existencia de un
intron. En cualquier caso para poner a prueba experimental esta conjetura, se procedio a
comparar los tamanos del fragmento amplificado a partir de DNA genémico de K. lactis
y de su DNAc.

A partir del RNA de una cepa silvestre de K. lactis (Y1140) y empleando la RT-
polimerasa (SuperScript'™ Il Reverse Transcriptase de lnvitmgcnm}. se procedio a
amplificar el DNAc. Se utiliz6 un oligo especifico, ECV103 (tabla 21), que hibrida en la
posicion 4989 de la hebra complementaria de la ORF de KISRBI0. El DNAc asi
obtenido, contendra toda la secuencia que va desde este nucledtido hasta el sitio de
inicio de la transcripcion de KISRBI0. De esta manera, si se trata de un intrén, la
supuesta secuencia intronica, no serd amplificada a partir del DNAc. Por el contrario, en

el supuesto de que no sea un intrén, esta secuencia formara parte del DNAc.
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Tabla 21. Listado de los oligonucledtidos empleados para la verificacion de la presencia de la region
+108/+206 en el RNAm de KISRBI0.

Nombre Secuencia5 - 3’ Hebra Posicion
ECV103 TCACCGATCTTGACGCAG Watson +989
ECV170 ATCAGGAAATGTTAGCGGG Crick +107
ECV119-bis CCTTCTCTTTCCGTTTTGAAC Crick +656

Una vez obtenido el DNAc, mediante una reaccion de sintesis con la DNA
polimerasa y empleando como cebador el oligonucledtido ECVIO3 (tabla 21), se
procedio a la copia de la hebra complementaria a este DNAc desde la posicion +989 que
es donde hibrida el oligonucleétido ECV170. Una vez reestructurada la doble hebra se
empleé como DNA molde en una reaccion de PCR con los oligos ECVI7T0/ECV 119bis
(tabla 21), hibridando este dltimo en la posicion +656, de esta manera se asegurd que
ambos cebadores hibridasen en una zona interna del DNAc evitando asi que la PCR
fallase por emplear cebadores posicionados en los extremos (ver figura 62). Se
amplific asi esta region de 549 nucledtidos, Paralelamente se realiz6 la misma reaceion

pero empleando como DNA molde, DNA gendmico de la cepa Y1140.

TCGAATGAAT &0

AACGGCCAAG GCCAGGGTAC TAATCGCTGG CCTCAACAAC GGAAATGTTA 120 ECVI70
GCGGGCCATT CTCAACAGAT CCTTAATAAC AATARACCAG CTGGAAACCA ATCGAAGCCT 180
CCGATTGTGA TGGCTAGTAA TAATGTTTTC TCTATTGGTC CATACCGTCA ACGAAAGGAT 240
AG AAGAA TCTCGGTGTT ACAAAAGTAC GAGATTATCG GGTATATTIGC AGCTGGTACG 300
TATGGTAAAG TTTACAAAGC TAAAGCGAGG, GATITATICAGA ATGGTATGAA TAGAGACAAC 360

ATGTACGGCA ACCAACAAAA CAACTCCAAT CCATATCAAA T

GTAATAATAC TAGATICICE, GGATICTGIG, AGIGCIGAT . CARATITCEA TA 420
ATCAACAGAT, CCACTAGACH ACAGCAGRCT. AMCGARAACC TTIACAACCAL GGACT 480
AAGCCTICCC, ACARGCGATT, CACACCTCCA ARTAATAGCA ACICAACACA 540

AATAGTGGAT CAGAAACAAA TGIAAGGATA AATTCGTCGA GTATAACAAA CAACTCCAGA 600 .
AAGCCTTOTC AARTTCAGTT CTATGOTATT AMGAAGTTCA AAACGGAAAG AGAAGGTGTC 660 ECVIIOhis
GAGCATTACA CAGGTATCTC ACAAAGTGCA TGCAGAGAGA TGTCACTTIG TAGAGAATIG 720
GATAATAACC ATTTAACGAA ATATTCCTAG AGAAGAAGAG CATCTACATG 780
GTICTCAGAGT TTGCTGAACA TGATCTTTTA CAAATTATCC ATTTTCATTC GCATCCTGAA B840
AAGAGACTAA TACCGCCAAG GATGCTCARA TCAATAATGT GGCAAMATTCT TGATGGTGTT 900
TCTTATTTGC ATCAGAACTG GATTCTTCAT AGAGACTTAA AGCCCGCTAA CATTATGGTT 960
ACCGTTGATG GCTGCGTCAA GATCGGTGAT CTTGGTCTAG CGAGAARATT CAATAACATG 1020 ECV103
GTACAGACTT TATACACTGG TGATAAGGTT ATTGTAACAA TTTGGTATCG TGCCCCAGAA 1080

Codon de inicio Supuesto.intron

Figura 62. Esquema de la secuencia de KISRBIO con los oligonucledtidos empleados para la
comprobacién de la presencia en el RNAm de la region que aparece subrayada con puntos. El codén de
inicio de la ORF aparece remarcado en negrita,

De este modo, ya que la diferencia de tamaio esperada, dependiendo de la
presencia o ausencia del intrén, es de 297 pb, al analizar ¢l producto de la PCR en un
gel de agarosa, se podria observar si el tamafio amplificado empleando como DNA

molde el DNAc era igual o diferente al tamaiio empleando DNA genémico.
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Los resultados obtenidos (figura 63) indican que no existe diferencia de tamano
entre la banda amplificada a partir de DNA genémico y DNAc. por lo que se descarta la
existencia de un intrén atipico. Si la region fuese eliminada por splicing, esperariamos
obtener a partir de DNA gendmico una banda de 549 pb y a partir de DNAc una banda
de 251 pb.

DNAc Gen. A

1371
1264

702

SIOPD—> M —

Figura 63. Resultado de la PCR para analizar la presencia/ausencia de intrén. Como resultado se descarta
la existencia de un intrén.

4.CONSTRUCCION DE DELECIONES PARA LOS DOMINIOS
CONSERVADOS DC-I, DC-11 Y DC-ALA DE Srbl0p EN LAS
LEVADURAS 8. cerevisiae y K. lactis

A fin de caracterizar funcionalmente el papel de los dominios especificos DC-I,
DC-1I y DC-Ala de Srb10p de levaduras, se disend la obtencion de una serie de
deleciones internas de cada uno de ellos en los correspondientes genes de S. cerevisiae y
K. lactis. También se incluyd la delecion del dominio WRKY en la proteina de K. lactis.
Las deleciones correspondientes al dominio de unién a ATP de ambas proteinas se
incluyeron también en este andlisis.

En primer lugar, se procedio a clonar el gen ScSRB/0 en el vector episdmico

YEplac195 (materiales y métodos) mediante el diseno de la pareja de oligonucledtidos

ECV252 (GGGGTCGACTTTTCCTTTTTTTTTTCTGGC) y ECV253
(GGGGTCGACCGCTCCTAGACGTTCCGT) que hibridan en las posiciones -598 de la
region promotora y +838 de la terminadora (los sitios de reconocimiento para Sall

aparecen remarcados en negrita).
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Estos cebadores se caracterizan por tener en su region 57 los sitios de
reconocimiento para el enzima Sall. Tras la realizacion de una PCR empleando como
DNA molde DNA genomico de la cepa FY1679 de la levadura S. cerevisiae, se
amplific un fragmento de DNA de 2.908 pb. Después de digerir con Sall tanto ¢l
producto de PCR como el vector episémico, se realizd una reaccion de ligamiento,
denomindndose la nueva construccion YEp1955¢SRB10.

Las deleciones se obtuvieron mediante PCR inversa (divergente) utilizando
como DNA molde la construccion YEp195KISRBI0 para K. lactis y YEp1955¢SRB10
para S. cerevisiae. Las secuencias de los oligonucledtidos empleados para las distintas
deleciones disefadas aparecen listados en la tabla 22, Todos ellos se caracterizan por
poseer en su extremo 5” un sitio de reconocimiento para en enzima de restriccion Mlul.
Tabla 22, Listado de los oligonucleotidos empleados para la obtencion de deleciones de los genes

KISRB10 y ScSRBI0 en el vector YEplac195. El sitio de reconocimiento para Mlul aparece remarcado en
negrita.

Nombre Secuencia5 — 3’ Hebra
ECV276 GCGACGCGTCCTCCGATTGTGATGGCTAGTAA Watson
ECV277 GGGACGCGTGCCGTACATTACAGCAGTAAATCG Crick
ECV278 GGGACGCGTCAAAAGTACGAGATTATCGGGTATA Watson
ECV279 CGCACGCGTCGATTGGTTTCCAGCTGG Crick
ECV280 GGGACGCGTGCGAGGGATTATCAGAATGGT Watson
ECV281 GGGACGCGTCTTTTGTAACACCGAGATTCTTGA Crick
ECV282 GGGACGCGTAATGATAATAATCAAGCTAATCACTCTCA | Watson
ECV283 GGGACGCGTACAGACAGGAGGGTCGCC Crick
ECV284 GGGACGCGTGCTGTGTCTGGTAATGGAAACAA Walson
ECV285 GCGACGCGTGTTCATGTTCCCATTCTTATTATTATTG Crick
ECV286 GGGACGCGTGAAAAGTACGAAGTTATTGGCTACA Watson
ECV287 GCGACGCGTTCCATGCACACTTCCGATT Crick
ECV288 GCGACGCGTAGACAAATCAACTCCGGTACCA Watson
ECV289 GGGACGCGTCTTTTCTAAGACAGATACCCGCA Crick
ECV290 GGGACGCGTTCAAGAACTAAAAACAATACACAAG Walson
ECV291 GGGACGCGTACTAACAGGAATATCACTTTCTGTGAA Crick
ECV292 GGGACGCGTTCAGGAAACAATGCATCAGATGA Watson
ECV293 GGGACGCGTACCTAACGCATTTGCAGCG Crick

La temperatura de hibridacion seleccionada para todos ellos fue de 62°C. En la
tabla 23, se indican las posiciones de hibridacion dentro de la ORF tanto en K. lactis
como en S, cerevisiae junto con los dominios eliminados en cada caso.

Los productos de PCR obtenidos fueron purificados a partir de geles de agarosa
mediante los tubos Ultrafree™ -DA de Millipore para a continuacion someterlos a una
digestién con Mlul seguida de una reaccion de autoligamiento.

De esta manera se recircularizé la construccion de modo que cada uno de los

dominios eliminados fue sustituido por la secuencia nucleotidica ACGCGT
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correspondiente al sitio de reconocimiento para Mlul. En la figura 64 aparece un

esquema de los dominios eliminados en cada delecion.

Rico en Q

Rico en N

KiSrb10
NH, .—D WCUUH r
NH, --D——q>——m—“300” Kl

NH, O
NH, .

NH, !—n
NH, Efr

————— - COOH K2
w COOH K3
‘_—.- COOH K4
w COOH K5

NH, ﬁ—d__m_._ COOH  SeSrbl0
NH, —D—#—m COOH 82
NH, ﬂ—ﬁ_—m—‘ COOH  §3
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O Protein quinasa Ser Thr
Dominio conservado 11
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Figura 64. Esquema de los dominios eliminados en cada una de las deleciones disenadas para SRBJ0 de

K. lactis y 8. cerevisiae

Para comprobar mediante secuenciacién, la correcta eliminacion de los dominios
seleccionados, en SeSRBI0 se disenaron los oligonucledtidos ECV295 y ECV296 que
hibridan en las posiciones +6 y +1716. Para las deleciones en KISRB10 se emplearon los
oligos ECVI161, ECV170, ECV179, ECV104 y ECV230 que hibridan en las posiciones

-168, +107, +131, +1475 y +1883 (tabla 24).
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Tabla 23. Listado de los oligonucledtidos empleados para la construccion de las deleciones. Se indican
las posiciones que ocupan cada uno de ellos, la region que se elimina y el nombre que se le adjudica a la
delecion.

Kluyveromyces lactis Saccharomyces cerevisiae
Region Posicidon Regiin Posicion
Cebadores . Nombre L Cebadores | | Nombre
eliminada hibridacién eliminada hibridacion
Dominio ECV276 +178 %1
WRYK ECV277 +9
Dominio Dominio
ECV278 +262 ECVI86 +241
conservado K2 conservado s2
ECV279 +114 ECV287 +129
1 I
Dominio de Dominio de )
ECV280 +325 ECV288 +301
uniin a ) K3 union a 53
ECV281 +267 ECV289 +222
ATP ATP
Dominio Dominio
ECV282 +1573 ECV290 +1495
conservado K4 conservado 54
ECV283 +1491 ECV291 +1413
1 n
Regidn rica | ECVIB4 +1708 %S Regidn rica | ECV292 +1618
S5
en alanina ECV285 +1650 en alanina ECV293 +1560

Tabla 24. Listado de los oligonucledtidos empleados para la comprobacion mediante secuenciacion
automitica de la correcta eliminacion de los dominios seleccionados para KISRB10 y ScSRB10.

Nombre Secuencia5 - 3’ Hebra
ECV104 GCGACCCTCCTGTCTGTG Watson
ECV161 TCTTCACAGAACAACGAATGG Watson
ECV170 ATCAGGAAATGTTAGCGGG Watson
ECV179 CTCAACAGATCCTTAATACC Watson
ECV230 TAAACAATAGTCAAAGGCAAAA Crick
ECV295 TAATGGCAAGGATAGAGCACA Watson
ECV296 GACAGTGCTGTGGAATGAAAA Crick

4.1.Fenotipos asociados a las deleciones de los dominios

conservados en KISrb10p y ScSRB10p
Los pliasmidos obtenidos, con las distintas deleciones de los dominios
conservados de las proteinas Srb10p de ambas levaduras, se emplearon para transformar
la cepa Z768 mutante srbl0 de S. cerevisiae, seleccionando los transformantes en placas
CM-Ura-Leu.
Se analizaron los siguientes fenotipos basados en los datos previos sobre los

efectos pleiotropicos de mutaciones y deleciones de ScSRB10:

189



Andlisis funcional de dominios de Srb10p

* Crecimiento con formacion de floculos (Holstege er al., 1998)
* Crecimiento en galactosa 0.5% a 30y 37°C (Hirst er al., 1999)
¢ Expresion de varios genes cuya regulacion depende de SRB10 (Rupp et

al., 1999: Montgomery et al., 1980; Hamada et al., 1998).

a) Efectos sobre el crecimiento con formacion de fléculos

Para realizar las medidas de floculacién, se inocularon 10 mL de medio de
cultivo CM-Ura-Leu con células de la cepa de S. cerevisiae mutante (Asrb10) 2768
transformados con cada una de las deleciones. También se midio la MMoculacién del
mutante transformado con los genes ScSRB10 y KISRB10 completos. Como control de
crecimiento sin floculacion se empled un cultivo en CM-Ura-Leu de la cepa mutante
Z768 transformada con el clon ScSRBIOYEplI95. Asi mismo, como control de
crecimiento con formacion de fléculos se empled un cultivo del mutante Z768 en CM-

Leu.

Figura 65. Medida cualitativa de la floculacién para cada una de las deleciones disenadas para ScSRB10
y KISRRB10).
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Tras analizar los resultados de floculacion (figura 65) los resultados obtenidos
fueron los siguientes:

e Tanto KISRBI0O como ScSRBI0 son capaces de restaurar ¢l fenotipo
silvestre de crecimiento sin formacion de floculos tal y como se observa
en los tubos de crecimiento del mutante transformado con las
construcciones portadoras de los genes completos.

e Tanto el dominio de unién a ATP como los dominios conservados DC-I,
DC-II son fundamentales para la funcion de KiSrb10p y SeSrb10p. como
se deduce del hecho de que cuando estan ausentes no se complementa el
fenotipo de floculacion en el mutante Z768. Sin embargo, el dominio
WRKY (ausente en S. cerevisiae) y el dominio carboxilo terminal rico en
alanina, DC-Ala, no parecen ser indispensables para la funcién de
KIStb10p y ScSrbl0p, ya que ain estando ausentes, las deleciones son

capaces de complementar el fenotipo floculante.

Ya que se observaban distintos grados de floculacion, se decidio cuantificarlos
siguiendo los métodos previamente descritos (Samuelsen er al., 2003). Para ello, se
realizaron cultivos del mutante transformado con cada una de las deleciones y con los
genes completos en medio CM-Ura-Leu. Paralelamente se realizo un cultivo del
mutante sin transformar en CM-Leu y un cultivo de la cepa silvestre en medio CM. Se
dejaron crecer hasta la fase estacionaria y se disgregaron los fléculos por sonicacion
durante 45 segundos. A continuacion, se agitaron los cultivos, se dejaron reposar
encima de la poyata e inmediatamente se tomo una alicuota de 100 pL de cultivo de la
zona superficial del tubo que se traspasé a un tubo Eppendorf junto con 900 pL de
EDTA 50mM. Se considerdé esta medida como la de tiempo cero y se repitid esta
operacion cada 20 segundos realizando un total de |1 medidas. A continuacion se
agitaron los tubos en el vortex y se midié la ODgy. Los resultados se recogen en las

figuras 66A y 66B.
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Figura 66. Medida cuantitativa del fenotipo de floculacion asociado a las deleciones intemnas de ScSRBI0

(A)y KISRBI0 (B).

Los resultados cuantitativos confirmaron los datos obtenidos con la observacién
cualitativa del fenotipo de floculacién, indicando que los dominios conservados DC-1 y
DC-II son esenciales para la funcionalidad de las proteinas Srb10 analizadas. En el caso
de S. cerevisiae, los resultados obtenidos coinciden con las observaciones cualitativas,
aunque las diferencias en los grados de floculacion quedan aqui mds evidenciadas. S2,

S3 y S4, son incapaces de complementar la mutacién, pero no presentan un grado de
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floculacidn tan extremo como en el caso del mutante. S5 tampoco es capaz de restaurar

completamente el crecimiento sin formacion de fléeulos.

b) Efectos sobre el crecimiento en galactosa como fuente de

carbono a 30 y 37°C

Para ¢l andlisis del crecimiento en galactosa, se realizd un sembrado en zig-zag
del mutante BY4741 Asrbl0 (Referencia de Euroscarf Y02786) transformado con cada
una de las deleciones y con el gen completo. Como control se empled el mutante sin
transformar y su silvestre BY4741 (Referencia Euroscarf Y00000)., Transcurridos dos
dias y tras obtener colonias individuales, se escogié una de cada candidato y se
resuspendié en 50 pL. de agua. A partir de esta dilucion inicial, se hicieron diluciones
1/10 seriadas hasta la dilucién 1/10°, Seguidamente, se tomaron 5 pL de cada solucion y
se sembraron en placas CM galactosa al 0,5% en el caso de los dos controles, y CM-Ura
galactosa 0,5% en el caso del mutante transformado con las distintas construcciones.
Tras incubar un periodo de entre 6-11 dias se obtuvieron los resultados siguientes
(figura 67):

e El mutante BY4141 Asrbl0 transformado con las deleciones K1 y K5 se
comporta igual que ¢l mutante transformado con el clon que contiene el gen
KISRBI0 original, confirmando también para este fenotipo que ¢l dominio
WRYK vy el dominio DC-Ala no son esenciales para esta funcion de Srb10p. El
resto de los dominios son fundamentales para el crecimiento normal a 37°C en
presencia de galactosa como fuente de carbono, como puede comprobarse por el
hecho de que existe disminucién de crecimiento en estas condiciones,

¢ Ningin candidato del mutante BY4141 Asrb10 transformado con las deleciones
de ScSRBI0 es capaz de rescatar totalmente el fenotipo silvestre (crecimiento

normal en medio con galactosa y a 37°C).
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Figura 67. Estudio del fenotipo de crecimiento en galactosa a altas temperaturas para las deleciones de
SeSRBIO y KISRBI0

¢) Efectos de las deleciones de Srb10p sobre la expresion de genes
regulados por esta proteina

Se quiso también comprobar si las deleciones de estos dominios conservados en

las proteinas Srb10p de levaduras afectaban a los niveles de RNAm de los genes que se

sabe estdn regulados a nivel transcripcional por Srb10p. Se eligieron para ello tres genes

de prucba de §. cerevisiae, uno relacionado con la floculacion, FLOI] y dos

relacionados con la respuesta hipoxica CYC7 y SPII.
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FLOI1 es un gen de 4.104 nt que codifica para una proteina de pared celular del
grupo de las floculinas y que esta relacionado con el crecimiento con formacion de
pseudohifas y floculacién (Robertson & Fink, 1998; Rupp er al., 1999). Se sabe que la
expresién de FLOII estd reprimida por Sfllp en un proceso en el que recluta al
complejo Ssn6p-Tuplp. y en el que la participacion de Srb10p es necesaria (Conlan &
Tzamarias, 2001). CYC7 es un gen de pequeno tamano, 342 nt, que codifica para la
isoforma 2 del citocromo ¢ expresada mayoritariamente bajo condiciones de hipoxia
(Montgomery et al., 1980). SPII codifica para una proteina de pared celular que
contiene una secuencia sefal para la adicion de un anclaje de glicosil fosfatidil inositol
(GPI) (Hamada et al., 1998). Este gen se encuentra reprimido por RoxIp y Srhl10p
(Green & Johnson, 2004).

La expresion de los genes seleccionados en el mutante Z768 transformado con
las construcciones portadoras de las deleciones K1-K5 y S2-S4 se analizd mediante
experimentos de northern blor. Se disefiaron tres pares de oligonucledtidos para
amplificar cada una de las sondas especificas para cada gen que luego se marcaron con
P 1al y como se describe en materiales y métodos. Estos oligonucledtidos, sus
posiciones de hibridacion y las condiciones de amplificacion por PCR se recogen en la
tabla 25.

Tabla 25. Listado de los oligonucledtidos empleados para la obtencion de sondas para los genes
ScFLOI1, SeCYC1 y SeSPII para el estudio de la expresion indirecta de SRB10

Nombre G"";:ﬂ?,}‘;" se Secuencia 5" — 3’ Hebra | Posicién
ECV305 FLO11 CTCGCTTATTTGGTCCTTTCG Watson +39
ECV306 FLOTT TGTGCATGAGGTAGTGGTTGG | Crick 1843
ECV307 CYC7 ATGGCTAAAGAAAGTAGGGGA | Watson A
ECV308 CYC7 CTATTTGGCAGCCTTTGTCA Crick 2342
ECVa43 SPIT CTACGGCTCTCGGATTGG Watson 143
ECV344 SPIT CACCAGGCAAACCTAGGG Crick L4207

Como control interno de carga para las cuantificaciones se empled el gen
SNRI7A (Small Nucleolar RNA) que codifica el snoRNA U3. Los oligonucledtidos
empleados para amplificar esta sonda se denominaron U3F y U3R y sus caracteristicas

se recogen en la tabla 26.
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Tabla 26. Listado de los oligonucledtidos empleados para la obtencién de la sonda para emplear como
control interno de carga en los experimentos de northen blot

i Nombre Secuencia5’ - 3’ Posicion Hebra
| [VEIS CGACGTACTTCAGTATGTAA +3 Watson
llusr ATTTGTACCCACCCATAGAG +475 Crick

Las hibridaciones con las sondas de FLO/1 y CYC7 se realizaron a 58°C y las de
SPI1 a 54°C. La cuantificacion se llevod a cabo segin se describe en material y métodos

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 68 y 69.
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Figura 68. Resultados del andlisis de la expresion mediante northern blor de los genes regulados por
SRBI0: FLOI1 y CYCI. Los datos fueron normalizados frente a la senal obtenida con el control Scl/3
(snRNAI7A). Después de la normalizacion y cuantificacion de la intensidad de la sefial de cada banda, la
intensidad correspondiente a Z768 transformada con el gen completo SRBI0 (KT para KISRBI0 y ST
para ScSRB10) fue considerada como valor 100 en unidades arbitrarias y se empleé como referencia para
las otras sefales
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Figura 69. Resultados del andlisis de la expresion mediante northern blor del gen regulado por SRE/():
$PI1. La hibridacion con Sel/3 fue utilizada como control de carga. Los datos fueron normalizados frente
a la senal obtenida con el control Scl/3 (snRNA17A). Después de la normalizacion y cuantificacion de la
intensidad de la sefial de cada banda, la intensidad correspondiente a Z768 transformada con el gen
completo SRB10 (KT para KISRBIO y ST para ScSRBI0) fue considerada como valor 0 en unidades
arbitrarias y se empled como referencia para las otras senales.

El andlisis de los resultados obtenidos corrobora los datos de Conlan &
Tzamarias que en 2001 probaron una desrepresion de FLOI! en un mutante srb/0.
Parece existir necesidad de la actividad quinasa para el papel regulador de Srb10p sobre
la represion transcripcional de FLO1I. Los resultados obtenidos para la delecion del
dominio DC-1 en la proteina ScSrbl10p indican que tiene un efecto pequeno sobre la
expresion de FLOI1, en cambio la expresion heteréloga de KISrbl0p con este dominio
delecionado produce mayor desrepresion.

En el caso del gen hipéxico CYC7, tanto el fragmento eliminado del dominio
quinasa como los dominios conservados DC-I'y DC-II juegan un papel en la represion
de CYC7 en condiciones aerdbicas, sin embargo la delecion DC-II tiene un efecto mas

acusado en la proteina de K. lactis.
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Resultados similares se obtienen al estudiar la expresion de SPI1 en que también
queda de manifiesto la importancia del dominio protein-quinasa y del DC-1. En este
caso ademds se observa un cierto papel de DC-II sobre la expresion del gen para la
proteina KISrb10p.

Se puede concluir por tanto que el dominio quinasa delecionado tanto de la
proteina ScSrb10p como de KISrb10p juega un papel muy importante sobre la accion
represora de los genes analizados. Los dominios conservados DC-1 y DC-II parecen
tener también una funcion asociada a la represion de dichos genes. El efecto de DC-I se
manifiesta tanto en KISrbl10p como en ScSrb10p, si bien DC-II tiene mayor influencia

sobre la proteina de K. lactis.

4.2.Los dominios conservados DC-1 y DC-II son necesarios para la

interaccion de Srb10p con Srbl1p

Puesto que los dominios conservados DC-I y DC-II son necesarios para la
actividad reguladora de Srb10p en la represion aerdbica de genes hipoxicos de levaduras
se planted la posibilidad de que ejercieran un papel en la interaccién de Srb10p con su
ciclina reguladora Srbl I p.

Para ello se llevaron a cabo ensayos de doble-hibrido empleando los vectores
pGAD-C2 y pGBD-C2 (James et al., 1996). El gen ScSRBII se cloné en el vector
pGAD-C2, que es el portador del dominio de activacion y los genes KISRBIO y
ScSRBI0 y sus deleciones se clonaron en el vector pGBD-C2.

Se disenaron parejas de oligonucledtidos especificas (tabla 27) para amplificar
los genes SRBI1 de S. cerevisiae y K. lactis. Para el caso de KISRBI/, se diseiaron
ECV350 y ECV351 que hibridan en las posiciones +5 y 4910 respectivamente. Se
caracterizan ademds por tener en sus extremos 57 unas secuencias de reconocimiento
para las enzimas de restriccion BamHI y Sall respectivamente. Empleando como DNA
molde en una reaccion de PCR, DNA genémico de la cepa Y1140 de K. lactis, se
amplificé un fragmento de DNA de 905 pb que se cloné en los sitios BamHI-Sall del
sitio de clonaje maltiple del vector pPGAD-C2, de manera que esta secuencia quedo en
pauta de lectura (in frame) con la region de activacion del gen GAL4 que presenta dicho

vector.
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Tabla 27. Listado de los oligonucleGtidos empleados para la clonacion y secuenciacion de las deleciones
para KISRB10 y ScSRB10 asi como de los genes completos en los vectores pGAD-C2 y pGBD-C2. Los
sitios de de corte para BamHI y para Sall aparecen remarcados en negrita. La temperatura de hibridacion
seleccionada fue de 55°C.

Nombre Secuencia5 — 3’ Hebra Posicion
ECV350 | GGGGGATCCGCGCCTCATACTGGGATT Watson +5
ECV351 | GGGGTCGACGAATTGCTGGTGTITGTIGAC Crick +910
ECV352 | GGGGGATCCCGGGGAGCTTCTGGACATC Watson +5
ECV353 | GGGGTCGACTTGCAGATGCTGGTCTAAGATACAA | Crick +967
ECV354 | GGGGGATCCATAATGGCAAGGATAGAGCACA Watson +5
ECV355 | GGGGTCGACTTCTGTTTTTCTTTCGAGATGG Crick +1063
ECV356 | GGGGGATCCACGGCAACCAACAAAACAA Watson +5
ECV357 | GGGGTCGACTTCTCTTTTTCCGTGCTGATC Crick +1777
ECV358 | GGGGGATCCACGGCACGCGTCCTC Watson +5
ECV360 | CAGGGATGTTTAATACCACTACAAT Watson pGAD-C2
ECV361 | AGTATAGTTACATAAAAGAAGGCAAAAC Crick pGAD-C2/pGBD-C2
ECV362 | CTAACATTGAGACAGCATAGAATAAGT Watson pGBD-C2

Del mismo modo, para clonar ScSRBII a partir de DNA gendmico de S.
cerevisiae, se disenaron los oligonucledtidos ECV352 y ECV353 que hibridan en las
posiciones +35 y +967 de la ORF del gen. De esta manera se amplificaron 962 pb que se
clonaron en los sitios BamHI-Sall del MCS de pGAD-C2, manteniendo la misma pauta
de lectura para la region de activacion de GALA4.

Para ScSRBI0 se disefaron ECV354 y ECV355. posicionados en +5 y +1663,
que amplifican una regién de 1.658 pb que se clond en los sitios BamHI-Sall del MCS
del vector pGBD-C2. Esta pareja de oligonucledtidos también se empled en reacciones
de PCR que utilizaron como DNA molde las deleciones diseiadas para SeSRB10: S2,
S3, S4 y S5. De esta manera se amplificaron las secuencias con deleciones en los sitios
conservados.

En el caso de KISRBI0, los pares de oligonucledtidos que se disefaron fueron
ECV356 y ECV357, posicionados en +5 y +1.777, que amplifican 1.772 pb. Al igual
que en el caso de S. cerevisiae, al emplear como DNA molde las deleciones disefiadas
(K2, K3, K4 y K5) se obtuvo la secuencia sin los dominios conservados. En este caso,
para amplificar la secuencia correspondiente a la delecién K1, ya que la region
eliminada estd muy proxima al ATG esta secuencia se modifico, de manera que se
disefié ECV358 para combinarlo con ECV357. Todos los fragmentos amplificados se
clonaron en los sitios BamHI-Sall del MCS del vector pGBD-C2. La totalidad de las
construcciones fueron comprobadas mediante secuenciacion con los oligos ECV360 y
ECV361 que hibridan en las posiciones proximas a la region promotora y terminadora
respectivamente del gen clonado en pGAD-C2. Para las construcciones obtenidas en

pGBD-C2, se emplearon los cebadores ECV362 y ECV361.
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Tras la obtencion de todas las construcciones, se procedié a la co-transformacion
de la cepa PJ69-4A con cada una de las variantes de KISRB10 y con KISRB11. De igual
modo, se hizo con las variantes de ScSRBI0O y ScSRBII. Se seleccionaron los
transformantes en primer lugar en CM-Leu (el vector pGAD-C2 lleva el marcador
LEU2) y luego en CM-Leu-Trp (el vector pGBD-C?2 es portador del marcador TRP1).

En el sistema del doble hibrido empleado (James er al.. 1996), ademis de la
actividad beta-galactosidasa, existen otros dos marcadores que pueden informar de la
interaccion. En caso de que haya interaccion y se promueva la expresion del gen GAL4,
la proteina activadora Gal4p actuard sobre los promotores de lacZ, ADE2 y HIS3
modificados a este fin. De esta manera, en caso de interaccion, la cepa presentard
fenotipo Ade+ y His+. Por este motivo para verificar la presencia o ausencia de
interaccion entre Srbllp y las distintas variantes de Srbl0p obtenidas delecionando
dominios especificos, se realizd una resiembra de los candidatos en placas de medio
CM-Leu-Trp-Ade-His. Los resultados obtenidos analizando para cada caso un total de 4

transformantes se recogen en la tabla 28.

Tabla 28. Resumen de las interacciones en el experimento del doble hibrido. Anilisis de las auxotrofias
para Leu, Trp, Ade e His.

Construcciones Crecimiento en
Transformadas en PJ694-A CM-Leu-Trp-Ade-His
KISRB11pGAD/K1pGBD B
KISRB11pGAD/K2pGBD -
KISRB11pGAD/K3pGBD -
KISRB11pGAD/K4pGBD -
KISRB11pGAD/K5pGBD +
KISRB11pGAD/KISRBI10pGBD +
ScSRB11pGAD/S2pGBD -
ScSRBI11pGAD/S3pGBD -
ScSRBI1pGAD/S4pGBD -
ScSRBI1pGAD/SSpGBD +
ScSRBI1I1pGAD/ScSRB10pGBD +

Cuando se cuantificé la actividad B-galactosidasa con células permeabilizadas
los resultados obtenidos coinciden con lo observado con los otros dos marcadores en

placa, y se reflejan en la figura 70.
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Como se puede observar para la proteina KISrb10p. la actividad obtenida en el
caso de la eliminacién del dominio WRKY (K1). y al delecionar DC-Ala (K5) es
semejante a la de la interaccion silvestre (KT en el grifico). Por tanto ¢l dominio
WRKY, especifico de KIStb10p, y dominio final DC-Ala, presente tanto en la proteina
de K. lactis como en la de S. cerevisiae, no son fundamentales para la interaccion entre
la ciclina y su quinasa. Sin embargo la delecion del dominio de union a ATP o
cualquiera de los dominios DC-1 y DC-II produce una incapacidad para promover la
interaccion tanto en la asociacién ScSrbl10p/ScSrbllp como en la asociacion

KIStb10p/KISrb11p.
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Figura 70. Resultados del andlisis de interaccion entre SRB/ /1 y las deleciones de SRBI0 en 8. cerevisiae
y K. lactis. KT y ST representan los controles positivos de interaccion utilizando las construcciones con
los genes SRB10 y SRB1T completos.

4.3.Los dominios conservados DC-1 y DC-II son necesarios para la

interaccion de Srb10p con Tuplp
Los dominios DC-1 y DC-II parecen fundamentales en la represion de la
expresion los genes analizados. Ya que la represion ejercida por Srbl0p sobre
determinados genes estd mediada por el reclutamiento del complejo Ssn6-Tupl tras una
interaccién directa de Tuplp con Srb10p (Zaman er al., 2001), se decidié comprobar si

estos dominios eran fundamentales para esta interaccion.
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Al igual que en el apartado precedente, se empleé el método del doble hibrido
(James er al., 1996). Para ello se procedio a la clonacion del gen ScTUPI en el vector
pGAD-C2  mediante el diseno de los  oligonucledtidos  ECV412
(GGGATCGATCTGCCAGCGTTTCGAATAC) y ECV413
(GGGCTGCAGTTGGCGCTATTTTTTTATACTTC) que hibridan en las posiciones +5 y
+2.137 y que se caracterizan por llevar unos sitios de reconocimiento para las
endonucleasas Clal y Pstl respectivamente (resaltados en negrita). En una reaccion de
PCR empleando DNA gendmico de S. cerevisiae como molde, se amplificaron un total
de 2.133 pb que se clonaron en los sitios Clal y Pstl de pGAD-C2. Una vez obtenida
esta construccion, se procedié a la transformacion de la cepa PJ69-4A seleccionando
los candidatos en CM-Leu. Seguidamente se realizo la transformacion con los genes
ScSRBI0 y las deleciones disefiadas para el mismo (S2-S3-84-S5) y con KISRBI0 y sus
deleciones (K1-K2-K3-K4-K35) seleccionando en este caso en placas CM-Leu-Trp. Los
ensayos de beta-galactosidasa se realizaron por el método de permeabilizacion de
cclulas (materiales y métodos).

Se observa que para la proteina KISrb10p, la actividad obtenida en el caso de la
eliminacién del dominio WRKY (K1), y al delecionar DC-Ala (K5) no disminuye
notablemente respecto a la de la interaccion silvestre (KT en el grfico). Se deduce por
ello que el dominio WRKY, especifico de KISrb10p, y dominio final DC-Ala presente
en la proteina de K. lactis, no son fundamentales para la interaccion entre SeTuplp y
KIStb10p. Sin embargo, el DC-Ala en ScSRBIO si tiene cierta influencia en esta
interaccion, ya que la actividad beta-galatosidasa medida es muy inferior a la del control
positivo ST. La delecion del dominio de union a ATP (S3 o K3) o cualquiera de los
dominios DC-I y DC-II produce una incapacidad para las interacciones

SeSrb10p/SeTuplp y KISrb10p/ScTuplp.
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Figura 71. Resultados del andlisis de interaccion entre ScTUPI y las deleciones de SRBIO en §
cerevisiae 'y K. lactis. KT y ST representan los controles positivos de interaccion utilizando las
construcciones con los genes ScSRB10 y KISRB10 completos

5.DISCUSION.

En levaduras existen al menos 4 quinasas capaces de fosforilar el dominio
carboxilo terminal (CTD) de la RNA polimerasa II (Kin28p, Cik1p, Burlp y Srb10p)
(Wilcox et al., 2004). En los procesos de iniciacidn y elongacion de la transcripeion el
estado de fosforilacion de las repeticiones de CTD tiene un importante papel regulador
(Hengartner er al., 1998). CTD consiste en una serie de repeticiones de 7 aminodcidos
que se repiten 27 veces en la proteina de levaduras y hasta 52 en la proteina homologa
de mamiferos (Allison er al., 1985; Corden et al., 1985). Se necesita que CTD esté
desfosforilado para que se produzca el ensamblaje del complejo de preinicio (PIC) en
los promotores de los genes que van a ser transcritos. El paso de la fase de inicio a la de
elongacién de la transcripeién requiere al factor general TFIIH que fosforila a CTD
aunque otras quinasas pueden contribuir a esta fosforilacion entre ellas Srb10p. Se ha
propuesto que la fosforilacion de CTD previa a la formacion del PIC tiene un efecto
represor de la transcripcion, mientras que la fosforilacion posterior a la formacion del
PIC tiene un efecto activador. En esta fosforilacion, previa o posterior a la formacion
del PIC, jugarian un papel alternativo las quinasas de levaduras Srbl0p y Kin28p
(Hengartner et al., 1998). CTD también se requiere para el splicing del pre-mRNA y la
poliadenilacién. Kin28p,. asociada el factor TFHII facilita el reclutamiento de la

maquinaria de procesamiento del RNA a la RNA polll, concretamente de la enzima de
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capping guanilil-transferasa, Ceglp (Rodriguez er al., 2000). Para asociarse con la
magquinaria de splicing es necesario que CTD esté fosforilado. En las células el grado de
fosforilacion de CTD estd regulado de forma precisa por el balance entre protein-
quinasas y fosfatasas. Los programas de desarrollo y de adaptacion a las condiciones
ambientales pueden influir sobre este balance y afectar por tanto de forma general al
metabolismo del RNAm.

Al comparar las secuencias de los genes KISRBI0 y ScSRBI0 con las de otros
genes correspondientes a protein-quinasas relacionadas con Srbl0p de eucariotas
superiores, se pudo comprobar la existencia de una region muy poco conservada de
longitud variable entre 258 y 324 nucledtidos. Como se ha comentado, se requiere CTD
fosforilado para que Kin28p facilite el reclutamiento de la maquinaria de procesamiento
de RNA a la RNA polimerasa I y se planted la hipdtesis de si la maquinaria de
procesamiento tendria como sustrato a un supuesto pre-RNA de la propia Srb10p. En
condiciones de transcripcion/procesamiento aclivo este mecanismo  permitiria
acompasar ambos procesos. Los experimentos realizados mediante la determinacion del
tamano de fragmentos especificos amplificados a partir del DNAc de KISRBI0, asi
como la inexistencia de consensos tipicos de intrones en levaduras, analizados mediante
el programa EXPLORA (Kalogeropoulos, 1995), permiten descartar que la regién
analizada de KISRBI0 sea procesada por splicing, al menos en las condiciones
analizadas.

En §. cerevisiae la actividad quinasa de Srb10p se ha relacionado directamente
con la huella caracteristica del centro activo de las Ser/Thr protein-quinasas, conservada
entre las posiciones 282-294, ya que una mutacion en la Lys 288 causa el mismo
fenotipo que el alelo nulo (Surosky ef al., 1994). Los estudios realizados en este trabajo
con las proteinas Stb10p de K. lactis y S. cerevisiae delecionadas en una region del
dominio protein-quinasa (posiciones 90-108 en KISrb10p y 75-93 en ScSrbl0Op ) muy
alejada de la huella Ser/Thr quinasa. permiten afirmar que la region delecionada, que
incluye el sitio de union de ATP, es también importante para la funcion de Srb10p tanto
en lo que se refiere a su funcién reguladora sobre la transcripcion de los genes FLOI I,
SPIl y CYC7 como en la coincidencia de varios fenotipos asociados al alelo nulo de
Srb10p: floculacién y dificultad para el crecimiento en galactosa a 37°C.

Por otra parte, al comparar las secuencias conservadas en las proteinas Srb10p
de levaduras con otras protein-quinasas relacionadas, incluida la proteina Cdk8p

homdloga a Srbl0p en mamiferos, se identificaron una seric de regiones muy
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conservadas en levaduras y ausentes en las protein-quinasas de otros origenes. El
denominado dominio DC-I, situado en el extremo amino, consta de 29 aminodcidos de
los que 17 son idénticos en las tres secuencias disponibles de Srb10p de levaduras. El
domino DC-II, mas cercano al extremo carboxilo, estd integrado por 27 aminodcidos y
es muy rico en asparragina. La region carboxilo terminal contiene una secuencia
conservada con 10 alaninas consecutivas, DC-Ala, y es rica en asparraginas. La region
amino terminal de la proteina es rica en glutamina. Ademas, en la proteina de K. lacris,
pero no en las otras dos, en esta region amino terminal aparece una secuencia con cierta
similitud al dominio WRKY caracteristico de factores transcripcionales en plantas.
Tanto el dominio DC-I1 como DC-II son fundamentales para la funcion de KiSrbl0Op y
SeSrb10p, como se deduce del hecho de que cuando estdn ausentes no se complementa
el fenotipo de floculacién en el mutante Asrb/0 de S. cerevisiae ni mejora su capacidad
de crecimiento en galactosa a 37°C. Sin embargo, el dominio WRKY (ausente en S.
cerevisiae) y el dominio final rico en alanina, DC-Ala, no parecen ser indispensables
para la funcién de KISrb10p y ScSrbl0p, ya que aln estando ausentes, las proteinas
delecionadas son capaces de revertir los dos fenotipos analizados en el mutante Asrb /0.
Srb10p juega un importante papel en la regulacién transcripcional de muchos
genes en unos casos con un efecto activador y en otros con un efecto represor. El efecto
activador de Srb10p sobre la transcripcion se ha atribuido a su papel promotor de la
formacién del PIC a través de fosforilaciones que afectan al complejo mediador y sobre
todo a su papel sobre la transicion desde la fase de inicio a la de elongacion. El
complejo mediador se requiere para la regulacion transcripcional in vivo e in vitro y estd
conservado en todos los eucariotas. El complejo mediador de S. cerevisiae puede
considerarse integrado por dos submédulos: Rgrl y Srb4. El subcomplejo Rgrl estd a su
vez integrado por el médulo Galll (Galll, Sind, Hrsl, y Med2) que une activadores, y
el modulo Med9/10 (Med1, Med4, Med9, Med10, Med7 y Srb7) que se requiere tanto
para la activacion transcripcional como para la represién (Kang er al., 2001). La quinasa
Srb10p. integrada en el subcomplejo Srb8/9/10/11 (Borggrefe er al., 2002) interacciona
con el mediador y fosforila la subunidad Med2 lo que sugiere que las modificaciones
post-traduccion del mediador son muy importantes en la regulacién génica (Hallberg er
al., 2004). Ademds Srb10p fosforila a varios activadores transcripcionales durante el
proceso de activacion transcripcional y se ha demostrado que se produce una interaccion

entre Srb10p (asociada a su ciclina Srb11p) y el dominio acidico de los activadores,
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fosforilando regiones internas o adyacentes a dicho dominio (Ansari et al., 2002, Ansari
et al., 2005; Balciunas er al., 2003).

Por el momento el papel de Srbl0Op en la represion génica se explica por
diversos tipos de mecanismos. Uno de ellos es mediante la fosforilacién de CTD previa
a la formacion del PIC, lo que impediria el establecimiento de este complejo
(Hengartner er al., 1998). Otro mecanismo represor puede actuar por su papel sobre
componentes represores del complejo mediador como el subcomplejo Med9/10, ya que
las proteinas del submddulo Med9 interaccionan genética y fisicamente con
Srb10/Srbl 1p (Kang et al., 2001). Finalmente se ha demostrado que Srb10/11p pueden
promover la rdpida degradacion, mediante exportacion del nicleo al citoplasma. de
factores transcripcionales activadores especificos causando asi represion de los genes
correspondientes (Chi et al., 2001).

En este trabajo se ha analizado el papel que los dominios conservados DC-I,
DC-IT'y DC-Ala tienen en la represion mediada por Srb10p sobre un gen relacionado
con la floculacion (FLO11) y dos genes hipoxicos (CYC7 y SPI1). Los dominios DC-1 y
DC-II parecen tener un papel sobre la represion de estos genes, en distinta medida para
cada gen analizado y también con algunas diferencias si el ensayo se realiza con la
proteina de S. cerevisiae o de K. lactis. Sin embargo el dominio DC-Ala no juega
ningin papel en dicho proceso represor para ninguno de los genes analizados y con
independencia del origen de la proteina. El potencial dominio WRKY, exclusivamente
presente en la proteina Srb10p de K. lactis tampoco parece tener ninguna relevancia
funcional en el mecanismo represor de Srbl0p sobre la transcripcion de los genes
analizados.

El hecho de que los dominios conservados DC-1 y DC-II tengan un papel
importante en la funcién de Srb10p, indica que sdlo la actividad quinasa de Srb10p no
es suficiente para explicar su funcion, y concretamente tampoco lo es para explicar su
funcién relacionada con procesos que implican represion transcripcional.  Estos
resultados son coherentes con los datos aportados por Watson y Davey (1998) que
indican que ¢l gen ScPRK/ de 5. pombe que codifica para una quinasa relacionada con
Srb10p pero que carece de dominios conservados lipicos de ésta tltima, complementa la
mutacion srbl10 solo de forma parcial. También estdn en consonancia con los datos
aportados por Tassan y colaboradores que indican que Cdk8 humana, sin dominios DC-

I 6 DC-II, tampoco es capaz de complementar la mutacion srb10 (Tassan er al., 1995).
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La actividad quinasa de Srb10p estd dirigida hacia varios sustratos: la region
CTD de la subunidad mayor de la RNA polimerasa II (Liao er al., 1995), subunidades
del complejo mediador (Hallberg er al, 2004) o zonas cercanas a los dominios
activadores de factores transcripcionales activadores (Ansari ef al., 2005). La forma
tradicional por la que las quinasas que participan en el ciclo de regulacion celular son
dirigidas hacia distintos sustratos es por medio de su interaccion especifica con ciclinas
que a su vez interaccionan con los sustratos especificos. Sin embargo, Srb10p y otras
quinasas relacionadas con la transcripeion estan asociadas a una sola ciclina, en el caso
de Srb10p con la ciclina Srb11p (Liao ef al., 1995). Por tanto la especificidad no esta
determinada por la ciclina sino por otro tipo de interacciones directas o indirectas que
podrian ser variables para cada sustrato. Sin embargo, la actividad quinasa de Srb10p no
se detecta en ausencia de la ciclina, por lo que esta interaccion entre el par ciclina-
quinasa puede tener un papel modulador sobre la actividad quinasa. de hecho se
conocen algunos mecanismos de regulacion transcripcional mediados por la
degradacion de Srb11p (Cooper & Strich, 2002).

El dominio caracterizado para la interaccion de Srb10p con Srbllp es el
denominado sitio PSTAIRE. Este sitio se corresponde con la secuencia SQSACRE
(Kuchin et al., 1998) localizada entre los aminodcidos 201-207 o 226-232 en Srb10p de
S. cerevisiae y K. lactis respectivamente, y que forma parte del dominio quinasa
conservado: pero cabe plantearse que existan sitios adicionales para la interaccion
Srb10p/Srb11p que a su vez puedan afectar a la estabilidad del complejo o puedan
favorecer conformaciones necesarias para la interaccion con otras proleinas que
participan en el mecanismo represor. A fin de verificar si los dominios conservados DC-
I y DC-II o el dominio de unién a ATP, que como se ha visto tienen un papel en la
funcién represora de Srb10p sobre la transcripeion de genes especificos, o incluso otros
que no desempenan este papel, como DC-Ala o el supuesto dominio WRKY, tienen
importancia en la formacién del complejo ciclina-quinasa, se analizé dicha interaccion.
Los estudios se realizaron tanto con la proteina Srb10p nativa, como con las deleciones
obtenidas para cada uno de estos dominios. Para ello se utilizé el sistema del doble-
hibrido y los resultados obtenidos indican una concordancia perfecta entre la necesidad
de un determinado dominio para la funcién represora y para la interaccion con Srbl1p.
Concretamente los dominios DC-1 y DC-II y el dominio de unién a ATP son necesarios
para que se produzca interaccién y los dominios DC-Ala y WRKY son totalmente

dispensables.
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Dos de los genes que se han elegido como reporteros de la funcion de Srb10p al
realizar este estudio, FLOI! y CYC7 tienen una caracteristica en comin y es que
presentan en sus promotores sitios reguladores necesarios para la interaccion con
represores especificos que reclutan a su vez al complejo co-represor Ssn6/Tupl. Sfl1p
es el represor que actia sobre el promotor de FLO!I reclutando al co-represor Ssn6-
Tupl (Conlan & Tzamarias, 2001) y Rox1p es el represor que actia en el promotor de
CYC7 para reclutar al co-represor Tup1-Ssn6p (Zhang er al., 1991). Ensayos del doble
hibrido nos indican que Srbl0p no parece interaccionar con Rox1p de modo directo
(Becerra et al., 2002). Se ha demostrado mediante el sistema split-ubiguitin que Srbl 1p
puede interaccionar directamente con Tuplp in vivo (Schuller & Lehming, 2003),
también se produce una interaccion directa de Tuplp con Stb10p (Zaman er al., 2001).
En este trabajo se ha podido demostrar que los dominios DC-I, DC-II, y en cierta
medida DC-Ala, de Srb10p son necesarios para la interaccion con Tuplp.

El hecho de que los mismos dominios conservados de Srb10p (DC-1 y DC-II)
sean necesarios para la interaccion con Srbllp y Tuplp sugiere que su papel sea en gran
medida estructural, potenciando una conformacién de Srb10p capaz de interaccionar
con ambas proteinas. Aunque es posible modelar por homologia el dominio quinasa de
Srbl0p, dado que es muy similar al de otras protein-quinasas para las que se han
establecido modelos (ridimensionales por difraccion de rayos X. no hemos obtenido
ningun resultado satisfactorio al intentar construir modelos que incluyan también a los
dominios DC-I, DC-IT o DC-Ala. Por tanto serdn necesarios futuros estudios sobre la
estructura tridimensional de la proteina Srb10p para poder verificar esta hipStesis.

Teniendo en cuenta todos estos datos se propone un mecanismo de accion de
Srb10p en la regulacion transcripcional que podria explicar el papel de estas nuevas
interacciones que se establecen con la participacién de dominios especificos de Srb10p
distintos del PSTAIRE. Puesto que la interaccion de Srbl10p con Srbllp es siempre
necesaria tanto en los procesos de activacion como en los de represion, es probable que
diferentes conformaciones del complejo formado por el par ciclina/quinasa sean
necesarias para la interaccion con el co-represor o con otras proteinas que participan en
la represion o en la activacion. Ademis el hecho de que el DC-1 presente varias serinas
que podrian servir como puntos de fosforilacién del propio factor Srbl0p por otras
quinasas que participan en la transduccion de senales, sugiere que las distintas

interacciones/conformaciones podrian venir reguladas por fosforilacion/desfosforilacion
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de Srbl0p. aunque por el momento no se han descrito ni las quinasas ni las fosfatasas

que participarian en este proceso de regulacion de Srb10p.
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|.- Mediante la técnica de DChbyPCR se han clonado los genes KIHEMI2,
KIHAPI y KISRBI0 de la levadura Kluyveromyces lactis. Para KIHEM12 y KISRB10 s¢
ha demostrado su funcionalidad en la levadura, mediante verificacion de su
transcripeion o interrupeion del gen y verificacion de fenotipos asociados. Todos los
genes, y las proteinas codificadas, muestran gran similitud con sus homologos de
Saccharomyces  cerevisiae. Ademds, KIHEMI2 'y KISRBI0O complementan
respectivamente las mutaciones hem!2 y srb10 en S. cerevisiae. Sin embargo, KIHAPI
bajo el control de su propio promotor no es capaz de complementar la mutacion hapl de

S. cerevisiae.

2.- Se ha analizado. mediante northern blot, primer extension, y fusiones del
promotor al gen reportero lacZ la expresion de KIHEM12 en K. lactis. La expresion
transcripcional de KIHEM12 es dependiente de cepa. El promotor puede considerarse
como TATA-less con miltiples sitios de inicio de la transcripeién sin preferencia
definida por ninguno de ellos. La transcripcion aerobia de KIHEM12 no responde a
hemo pero si muestra una ligera activacion por fuentes de carbono no fermentables. En
relacion con esta activacion, se ha podido demostrar que la caja CCAAT, en la posicién
-389/-385, es necesaria para la funcién del complejo activador Hap2/3/4/5p. En un
mutante hap3 de K. lactis se produce una disminucion de la transcripeion de KIHEM 12,
lo que demuestra la implicacién del complejo Hap2/3/4/5p en este sistema de

regulacion.

3.- Se han analizado diversas regiones del promotor de KIHEMI que son
responsables de su expresion y regulacion transcripcional. Mediante andlisis de primer
extension se han localizado los puntos de inicio en las posiciones -71, -69, -66, -58 y -
48, siendo esta dltima predominante. Mediante ensayos de deleciones y mutagénesis
dirigida hacia regiones concretas del promotor fusionado a lacZ se ha verificado la
importancia del elemento rico en pirimidinas, localizado entre las posiciones -412 y -
378, para determinar elevados niveles de expresion tanto en condiciones aerobias como
anacrobias. En relacion con la regulacion del gen en respuesta a la presencia de fuentes
de carbono fermentables o no fermentables, es muy pequenia. La participacion en esta
respuesta del consenso CCAAT para la unién del complejo Hap2/3/4/5p, situado en las
posiciones -656/-649, ha quedado descartada. El sitio cis para la unién de Gerlp tiene

un efecto represor en medios con glucosa al 2%. El consenso para la union de Buflp,
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que en el promotor del gen homdlogo de S. cerevisiae tiene un efecto represor, no
muestra un claro papel regulador ni en condiciones aerébicas ni hipoxicas. En la region
situada entre las posiciones -558 a -443 se localiza una sefal necesaria para la expresion

hipoxica y la respuesta a hemo.

4.- Tras clonar el gen KISRBI0 y realizar un alineamiento de la proteina con
otras proteinas Srbl0p, o protein-quinasas relacionadas, de distintos origenes, se pudo
observar que las de levaduras presentaban una serie de motivos altamente conservados
cuya funcionalidad se quiso comprobar. Para ello se realizaron una serie de deleciones
de cada uno de ellos, tanto sobre la proteina Srb10p de K. lactis como sobre la de S.
cerevisiae. Los motivos denominados DC-1 y DC-I1 y el motivo de unién a ATP son
esenciales para la funcion de Srb10p in vivo como queda demostrado por los efectos de
su delecion sobre los fenotipos asociados y sobre la expresion transcripcional de los
genes FLOII, CYC7 y SPII. Ademis se ha podido comprobar que estos motivos son
necesarios, de forma directa o indirecta, para que se produzca la interaccion entre la
quinasa y su ciclina Srbl1p, asi como para la interaccion con el represor Tuplp. Otro
motivo también conservado, DC-Ala, cercano al extremo carboxilo terminal, carece de
relevancia funcional en la interaccion con Srbl1p, aunque tiene cierta influencia en la
interaccion con Tuplp. El motivo WRKY, tnicamente presente en la proteina de K.
lactis y cercano al extremo amino, no parece esencial en los fenotipos e interacciones

analizados.
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Anexo publicaciones

Los trabajos que a continuacion se indican, y cuya separata se adjunta en las paginas
siguientes, fueron realizados en el transcurso de las investigaciones llevadas a cabo
durante la realizacion de la Tesis doctoral presentada por Laura Nunez Naveira y de los
que es autora principal,

A) Trabajos ya publicados en el momento de presentacion de la memoria de la
Tesis

Niiez L, Gonzilez-Siso I, Becerra M, Cerddn ME. Functional characterisation and
transcriptional regulation of the KIHEM 12 gene from Kluyveromyces lactis. Curr Genet.
2004, 46:147-157.

Ninez L, Fernandez-Otero C, Rodriguez-Belmonte E, Cerddn ME. The KISRBI10 gene
from Kluyveromyces lactis. Yeast. 2004, 21:511-518.

B) Trabajos en preparacion/ revision

Ninez L and Cerdin ME. Functional analysis of specific domains of yeast Srbl0,
(recoge los resultados del capitulo 4 de la memoria)

Nuiez L. Gonzilez-Siso I, Becerra M, Cerdin ME. Regulatory clements in the
KIHEM 1 promoter (recoge los resultados del capitulo 3 de la memoria)

Nuiiez L, Becerra M, Gonzilez-Siso I, Cerdan ME. Functional characterisation of
KIHAPI (recogerd los resultados sobre la caracterizacion del gen KIHAPI que se
describen en el capitulo 1 de la memoria y que estdn siendo completados)

Ademas, Laura Niiez Naveira ha participado en el estudio, mediante arrays de DNA,
de la transcripcion de genes de Kluyveromyces lactis relacionados con la respuesta a
hipoxia y a niveles de hemo cuyos datos se encuentran en proceso de andlisis para una
futura publicacidn.
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Introduction

Cyclin-dependent kinases (CDKs) have important
roles in cell cycle control and transcription. Two
different kinases have been implicated in transcrip-
tion, the Saccharomvces cerevisiae Kin28p and
its mammalian homologue Cdk7 are subunits of
the general transcription factor TFIIH. The yeast
Srb10p and its mammalian homologue Cdk8p are
associated with the RNA polymerase I media-
tor complex (Liao eral.. 1995). It has recently
been reported that Srb8/9/10/11p form a complex
associated with the mediator which is conserved
between yeast and human cells (Borggrefe et al.,
2002; Samuelsen et al., 2003). Direct regulatory
interactions between components of signal trans-
duction pathways and Srb10p provide a mechanism
for transcriptional control in response to important
signals such as nutrient availability (Chang et al.,
2001). glucose repression (Balciunas and Ronne,
1995; Kuchin and Carlson, 1998), galactose induc-
tion of specific genes (Kuchin eral, 1995), o2
repression of the a-specific genes (Wahi and John-
son, 1995) and stress (Chi er al., 2001).

Srb10p is involved in the transcriptional regula-
tion of a wide variety of yeast genes. The involve-
ment of Srbl0p in the mechanism of repression

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd.

caused by the complex Tuplp—Ssn6p was proved
in vive, suggesting that one mechanism of repres-
sion by Tuplp-Ssn6p involves functional interac-
tion with RNA polymerase 11 (Kuchin and Carlson,
1998) and direct interaction between Tuplp and
the components of the Srb10-Srb11p pair has been
proved (Zaman er al.. 2001: Schiiller and Lehming,
2003). A transcriptome analysis has shown that the
deletion of SRBI0 has very different consequences
in aerobiosis and during hypoxia. Besides, 57.2%
of the hypoxic genes that are considered Rox1p-
dependent genes are also dependent on Srb10p,
suggesting that this component of the RNA poly-
merase 11 holoenzyme could be related to the trans-
mission of repression from the RoxIp repressor
to the basal transcriptional machinery: although a
direct interaction between RoxlIp and Srb10p in
a two-hybrid analysis showed a negative resull
(Becerra et al.. 2002).

The phosphorylation of the yeast transcription
factor Galdp at S699 is required for efficient
galactose-inducible transcription of the GAL genes
and 1t has been reported that this site is a sub-
strate for Srb10p kinase activity (Hirst er al., 1999).
Srbl0p also has a positive role in the acuvation
of gluconeogenic genes by regulation of the tran-
scriptional activator Sip4p (Vincent ef al.. 2001).
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Acidic transcriptional activating regions from the
yeast Gendp activator, the mammalian p53 and the
viral VP16 contact Srb10p, so that the activator is
phosphorylated (Ansari et al.. 2002).

Here, we report the isolation and characteriza-
tion of a gene from Kluvveromyces lactis that 1s
homologous to the available fungal SRBI/0 genes
and which complements the disruption of SRBI0
in a 8 cerevisiae strain. Relative levels of tran-
scription of SRBS, SRBY, SRB10 and SRB11 follow
the same pattern in 8. cerevisiae and K. lactis, as
expected for components of the basic transcrip-
tional machinery.

Materials and methods

Yeast strains, cell growth and transformation

The haploid S. cerevisiae strain Z768 (MAT a urai-
52 his3A200 leu2-3,-112 rpbl A187::HIS3 srb10A
1::hisG [LIMLEU2 CEN RPBI]) was kindly
provided by Richard A. Young (Hengartner er al..
1998). Cells were grown at 30°C or 40°C in
YPD (2% glucose. 2% bacto-peptone, 1% yeast
extract) or in complete media (CM). prepared
as previously described (Zitomer and Hall, 1976)
with the carbon source being 2% glucose. Yeast
cells were transformed by the procedure of Ito
etal. (1983) and transformants were grown on
selective plates, CM without uracil (CM—-URA).
Other strains from S. cerevisiae, FY73 (MATa
his3A200 ura3-52) and K. lactis, Y1140 (ATCC-
8585). were used for RNA extraction.

Cloning the gene

Basically, using PCR, the presence of the clone
of interest was determined in clusters of plasmid
DNA extracted from pools of the bacterial colonies
bearing the clones of the library. In each step, the
cluster giving a positive fragment by specific PCR
amplification was selected and then the components
of this cluster were used separately as templates
for new PCR reactions until arriving at the isolated
clone of interest. Isolation of DNA and plasmid
propagation was carried out by conventional meth-
ods (Sambrook er al. 1989). E. coli DH-10B was
used for plasmid amplification by electroporation.
The Chiron K. lactis genomic library was orig-
inally constructed by the insertion of restriction
fragments generated by partial Sau3A digestion of

Copyright © 2004 john Wiley & Sons, Ltd.
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genomic DNA from K. lactis strain into the unique
BamHI site of the vector pAB24 (Botstein er al.,
1979).

Sequencing and sequence analysis

Both strands were sequenced by the method of
Sanger et al. (1977) using synthetic primers for
primer walking. The complete nucleotide sequence
has been entered in the EMBL Data Library
under Accession No. AJ532841. The sequence was
analysed using DNASIS/PROSIS (Hitachi), stan-
dard FASTA from EBI (http://www.ebi.ac.uk/)
and BLASTA or BLAST-Two-sequences program
(Tausova and Madden, 1999) from NCBI Tools
(http://ncbi.nlm.nih.gov/). Multiple alignment was
carried out by CLUSTAL W (Thompson er al.,
1994) from EBI (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/).
Analyses of protein domains and profiles were car-
ried out through ScanProsite (Gattiker er al., 2002)
using the Expasy access (http:/www.expasy.org/
tools).

Expression analysis

The use of arrays was as previously described
(Becerra er al.. 2002). For RNA isolations, cells
from the S. cerevisiae strain FY73 and the K.
lactis strain Y1140 (ATCC-8585) were grown in
complete media with 2% glucose. For RNA isola-
tions, cells were harvested and immediately frozen
in liquid nitrogen, later disrupting them with a
Micro-Dismembrator (B. Braun Biotech Interna-
tional). The resulting powder was mixed with TRI-
ZOL Reagent (Life Technologies) and total RNA
was extracted by the method of Chomezynski and
Sacchi (1987). Probe generation was as described
in Hauser et al. (1998). Briefly, 60 pg total RNA
was annealed to oligonucleotide dT15 and used as
a template to synthesize and radiolabel the corre-
sponding first strand ¢cDNA with 50 uCi [o-**P)-
dCTP (Amersham) and SuperScript I (Life Tech-
nologies). The reactions were carried out at 43°C
for 1 h, after which the RNA was hydrolysed with
NaOH at 65°C for 30 min. The probe was purified
by isopropanol precipitation and the isotope incor-
poration was measured to check the efficiency of
the reaction.

The labelled ¢cDNAs obtained from each RNA
sample were used to probe the DNA arrays con-
taining the whole set of genes from S. cerevisiae

Yeast 2004; 21: 511-518.
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(Hauser et al., 1998). Filters were pre-hybridized
for 1 h at 65°C in the hybridization mix: 5x
SSC. 5x Denhardt’s solution and 0.5% SDS. The
probe was then denatured for 5 min at 100°C,
cooled quickly on ice and hybridized with the
arrays overnight at 65 °C, The next day, two washes
were carried out, at hybridization temperature,
for 5 and 20 min respectively, in 2x SSC 0.1%
SDS. The filters were exposed 24 h to a storage
phosphor screen and data collected using a Phos-
phorlmager Scanning Instrument 425 (Molecular
Dynamics). Signal quantification was performed
with Array Vision software (Molecular Dynam-
ics). which localizes over each array element a
bounding circle fitted to the size of the DNA spot.
Al least two replica-spots per gene were anal-
ysed. Normalization of values from the genes of
interest was carried out by dividing the intensity
for each gene by the value obtained for the actin
gene.

Hybrnidization of DNA arrays from . cerevisiae
with ¢cDNA from K. lactis was successful due to
the high homology existing between the genomes
of both yeasts (Ozier-Kalogeropoulos et al.. 1998;
Llorente et al., 2000). The results obtained clearly
showed that there 1s a difference in the distribu-
tion of signal intensities obtained in the arrays
hybridized with cDNA from S. cerevisiae or K. lac-
tis; some genes that show strong expression in .
cerevisiae are expressed at low levels in K. lactis
and vice versa, Despite the lower intensity obtained
in the arrays hybridized with K. lactis ¢cDNA,
attributable to the lowest homology between the
c¢DNA and the probes, a signal is obtained for
the 94% of the heterologous probes. The corre-
lation coefficient (CC) between the whole set of
data obtained using cDNA from S. cerevisiae or K.
lactis is moderate/low (0.335); however, analysing
the correlation between groups of genes clus-
tered by functional distribution according to MIPS
(http://mips.gsf.de/genre/proj/yeast/index.jsp). it
is possible to discover that the expression of some
clusters of genes is highly correlated while oth-
ers are poorly correlated. Some functional groups
related to housekeeping functions such as mitosis,
transcription, cell wall biogenesis and others are
highly correlated. This validates the use of het-
erologous arrays from S. cerevisiae 1o analyse the
transcriptome of K. lactis under different condi-
tions or genetic backgrounds.

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd,
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Results and discussion

Isolation of the KISRB/0 gene

Previously. an internal fragment of the ORF was
cloned by PCR from K. lactis genomic DNA,
using oligonucleotides based on two small partial
sequences of KISRBI0 available in databases and
which overlap each other (Ozier-Kalogeropoulos
et al., 1998: Bolotin-Fukuhara et al.. 2000): after
sequencing the 875 bp PCR product, the fragment
gave high homology with the ScSRBI0 gene. The
isolation of a KISRBI0O clone was obtamed by
screening a K. lactis genomic library in the vec-
tor pAB24, as described in Materials and methods.
A total of approximately 30000 transformants were
pooled into 244 pools, grouped into 56 subgroups
and finally into eight groups. Once the group, sub-
group and pool carrying the clone were identified,
groups of individual colonies from the pool were
tested by PCR in order to find the positive clone.
A fragment from the positive clone was sequenced
by primer walking to reach a contig of 3757 bp
and the sequence deposited into EMBL data library
under Accession No. AJ532841. Homology search
by BLASTN revealed that the clone contained a
gene with high homology to several SRBI0 genes
isolated from different organisms, and also that the
arrangement of genes in the up and down regions
surrounding KISRBI0 is the same as that found
in S. cerevisiae (Figure 1). A gene with homol-
ogy to the S. cerevisiae ORF YPLO41C (60%
identity using FASTA) is located upstream in the
same strand as KISRBI0: downstream, and in the
complementary strand, a sequence giving homol-
ogy with NOP4 (ORF YPLO43 in §. cerevisiae) 1s
located. Figure 1 summarizes the direction of tran-
scription and the homology between the K. lactis
and S. cerevisiae genes.

The KISRBI0 gene complements the ASRB/0
mutation in S. cerevisiage

In S. cerevisiae, SRB10 mutants have partial loss of
glucose repression. locculence, unscheduled mei-
otic gene expression. thermosensitivity and poor
growth on galactose. The functionality of the
cloned KISRBI0 gene was verified by complemen-
tation of a mutant strain from S. cerevisiae. The
haploid S. cerevisiae strain Z768 (MATa ura3-
52 his3A200 leu2-3.-112 rpbI A187::HIS3 srb10A
1::hisG [L14(LEU2 CEN RPB1)]) was transformed

Yeast 2004; 21: 511-518
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% 69.6%
YPLOMIC-like SREB10

el ———
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NOP4  T719%
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Figure 1. Physical map of the ORFs identified in the
sequenced contig from the K. lactis clone. The percentage
of identities to the homologous S cerevisige genes was
calculated by FASTA

with the clone and transformants selected on
CM-URA plates. The Z768 strain was grown in
CM and the transformed Z768/KISRBI0 strain in
CM-URA liquid media to test for flocculence.
Figure 2 shows that complementation with the
KISRB10 gene avoids the flocculence of the mutant
(Figure 2A). Culwres of the Z768 mutant strain,
untransformed or transformed with the KISRB10
clone, were grown to reach ODgyy = 0.30 and
10 pl aliquots of the original culture were spotted
on CM plates with 2% glucose as carbon source.

Relative normalised values

L. Nuiiez et al.

Complementation with the KISRBI0 clone over-
passes the thermosensitivity of the mutant at 40°C
(Figure 2B).

Transcription of SRB/0 and other components
of the Srb8/9/10/1 1p complex

It has been recently reported that Srb8/9/10/11p
form a complex associated with the mediator
which is conserved between yeast and human
cells (Borggrefe eral., 2002: Samuelsen et al.,
2003). We have carried out a comparative analysis
of the expression of the SRBS, SRBY. SRBIO
and SRBI1 genes in §. cerevisiae and K. lactis,
taking advantage of the DNA-array technology as
explained in Materials and methods. Figure 2C
shows that the pattern of relative expression of
these genes is very similar in the two yeasts.
Relative levels of expression of SRBS, SRB10 and
SRBI1 are similar to the expression of the large
subunit of RNA polymerase 1l (RPBI), while
levels of expression of SRBY are higher than RPB1
in the two yeasts.

3o*C

40°C

2768

ZT68/KISRE10

—— Y1140
—{0— FY73

SRBY

SRBY

SRBIO SREII RPBI

Figure 2. Functional analysis of KISRBIO. (A) Complementation of the flocculant phenotype in S cerevisiae.
(B) Complementation of the thermosensitive phenotype in S. cerevisioe. (C) Comparative transcription of genes encoding
for the components of the Srb8/9/10/1 |p complex in S. cerevisiae and K. loctis

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd.

Yeast 2004; 21: 511-518.



KISRB10 gene from Kluyveromyces lactis

Protein features

Srbl0p. a cyclin-dependent protein Kinase, is a
member of the CMGC group of protein Kinases
(Hunter and Plowman, 1997) and is closely related
1o other yeast proteins, such as Kin28p, Cdc28p or
Pho&5p. Caklp (altogether constituting the CDK
family, as defined in the MIPs catalogue). as well
as human CDK7 (Kin28p homologue) or CDK8
(Srb10p homologue) (Balciunas and Rhone, 1995).
Using the BLAST 2 sequences program (Tatusova
and Madden, 1999), we have checked the homol-
ogy between the translated protein from KISRBI0
and the related proteins from 5. cerevisiae, Saccha-
romyces kluyveri (P. Cliften and M. Johnston, per-
sonal communication) and Schizosaccharomyces
pombe (Watson and Davey, 1998); the same com-
parison was also applied in reference to the other
members of the CDK family from S. cerevisiae and
the Cdk7p and Cdk8p proteins. The results are sum-
marized in Table | and the query protein shows
the highest homology with the Srbl10 proteins from
S. kluyveri and S. cerevisiae.

CLUSTAL alignment of KISrblOp with the
Srb10 proteins from S. cerevisiae and S. kluyveri
is shown in Figure 3. Several conserved regions
are deduced from the alignment: the widest is
the protein kinase profile that also includes the
Ser/Thr protein kinase signature and it is flanked
by two conserved sequences (marked Srb10 con-
served domains I and II in Figure 3). The amino-
terminal region of the protein is rich in glutamine,
In addition, the KISrb10 protein, but not KsSrb10p
or ScSrb10p, includes in this region a sequence
that resembles a WRKY-like domain. The COOH-
terminal region contains a conserved sequence with
10 consecutive alanine residues and is rich in
asparagines. The alignment of these proteins with
the human homologue Cdk8p (data not shown)
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reveals that they only share the protein Kinase
profile.

In S. cerevisiae, the Kinase activity appears 1o be
central to the function of Srb10p, since mutation of
a lysine (shown as bold K in Figure 2) inside the
conserved serine/threonine kinase domain causes
the same phenotypes as the null allele (Surosky
etal.. 1994). The conservation of this lysine in
KISrb10p argues in favour of its functional sig-
nificance (Figure 3).

The WRKY domain is found in one or two
copies in a superfamily of plant transcription fac-
tors involved in the regulation of various phys-
iological programmes that are unique Lo plants,
including pathogen defence. senescence, trichome
development and the biosynthesis of secondary
metabolites (Eulgem er al.. 2000). Therefore. its
functional relevance in yeast is improbable, al-
though the presence of this domain in a yeast pro-
tein related to transcription could have evolution-
ary implications in the generation of the functional
WRKY domain of specific transcriptional factors
actually known in plants.

In order to find specific domains in the struc-
ture of the Srbl0 proteins from yeast, we have
aligned the location of different functional domains
or conserved sequences in these proteins and
closely related others (Figure 4). Several features
are remarkable, First. in the Srbl0 proteins, the
protein kinase domain is interrupted after the 19th
amino acid inside this domain by a sequence
that scarcely varies from 108 amino acids in
SkSrb10p to 99 in KISrb10p or 86 in ScSrhl0p.
This extra sequence has a similar length in the three
Srb10 proteins from closely related yeast, but the
sequence is not conserved.

A second notable feature is that Stbl0 proteins
of fungal origin share three domains (shown in

Table I. Homology between KiSrb10 and other cyclin-dependent kinases

Source Protein Overlap Identities (%) Positives (%) Gaps (%)
Soccharomyces klupven Srbl0 570 68 79 5
Saccharmyces cerevisioe Srbl0 546 59 71 9
Schizosaccharomyces pombe Pri| 291 55 73 |
Saccharomyces cerevisioe Cdc28 291 16 56 B
Soccharomyces cerevisioe Kin28 288 35 52 9
Sacchoromyces cerevisioe Pho85 285 12 54 7
Soccharomyces cerevisioe Cakl 190 26 45 20
Homo sapiens CdkB 350 40 56 il
Homo sapiens Cdk? 195 36 52 8

Copyright © 2004 John Wiley & Sons, Ltd.
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Glutamine rich
WRKY DOMAIN
K1SRB10 [MYGNQQNNSNPYQMSYYRMNNGQGQGTNRWPQQLSHQEMLAGHSQQILNTNKFAGNQS M 59

SkSRB10 MQGQOLGTHSLWQQP-----=-=—=====m——mmmmmmm oo QOMMDSKNTGSGNN- 30
ScSRB10 MYNGKDRAQNSYQPMYQRPMQVQGQQ-----~-========~ QAQSFVGKKNTIGSW 44
- . . - i aleim iy -
Srbl0 conserved domain I Protein k.i.nasa

K1SRB10 |[PPIVMASNNVESIGPYRQRKDSSRISVLIOKYEIIGYTIAAGTYGKVYKAKARDYQNGMNRD 119
SkSRB10 |QPLLMANNSVFSIGPTKKRKDASRISVLIEEYEIIGYIAAGTYGKVYKAKKREDGRNEIES 90
ScSRB10 APMLMANNDVFTIGPYRARKDRMHVSVLEKNEVIGYIAAGTYGKVYKAN ROINSGTNSA 103

W W EE. AT o kwE e R T

K1SRB10 NVIILDSPDSVSADSNLDINSINRSTRQQEANDNLTT-------- MDFRKPSHKRFTPPN 171

SkSRBI10 MAGGSTPTNTLLSQQPLDINSINKSTRAQEATESTNTSSTSQGRSSDFRKPSKKDSSTAA 150

ScSRBI10 NGSSLNGTNAKIPQFDSTOPKSSSSMDMQhNTN ————————————— ALRRNLLKD----E 146
. W, -

Protein kinase

K1SRB10 NSNSTQIR-SNSGSETNVRINSSSITNNSRKPSQIQF[YAIKKFKTEREGVE--HYTGISQ| 228
SkSRB10 TAVQSQSGNVTSPSDSQPLSASVMIGSPSKKMPTTAY[YAIKKFKTEREGVEQLHYTGISQ| 210
ScSRB10 GUTPGRIH——TTREDVSPHYNSO--KQTLIKKPLTVFYAIKKFKTEKDGVEQLHYTGISQ 202

. . R o

K1SRB10 SACREHSLCRELDNNHLTKLVEIFEEEKSIYHVSEFAEHDLLQIIHFﬂ§HPEKRLIPPRH 288
SkSRB10 |SACREMSLCRELDNKHLTKLVEIFLERKSIYMVSEFAEHDLLQIIHFHSHPEKRLIFPRM| 270
ScSRB10 |SACREMALCRELHNKHLTTLVEIFLERKCVHMVYEYAEHDLLQIIHFHSHPEKRMIFPPRM| 262

FARTAT L AAEER F o HRN ERRFRAAR N o s FF N NN AT AR AT R RN TR ATk, kR TN

Protein kinase ST
K1SRB10 |[LKSIMWQILDGVSYLHONWILHRDLEPANIMVTVDGCVKIGDLGLARKFNNMVQTLYTGD| 348
SkSRB10 [LKSIMWQILDGVSYLHONWILHRDLEKPANIMVTVDGCVKIGDLGLARKFHNMVQTLYTGD| 330
ScSRB10 |[VRSIMWQOLLDGVSYLHONWVLHRDLRPANIMVTIDGCVKIGDLGLARKFHNMLOTLYTGD| 322

LA EEEE LR R TR AR R TR L AR AR A R AT R RS L B E AR AR AT R AR R RN L AR AR RN

K1SRB10 [KVIVTIWYRAPELILGARHYTPAIDLWAVGCIFAELIGLRPIFKGEEAKMESKKSVLFQA| 408
SkSRB10 [KVVVTVWYRAPELLLGARHYTPAIDLWAVGCIFAELIGLRPIFKGEEAKMDSKKSVPFQA| 390
SeSRB10  [KVVVTIWYRAPELLLGARHYTPAVDLWSVGCIFAELIGLOPIFKGEEAKLDSKKTVEFQV| 382

EE L EE L R KRR AR A FF R A RN L E R A AR AR R A B A E R R AR R E RN T, AR E W

K1SRB10 NQFQKILEVMGSPDHEIWPNIDSYPEYLQLAKMPKYRDNLTAWYQTAGGKDKTALDILYR| 468
SkSRB10 NQLQRILEVLGTPTQKSWSNVYKYPEYEQMAKFPKYRDNLPVWYHSSGGRDKAALNLLYQ| 450
ScSRB10 NQLQRILEVLGTPDQKIWPYLEKYPEYDQITKFPKYRDNLATWYHSAGGRDKHALSLLYH| 442
-':-:.'t':.:t :‘ ._ . _l..t h-:‘:ﬂﬂ"ﬂ“ _‘t.:..t:ta tn.:tt:
Asparagine rich
8rbl0 conserved domain II
KISRB10 [LLQYDPIKRIDAIDALDHVYF|TNGDPPVCENVFEGLNYKYFPPRRIHTNDNDITNVGINONN 528
SkSRB10 |LFKYDPITRIDAIDALDHEY TNGNPPUdEHVFEGLNYKYPPRRIHTNDNDIMNLGTRHEE510
ScSREBI0 |[LLNYDPIKRIDAFNALEHKYF[TESDIPVS[ENVFEGLTYKYPARRIHTNDNDIMNLGISRTE 502

T mEEE wh A, R W kR, . kk kR REEE ARk AEekhEEE Rk WL

Alanine rich

K1SRB10 (Q--ANHSQKQPMHGNNNNKNGNMNGLGVNKRILAAAAAAAAAAAVSGNGNNPTSNTATGG 586
SkSRB10 KSIANHHOQQAIGGSN-AQSAAMGIGLGVNRREILAAAAAAAAAVISGSGPNAQNGSASGTNG 569
SCSRB10 N------ NTQ&SGITAGRAANALGGLGVNRRILAA&AAAAAAVSGNNASDEP ———————— 548

s * I

K1SRB10 SARKKRK 593
SkSRB10 PIRKKRR 576
ScSRB10 SRKKENRR 555

S

Figure 3. CLUSTAL W alignment of Srb10 proteins of fungal origin

Copyright © 2004 john Wiley & Sons, Ltd. Yeast 2004; 21: 511-518.
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COOH KISibiD
COOH SkSrhi0
COOH SeSihi0
NH; “ COOH Skl
Nri:ih acs Seldezs
NH, - — 001 Sk
NH, o — COOH ScPhoss
s Wi, - Ee—— ScCakl

N, — COOH
NH, - EE— COOH

<> Protein Kinase Ser Thr

Conserved domain 11

-
fresuacawam s ) Protein Kinase Profile

Human Cdks

Human Cdk7

Conserved domain 1

Ala Rich

Figure 4. Domain distribution in Srb10 proteins and comparison to related CDKs from yeast and human

Figures 3 and 4 as I, Il and Ala rich) that are not
present in the other related CDKs. We have investi-
gated whether these domains are conserved in other
yeast proteins or whether they have been associ-
ated with some known function. However, even
using the BLASTA algorithm developed for short,
nearly exact matches, we have not found signifi-
cant similarities. Therefore. these domains seem to
be specific to Srb10 proteins of fungal origin,
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Abstract Cloning, sequencing and functional analysis of
the Kluyveromyees lactis KIHEMI2 gene and its up-
stream region are reported. The gene encodes for a
protein that is highly homologous to uroporphyrinogen
decarboxylases from different organisms and comple-
ments its mutation in Saccharomyeces cerevisiae. Sec-
ondary structure prediction allows outlining a topology
diagram which is compatible with a (ff/a)s-barrel
structure. A K. lactis haploid strain carrying a null
allele of KIHEM 2 showed decreased growth in media
not supplemented with hemin (ferriprotoporphyrin IX)
and red-fluorescent colonies due to the accumulation of
porphyrins. KIHEMI2 expression was analysed by
Northern blot and promoter fusion to the reporter lacZ
gene. Transcription of this gene is not under heme or
glucose repression and it is slightly induced by non-
fermentable carbon sources through the Hap2/3/4/5
complex.

Keywords Heme biosynthesis
decarboxylase - HEM 12

Uroporphyrinogen
Kluyveromyees lactis

Introduction

Heme is of great importance in oxygen-dependent bio-
logical functions. Many proteins associated with oxygen
binding, oxidative damage prevention and electron
transport use heme as their prosthetic group. It also
regulates gene expression through the action of specific
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transcriptional regulatory factors. Since many cellular
functions are influenced by heme. its synthesis is regu-
lated.

The heme biosynthetic pathway is well conserved in
different organisms throughout evolution (Wyckoff
et al. 1996). Uroporphyrinogen decarboxylase (URO-
D; EC 4.1.1.37) catalyses the fifth step in the heme
biosynthetic pathway. converting uroporphyrinogen 11
to coproporphyrinogen 1. This cytosolic enzyme
sequentially removes the four carboxyl groups from the
acetate side-chains of the substrate, with the formation
of the intermediates hepta-carboxyporphyrinogen,
hexa-carboxyporphyrinogen and penta-carbo-
xyporphyrinogen (Rytka et al. 1984). In humans. the
study of URO-D s of particular interest since an
inherited or acquired deficiency of the enzyme activity
leads to the most common form of porphyries, por-
phyria cutanea tarda (for a review, sece Nordmann and
Puy 2002).

In the yeast Saccharomyces cerevisiae. heme bio-
synthesis involves eight enzymatic steps gomg from
glycine and succinylCoA to heme (for a review, sce
Labbe-Bois and Labbe 1990). URO-D is encoded by
the gene HEMI2 (HEM6, POP3. YDRO47W). inde-
pendently cloned by complementation of the allehc
hemt2 and hem6 mutant strains (Garey et al. 1992;
Diflumiert et al. 1993). The biosynthesis of heme in
different yeasts that also have very important biotech-
nological applications is less studied. Our previous
work on the regulation of other genes encoding heme
biosynthetic enzymes in Kluyveromyvees lactis demon-
strated that the first step of heme biosynthesis n
K. lactis is under a double feed-back control by heme,
at the level of transeription (Gonzalez-Dominguez et al.
1997) and mitochondrial import (Gonzalez-Dominguez
et al. 2001). The present work reports the cloning,
sequencing and functional analysis of the KIHEMI2
gene from K. lactis. Transcription of this gene is not
under heme or glucose repression and s shightly
induced by non-fermentable carbon sources through
the Hap2/3/4/5 complex.
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Materials and methods
Yeast strains, cell growth and transformation

The S. cerevisiae strains BWG1-Ta (MATa leu2-3 leu2-
112 wra3-52 adel-100 his4-419) and hem6-1B (MATu
lew2-3 leuw2-112 ura3-52 adel-100 his4-419 hem!2) were
kindly provided by Teresa Keng (McHill University,
Montreal. Canada). The S. cerevisiae diploid strain
BY4742 (hemi2:KanMX4) was obtained from EURO-
SCARF  (http://'www rz.uni-frankfurt.de/ FB/fb16/mi-
kroj/euroscarf) and its sporulation provided a haploid
hem12:kanMX4 strain, named Ahem/2-1A.

The K. lactis strains used in this work are described in
Table 1. Cells were grown at 30°C in YPD medium (2%
glucose, 2% bacto-peptone, 1% yeast extract) or com-
plete medium (CM, prepared as described by Zitomer
and Hall 1976) with various carbon sources as specified.
Media were supplemented with hemin (ferriprotopor-
phyrine IX) at a final concentration of 50 pg/ml in plates
or al different concentrations as described. Yeast cells
were transformed following the procedure of Ito et al
(1983).

Cloning the gene

A fragment of the ORF from K. lactis genomic DNA
was amplified by PCR, using primers based on two
partial and overlapping sequences of 854 bp and 767 bp,
BAOABO029HO03 and BAOABOIIAO7, respectively,
which did not complete the coding sequence (CDS) and
available through Genolevures (http://cbilabri.u-bor-
deaux.fr/Genolevures/). The 489-bp PCR product ob-
tained with the primers designed was sequenced to
confirm specific amplification. Using the DC-by-PCR
technique (Diaz Prado et al. 2004), the presence of the
clone of interest was determined in clusters of plasmid
DNA extracted from pools of clones from the K. lacris
genomic library in the pAB24 vector (Botstein et al.
1979). In each step, the cluster giving a positive fragment
by specific PCR amplification was selected and then
the components of this cluster were used separately
as templates for new PCR reactions. until arriving to

the isolated clone of interest. Approximately 30.000
transformants were checked 1n 45 individual PCR
reactions orgamised in five serial sets. Isolation of DNA
and plasmid propagation was achieved by conventional
methods (Sambrook et al. 1989). E coli DH-10B was
used for plasmid amplification and transformations were
carried out by electroporation.

The complete KIHEM 2 gene, including a functional
upstream region of 676 bp and a downstream region of
878 bp, was subcloned into pSK1 (Prior et al. 1993)
This is a shuttle vector suitable for bactenal, K. lactis
and S. cerevisiae transformations.

Sequencing and sequence analysis

Both strands were sequenced by the method of Sanger
et al. (1977) using synthetic primers for primer walking.
The complete nucleotide sequence was added to the
EMBL database under accession number AJ496574. The
sequence was analysed using BLASTA from NCBI
Tools (http://ncbi.nlm.nih.gov/). Multiple alignments
were carried out by CLUSTAL W (Thompson et al,
1994) from EBI (http://'www.ebi.ac.uk/clustalw/). Pre-
diction of secondary structure was carried out with the
PredictProtein service utility (Rost 1996) using Expasy
Access (http://www . expasy.org/tools).

Null allele and measurement of red fluorescence

The Ahem|2:kanM X4 null allele in the haploid K. lacris
strain PMS5-3C was obtained following the one-step
method (Rothstein 1991) by replacement of 92% of the
CDS with the kanM X4 cassette (Wach et al. 1994), Red
fluorescence was measured by densitometry of pictures
obtained by illuminating the plates with a UV transil-
luminator.

Northern blot analysis
RNA isolation and Northern blots were performed as

described by Gonzalez-Dominguez et al. (2000). RNA
blots were hybridised overnight at 62°C in buffer

Table 1 K. fuctis strains used in this work. ATCC American Type Culture Collection, €8BS Central-Burcau voor Schimmelcultures, NRRL

Morthern Regional Rescarch Culture,

K. lactis strains Description

Source Reference

NRRL-Y 1140 (CBS 2359) MATa wt

MW270-78 MATa leu2 uradl-1 metAl-1
MWOIR-8C MATx ragl rag uraA metAl argA
PM5-3C MATa wrad Rag™

MWI190-98 MATa lacd-8 nrad Rag”

Wo00B MATx adelade? leul

MWHT7302-DI hap3:LEU2
his2-2 hap2::SeLEU2

MATx leu2 uraA trpl metA ade?

ATCC 8585

M. Wesolowski-Louvel
M. Wesolowski-Louvel
M. Wesolowski-Louvel
M. Wesolowski-Louvel
ATCC 32143

L. Grivell

Billard ¢t al. (1996)
Bianchi et al. (1987)




containing 0.5 M Na-HPO,, pH 7.2, 7% SDS and
I mM EDTA with a KIHEMI2 probe obtained by
PCR-amplification of genomic DNA from the K. lacris
strain NRRL Y-1140, using two specific oligonucleo-
tides which anneal at + 17 and + 1090, including 98% of
the CDS. After hybridisation, filters were washed twice
with 0.1% SDS and 2x SSC at 62°C for 5 min. Radio-
active blots were exposed onto Phosphorlmager screens
for quantification using the ImageQuant programme.
Data were normalised for RNA loading against the
signal obtained from the control probe. rRNA 258 or
U3 (snRNA 17A). After loading normalisation and to
compare the signal intensity of each blot, the lowest
intensity in each blot was considered 1 in arbitrary units
(relative normalised values) and was used as a reference
for the other signals.

Construction of the /acZ fusion and f-galactosidase
determinations

The amplified promoter from positions —988 to +23
was cloned in pXW1 (Chen 1996) and fused in-frame to
the eighth codon of the lacZ reporter gene (p
KIHEM2). Four internal deletions of the promoter
fused in frame to lacZ in pXW1 were obtained by PCR.
In these constructions, two sequences with similarity to
the consensus CCAAT, necessary for binding of the
Hap2p/Hap3p/Hapdp/HapSp complex. were removed.
In the AA deletion, the sequence between —672 and
—~661 (TTATA GTTGGAC) was changed to a BamHI
restriction site. In the AB deletion, the sequence between
~395 and —384 (AAGTCT CCAATA) was changed to a
BamHI restriction site. The AAB deletion included AA
+ AB deletions but the sequence between —672 and
—661 was changed in this case to the sequence
GGATCT. The AC construction is a huge deletion from
—672 to —384, in which the two CCAAT-like sequences
are also removed and the two fragments are connected
by a BamHI restriction site. The constructions were
verified by sequencing. The lucZ fusions described above
were used to transform K. factis strain MW190-9B. For
the quantification of f-galactosidase activity, 3-5
transformant colonies were randomly picked and grown
in CM-Ura media to an optical density at 600 nm of
approximately 0.8. f-Galactosidase activity was deter-
mined in cell extracts as described by Mount et al
(1996). in duplicate assays. Values are presented in
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nanomoles of o-nitro phenol per milligram of protein
per minute: and they represent the average value of 6- 10
measurements for each condition. The standard devia-
tion was always under 10%

Results

Isolation of the KIHEM 12 gene and phenotypes
of the null allele

The isolation of a KIHEMI2 clone was achieved by
screening a K. Jacris genomic library using the DC-by-
PCR technique, as described in the Matenals and
methods. Restriction analysis of the positive clone re-
vealed that it contained an insert of 7 kb. The insert was
sequenced by primer walking until reaching a contig of
2,939 bp, including the KIHEMI2 gene. The sequence
was deposited into EMBL data library under accession
number AJ496574 and contains the CDS (1,110 bp), an
upstream region (989 bp) and a downstream region
(840 bp). Homology analyses of the CDS by BLAST
alignments revealed high homology to several HEMI2
genes and URO-D proteins from different organisms. A
summary of the six best scores found comparing the
translated CDS with URO-D proteins from different
sources is shown in Table 2. The K. lactis protein
(KMHem12p) has 369 amino acids and is closely related
not only to URO-D of fungal origin, but also to URO-D
from vertebrates.

The functionality of the cloned KIHEM 2 gene was
verified by complementation of two Saccharomyees ce-
revisiae haploid strains containing a point mutation or a
deletion of the HEM 2 gene, respectively. The S. cere-
visiae strains hem6-1B (kindly supplied by Teresa Keng)
and BY4742 Ahemi2-1A (obtained in this work) were
unable to grow in the absence of hemin. Both strains
were transformed with the KIHEM 12 gene subcloned in
pSKI1, as described in the Materials and methods,
Transformants were selected on CM-Ura plates and
grown without addition of hemin (Fig. la). The same
results were obtained with the original clone in pAB24
(data not shown); and in this case. to corroborate the
plusmid dependence of this phenotype. transformants
were grown in non-selective media to allow plasmid loss.
After 1 week. cells were plated on/in CM supplemented
with hemin and individual colonies were screened for
growth in CM-Ura supplemented with hemin and in CM

Table 2 Homology between
KiHem12p and URO-D from

different origins

Source Protein Overlap % ldentity % Positive
5. cerevisiae URO-D 159 #2 90
Neurospora crassa Hypothetical 36d 59 74
Schizosaccharomyces pombe probable URO-D L 54 "
Danio rerio URO-D 359 54 69
Homo supiens URO-D 367 50 68
Ovis aries URO-D 355 51 (1
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Fig. 1a, b Funcuonality of the
KIHEM 12 clone in S cerevisiae
and phenotypes of the K. lactiy

1A

null allele. a Complementation
of hem 2 mutants from

8. cerevisiae. The 8. cerevisiae
strains used are BWGI-Ta

(MATa leu2-3 leu2-112 ura3-52 hem12-1A | hem6-18
e 1-100 his4-419) and hems-1B
(MATa feu2-3 leu2-112 urai-52 hem12-1A/| hem6-1B/

ade =100 his4-419 hem12),
kindly provided by Teresa
Keng. b Phenotypes of the null
allele in K. lacris, heme

PSKHEM12 pSKHEM1

auxotrophy, red-fluorescence

caused by accumulation of M CM+Hemin
porphyrins and the absence of
methionine auxotrophy. The 1 B
null allele, KfAhem12, was
obtamned from PM3-3C (MATu Lo
wraA Rag ). as explained in the KIPM5-3C KiAheml2
Materials and methods § 60 -
.
M CM g 30 1
S 20
4 Y KiAhem]? e
KiAhem12 Kf{Aheml2 s 10 ]
=
g 0°
@
Jos) - = X
™ Q i L
L oid 3 e
S & 3 S
CM CM-Met & B & L
+Hemin  +Hemin ’ =2 w

without hemin. The colonies cured of the plasmid, un-
able to grow in CM-Ura supplemented with hemin. were
also unable to grow in CM in the absence of hemin (data
not shown).

We constructed a null allele in the haploid K. lacris
strain PM3-3C by the one-step method (Rothstein
1991). The lineal fragment used in the yeast transfor-
mation contained an internal deletion of the CDS at
positions 52-1,074, replaced by the kanMX4 cassette
(Wach et al. 1994) The correct replacement in the
K. lactis genome was verified by PCR (data not shown)
and phenotypic analysis revealed: (1) diminished growth
in media not supplemented with hemin, (2) colonies with
red fluorescence (as described for other mutants which
accumulate porphyrins) and (3) the absence of auxot-
rophy for methionine (Fig. 1b). Uroporphyrinogen II1,
the substrate of URO-D, is a common precursor in the
metabolism of heme and siroheme. Therefore, uro-
porphyrinogen I11 connects the metabolism of heme and
methionine since the biosynthesis of cystein and methi-
onine in S. cerevisiae involves cellular uptake and
reduction of sulphate to sulphide, sirocheme acting as the
prosthetic group of sulphite reductase (Labbe-Bois and

Labbe 1990). In S. cerevisiae, it has been reported that
the null allele hem 12 has methionine auxotrophy (http://
db.yeastgenome.org/cgi-bin/SGD/). We analysed whe-
ther a methionine auxotrophy was present in Kltheml2
and found none (Fig. 1b).

Structural characteristics of the KIHEM 12 protein

The KIHEM 2 protein (K/HemlI2p) 1s structurally re-
lated to URO-D proteins (See Table 2 for homology
data). A multiple alignment of K/Hem12p with related
URO-D proteins from yeast. Nicotiana tabacum and
humans is shown in Fig. 2.

>

Fig. 2 Clustal alignment of URO-D from fungi, tobucco and
humans. For better localisation, Cys are shadowed and His are in
hold.  Residues whose mutations affect catalytic activity in
S cereviviae are indicated by an arrow and wnderlined when
conserved. Residues that may be directly or indirectly related to
substrate binding or catalysis in human URO-D are indicated by a
star and underlined where conserved



ZnTwwnwhA Z2nunnnR® Z2n e R ZT-T L= ZxTwnmnnx Z2nnuex

ZodunnnR

.lactis
.cerevisiae
.castelli

. pombe
.sapiens
.tabacum

.lactis
.cerevisiae
.castelli
.pombe
.sapiens
.tabacum

.lactis
.cerevisiae
.castelli
.pombe
.sapiens
.tabacum

.lactis
.cerevisiae
.castelli

. pombe
.sapiens
.tabacum

.lactis
.cerevisiae
.castelli
.pombe
.sapiens
.tabacum

.lactis
.cerevisiae
.castelli
.pombe
.sapiens
.tabacum

.lactis
.cerevisiae
.castelli

. pombe
.sapiens
.tabacum

---------------------------------- MOVONVDRSKFAPMENDLMLRAALGE
----------------------------------------- MGNFPAPKNDLILRAAKGE

- -MENMRDEF PPLKNDLLLRVLRGE
-------------- MKNDLILRAAKGE
---------------------------------- MEANGLGPQGFPELKNDTFLRAAWGE
MMSCNYSFSSISPSSKSAFTSPSNFNLNPRLICCSAGGTVAEPKAINATQPLLLDAVRGK

3., *:
KVERPPEWIMR- --QAGRYLP--~--=-=~~--~~ EYHEVKNGRDFFETCR-DAEIASEITI
KVERPPQWIMB———QAQEYLP ------------ EYREVKNNRDFFQTCR-DAEIASEITI
EVERPPCWLME~——QA§BYLP ------------ EYHEAKGGRDFFETCR-DAETASEITI
EVERPPVWIMASWKISSWYVHDLNLIVCTNET | EYHKLRAKQSFFEMCQ - IPbFACbl!L
ETDYTPVWﬂME---QA@BYLP ------------ EFRETRAAQDFFSTCR-SPEACCELTL
EVERPPVWLMR - - -QAGRYMK- ----------~ SYQLLCEKYPLFRDRSENVDLVVEISL
3 P T s sk . Wara

.}

QPVRRYAGLLDAAIIFSDILVIPQAMGMKVEMVEGKGPHFPEPLRTEEQLQKVLDYKVNV
QPVRRYRGLIDAAIIFSDILVIPQAMGMRVEMLEGKGPHFPEPLRNPEDLQTVLDYKVDV
QPIKHFQGLIDAAIIFSDILVIPQAMGMKVEMIEGKGPSFPHPLREVSDVIEVLDYKVDV
QPVTRFKGLLDAAIIFSDILVIPQALGMOVVMLEQKGPHFPKPLVVPEDIDLLEKTPN-I
QPLRRF--LLDAAIIFSDILVVPQALGMEVTMVPGKGPSFPEPLREEQDLERLRDPEV -V
QPNKVFR-—PDGVILFSDILTPLSGMNIPFDIIKGKGPVIFDPLRTBADVEKVREFTP =

L . ®  Aakhkeddk 4 . - . * s Jw R

LDELEHAFKAITMTRTKLDGQVPLLGFQGQPWTLLV!MTEGGGSRLFRFRKONLNESPEE
LKELDWAFKAITMTRIKLDGEVPLFGFCGGPWTLMVYMTEGGGSRLFRFAKOWINMYPEL
LKELDHAFKSINLTRHKLNGEV?LFGFCGG?NTLLVYMTEGGGSRIFRYAKQNINEBPDL
SAKLGYVMDAISLTREKLDGQVPLMGFSGAPWTIMAYMIEGGGSKTFAKAKSWLFRYPEA
ASELGYVFQAITLTRQRLAGRVPLIGFAGAPWTLMTYMVEGGGSSTMAQAKRWLYQRFPQA
EKSVPYVGEALTILRKEVNNQAAVLGFVGAPFTLASYVVEGGSSKN”TKIKRLAFAEPKV

..... W WiE mw e maaR ik hr EERGE o * *y

SBKLLQKITDVAVEFLeQQVVAG@QMLQVFE§NGGELGSRDFDEFSLPYLKQIAERVPPR
SHKLLQKITDVAVEFLSQQVVAGAQILQVFESWGGELSSVDFDEFSLPYLRQIAERVPKR
CKRLLORITDVAVEFLSQQVVAGAQVLQVFESWGGELSSLDFDEFSLEPYLKQIVSKVPRR
SHKLLKIITDATVSYLIQQVYAGAQLLOIFD§WAGELSPEUFTEYAYPYLVRICQEVKQE
SHQOLLRILTDALVPYLVGQVVAGAQALQLFESHAGHLGPQLFNKFALPYIRDVAKQVKAR
LHALLQKFATSMAKYIRYQADSGAQAVQIFDSWATELSPVDFEEFSLPYLKQIVDSVKLT
kT 12 s TE W FLE FRalad L kL. o2 EED bW
LKQLGIEERVPMVVFAKGSWYALDKLEDSGYNAVSLDWSWDPAEAVKINS DRVTLOGNL
LQELGIMEQIPMIVFAKGSWYALD SCFDVVSLDWSWDPREAVKINK-NRVTLQGNL
LOQELGITEKIPMIVFAKNSWYALDK SGFDAVSLDWTWDPKEAVSINK-GRVTLQGNL
LKKKKRDE - VPMIVFAKGAWYAIDQLEDSGYDVIGLDWTVS PKEAVRIRGNRRVTFQGNL
LREAGLAP-VPMI I FAKDGHFALEELAQAGYEVVGLDWTVAPKKAREEVG - KTVTLQGNL
HPN-=----- LPLILYASGSGGLLERLPLTGVDVVSLDWTVDMADGRRRLG- PNVATQGNV

kg, [T 7 I b g e LA AL

DPGVIYGSDEI ITKRVTEMVHGFGGGKQHY IVNFGHGTHPFMDPEKIKFFLQECHRVGSQ-
DPGVMYGSKEUITKKVKQMIEAFGGGKSRYIVNFGHGTKPFMDPDVIKFFLEECHRIGSK—---
DPGVIYGSKEVITKKTEEMIKRFGGGKKNYIVNFGHGTSPFMDPEQIRFFLEEEHREGSKK—

DPNILYGTREIIEARTKEMIQDFGGGKQGYIINLGEGITPGVNPDDVRFFLEKQHQYGSA----
DPEALYASEEEIGQLVKQMLDDFG- - PHRYIANLGHGLYPDMDPEHVGAFVDAVHEKESRLLRON
DPGVLFGSKEFITNRINDTVKKAG--KGKHILNLGHGIKVGTPEENFREFFEIRKGLRY----

* T LA . -V - ii*‘ﬁ : 3 ..:

151

26
19
23
13
26
60

70
63
67
T2
70
105

130
123
127
131
127
161

190
183
187
191
187
221

250
243
247
251
247
281

o9
302
306
310
305
334

169
362
367
370
367



152

Five out of seven Cys found in the URO-D from
K. lactis align with the Cys present in fungal URO-D
(Cys are shadowed in Fig. 2). His at position 345 in the
K. lactis protein (in bold in Fig. 2 and double labelled
with arrow and star) is also conserved and associated
with catalytic site activity in URO-D [rom S. cerevisiae
(Felix and Brouillet 1990) and of human origin (Whitby
et al. 1998). Two more residues that are conserved in the
K. lactis protein, Asp at position 81 and Tyr at posi-
tion 167 (indicated by stars in Fig. 2), have been related
directly or indirectly to the catalytic function of human
URO-D (Whitby et al. 1998). Other mutations affecting
enzymaltic activity were identified in S. cerevisiae (Garey
et al. 1992; Chelstowska et al. 1992). In Fig. 2 they are
indicated by arrows and it is possible to observe that
these are also invariant residues in K. factis (Gly40,
Gly307. Ser66, Thre9, Leul 14, Ser222).

The crystal structure of human uroporphyrinogen
decarboxylase was determined (Whitby et al. 1998),
showing that the 40.8-kDa protein is comprised of a
single domain containing a (fi/x)s-barrel with a deep
active site cleft formed by loops at the C terminal ends of
the barrel strands (L1-L2-L3-1L4). Many residues con-
served in other URO-D from different sources cluster at
this cleft (indicated in Fig. 2 with a star). The conserved
residues are two Arg and one His that are probably
involved in substrate binding and Asp, Tyr and Ser
involved either in substrate binding or catalysis. A
similar structure was determined for URO-D from N,
tabacum (Martins et al. 2001). The conservation of these
important residues in the K. lactis and other lungal
URO-D enzymes and the positional conservation of
prolines suggests a similar folding pattern for fungal
URO-D proteins whose crystal structures have not been
resolved yet. Secondary structure prediction from the K.
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lactis sequence allows a topology diagram to be outlined
(Fig. 3), which shows the secondary elements predicted
and which is compatible with a (ff/x)s-barrel structure
like that experimentally found for the enzyme from
N. tabacum and of human origin. The principal differ-
ences between the K. lactis enzyme and these ones are,
apparently: (1) loop L2, in which only one fi-strand and
one z-helix are predicted instead of two present in hu-
man URO-D. (2) the lack of predicted z-helices in loops
L4 and L7.

Expression analyses and promoter features

KIHEM 2 expression was analysed by Northern blot
and promoter fusion to lacZ in a reporter plasmid as
described in the Materials and methods. The sequence of
the KIHEM 12 upstream region is shown in Fig. 4a; and
in silico analysis looking for putative consensus for
transcriptional regulatory factors reveals the existence of
putative sites (CCAAT) for binding of the complex
Hap2/3/4 (=389 to —385, —663 to —0667). Degenerate
sequences from the consensus for Gerlp binding are also
present (=325 to —321, -713 to —709).

In §. cerevisiae, the levels of HEM 12 expression are
strain-dependent. Zoladek et al. (1995), using a set of
different strains, reported low ScHEMI2 expression,
only detectable using poly-A RNA preparations or total
RNA from cells transformed with the gene in a multi-
copy plasmid. Di Flumeri et al. (1993), using RNA
isolated from the strain BWGI1-Ta or derivatives, found
levels of ScHEM [2 comparable with those found for the
transcript of loading control actin. The existence of ex-
tragenic mutations affecting HEM 2 expression has
been reported in S. cerevisiae (Zoladek et al. 1995) and
could be related to the different levels of expression for
different genetic backgrounds. Table | contains the
levels of KIHEM 2 expression using total RNA in five
K. lactis strains available in the laboratory. Signal
intensities obtained and normalised to loading are
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quantified in Fig. 4b. A faint band is perceptible mn all
strains. although higher expression (five-fold) is detected
in PM3-3C. Our results indicate that. with our Northern
conditions and in all the strains tested. in K. lactis the
KIHEM 2 transcript can be detected using total RNA

Fig. 4a— Promoter sequence and KIHEMI2 expression analyses
by Northern blot. a Promoter sequence and identification of
putative Hap2/3/4/5p complex and Gerlp binding sites. b
KIHEM 12 expression in different K. factis strains in CM with 2%
cthanol glycerol. ¢ Influence of the flapd mutation upon KIHEM 2
expression in K. factis. The wild type (wr) is MW190-9B and hap3 is
MWH7302-D1 hapd:LEU2. The K. facris strains used in the
experiments are fully described in Table 1. The KIHEM 12 probe is
described m the Materials and methods. RNA 258 or U3 probes
were used for a loading control
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and without transforming the cells with a mulucopy
plasmid. However. our calculations (data not shown)
give absolute values far below those expected for actin
expression.

To easily extend our analysis on KIHEM 2 expres-
sion to different conditions, the promoter of the gene
was fused in-frame to the reporter gene JacZ in the
plasmid pXW1 as explained in the Materials and
methods. The results obtained (Fig. 3a) indicate that the
gene is not repressed by glucose. but is slightly induced
by non-fermentable carbon sources like lactate or etha-
nol/glycerol. The gene is not regulated by heme, since
the levels of expression do not change upon addition of
hemin (up to 100 pg ml). The addition of 2 mM H,0- 1o
generate oxidative stress does not affect KIHEMI2
expression.
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The functionality of the putative Hap2/3/4/5p bind-
ing sites present in the promoter was first investigated by
transformation of the wild-type and hap3 K. lactis mu-
tant strains with the pSK KI/HEMI2 construction.
Northern blot (Fig. dc) indicated that KIHEM 2 levels
diminish 1.4-fold in the fap3 mutant. This result is in
agreement with ratios between 1.7 and 1.5 for induction
obtained in non-fermentable carbon sources versus 2%
glucose (Fig. 5a) and suggests that Hap3p. through the
complex Hap2/3/4/5, could mediate this induction, al-
though its functional significance in K factis is moderate
and disruption of the KIHAP3 gene in K. lactis does not
result in a respiratory-deficient phenotype (Mulder et al.
1994)

Fig. Sa— Promoter analyses by lac/ fusions. a fi-Galactosidase
assay showing the influence of carbon source and heme levels upon
KIHEM 2 expression. b Description of deletions used in this study,
¢ Effect of deletions described in b on KIHEM 12 promoter activity
in three different culture media. These analyses were carried out by
transforming K. factiy strain MWI90-9B. EG Ethanol glycerol,

H hemin
Az B

The two putative CCAAT boxes which could
mediate the response to the Hap2/3/4/5p complex were
mutated as explained in the Materials and methods and
depicted in Fig. 5b. Four constructions with different
mutations in the promoter and fused in-frame to the
reporter gene facZ were used to transform K. lactis
strain MWI190-9B. Transformed cells were grown in
2% glucose. 0.5% glucose or 2% ethanol-glycerol.
Measurements of f-galactosidase activity (Fig. 5¢) re-
vealed that single or double mutations of the CCAAT
boxes at positions —389 to —385 and —663 10 —667
diminished the activity of the promoter and that this
effect was higher in 0.5% glucose or 2% ethanol-
glycerol than in 2% glucose. The down-regulation ob-
served in the double mutant 1s not higher than that
observed in the single mutations: and this could be
explained if only one of the CCAAT boxes is func-
tional in the original promoter. but after deletion, the
remaining one could replace its function. Although our
data do not allow ascertaining which one of the
CCAAT boxes 1s functional in the cell, elimmation of
the CCAAT box at positions —389 to —385 has the
higher effect and 1s also more dependent on the carbon
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source. Also. 1t matches the consensus CCAAT better
than the sequence at positions —663 to —667

Discussion

The cloning and sequencing of the KIHEM 12 gene is
presented. The gene is functional in §. cerevisiae and
complements both a point mutation and the deletion
of the homologous gene ScH/EMI2. The homology of
the K. luctis protein encoded by KIHEM[2 to URO-D
from different sources and the conservation of amino
acid residues, which is related to catalytic activity
for this enzyme from other sources, also supported
its URO-D function. This presumption was also
confirmed by the phenotypes associated with the null
allele in K. lactis, since they are those expected for a
protein related to heme biosynthesis. The strain with
the null allele shows heme auxotrophy (Labbe-Bois
and Labbe 1990) and red fluorescence upon UV irra-
diation, indicative of an accumulation of Zn-porphy-
rins. (Rytka et al. 1984; Kurlandzka et al. 1988). The
presence of methionine auxotrophy in the null mutant
of HEMI2 from S. cerevisiae has been reported
(http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/SGD/).  However,
we have not detected this phenotype in the K. lactis
Ahem 2 null mutant. Methionine auxotrophy is related
to mutants affected in the early steps of the heme
pathway, prior to the synthesis of uroporphyrinogen
111 (Labbe-Bois and Labbe 1990). Therefore, the
phenotype in the K. lactis Ahen]2 null mutant is that
expected for a gene coding for an enzyme acting
downstream in the heme biosynthetic pathway and
one that does not interfere with the production of
siroheme. Methionine auxotrophy in the null mutant
of HEMI2 from S. cerevisiae is probably attributable
to the concurrence, in the genetic background of the
strain, of other undetected mutations affecting the
regulation of heme or methionine biosynthesis.

In the K. lactis URO-D, the organisation of second-
ary structure elements is compatible with a spatial
structure in a (fi/x)g-barrel, similar to that crystallo-
graphically determined for the enzyme from other
sources (Whitby et al. 1998; Martins et al. 2001). Anal-
ysis of the crystal structure of human URO-D suggests
that the active site 1s formed by loops L1, L2, L3, L4 and
L8, which form a cleft necessary for interaction with the
acetate and/or propionate carboxylate groups of the
substrates. Consistent with the highly negatively charged
substrate, the active site cleft contains a number of polar
and positively charged chains (Whitby et al. 1998). In
the K. lactis enzyme, several basic amino acids are
present in L1: Arg37. Argdl. His47 and Lys50. How-
ever, the two basic residues His220 and His223 present
in the human L4 loop are substituted by Trp and Glu in
K. lactis and also in all the URO-Ds aligned in Fig. 2.
For the two conserved residues related to catalysis in
other organisms, in the predicted (f/x)g-barrel for
K. lactis URO-D. the Tyrl67 is also located at the L3
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loop, yet Asp8l 1s located on the other side of the
hypothetical barrel, fur away from loop L2 where this
conserved Asp 1s located in human URO-D. We may
speculate that Glu220 and Glu223. present in the L4
loop in K. lactis URO-D. may replace the functional role
of Asp in the catalytc cleft, but mutation and crystal-
lographic analyses will be necessary to confirm this
hypothesis.

The five Cys found in the URO-D from K lactis
align with Cys present in URO-D of fungal origin
(Fig. 2). URO-D from yeast and other sources is
inhibited by sulphydryl-specific reagents. such as
N-ethylmaleimide (Elder et al. 1978; Kawanishi et al.
1983; Felix and Brouillet 1990). This result was initially
interpreted as a consequence of the importance of Cys
in the maintenance of the active site. However, data
obtained by site-directed mutation refuted this idea
(WyckofT et al. 1996: Di Flumieri et al. 1997). Deter-
mination of the crystal structure of human URO-D
suggests that Cys do not participate in the catalytic site
and are buried in the structure. Therefore, modification
with a bulky maleimide group is likely to disrupt the
structure explaining the inhibitory effect. but a con-
servative change to Ser. as that introduced by site-di-
rected mutagenesis. is easily tolerated (Whitby et al
1998). Curiously, the five Cys are well conserved in K.
lactis and in all the URO-D of fungal origin and may
play an important, yet uncharacterised, role in pre-
serving structure or activity.

The URO-D enzyme is also inhibited by diethyl-
pyrocarbonate (Batlle et al. 1986) and ferric iron (Felix
and Brouillet 1990), suggesting the involvement of His
residues in changing the conformation of the active
site. In human URO-D. the change of His339 1o Asn
displays normal activity for the initial substrate, but the
mutated enzyme 1s weakly active for additional de-
carboxylations of the 7-intermediate, 6-intermediate
and 5-intermediate (WyckofT et al. 1996). This residue
is located at the opening to the active site cleft and thus
may play a role in the onentation of partially decarb-
oxylated substrates in the active site (Whitby et al,
1998). This His is also present in the K. lactis protein at
position 345, reinforcing the importance of its conser-
vation.

The expression of KIHEMI2 is strain-dependent
The existence of extragenic mutations affecting HEM /2
expression has been reported in S, cerevisiue (Zoladek
et al. 1995) and could be related to different levels of
expression, both in different genetic backgrounds and
in K. lactis (Fig. 4b). The pattern of KIHEMI2 tran-
scriptional regulation in different carbon sources is very
similar to that reported for its homologue in S. cere-
visiae (Chelstowska et al. 1992; Di Flumieri et al. 1993).
The transcription of the KIHEMI2 gene increases
slightly in non-fermentable carbon sources. as deduced
by f-galactosidase assays. There are two consensus
sequences (CCAAT) for the interaction with the com-
plex Hap2/3/4/5p in the promoter (Fig. 4a); and
mutation of KIHAP3 decreases KIHEMI2 transcrip-
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tion. In a Hap2/3/4/5p wild-type genetic background,
mutation of the CAAAT boxes also lowers KIHEMI2
expression. The effects caused by mutations are carbon
source-dependent, as previously explained in the Re-
sults. Binding of the Hap2/3/4/5p complex to their
regulated promoters in S. cerevisiae is related to heme
induction and also to induction by non-fermentable
carbon sources under aerobic conditions (Olesen et al.
1987). The presence of the consensus CCAAT in the
KIHEM 12 promoter and the fact that f-galactosidase
levels do not change when comparing cells grown in
(2%) glucose versus [ructose (2%) both argue against
glucose repression and in favour of the existence of
induction in non-fermentable carbon sources. Also
reinforcing this hypothesis. no putative sites for the
binding of transcriptional repressors related to glucose
repression are present in the promoter. Putative sites
for Gerlp binding, a transcriptional regulator of gly-
colytic enzymes, do not seem to be functional since
KIHEM 2 expression does not increase with higher
levels of glucose.

The KIHEM 2 gene is not regulated by heme levels.
The addition of hemin, a precursor of heme biosynthe-
sis, has no effect on fi-galactosidase expression directed
by the KIHEM 12 promoter at concentrations that affect
the levels of expression of other genes related to the
heme biosynthetic pathway (Gonzalez-Dominguez et al.
2000). The data on expression indicate that the tran-
scriptional regulation of KIHEM 12 1s not a key point for
regulation of heme synthesis in K. factis although 1t 1s
slightly induced in non-fermentable carbon sources by a
Hap3p-dependent mechanism.
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