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INTRODUCCION: EL SURGIMIEMTO Y CAIDA DE UNA HIPOTESIS.

Los antecedents:

La enzima glutamine sintetasa {GS) cateliza la cintesis de glutamine
a partir de ghutamatio ¥ amonio; coneumiendo un ATP por reaccién. El &cido
glutdmico proviene principalimont: de una de des reacciones. La reaccion
calalizada por GDH pacte de alfa-celo glutaralc y amonio pars dar glutamato. La
reaccién catalizada por GOGAT parte de alfal-cet.o glutarato y glutemina para dar
dos moléeulas de glutamato, Ambes reacciones consumen poder reductor. El
producto de GOGAT es substrato para GS y viceverssa; de estoc se deeprende que
dichas enzimas catalizan un cicle metabdlico. Ademas de ser eminoéacidos
constituyentes de proteinas, la glutamina y el gldtamico tienen otra importante
funcidn: son los principales donadores de nitrégenc biosintético. En muchae
condicioneg de crceimiento, casi todo el nitrégenc de las macromoléculas

celulares pasé por glutdmico y, de éete, un sltc porcentzje pssé también por

glulamina. De aqui que a GS, GOGAT y GDH se les considere enzimas centrales del
metabeliemo nitrogenado. Sin embargo, s posible que su participacién sea menor
durante un crecimiento en un medio rico, ya que en este cmso, muchos de los
compenentes de lae macromcléculas eon importades & lz célule como tales v no
tienen que ser sintetizados.

Alfa~ceto glutarato forma parte del ciclo de Krebs, Ademés, las
reaccionee catealizadas por GS, GOGAT y GDH eon grandes consumidorzs de energia,
Por ello se ha creido que el balance entre nitrdégeno y carbono, seguramente

esencial

prite Un crecimiento Optimo, debe estar reguledo 2 nivel de esas tree

reacciones. Hasla la focha, eeta hermosa hipdtesie ha sido muy dificil de
demostrar, Sin embarge, ha servido de justificacién 2 muchos proyectos,
En entercbecterias, GS esté codificadz en el gen glnA. La primera

: glnd de B, epli fue clonzde en un plismido, la seleccién fue por

itacion a gln' de una cape zinA-. En el pACR1, que fue el

il

plismide resultante, glnA estabz contenido en uns porcidén de DNA sobradamente

La preesncia de glng se confirmé por varios métedos; unc de elles fue

sistema ge obeervd gue pACRI1, ademic de codificar
proteinas identificables, codificabz o olra con un aparenie peso molecular de
€8kd (1) . Posteriormente esin proteina fue descrita por otro grupe de
molecular de 82kd (2) . En lo sucesivo

gen que l2 codifica. La llamaré "la

]

proteina de 82kd"; no por que crea que esto hace mejor justicia su peeo
meoleculer, sino por meras razones de conveniencia. (Teda la informacién
regpecte o "la proteinz de 82kd" osta contenidn en las referencias 1 y 2, o son
datos de¢ nuestrc laboratoric). Cabe aclarar que, dedo gue nc se conocia, ni se
conoce, ningun fonotipo seguible de "la proteina de 82kd", generalmente cu
preeenciz ¢ susenciz fue monilcrezda per tincidn c sutorradiografia de
extractos proteicos sometidoc a electroforeésis.

Modignte experimsntos de delogidn, pronte se supo que las regiones
de contro! de ginA y del gen de "la proteina de 82kd" estan contiguas, s que
vetos genesz ge transcriben en =entidos opuestos.

Tambien fue cvidente que "lz proteina de 82kd” es muy abundante. Ern
un crecimiento en medic rico esta proteins represgentaba mas del 1% de la
iempre se mostrdé como

cidn de nitrégeno existe

na proporeidn de mas de 20,000 maleculas por célule, De ecta abundanciz ce

o
=

ine de B2kd" no deberiz ser un reguladc:.

s fracciones scluble y sedimentable de un lisado de
minicélules que hazbian contenido & pPACRY, Alejandra Covarrubisg encontrd quo la

mayer parte de “ls proteinaz de 82kd" quedaba en la frazccién sedimentable, Esto



sugivid que “la proteine de B2kd" eslabe ssociads 2 la membrana ¢ a lo parcd
ze generd wmi prevecle de decterads. El hecho fue que, ademés de! transerite

correspondiente a glnApl, sparecié étro, mas abundante, de 1960 nts. Este

alimne, e~ el laboratorio de Alejandra Covarrubias, intentd g
nueve transcrito, segun pude zamprobar, cerrespendiz 2} gen de "la proteinz de

chlener inserciones dentre del gen pars "la proteina de 82kd”, observé que
82kd"”, provenia de un promolor 110pb mas cercano & glnA que aquel que

-reienee parecian afectar negativamente el crecimiento en medio rico,

originaba al tLranserito de 1820 nts. oy, smise, suoextreme 8 ooers

pero no en modio minimo. Son muy pocas las funciones celuleres que pueden tener
complementario en a! mencs 30 bases al del trsascrito proveniente de glnApl.

esle carscterislics, por lo cuzl esta abeervacién nos parecié una clave
Ne lo habfa observadc yo antes, perque la z2bundancia del transcrito de 1820

o

importante para deducir la funcidén de este gen.
" nts. lo ocullaba,

Miotrshajo de maestrfz coneistié en esludiar e! funcionamiento de la -
Estoe resultados condujeron al surgimiento de la siguiente hipdtesis:

regién de contrel de ginA. Pura ello hice experimentos tipo Northern; y mis

probadey frecucntemente fucron de doble cadena. Dado que la regién de control

del gen de "z proleina de 82hd" esta sdyasente a la de glrA, cuando ucsaba un
la hipdlesis...

probador que se extendia huciz arriba de glnA =lgunos cientos de bases,
Que zInA es parte de un operédn divergente con doblec

aparecia en mic 2utorradiografias una bands muy intenss de 1820 nte.. que
premotores divergentes en su regién de control.

correspondia al mRNA de "la protefna de 82kd". Al inversc que GS, el transcrito

de 1820 nts. era mio abundante cuando el cultivo hakia contenido alto nitrégeno

En i, esta hipotesis noe parecio muy atractiva. Sin embargo, antes

{15mM de awmonic) gue cuando habia contenide poce (0.5mM de amonio); ef bicn la i
de centinuar, debe advertir que, aungque ésto )y aun més resultd cierte, también

resulld biolégicamente irrelevante.

A los lectoree nc adentrados en la regulacién del metaboliemo

£l gen glnA es transcrito a partir de dos promotores. E) distal,
nitrogenszdo en E. ¢oli recomiendo leer 2hora el apendice A.

ZluApl, origine un lranserite de 1710 nts.; e} proximal, £lnAp2, uno de

pl ec muy débil y e! tranccrito a! que da orizen migra

o transcritos de 1820 y 1870 nts., justo en medio
{ Aqui comienza lo gue fue mi trabajo de doctorado.)

\

de clles. Por csto comencé a usar un probadoer pequeno que no detectaba a escs

dos anscritos poro sf &l proveniente de ginApl. A la vez tuve gue aumentar
La hipotesis ee wvio rapidamente enriquecida cuando, al buecar los

v seasibilidad de miz experimentos.
inicios de transcripcién de'! gen de "la protefna de 82kd” mediante experimentos

lLacsporadumeaty, u

hacer escs dos cambics, aparecic el dato del cual



de "extenzidn de

, enconlré que ro habia dos sino cuztre promotercs.

odo de "mapec por S1", se

roducible. Para referirme a los cuatro promoteres,

low llamard 82p2, 32p1, B2 y 82p0; siendo ¢l prirerc el més cercano a glnA,

i sucesivaments. (Ver la [ig 1).

Por nquel tiempo, uno de intensa revigién y analisis dentro de
slnAp2.,.
82,2
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cratorio, cni en Iz obsesidn de averiguar la funcién de "ia proteinz

: §~1 L ginApl e

82p1
—o 8,
Cxxun@82p 0 olis

de 82kd"”. Para ganar la tranquilidad, conetrui una hipéteeis gue explicaba
tedes los datos existentes Pensé que una bhacteria que crece en medio rico
tien: que degradar wolsculas nitrogenadas para obtener energia a partir de los

El amonic residual tiene que ser eliminade, pues no hay
El cuadro al que llegamos fue el giguiente. De 82p se originaba el

v ademde es téxico. Si "la protefna de 82kd" llevara a
transcrilo de 1820 nts.. En la “"extensién de primerc” este promotor se

licarian el que fuece tan abundante, que estuviese
manifiestaba como uno 30 a 100 veces mas fuerte que los otros tres. Los

iz membrana, que las inserciones en su gen ge manifiesten en medio
promotores 82p2, 82pl y B2p0 se menifiestanban como de fuerzas muy similaree . . . . . X i
rico ¥y no en medio minimo, que su maxima abundanciz fuece justamentc on medic
entre si. 82p2 =ra e! promotor cuyo transcrito, de 1960 nts., ee Lraslapaba con . . i »
rice, se explicaria tode, y lo mae importante, se explicariz que la evolucidn

el de zlnApl. Loz nueves hallazgos fuercon 82pl y 82p0. No noe sorprendid no

hubiese cclocade n dudga, para peder regularios

huberlos decculisito ¢

r los Northerns, dada su escaza fuerza y en virtud de

nuestrs selecclén de prebadores,
Ll dato que mas enriquecié a la hipotesis original fue que, en cuantc % : 3 i
er un medic :ico (medio Luria)

2 secuenciz, 82p0 se parecfa mucho 2 los promctoree tipo Nir (como por
sarprendente el comprobar que, en

cjemplo glrAP?); los cuales requieren para expresarse de los preductos de los

a la fase estacionaris, las

genes que por shilonces Nlamebames zInl y glnG. Escte date nes hizo creer que . A
£ — = de amonio /ml de cultive. La

el gen de "la proleina de 82kd” compartfa esce doc reguladeres con glnA, _ . . . . ‘< .
adicién de 2g/)! de glucosa 2] medio Luria reducia la2 excrecién de amcnio en un

30%.

¥ e enida,.,

Sin embargo 82p0 prentamente se desvunecid; pues observamos que 5 1
= R i Ry a de ginalG junto con el gen de "la proteina de 82kd”

que 1}

come templado, la transcriptissz reverea aborteba en la regidn

=0 que, en une de ellos, el gen de "la proteina de 82kd" estaba

doe cantol del gen de "la proteina de 82kd", exactamente ¢ la posicion ; §
= t S = Hysite interrumpide por una insercidén tempranz de un caesctite ue cunfiere Cmr

sorrsopendiontes a 82p0. Al volver 2 mapear los inicics de tranccripcién del gen



entraciones de HaCl. Sclamente en concentraciones muy altae de
XaCl (més de 0.8M), la ceps deficiente mostraba mayor sensibilidad que la cepa
control. Este cabiz esperarse, y2 que la susencia de unz proteina tan abundante
debia allerar lus propiedades fisicas de la bacteriz, independientemente de la
funcidére de esa proteina. Por lo tanto, este resultado no me ayudé en nada a
esclarecer la funcién de “la proteina de 82kd".

Aprovechando esze miemas doe cepgs, probé para averiguar ei la
deficiercia de "la protsina de 82kd™ s¢ manifiestaba sobre la capacidsd de
crecimiento de la bacterie en algunc de varics medios minimos. En cstos utilicé

cembinsciones de glucosa, glicero! o lactato como fuentee de carbono, y zmenio

o glutamina como fuenles de nileGgenc. No pude observar ninguna diferencia
ertro las dos cepss. Tambien se mostrardn indistintas en medio Luria bajo
anaereobiosie parcial.

Entonces, trac estas derrotas, decidi que =i el gern de "la preteina
de 82kd" no tenia fenotipo, y yo no tenie ctra hipdteeis, mejor deberia
cenlinuar con el andlisis de su regién de control,

Lo expresion de glnA es sfectada direclamente por los productos de

» gInG, e indirectamente por les productcs de log genes

de estas cu=ilrc genes

recripeidén de! gen de Mla

mzpeo por S1Y de loo

s de 0.5 y 153 md de amonio como fuente de

/1 de glutzmina para suplir esta suxctrofiz en la

El promotor 82p fue lotalimente insensible = loe cusalro

contextoc gendticce, 82p2 awnentd ligeramente su tranecripeidn (mencs del

conlexnts genético ginG-; 82pl Iz disminuyd ligeramente en sete

xic genétice. Lee conlextos ginl-, glnl- y glnB- no

tuvieron efeclo =obre premouior alguno.

o
o

La mutaciéon gln76 e una transversién de T por A en la regién de
del promoler glnApl, la cual hace a éste mas parecide al consenso de low
promoterss tipo Pribnow, ¥ la cual tiene como efecto el hacer al glnApl
mutante casi 100 veces wmis fuerts que el eilvestre. Sin embargo, e! preomoter
spletamente represible por el producto de ginG en la

o. Quise Indager si la fuerza del ginApl mutante tenia

algin efeclo sobre los promotoree de "la proteina de 82kd". Obtuve los
siguientes resultadoes. Cepas que llevekan esta mutacién manitiesiaron expresidén
normal de los ires promouores del gen de "la proteina de 82kd". Cuando ademas
de lz mutacién gIn76, la cepa careciz del producto de glnG, sucedié algo
curicso: se apagd 82pl y £o hizo aparente un nuevo inicio de transcripcidn.
Eete nltima dato es, 2in ahorz, demasiade extrafio como para tratar de hallarle
una explicucién, Por ctro lado, fue baetunte interesante que la tranecripcién
de glnApl mutado 1o chstaculizara la de 82p2, a pesar de estur encontradas.
Usualimente une habrin dado por hecho contraric.

En resumen, 2 pesur de! sobrelapamientc de las transcripciones

de sue promoteres distaleg, tuve que concluir que, glnA y el gen

de "z proteina de B2kd™ ni se relacicnan regulatoriamente, ni interzccicnan el
uno coa el otre; ni siguiers se estorban. Conclui, también, que el gen de "la

era un gen esiruciural, constitutive y facilmente




: me parecid desesperada. Afortunadamente

whome on resullados recientemente uparecidos en la literatura, he

paadids lerivar de mis datos negativos una conclusién que es, a mi juicio,
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dates un enfeque totalmente
distinto; que se comprenders al leer el articulo que constituye la seccién de
RESULTADOS. Antes de que sea leids, deho aclarar que en sse articulo omiti toda
alusibn a los promotorez 82pl y 82p2. El haberlos mencionado no habria afectado

bajc ¥, en cembie, habris sumentado notablemente su

lgide ¥ analizado frescamente, desde el punto de vists

v libremente de les prejuicics que esta INTRODUCCION haya podido

propiciar,
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keta sgeccidn conslard de cince subseccicnes cuyos encabezadoes son:

D)EL preblema de los 5 sitice de unidn para NR; en la regiér
ds coutrel de glnA,

c}El BELE de ginA como un modelo para enhancers en general.

d)Le seleccidn de promotores en enhancers cucariotes.

e}Epilego: un punto de vista svolutive personal.

©
I
i
&
=
ey
©
=4
)
o

e actuar del BELE conviene revicar slgunas
generslidades del proceso de iniciacién de la transcripcién y dc como éste

puede ser regulado. De acuerdo con la tecria vigente, el proceso de iniciacién
de la transcripcidn consta de ires elapas (1) . la primerz consicte en la
blsquedz de ua promotor por la RNA polimerasa. Durante ests etapz, el muestréo

de secuencizs dc DNA ec llevade a cabe esencizlmente 2 trevés de la subunidad

se encuentra un promotor, comienza la etapa

o
17
o
8
]

3]
&

“
<
(4]
=
3
9
15)
r
<
I
5
3
=
e}
o
&)
(o4
&
B

heleenzims permanece unida 2! promotor

core de Ja RNA polimerass, Bela es una elape critice , que puede desembocar a

la aborcién del proceco {con el desprendimiento de la polimerasa de! DNA), o =

la fcrmacisn del “complejo abierio” d de complejo
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te, e!

NA, aproximadamente

core de ln polimeras: ubre las dos cadenas del

(=

unag cinco basec alrededor de la posicién +1, y estlablece interaccién con ostuc
basee. En esta etapa la pelimerasa acepts el primer nucledtido trifosfato
complemsnterio y s& prepara pars comenzar la pelimerizacion, a lz llegads de

segundo nucledtido trifosfato cemplementario. Momentos después de iriciadz la
2 T P

es importante, ya que lue interacciones entre sigmea y el DMA pudieran frenar el
avance del! complejo de elongacién . Per Gltimo, el estado de polimerizacién

ssta encontrar un terminader. Todo este

2

progresiva procede muy establemente
esquema ha side chtenido 2 parlir del comportamiento de promoteres tipe Pribnrow
v eiendo sigma 70 el factor sigma de la polimerasas (1) . Sin embarzo, es
rosible gue la eituacidn sea muy similar para el cssc de los promoteres tipo
Ntr y sigma 60.

Regular a un premotor es cambiar su fuerze virtual {1) . Para ello, se
debe actuer sobre el que sea el pasc limitante, o el més suceptible, del
procezo de iniciacién (1). Debido = la sbundancia de RNA polimerasas, la stapa
de busquedz de unr premotor parece no ser un paec limitante de la iriciacién de
In transcripcién {1). Por olro lado, con experimentos de "run off" ee ha visto
que la duracién del! complejo zbierto no depende de las secuenciae reconocidas
por la polimerasa (el -10 y ¢l -35) (4,5). Por otro lado mi3s , cuando se han
compsrado promotures dékiles con fuertes en condiciones en lae que l= formacidn
de complejo shbierlo estd impedida, se ha observade quc en estes Gltimes la
permanencia del complejc cerrado es mayor (4). En resumen, parece ser gue la
diferencia principal enlre promolores fuertes y débiles es que les fuertes

estables,

generan complejos cerradees de iy
Er apoyo de esa suposicion, e interesante que los sitios operadores de los

encuentran localizados de ferme tzl, que el reprecor

ion del compleju cerrado {1,5) . Aunque en =lgunos cucos los
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represores funcien omplejo de elongacidn, ecstc ec

velativamente raro (5). Por olro

Indo, los sitics de reconeccimiento de les

ac

nermahnente
Gltima genoralizacidn

Si como se ha creido, la zensibilidad del complejo cerrade es el punto
donde mée fécilmenle se puede ejercer regulacidn, entonces, el cemplejo cerrado
tiene que ser cstabilizado para que se de un efecto de activacién. Esto puede
ger lograde tnicemente por zlguno de los siguientes tree mecsnismos (1) :

I) Cambiando != conformacién del promotor,
11} Lambiande 2 conformacién de lz holoenzima de l=2 polimerasa,
o IIT) Sin cambiar ai al promotor ni a la polimerasa, pero forzando la

interaccién entre ésles, madiante mantenerles en la colecacién adecuada.

Cuslquier combinacién de eslos tres meceniemog podria presentarse también

Para el caso de la aclivecién de glnAp? por NR; activader , el
mecaniemo I resulla improbable, va que es dificil transmitir al promotor un

eiecte a lurga distancia 2 través

Q2

el DNA, Ademée, intuitivamente me parece,
que tzl efeclo no podria transmitir la informacién necesaria para ocasionar la

selectividad en

vacién de los promotores. Més ain, y probablemente la
cvidencia que excluye 2 este mecznismo del todo, NR; puede activer a zinAp2
en una molécula de DNA relajada.

E! mecanienc 111 es incompatible con las propisdades de enhancer del BELE

especifico, <i su propic sitic de pegado no requierc estar en unz poeicién

determinads

Magasanik ha prepuecte, que para activar, =] NR, pegade a le

cecuencia BEL, iiteruscei

un NR; pegado en el promotor (2) . De ser

erfectzmente factible, pues !z posicién del NR;

serin inamovible, v funcicnaria como marco de coordenadas para la

&r. de la polimerasa. Desgraciadamente, la suposicdn de una moléculs de

I
(9]
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MR; unida al premotor nc cetd hien justificada.

De lee treg mecanismoes, ¢l rezlmento adecuado para sxplicar propiedades de
enhancer es co! mecanismo Il Ademés, ya en el articulo argumentamos, que MR,
en altas concentracicnes mclares puede activar a glnap? sin requerir eetor

gimultaneament menog, ne & su eecuenice especifics). Si

este se demosty ler de que ¢l mecanigmo II copera en la

aclivacién de ginAp2, ya que los mecanismos 1 y IIT exigen el perado de NR

al DNA,

Por otre lade, en condiciones dende la concentracién de NR) es baja
(habiendo alrededor de 0 moléculas/célula), los sitice de pegado de NR; gque
constituyen a lu secuencin BEL son indicpensables para la activacion de
glnAp? (su pesicién respecto 2l promotor puede eser cambiada, pero tienen nue
estar presents, ¥ probablemente i cis) (2) . Este dato pareceria estar en
contra del mecanismo I, pues comc hemos dicho, este mecaniemo no implica

sitioe de pegado del sctivador. Sin embargo, pueden hacerse doe consideraciones

2 este respecto. e de suponerse, que £i de la regién de control de glnA se

enpecio. oL

joR

deletan los sitise de pegade de KRy, el complejo zigma 60-polimerasa que
pudiera unires a glnAp2 no encontrard un NRi activader con el cual

concentracién de NR;, étcte no debe

intoraccionar, ya que dada la
existir en forma libre, sinc segursmente ectard unido @ sue otros pitice de
pegade en el cramosoma de B coli, asi como a poeibles pscudo-sitios. Al no

ificeda por NR;, esta hoelonnzima no formars un complejo cerrade

v, por 1o tante, la frecuencia de aborcidn dominard sobre

Ia frecuencia de formacién de complejo abierto. Hay une segunda consideracidon

o Aun cuzndo hubierz NR; aclivador Hbre, la presencic de

mie o menos i



un eitic de unién de MRy cerca de glnAp2 aumenturia la frecuencia de
encuentrag entre NRp ¥ sigma 60-polimerass, trayendo como consecuencia una
mayer expresidn de glnAp2. Este efecto serd mas evidente, cuanto mencr sea la

prebobilidad de encusntros ssponténecs entre NR; activador libre y la

Fero sucede cunndo hu
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De lo expuesto hasts zhora se concluye, que el mecanisino II es necesario
para que se presenten preopiedades tipo unhencer. Me gustaris shadir, ademas,
que dade un sctivador cuyo mecanizmo de accidén sea del tipo I, ésts
seguramente tendrd lu capacidad de actuwr ceme un enhancer,

Ee interssante gue, dado que el mecznisme II implica un cambio estérico en

la polimerasz, es ficil ver comoe este mecznieme podriz colverse unc de

(8]

represién., Bastaris con que el cambio conformacional inducido en la polimerasa
ocultase en ells aquellas regiones de su superficie con las cuzles normalmente
hace les conlzctos estables con el DNA. De estz forms, tambien se puede pensar
en un repreeor que zclle a dictancia. Ejemplos de este ya han eide hallados an
los gistemms cucarictes. Un caso interesante es el de la proteina ElA de

adenovirue 2, la cual! puede =er mimultdénesmente un activador y un represor en

Haslz o) momenle me he referide 2 un cambio conformacionsal de la
helcenzima de la RNA polimerasa inducide per MR, activedor. Lo més probable
et qua écte se lleve a cabo per un contacto entre NR; v sigma 60, dado que
core de la pelimeraee os comin z todos les eventes de transcripeién, mientras

2 la expresién de enee Ntr.
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cenclusidn de que el core han

hases, mientras la subkunidad

Le ve

G cireunctancia do que el sitio de unién de un activador

siempre estd hacia el lado de la subunidad eigme; en una posicidn muy favorable
para que sigma y el activador hagan contacto (1) . La misma légica parece poder
aplicarse al caso de NR: y sigma-60 en glnA, y al caso del producto de NifA
y sigma-60 en NifH.

El mecaniemo 1II, a pesar de ser contrario a la flexibilidad posicional
del BELE, probablemente participa en la activacién cl:le ElnAp2 como un
mecaniemo adicional o, quizés, circunstancial. La’ flexibilidad posicional del
BELE ez un hallazgo resultante de la modificaciéon artificial del DNA. In vivo,
la distancia de la secuencia BEL a glnAp2 parecerfa estar sujeta a seleccién,
pues no cambia con el tiempo, (Les posiciones de estas secuencise gon idénticas
en S. typhimurium y en E, coli) {2) - Por otro lado, a pesar de que
tedéricamente podrian estar més cercanas o mé&s lejanas, sucede que en vearias
probables secuencias BELE (las de los genes nif), la distancia entre éstas y
sus respectivos promotores es bastante similar para todos los caeos (3) . Esto
permite suponer, que si esa distancia es justamente la adecuadsg, NR;
activedor podria estabilizar al complejo cerrado, sirviendo de conexién entre
E polimerasa y el DNA (ademés de actuar por el mecanismo, ya discutido, de
cambiar a la polimerasa para que tenga contactos més fuertes con el DNA).

De esta forma, actualmente preferimos el suguiente modelo:

a) NRy, tanto cuando est& como activador como cuando no lo estd, se une
a sus sitioe de alta afinidad en la regién de control de glnA.

b) ‘NR: tiene una region de su superficie que es capaz de interaccionar
con una region de la superficie de sigma60.

c) ’El complejo eigmab0~-polimerasa raetréa al DNA en busca de promotores.

d) Cuando el complejo sigma60-polimerasa choca con un NR; activador,

unido al DNA (aunque no neceeariamente) , se induce un cambio conformacionsal en

eigmad0 que hace que ésta aumente su afinidad por los promotores Ntr. Dado que



para NR; adyacentes a log promotoreeg Ntr, el

montude de la polimernss sobre el promoter es casi imediato.
al > de formurse el complejo sbieric de iniciecion,

eruceitn entre NE; v sizmatO.

Bl problema de los § sitioe de unidn de NR; en la regién de control de

zlnA.

In la regién de contrcl de glnA existen § sitice de unién para HR;
(ver figurz 11 ). Do= de cllos sen de zlte afinidad, y eobre estoe nc hay duds
de su significado bicldgice. Rg distinte el caso de los tres de baja afirnidad.

unicamente se ha demostrado que in vitro pueden unir MR, cuando

el regulaclor estd en un gran exceso molar. La presencia de estos cince eitics
L= dificaltzde el lograr ceonclusiones limpics respecte a la regulacién de
InAp2. Molests en particular, la posibilided de que sin habjendo una baja
concentracitn de NIy, los sitios de baje afinidad pueden ger llenados, lo

cual pedria suceder, si hubiers ceoperatividad con los sitios de alta afinidad,
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macanismo de aclivacién hasta ahora ne previeto,

antos de unién in vitro ro apoyan la

ictec desde otre punte de vista, la baja
NR;3, NRj1 y NRiS ya incluye
cualquicr efects de cooperalividad que pudiera darse. Extrapolando esto a la

tsulta que 2w habiendo cocperatividad, los sitios débiles

13

cituacidn in vive, r

na deben estar coupados cuande sole hay de U 2 8 moléculas de NR; per célula

videncis finsl tendra que provenir de nuevos experimentos, guiciera

contra de la posibilidad de que estos egitice débiles encierren un

¢ zcunles, sin

§

e

80 2 90% de =u mé

du alla afinidad fuera el garuantizar el llenade de

iplejo ce

con mayor facilidad =chre el ¢

¢ inducide hasta

loe

s proximeeg a glnAp2, en los cuales hipotéliczmunte N2y podriz actuar

urs

ma czpacidad). En segundo lugar, supongamos que la forma de

radc de iniciacién. Si esto fuese algo

esencigl, enloncen =e espararia que cualquicr otro método que garantizara el

llenadc de los sitios 2nAp?2, condujers,

t

de los dos u

ento ha gido hecho mediante mover los sition de alts afinidad

hubce activaciéa, cugiriende que NR; unido en esas posiciones ho puede

interaccionar =n forma efectiva con lz polimeraea.

Por ultim

es de supcnerse gue el mecaniemo de accién de NR, cea

gualmente, 2 activacién,

lao

fog preximos 2 glnAp?2 (2) . El resultado fue que no

fundamentalmente ¢l mismo cuando hay poco que cuando hay muchc de scte

regulador. Sin embargo, al menos cuando hay zbundancia de NR;, es dudosa la
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premoter. El zrgumento proviene del hecho de que, en exceso de NRj,

es iguzlmente sctivable cuande esltos doe gitioes estéan presentes que cusndo han

side deletados (2) .

En cierte forma, mis dos ultimes argumentog, que son los mas fuertes, han

deszcreditede esencislmente a los sitice NRid y NRi5. No he podido
encontrar un lan buen argumento a fevor o en contra del sitio NR;3

embarge, podemcs supener que la posicidn de este gitio no lo hace

sl acnee el sitic NR;3 juege un papel en la actlivacién de glnAp2, su
participaciéon debe ser mecanisticmmente gimilar a la de les des sitios

afinidad,

Sin

de

os siliog proximes a glnAp2 en Iz activacién de este

cativamente diferente de les sitios NR;1 y NRi2, y por lo tanto, que

altla



El BELE de glnA como un modelo pars enhancers en general,

Ciertamente el BELE de glnA ha sido poco estudiado como un enhancer. Sin
embargo, tiene cuatro caracterfsticas que lo hacen muy interesante como modelo
de enhancers en genersl. En primer lugar, este elemento se encuentrs en el
sistema biolégico que mejor conocemos ¥ el que més expeditamente somos capaces
de manipular: E. coll. En segundo lugar, exiete, ya, un amplio conocimiento de
la genética relevante a este elemento. En tercer lugar, sparentemente conocemos
el conjunto completo de lag proteinas que interaccionan con la regién de
control de ginA. Y, por ultimo, existe un sistema in vitro bien definido,
donde se manifiesta fidedignamente la capacidad transcripcional de la regién de
control de glnA, ¥ en particular, el efecto activador de NR:.

Falta 2Gn hacerse una caracterizacién sistemética del significado de la
secuencia nucleotidica en la regién de control de £lnA. A partir de
comparaciones se han llegado a establecer consensos, tanto para las gecuencias
reconocidas por NRi, como para lae que definen a un promotor tipo Ntr. Sin
embargo, estag secuencias concengo no han sido debidamente validadas por
mutagénesis de las bases correspondientes. Actualmente, no sabemos cuales
secuencias de la regidén de control de glnA son diepeneables y cuales no.

Tampoco se cuenta con un andlisis de las estructuras espacizales ni
deNRy, ni del complejo sigma 60-polimerasa. Be predecible que ésto se hara
pronto. Los primeros pasos en ese sentido han sido dadoe con el trabajo de
purificacién de lae protefnae ¥ con la deduccién de las secuencias de
aminodcidos de éctas.

lay al menos dos caracteristicas, frecuentemente encontradas en los
enhancers eucerictes, para las cusles el BELE de glnA probablemente no

serviré como modelo. La mas importante de las dos se refiere al concepto de

programa genético (entendiéndcee por ésto, la expresién preferencial y
concertada de una fraccién de¢ los genes de la célula, de acuerdo con una
estrategia sdaptativa). Tanto NR; como sigma 60 definen un programa genético.
Sin embargo, a diferencia de muchos programas genéticog en eucariotes, el
programa definido por NR; y sigma 60 es reversible y ee, ademais,

independiente de tiempo, en el sentido de que puede expresarse en casi
cualquier momento de la hietoria de un crecimiento. En eucariotes, los
enhancers participan en el establecimiento de programas estables, los cuales se
ponen en funcién en momentos secuencial o cronoldgicamente determinados (7).
Parece ser que para ello, varios enhancers actuan concertadamente para definir

la expresién de un gen dado. Se ha postulado que en estos casoe existe

-interaccién figica entre lag proteinass regulatorisg de dichos enhancers (6) .

Este tipo de mecanismo no puede eer modelado por el BELE de glnA,

Por otro lado, exiete evidencia de que hormonas, u otro tipo de efectores,
entran al nticleo celular, donde directamente califican la accién de lae
proteinae regulatorias de loe enhancers (6,7). Esto se parece un poco al efecto
de cAMP eobre CRP en enterobacterias, pero difiere significativamente del caso
de NR;, para el cual la interconversién de sus iormas activa e inactiva
requiere de la accidn catalitica de NRuy. Otra caracteristica importante de
NRi, aunque esto merece un mayor estudio, es la manera en la que
mecanisticamente ee diferencian sus estadog activo e. inactivo; ya que
aparentemente la diferencia no reside en una distinta capacidad para reconocer
secuenciase de DNA. Ee posible que ésta sea otra diferencia entre el BELE de
ZInA y los enhancers eucariotes, por lo cual habrid que tener cautela. Sin !
embargo, tomadaes en cuenta lag anteriores consideraciones, me parece que el

funcicnamiento de los enhancers bacterianos serd en buena medida extrapolable a

los enhancers eucariotes.



La seleccién de promotores en enhancers eucariotes.

En repetidas ocasionez se han hecho quimeras entre enhancers y promotoree

eucariotes (6,7) . E! resultadc més comiin ha sido, que la expresién a partir
del promotor aumenta en las condiciones que el enhancer asf lo dicta. Este
resultado indica, que en los casos probados, los enhancers no han mostrado
selectividad de promotoree, Quizés este hecho sea consistente con que no se ha
encontrado un equivalente a subunidades sigma alternativas en las . polimerasas
de eucsariotes. Se sabe que hay varioe factores protefcoe de la polimerasa que
salamente participan en la iniciacién a la tranecripecién; sin embargo, cada uno
lleva a cabo un funcién distinta y no eon sustituibles el uno por el otro. Debe
tomarsge en cuenta, que al hacerse este tipo de consideraciones, normalmente se
esti pensandc en Polll, ¥ e esté olvidando que una célula eucariote posee
otras doe RNA polimerasas distintas: Poll y Pollll. Las tres polimerasas estén
conetituidas por conjuntos bien definidoe de subunidades. Ninguna de esas
subunidades es compartids por una polimerasa con alguna otra. Sin embargo, es
facil ver que casi todas les subunidades de una polimeraea tienen un
equivalente en las otras dos. Puede decirse, que tanto funcional como
estructuralmente, Pcll, Polll y Pollll son bszstante parecidas; més Polll con
Pollll. Por esto, cabe preguntarse =i un enhancer de un gen trenscrito por
Polll (todoe loe estudiadoe hzsta shora caen en este caeo) puede activar un
prorotor reconccido por Pollll. Si la resp.uesta es "no", la siguiente pregunta
gerfs, ces esto indicacién de seleccién de promotores? Desgraciadamente, se
conoce poco de la regulacidn de los genes transcritog por Pollll.

Un dato interesante es, que &f ee ha encontrado una cierta diversidad de

formas de Polll en un solo organismo. Esto pudiera estar relacionado al

creciente reconocimiento de que slgunoe promotores, aparentemente utilizados

por Polll, tienen una regién rica en pares G/C, en lugar de la‘ secuencia "TATA"
que ee consideraba consenso para los promotores reconocidos por esta

polimerasa (10). Parece eer que esa regién rica en G/C resultaré ser comuin a

loe promotores de los genee de mantenimiento, genes cuyoe productose son enzimas
del metabolismo basal y que por ellc son expresados en las células de todos los
tejidoe. Dada la existencia de al menos doe cleees de promotoree reconocidos

por Polll, cabe otra vez, preguntarse si un enhancer puede discriminar entre
estas doe clases de promotoree.

El record mundial para la digtancia a la que puede actuar un enhancer
eucariote lo ostenta el enhancer del promotor Vs del gen de IgH de ratén, con
una distancia 16,000 bases (6). Sin embargo, célculos bien fundamentades
indican, que en eucariotes superiores hay en promedio un gen, o menos, por cada
415000 pares de bases (9) . Esto hace pensar, que en .est.os organismos, la
distancia entre log genes basta para aislarlos de la regulacién de loe genes
vecinos. De acuerdo a ésto, (in vivo) la selectividad de promotores podria ser
Lma consecuencia de la posicién de loe enhancers, cuya efectividad de largo
alcance no serfa suficiente para afectar a promotores distintos a su propio
promotor blanco; ni siquiera a loe de loe genee vecinoe mAs préximos, pues aun
estos estarian demasiado lejanos. Aunque en otrag dimensiones, ésto serfa muy
parecido al mecanismo de seleccién de promotores que manifiesta CRP en E. coli.
Deade luego, la existencia de este tipo de mecanismo no implicaria
necesariamente, que no haya activadores de enhancers eucariotes que puedan

comportarse como NR; en cuanto a discriminar su accién sobre lze polimerasas.



Epflogo: un punto de vista evolutivo personal.

Para concluir esta discugién, me gus'taria plantear el siguiente punto de
vista. Yo creo, que a pesar de las grandes ventajas que los enhancers
proporeionan en cuanto a plasticidad (la cual permite una més rapida adaptacién
y evolucién), la capacidad de regular a distancia no es un triunfo evolutivo.
Creo que es una consecuenciz grsatuits del mecanismo II de activacién, ya
discutido. Creo que el verdadero problema, y por tanto el verdadero logro
evolutivo, de los organismos que requerfan economfa de DNA, fue el haber
limitado esce efectos regulatorioe a distancia; el impedir que los genes

fueran sfectados por los efectos regulatorios que correspondian a sus genes

« . vecince.

Fig.2. Secuencia de la rgidn de coptrol de glnA donde se muestran las posi-
ciones de los sitlos de unidn para NRjy. N
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APENDICE A

La GS de E.coli consta de 12 subunidades idénticas codificadas en el gen

glnA. L& actividad de un dodecamero de GS puede ser gradual y reversiblemente
dieminuida medisnte la adenilacién de sus subunidadee. Esta adenilacién, asf
como la desadenilacién, es el resultado de la accidn catalitica de una ATasa,

el producto del gen ginE. La accién de la ATasa es calificada por la proteina

Pu, el producto del gen glnB. A su vegz, la accién de Pu es calificada

mediante la uridilacién/desuridilacién de esta proteina; mod!.ﬂacacionés que

son levadas a cabo por una UTaes, el producto de ginD. El resultado de esta
compleja regulacion (a la cual se denomina "de cascada”) es. que GS esta
adenilada (inactiva) cuando la relacién alfa-ceto/glutamina es baja, y que estd
desadenilada (activa) cuando la relacién alfa-ceto/glutamina es alta.

Como ge verd un poco més abajo, GS, ademéAs de estar regulada en su
actividad/moleculs, estd regulada en cuanto a su sintesis, como consecuencia de
la regulacién de glnA.

gInA es parte del operén glnAntrBC (o glnALG, lo que ee lo mismo).

En este operdn existen los promotores glnApl y glnAp2, antes de glnA, ¥
E£lnlp, antes de ntrBC. Los promotores glnApl y glnlp tienen expresiones
maximas que son de 10 a 30 veces menores que la maxima de glML Tanto
glnApl como glnlp funcionan cuando bay exceso de nitrégeno, y son
reprimidos por NRi, el producto de ntrC, cuando hay deficiencia de )
nitrégeno. Parece ser que glnApl es activado por CRP unido a cAMP. Tanto
glnApl como glpLp eon promotores tipo Pribnow,

A diferencis de glnApl y glnlp, glnAp2 es un promotor tipo Nir, por
lo cuzl solamente es reconocido por polimerasas asociadas a sigma60, el
producto del gen rpoN {antes glnF). glnAp2 es activado por NR; activo

cuando hay escaces de nitrédgeno. La convereidn de NR; en activo se da por la

adicién de un fosforilo a la proteina. Tanto esta reaccién como su inversa es
catalizeda por NRu, el producto del gen ntrB (antes glnL). Lea accién de

NRpu es calificada por Pi. De esta forma, tanto la regulacidén catalitica

de GS como la regulecidén genética son participes de una informacién comin.

Como resultado de las regulaciones genéticas mencionadae, los niveles de
GS, NRu ¥ NR: son .mae zltoe cuando hay deficiencia de nitrégeno que cuandce
hay exceso de éste.

Ademas de realizar las funciones referidas, tanto NR; como sigma60 son
necesarios pare la expresidén eficiente de losg varioe promotores Ntr que hay en
E.coli. Probablemente, para estos efectos regulatorios, NR dependa de las
mismas fuentes de informacién que para el caso del operén glnAntrBC. Sin
embargo, glnAp2 parece eer el promotor Ntr més sensible a activacién por NRi

que hay en E.coli.
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SUMMARY
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The Escherichia coli gind gene promoter gindp2 is activated by an element able to act bidirectionally and at

variable distance over the DNA. We demonstrate here that this activating element does not influence another

bromoter 82p, adjacent to it, from which a gene is transcribed in opposite direction to gind. Thus, although
|t displays a great flexibility, this element can activate selectively. The unresponsive promoter and glndp2 are
ecogmzed by RNA polymerases complexed to two different o factors. Therefore, we argue that promoter
selectxon by this element is dependent upon distinguishing the propcr o factor.
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An important characteristic of an activator is its
ability to activate only specific promoters. Frequent-
Ly, this characteristic is uncritically assumed, con-
'sidering that, to be activated, a promoter has to keep
'a precise, rather unflexible, position in regard to the
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:‘Corras-pondence t0: Dr. A.A. Covarrubias, Centro de Investi-
gaclon sobre Fijacion de Nitrogeno, Apdo-postal 565-A, Cuerna-
vaca, Mor. (Mexico) Tel. (731)399 88,
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|Abbreviations: bp, base pair(s); BEL, bacterial cnhancer-like;
:BELE. BEL clement; CAP, catabolitc-activator protein; glnApl,
:thc ‘Pribnow™type gind promoter; gindp2, the Nir-type gind
1promolcr, kb, 1000 bp; Nif, belonging to the nitrogen fixation
4systcm NR, nitrogen regulator; Ntr, belonging to the nitrogen
‘rcgulalory network; nt, nucleotide(s); nifHp, nifi promoter;
‘nifLp, nifL. promoter; Tm, 50% renaturation temperature; Tn,
E. colitranspuson; 82p, the promoter of the 82-k Da protcin gene.
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activator’s binding site (Reznikoff etal., 1985;
Raibaud and Schwartz, 1984). Thus, selective acti-
vation would arise from a stringent geometrical
requirement in the activation complex; a requirement
no promoter would fulfill if not specifically favored
by natural selection. However, this explanation
would not be applicable if activation could be
effected at variable distance over an ample stretch of
DNA. Suchis the case of the enhancer-like activator
clement in the nifH gene of Klebsiella pneumoniae, a_
gene encoding one of the nitrogenase’s subunits
(Buck et al., 1986). This activator belongs to a novel
class of regulators which we will call a BELE. This
particular BELE is constituted by the product of the
nif4 gene, a Nif-specific activator, and its binding site
in the nffH control region (herein, the activator’s
binding site of a BELE will be called a BEL
sequence). In its natural position, the BEL sequence
lies approx. 110 bp upstream from the susceptible
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promoter nifHp. Constructions that do not carry the
nucleotides between the BEL sequence and nifHp
indicate that there are no sequences required for
nifA-dependent activation in that region. The BEL
sequence can be placed up to 2 kb away from nifHp,
or its orientation can be reversed, and still mediate
nif4-dependent activation. When this BEL sequence
was fused to another promoter, nifLp, it allowed
nif4-dependent activation of this promoter (Buck
et al., 1986).

The only other well-documented BELE was found
to activate a promoter of ginA, the E. coli glutamine
synthetase gene. (Reitzer and Magasanik, 1986).
This BELE is constituted by the NR protein, an Ntr
regulator (see below), and its BEL sequence, the two
v highZaffinity NR, binding sites in the gin4 control
region (Reitzer and Magasanik, 1985; 1986; Ames
and Nikaido, 1985; Hirschman et al., 1985). These
two NR; binding sites are required for the activation
of the gindp2 promoter by NR; under conditions
where its levels are low. This BEL sequence lies
100 bp upstream from glhAp2. It conserves the
ability to mediate low-NR, activation when it is
moved 1400 bp upstream from gindp2, or when its
orientation is reversed, or even when it is placed 3’
to the gin4 gene (Reitzer and Magasanik, 1986).
Besides the high affinity sites, there are three other
low affinity NR; binding sites in the g/ind control
region (Hirschman et al., 1985). Apparently, they do
not participate in the low-NR,; activation of gindp2
(Reitzer and Magasanik, 1986). Enhancer-like prop-
ertics have not been demonstrated for these sites.

The ginA gene can also be transcribed from the
weak promoter gindpl. This promoter lies inside the
BEL sequence. It is activated by the CAP associated
with cAMP, and it serves mainly to keep basal levels
of ginA transcription under nitrogen-excess growth
conditions, when glndp2 is inactive, When nitrogen
resources become limiting, glndp2 becomes activated
by NR;, and gindpl becomes repressed, apparently
by simple obstruction, since it is overlapped by the
BEL sequence (Reitzer and Magasanik, 1985).

ginAd is part of the complex glhAntrBC operon
(Pahel et al., 1982). The genes ntrB and ntrC code for
the Ntr regulators NR,, and NR, respectively. Ntr
regulators co-ordinate. the expression of a set of
genes involved in the nitrogen metabolism, the so
called Ntr gencs, which includes gind (Magasanik,
1982; Gottesman, 1984). Ninfa and Magasanik
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(1986) have shown that NR; interconverts the active
and inactive forms of NR, as an activator according
to the information about the nitrogen availability
furnished by the products of the genes ginB and ginD
(Bueno et al., 1985). Apparently these gene products
do not affect glnAp2, or other promoters, In a direct
way but their information is conveyed through NR,
(Hirschman et al.,, 1985; Hunt and Magasanik,
1985).

The product of the gene formerly called nird or
ginF, now called rpoX, was also thought to be an Ntr
activator; however, it is now recognized as a o factor
of the RNA polymerase, ¢%° (Hirschman et al.,
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Fig. 1. Primer extcnsion experiment to locate the transcription
initiation site of 82p in the wild-type strain MX614, The RNA
used was from a high ammonia culture (described in the legend
to Fig. 3). The nucleotide sequence was determined using an
M13mp8 phage containing the same strand as the RNA. The
same primer was used for both procedures; the synthetic
oligodeoxynucleotide .

5" .GTCGGCGTGCCCGGGGTATC-3', based on the se-
quence obtained by Covarrubias and Bastarrachea (1983) and
whose 5'-end would correspond, according to the coordinate
system used in Fig.2, to position -539 (Covarrubias and
Bastarrachea, 1983). Both methodologies and RNA purification
were carried out as described by Leon et al. (1985). For the
primer-extension experiment, 50 ug of RNA and 3 ng of primer
were used. After denaturation at 96C, primer-RNA 'hybddiza-
tion was incubated at Tm-25C for 15 min. The reverse transcrip-
tase reaction was incubated at 48°C for 30 min. The triangle in
the left lane indicates the position of the primer extension pro-
duct (reverse transcript) corresponding to 82p. R.T. designates
reverse transcript. The ATTG...TTA sequence in right lanc was
read from the sequencing gel; it was corroborated with the se-

quence obtained by Covarrubias and Bastarrachea (1983).



1985; Hunt and Magasanik, 1985). In enlerobacte-

/ ria, RNA polymerases charged with ¢® recognize 6

set of promoters with conserved -12 and -24
regions called Ntr-type promoters (Ausubel, 1984).

v/ This type of promoters includes gindp2, the Nif geneg

promoters, and many promoters of genes involved in
nitrogen metabolism. Probably all promoters acti-
vated by NR, or nif4 arc oFNlr type, since in an rpolN

L background activation l/ these regulators is not
observed (Magasanik, 1982; Gottesman, 1984).
These promoters lack the canonical —35 and -10
regions that characterize the ‘Pribnow’-type pro-
moters, those recongized by RNA polymerases
containing the ‘normal’ ¢'° factor (Hawley and
McClure, 1983; ReznikofT et al., 1985).

In E. coli, adjacent to and upstream from gind,
there is a gene whose function is unknown called ‘the
82-kDa protein gene’ (Backman et al., 1981; Covar-
rubias et al., 1980; Magasanik, 1982). It is tran-
scribed in opposite direction to gind, and its
promoter, here called 82p, lies near the BEL
sequence. This last circumstance allowed us to
explore whether this BELE can show promoter
selectivity in spite of acting bidirectionally and in a
distance-independent fashion, In this work we show
that 82p is not influenced by the gind BELE. We also

=300

demonstrated that 82p has the conserved —35 and
-10 regions of ‘Pribnow’-type promoters and is
independent of ¢®°, We will argue that the promoter
selectivity we demonstrated for the BELE is based
on this difference between 82p and glndp2.

EXPERIMENTAL AND DISCUSSION
(a) Promoter location and Interactlons

The primer-extension experiment shown in Fig. 1
was done to find the exact location of 82p. The G at
position —272 in the sequence shown in Fig. 2 was
found to correspond to its start point. In the correct
position, there is the sequence 5'~TTGTAG-N,4
-TACAAT-3' which qualifies very well as a ‘Prib-
now’-type promoter (Hawley and McClure, 1983). If
our assignment of this sequence to 82p were correct,
82p should be ¢®°-independent. We confirmed this
by showing that our wild-type strain, MX614, and
strain M X818, which holds a Tn5 insertion in rpoX,
produce equivalent amounts of ‘the 82-kDa protein’
mRNAs (Fig. 3, lanes a—d). In each case, the use of
82p in mutant strains was verified by primer ex-
tension experiments (not shown).

/.
’

CAACTTTGCCTCAGGCAT TAGARATAGCOCGT TAT TG TRATACUGATTARTCGLAC TACAARACAGDA TTACRAACA TCCTCCUCARALAATATTICAGA
GTTGARRCGGAGTCCOTARTCTITATCOCGCARTANCATTATGLCTAATTAGCGTGATGTTTTGTCCTAGTGTTTGTAGGAGGCOTTTGTTATAACGTCT

(S XX AR (T XL N

-200 T -10 -35 zl

GICCCTTIGIGATCOLTTTCACGIAGCATAARAAGGGT TATCCARRGG TCATTGCACCRALATOGTGCT TAATTTTCCAT TGARGCALTATATTGITIC
CAGGGARACACTAGCGRARGTGCCTCGTATTTTTCCCARTAGGTTTCCAGTAACGTGOT TGTACCACGAATTACANAGGTRACTTCGTGATATRACCACG
' e

NRT-2

-100 NRI1-1

ARCATTCACATCGTOBTGCAGCCCT T TTGLACGATIHTUCGLATTATARCGECTTT IRGG(:‘:GCM IT TM;MGT TGGCACAGATTTCOUTTTATCTTITT
TTGTAAGTGTAGCACCACGTCGGERARACGTGCTACCACGCGTACTATTGCGGAARATCCCCGTTANATTTTCAACCGTGTCTAAAGCGARRTAGAANAR

7y
NS EHVULTMH
TQCbGLGQLQl‘ GIJCCRAMMMTIJLRUAHTUJTTRI LRLUQI haC LMIJQLLQATLI nl}GRbeTmRﬂbTRTGTLLbI TGAACACOTAL TGACTAT
ATGCCGCTGTGCCGGTTTTATTARCGTCTARNGCAATGGTOCTGCTUGTACTEOTTAGGTCCTCTCART TTCATACAGGCEACT TGTGCATGACTGCTR
Fig. 2. Nugleatide sequence of the glnd control region. This sequence was obtained by Covarrubias and Bastarrachea (1983) and later
amendcd by Reitzer and Magasanik (1985). The start points for 82p (~273), gindp! (~114) and gindp2 (1) are designated T, t] and t2,

respectively; their orientation is specified by arrows. The —10 and ~35 regions of 82p are underlined with dots. The two NR,-binding
sites which coaform the BEL scquence are underlined with heavy bars. The N-terminal amino acld sequence of gind is shown,

GEN 01999/3
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gfn Ap2
originated
transcripts '

Fig. 3. Northern hybridization analysis of 82p expression (top).
A parallel experiment for the gindp2 expression is shown for
comparison (bottom); gindpl-promoted transcripts are not de-
tected at this seasitivity. The corresponding strain and medium
is indicated on top of each lane, H and L mean high and low
ammonia minimal media (sce below). The probe for the 82p
experiment was the oligodeoxynucleotide described in legend to
Fig. 1. ginA transcripts were detected with an EcoRI fragment
internal to gind. Northern procedures were carried out as
described by Rocha et al, (1985). The overall stringency of the
Northern procedures was Tm-15C. The NN inorganic solution
(Covarrubias and Bastarrachea, 1983) was supplemented with
2 mg of glucose/ml, and with either 15 mmol or 0.5 mmol of
ammonium chloride per liter, to make the high and the low
ammonia minimal media, respectively. All strains have been
described by Osorio et al. (1984); relevant genotypes are as
follows: MX614, wild type; MX848, rpoN::Tns5; MX902,
ntrC::TnS, Cultures of the glutamine auxotroph MX848 con-
tained 1 mg of glutamine/ml.

To explore the influence of the gind BELE over
82p we compared the levels of ‘the 82-kDa protein’
transcripts between our wild-type strain and strain
MX902, which lacks NR| as a consequence of a TnS
insertion in nrC. The absence of NR; completely

- abolishes glndp2 activation while it has no effect over
82p expression (Fig. 3, lanes a, b, e and f). This
demonstrates that the gind BELE specifically acti-
vates glndp2, We want to propose that the promoter

GEN 01999/4

selectivity of this element relies on the recognition by
NR, of those RNA polymerases which are associat-
ed to the proper ¢ factor.

(b) Interactions between RNA polymerase and
BELE

Therc are several lines of evidence indicating that
NR, and the nif4 product can interact directly with
the RNA polymerase holoenzyme. The two main
classes of activation models imply either that there is
a direct activator-polymerase contact, or that the
activator exerts a local torsional effect on the DNA
molecule (Raibaud and Schwartz, 1984). In the case
of a BELE, models of the later class would require
the torsional effect to be transmitted over kb of
DNA, at the moment very unlikely. Furthermore, a
torsional effect can transmit a limited amount of
ino{'onnation, making it a bad, although conceivable,

v'condidate to bear promoter selectivity. Based on the
mutational data of McNeil et al. (1982) and on their
own structural analysis, Drummond et al. (1986)
have suggested that a highly conserved region
between NR; and the nifd product, domain D,
interacts directly with ¢%° or, alternatively, with the
RNA polymerase core. This can explain why NR,
proteins apparently altered in domain D are impaired
in their activation function while keeping their ability
to recognize NR, binding sites. This also explains
why NR; or nifd-dependent activation processes
have not been observed in rpoN backgrounds. The
same authors (Drummond et al., 1986) remarked
that the NR, and the nifd product recognition se-
quences are very different and that, accordingly, they
found that the helix-turn-helix DNA-binding
domains of these proteins resemble each other
weakly. If that remark could be stressed, it would
imply that, since at high concentration the mfA pro-
duct can substitute NR,'s activation functions,
specific DNA binding is not an absolute requirement
(Ow and Ausubel, 1983). Similarly, results by Reitzer
and Magasanik (1986, Table 1, line 15) indicate that,
if a high molar concentration of NR; is provided,
30% of gindp2 activation is retained after the
removal of all the NR, binding sites from the gin4
control region. (Activation occurs to a similar extent
when the two weak NR, binding sites proximal to
glnAp2 are left; questioning their functionality.)’
When the two high-affinity NR, binding sites that



conform the BEL sequence arc moved closer to
glnAp2, a point is reached where low-NR, activation
is lost (Reitzer and Magasanik, 1986). This point
may reflect a pre requisite of a minimum DNA flexi-
bility for the extablishment of the proper activa-
tor—polymerase interactions, Extensive genetic re-
search and the existence of a precise and efficient
reconstituted in vitro system (Hirschman et al,,
1985; Hunt and Magasanik, 1985) suggest that no
unknown proteins participate in the activation of
glnAp2.

(c) Conclusions

Altogether, the information discussed indicates
that NR; interacts directly with the polymerase
holoenzyme. We believe that the simplest explan-
ation for the BELE's promoter selectivity is the
specific recognition of ¢° by NR,. Furthermore, it
cotild be that both promoter selectivity and enhan-
cer-like properties are consequences of the way of
interaction between NR, (or the nif4 product) and
0%°, Some of the nucleotides of the nifH BELE are
conserved among the upstream regions of several Nif
promoters (Buck et al., 1986). An 8-bp consensus
sequence has been derived which presumably repre-
sents important bases recognized by the nif4 product
or homologous proteins. All these binding sites might
possess the ability to mediate activation irrespective
of distance and orientation. The heat-shock genes of
E. coli are also dependent on a special ¢ factor, o2
(Grossman et al., 1984). It is tempting to suggest that
their promoters are activated by elements with
enhancer-like propertics and capable of promoter
selectivity.
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