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RESUMEN

En este trabajo se aborda el estudio molecular y fisiolégico de la enzima
glutamato sintasa (GOGAT), la cual esta involucrada, junto con la glutamino
sintetasa (GS) en la sintesis de glutamato, aminoacido fundamental para la
formaciéon de otros aminoacidos e importantes moléculas nitrogenadas. La
funcion de las dos enzimas, antes mencionadas, es la asimilacion de amonio y

su incorporacién a moléculas organicas.
Basicamente este trabajo se enfoca en conocer mas acerca de la funcién que
ejerce el gen GUS2'GCNS5, el cual se identifico en nuestro laboratorio al
complementar una mutante carente de actividad de glutamato sintasa
(GOGAT), esta mutante era portadora de una mutaciéon en GUSZ/GCNS. Esta
mutacion resultaba en la falta de actividad de GOGAT.

Asi mismo, se estudio el efecto de glutamato sobre la actividad y/o expresion
del gen correspondiente (GL7 /).

Para abordar el problema se diseitaron las siguientes estrategias:

Se determino la actividad enzimatica de GOGAT y los nieveles de expresion
del RNA mensajero de GLT 7, en cepas cultivadas en amonio y en

glutamato.

1.

. Se clono y caracterizéo un gen que complementa la falta de actividad de
glutamato sintasa (GOGAT), en cepas gus2", que resulto ser el zen regulador
GCNS3, previamente descrito.

3. Se determiné la actividad de GOGAT y los niveles de RNA mensajero de
GLT /, en cepas silvestres y en cepas con una mutacion en gus2/gcn5;

cultivadas tanto en condiciones de ayuno de aminodcidos (represién), como
en condiciones de no-ayuno (desrepresién).



4. Se construyeron mutantes interrumpidas en el gen GUS2/GCNS5 y se
determiné su actividad enzimatica y los niveles de RNA mensajero GLT 1,
cuando se cultivan en condiciones normales y en condiciones de ayuno de
aminoécidos.



INTRODUCCION

Biosintesis de¢ aminofdcidos de la familia del glutamato.

Un elemento comun en todos los aminoacidos es la presencia de su grupo a-
amino, este grupo es originado, directa o indirectamente, del amonio via el
grupo amino del L-glutamato, (Zubay, 1993).

sH*N-HC-COO
CH:
CH>
COO”

La aminacion directa del a-cetoglutarato da lugar al glutamato: esta es la
manera como muchos microorganismos forman glutamato cuando crecen en
un medio que contiene sales de amonio como nica fuente de nitrégeno.

Glutamato deshidrogenasa (GDH):

La glutamato deshidrogenasa biosintética de levadura, cataliza la aminacion
reductiva del a-cetoglutarato, dependiente de NADPH como donador de
electrones, en este tipo de organismos. Algunos otros presentan dos
deshidrogenasas, dependientes de NAD/NADH o NADP'/NADPH. En
algunos casos la enzima dependiente de NADH se considera que juega un
papel catabdlico, convirtiendo de nuevo al glutamato en a-cetoglutarato y
amonio, Figura 1.

En cierto tipo de hongos, se ha observado que la GDH catabdlica es inhibida
por ATP, CTP y fructosa-difosfato, moléculas indicadoras de una alta carga
energética y es estimulada en presencia de AMP como indicador de baja
carga energética.

Estudios de la glutamato deshidrogenasa (GDH), en plantas verdes muestran
que esta enzima puede utilizar tanto NADH o NADPH como coenzima
donadora de electrones en la reaccion de desaminacion. Parece ser que en



plantas verdes, asi como en ciertos hongos y muchas bacterias, que crecen
en limitacion de amonio, la adquisicion del grupo amino del glutamato no
proviene del i6n amonio, sino que lo toman a través de la glutamina. En este
caso la conversion primaria del amonio a nitrégeno organico es catalizado
por la glutamino sintetasa (GS), (Mifflin y Lea, 1977; Umbarger, 1978).

Glutamino sintetasa(GS):

La glutamino sintetasa es una enzima clave en el fluyjo de nitrégeno a
compuestos organicos y su actividad esta sujeta a diferentes tipos de control
que la célula sensa en respuesta a la necesidad de compuestos nitrogenados.

En Escherichia coli, (Stadtman y col. 1972), consta de 12 subunidades
idénticas, con un peso molecular de 50 kDa; arregladas simetricamente en
dos anillos hexameéricos; la actividad de ésta se regula por un complejo
patron de retroinhibicion. Otro mecanismo de regulacion de la actividad de la
GS, en E. coli, es la adenilacion reversible, dependiente de ATP, en un
residuo tirosil especifico de cada subunidad. A medida que la enzima llega a
ser mas adenilada (1 a 12 grupos AMP/molécula de enzima) ésta comienza a
ser menos activa. La reaccion de adenilacion y su inversa, una deadenilacion
fosforolitica estan reguladas por el suministro de nitrégeno en la célula. Una
relacion alta de glutamina o de glutamina/a-cetoglutarato dan a la célula la
seilal de exceso de nitrogeno y por el contrario, una baja relacion o-
cetoglutarato/glutamina dan la sefial opuesta de limitacion de nitrogeno. El
exceso de N, provoca la inactivacion de GS, asi como la limitacion de N la
activa. Por lo tanto la activacion de la GS favorece la incorporacion del
NH," en glutamato para sintetizar glutamina, Figura 1.

Glutamato sintasa (GOGAT):

Como se menciono, la sintesis de glutamato puede ocurrir via la
incorporacion de amonio con el a-cetoglutarato por medio de la GDH-
NADPH dependiente. Tanto en £. co/i, como en otros microorganismos y en
muchas plantas verdes, la formaciéon de glutamato se lleva a cabo por la
aminacion del a-cetoglutarato por medio de la glutamato sintasa (GOGAT),
esta es una reaccion reductiva en la cual el grupo amino no proviene del
amonio sino de una ““forma activada™ que se obtiene del grupo 8-amino de la
glutamina, la cual puede ser amidada otra vez y asi mantener la sintesis



continua de grupos amino. Sin embargo, esta formacién de grupos amino
requiere de suministro de energia de enlaces fosfato, por lo que para la célula
es una ventaja si la formmacion de grupos amino puede originarse a una
concentracion mas baja de amonio que la necesaria para la glutamato
deshidrogenasa (GDH).

El donador de e¢lectrones varia con las diferentes GOGAT’s, para las
bacterias es NADPH, mientras que para levadura, hongos y otros
microorganismos es NADH. En plantas superiores se han reconocido dos
GOGAUT’s, una de ellas especifica para ferredoxina.

Asimilaciéon y biosintesis de glutamato y glutamina en S. cerevisiae.
Al igual que muchos otros microorganismos, la levadura S. cerevisiae puede
utilizar amonio como unica fuente de nitrogeno. Por lo tanto, todos los
compuestos nitrogenados de la célula pueden sintetizarse a partir de
intermediarios derivados de la degradacién de una fuente de carbono como la
glucosa y del amonio.

El amonio puede ser asimilado por la glutamato deshidrogenasa
dependiente (GDH-NADPH) y por la glutamino sintetasa (GS).
Aproximadamente el 88% de todo el nitrégeno celular se deriva del grupo
amino del glutamato y el 129 del grupo amino de la glutamina. Existen 3
permeasas, las cuales transportan el amonio al interior de la célula (Grenson,
1983b). Una vez dentro de la célula, el amonio puede reaccionar con o~
cetoglutarato y NADPH para formar glutamato o con glutamato y ATP para
formar glutamina. Estas reacciones son catalizadas por la GDH-NADPH y
por la GS, (reacciones 1 v 2, respectivamente):

1. NH; + a-cetoglutarato + NADPH + H-_SPH__ slytamato + NADP*

2. NH; + glutamato + ATP Gs glutamina + ADP +Pi

La GS cataliza una reaccion esencial en el crecimiento en medio minimo
adicionado de glucosa y amonio. Mutantes que carecen de esta enzima
unicamente pueden crecer en medios adicionados de glutamina (Gonzailez y
col. 1985). La GDH-NADPH, cataliza una reaccién importante pero no
esencial para el crecimiento en amonio y glucosa. Mutantes carentes de



GDH-NADPH crecen en MM/gluccsa/amonio con la mitad de la velocidad
que los organismo silvestres. La capacidad de estas mutantes para utilizar el
amonio para la sintesis de glutamato, depende de la accion combinada de la
GS y de la glutamato sintasa (GOGAT) que cataliza la reaccion 3:

3. Glutamina + a-cetoglutarato + NADH + H'—806AT5 5> olytamato + NAD+

La suma de las reacciones 2 y 3 es equivalente a la reacciéon 1, aunque la 2
lleva a cabo hidrolisis de ATP y existe una sustitucion de NADPH por
NADH.

El gen que codifica para la GDH-NADP" dependiente, se ha denominado
GIDHI la actividad de esta cnzima aumenta cuando la levadura se cultiva en
presencia de amonio como unica fuente de nitrogeno y disminuye cuando los
medios se adicionan con glutamato (Roon y col.1974). Cuando la levadura
se depriva de glucosa, la GDH-NADP dependiente se inactiva (Mazon y
Hemmings, 1979). Cepas que presentan una mutacidon en aconitasa son
completamente incapaces de inducir a esta enzima, lo que sugiere que el a-
cetoglutarato o algan intermediario del ciclo de Krebs son moduladores
positivos de la actividad de GDH (Gonzalez y col. 1985).

La GS de S. cerevisiae esta compuesta de 12 monomeros con un peso
molecular de 43 kDa; su expresion se regula por tres sistemas: (7ZLN3, GCN4
y un tercero que responde a la limitacion de purinas. El gen estructural de
esta enzima ha sido clonado y secuenciado, (Mitchell y Magasanik, 1984).

Glutamato sintasa en otros organismos:

Microorganismos: En organismos fijadores de nitrogeno, la asimilacion de
amonio se lleva a cabo via las reacciones catalizadas por glutamino sintetasa
(GS) y por glutamato sintasa (GOGAT) como fué sugerido por Nagatani y
colaboradores (1971), hace 20 afnos. Estas vias de asimilacion han sido
demostradas en un gran nimero de bacterias. La glutamato sintasa (GOGAT)
fué descrita por vez primera en Klebsiella aerogenes por Tempest y Meers,
(1970). En E. coli la GOGAT es una flavoproteina oligomérica con hierro-



FIGURA 1
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La entrada del amonio como grupo amino al glutamato por medio de la aminacion directa
del a-cetoglutarato por el ion NHy", se lleva a cabo por la glutamato deshidrogenasa
(GDH-NADPH) bajo condiciones de alta concentracion de amonio. La glutamino
sintetasa (GS) incorpora el i6n amonio por amidaciéon dando glutamina, esta enzima
regula los niveles de asimilacion de nitrogeno. La glutamato sintasa (GOGAT) a partir de

la glutamina y del a-cetogiutarato y utilizando como cofactor reducido al NADH, da
lugar a dos moléculas de glutamato, (Zubay, 1993).



azufre compuesta por dos diferentes subunidades una pequefia de 53 kDa y
otra grande de 135 kDa. La glutamato sintasa (GOGAT) de Azospirilum
brasilensis es la inica enzima aislada de organismos fijadores de nitrogeno,
tiene gran similitud con la GOGAT de F. coli, aunque presenta algunas
diferencias en la composicién de aminoacidos y en la secuencia del amino
terminal de la subunidad pequefia. Dicha glutamato sintasa también ha sido
estudiada, purificada y caracterizada parcialmente en Rhodospirillum
rubrum, Rhodopsceudomonas palustris, Rhodobacter capsulatus y R.
sphacroides, (Calberg y Nordlung, 1991).

Los niveles de GOGAT en /. coli son similares cuando dicha bacteria se
crece en amonio entre 4 y 100 mM y un poco mas bajos cuando ésta se
encuentra en presencia de glutamato como fuente de nitrogeno. La enzima de
esta bacteria ha sido purificada y se conoce su secuencia primaria, contiene
restos de cisteina; presenta 7.8 moles de flavina (FAD" o FMN™), 38.4 moles
de hierro y 30.4 moles de azufre con 800 kDa de peso molecular. La
saturaciéon de la misma da una curva hiperbdlica, su pH 6ptimo es de 7.6 ¥
sufre inhibicion por algunos L-aminoacidos, (Vanoni, 1990 y Miller y
Stadtman, 1972).

En cianobacterias se conoce poco de esta enzima, se ha descrito como
ferredoxina~-GOGAT (FAd-GOGAT) en Nostoc, Anabaena, A. cylindrica 'y
en heterocistos de Anabacna sp. y otros (Marquez y col. 1992).

Plantas superiores:

La glutamato sintasa (GOGAT) cataliza la transamidacion del nitrogeno
amido de la glutamina al a-cetoglutarato para formar dos moles de
glutamato. A la par con la glutamino sintetasa (GS), estas dos enzimas
forman la principal, y quiza, la unica ruta de asimilacion de amonio en
plantas superiores, (Chen y Cullimore, 1988). La GS es la responsable de la
asimilacion inicial de amonio a glutamina y como las dos enzimas son
dependientes, una de otra, para la obtencion de sustratos, sus actividades
constituyen lo que se conoce como ¢l ciclo de la glutamato sintasa (Miflin y
Lea, 1977). El amonio en las plantas superiores es derivado, ya sea de la
fuente primaria de nitrogeno en plantas (amonio, nitratos, y para leguminosas



dinitrogeno), ya sea a partir de un namero de vias internas de nitrogeno tales
como la fotorrespiracion, el catabolismo de aminoacidos y el metabolismo de
fenilpropanoide. El ciclo GOGAT por tanto, es esencial no solo para la
asimilacién primaria de nitrogeno, sino también para mantener la economia
del nitrogeno en plantas superiores, (Chen y Cullimore, 1988). En plantas
superiores dos tipos de GOGAT han sido purificadas y caractzrizadas:; una
‘de ellas dependiente de ferredoxina como reductante (Fd-GOGAT, EC
1.4.7.1) y otra que utiliza como cofactor NADPH (NADPH-GOGAT, EC
1.4.1.14). Se ha considerado a las dos enzimas como proteinas
inmunologicamente diferentes porque el antisuero probado contra Fd-
GOGAT, no cruza con la NADH-GOGAT de hojas etioladas y de tejido de
raiz (Susuki y col. 1982; Hayakawa y col. 1992).

La FA-GOGAT es un componente importante de plantas verdes, se localiza
principalmente ¢n el estroma de cloroplastos. Se ha demostrado en mutantes
carentes de Fd-GOGAT, que dicha enzima es la responsable del recambio de
glutamato durante la fotorrespiracion (Kendall y col 1986; Somerville y
Ogren, 1980). Esta enzima ha sido purificada en varias especies de plantas y
esta caracterizada. También se ha reportado la produccion de antisuero
contra la Fd-GOGAT a partir de la proteina purificada de hojas verdes de
arroz, cebada y tomate. En hojas de maiz se ha logrado sintetizar el cDNA
que codifica para esta ferredoxina; de tal suerte que a la fecha se cuenta con
informacion concemiente a la Fd-GOGAT en plantas verdes, suficiente para
conocer mas acerca de su fisiologia, de sus propiedades cinéticas, ademas de
estudios sobre inmunologia, inmunocitologia y de regulaciéon (Sakakibara y
col. 1991). En comparacion con la Fd-GOGAT, poco se sabe de la NADH-
GOGAT en tejidos vegetales, la razon es la falta de atencion que se ha
tenido en este campo, a excepcion de los trabajos hechos en nédulos de
leguminosas, (Anderson y col. 1989). La actividad enzimatica de ésta
GOGAT es mucho menor aunque ha sido medida en tejidos no verdes, como
raices (Suzuki y col. 1982), plantulas etioladas y en células en cultivo
(Matoh y Takahashi, 1982). Ha sido purificada parcialmente a partir de
brotes de chicharo y hojas de tomate y de endospermo de maiz, descrita
como una flavoproteina monomeérica con un peso molecular 220 kDa, (Avila

y col. 1987).



Regulacion de 1a biosintesis de glutamato sintasa (GOGAT) en
Bacillus subtilis:

La glutamato sintasa (GOGAT), es una de las enzimas claves en el
metabolismo del nitrégeno en Bacillus subtilis. Cataliza la sintesis de
glutamato y junto con la glutamino sintetasa (GS), es la responsable de la
asimilacion de amonio en compuestos organicos. La actividad de GOGAT se
regula por la disponibilidad de su fuente de nitrogeno; ésta es alta en células
creciendo en presencia de amonio como fuente de nitrogeno y baja en células
creciendo en presencia de glutamato como unica fuente de nitréogeno, (Pan y
Coote, 1979; Schreider y col. 1982). Las variaciones observadas en la actividad
enzimatica de GOGAT se deben a cambios en la tasa de sintesis de sus
mensajeros y a los niveles. en estado estacionario, de los transcritos de Glt4d y
GItB. La glutamato sintasa ha sido aislada y purificada en B. licheniformis
(Schreider y Bernlohr, 1984) y consta de dos subunidades, una de 158 kDa y
otra de 54kDa, proponiendo a ambas como los productos génicos de G/t4 y
GlB respectivamente, (Deshpande y Kane, 1980). Ha sido postulado por
Bohannon y col. (1989), que la expresion del promotor de G/t4, esta regulada
por ¢l producto de un tercer gen denominado G/rC.

Dependiendo de la fuente de nitrogeno disponible, los genes para la glutamato
sintasa (Glt4 y GlItB) requieren de un factor trans positivo el cual esta
codificado en el gen G/tC. Esta region es transcrita a partir de un promotor
que esta distante pero sobrelapado con el promotor de G/t4. Al aumentar la
expresion del promotor de G/t4, el producto de GI/C regula negativamente su
propia transcripcion de tal forma que es independiente de la fuente de
nitrogeno, (Bohannon y Sonenshein, 1989).

El modelo propone que el producto GItCp se ligue a los sitios, dentro de las
regiones de los promotores Glt4- GIrC, de tal forma que se limita el inicio de la
transcripcion desde su propio promotor, de manera que se mantiene una baja
pero constante soncentracion intracelular de su propio transcrito y de su propio
producto. Bajo condiciones limitantes de glutamato, ocurre un cambio
conformacional en el producto GItCp, el cual estimula la unién de la RNA
polimerasa con el promotor de G/t4, aumentando, por tanto, la transcripcion de
los genes estructurales de la glutamato sintasa (G/t4 y G/ltB). El cambio
conformacional en GItCp no altera ni sus propiedades de uniéon al DNA, ni su
habilidad de reprimir 1a transcripcion de G/tC. El ocultamiento del promotor no
explicaria ¢l papel que juega el producto GItCp en la regulacion de la
transcripcion de Gli4, ya que la expresion de G/tC, no varia bajo condiciones



en las cuales se altera la expresion de (G/t4 hasta 10 veces, como por ecjemplo
en células creciendo ¢n amonio versus creciendo en glutamato, (Bohannon y

Sonenshein, 1989).

La idea de que el producto GItCp estimula la transcripcion del promotor de
Gl14 por interactuar con la RNA polimerasa es consistente con la propuesta de
Ryu y colaboradores, quienes postulan que mutantes Rif" RN.A polimerasa
tienen reducida la actividad de GOGAT, (Ryu, 1978; Ryu y Takayanagi, 1979).
AGn no se sabe con certeza si los genes contiguos (G/t4 y (G/tB constituyen un
operon, de tal suerte que la regulacion por el producto GItCp sobre la expresion
de (G/tB podria ocurrir en el promotor de (G/14 0o en un promotor separado de
GliB., en cualquier caso el mecanismo de accion del productc GItCp seria

equivalente.

Mutantes en el gen G/¢«(C muestran un decremento significativo en la expresion
de G/t4, aunque ésta varia escasamente su respuesta a cambios con diferentes
fuentes de nitrogeno. LLa idea anterior lleva a la posibilidad de que exista un
factor adicional que actiia en concordancia con el producto GltCp, el cual
informaria a la célula de la carga de glutamato intracelular. No se sabe
exactamente cual seria el metabolito que informara al producte GIitCp de la

carga de glutamato dentro de la célula.

Bohannon y colaboradores (1989), han secuenciado el gen G4 C =n B. subtilis,
y comparando su secuencia proteica en un banco de datos encontrando
similitud con otras proteinas como LysR, CysB y LIvY de ~. coli y NodD de R.
meliloti, (Henikoff y col. 1988). Recientemente se ha reportado que estas
proteinas pertenecen a un grupo de activadores proteicos en bacterias,
conocidos como la familia LysR e incluyendo al producto GhCp como un

miembro de esta familia (Henikoffy col. 1988).



Control general de la biosintesis de aminoacidos en Saccharomyces

cerevisiae.

La regulacion de los genes que codifican para las enzimas que participan en
la biosintesis de aminoacidos involucra una interaccion compleja de varios
mecanismos de control. La mayoria de estos genes estan sujetos a un sistema
de regulacion general denominado “Control General de Aminoacidos™
(GCN). Este sistema aumenta la expresion transcripcional de dichos genes
en condiciones de ayuno de dichas moléculas. El producto del gen GCNY es
el regulador positivo de la expresion génica en este sistema. Por otro lado,
muchos genes de los que participan en la biosintesis de aminoacidos estan
sujetos a mecanismos especificos de regulacion de cada via que reducen la
expresion de alguna enzima, siempre y cuando, el producto final de la via
este presente en el medio. En algunos casos, la represion especifica de una
via puede anular la desrepresion mediada por GCN4, bajo condiciones de
ayuno, cuando el producto de una via particular no es limitante.

Se conocen 35 genes, sujetos a este control general, los cuales pertenecen a
12 diferentes vias biosintéticas de aminoacidos. La transcripcion de estos
genes, en respuesta a una seiial de ayuno de cualquier tipo de aminoacidos,
se estimula de 2 a 10 veces (Tabla 1) (Hinnebush, 1992).. Como se observa
en la Tabla 1, no todas las enzima pertenecientes a una via biosintética estan
sujetas a este control; aunque las que si lo estan presentan diferentes grados
de desrepresion, siendo mayor para unas vias que para otras . Dado que S.
cerevisiae es capaz de sintetizar los 20 aminoacidos para construir sus
proteinas, la respuesta a este control general no se observa en cepas
silvestres crecidas en MM, la respuesta de GCN se puede observar en: 1)
cepas que tienen alterada la capacidad de sintetizar algun aminoacido,
ii)cuando se cultivan las células en presencia de un inhibidor, el cual actia
sobre una enzima especifica, de una via biosintética de aminoacidos en
particular, como el 3-amino-1,2,4-triazol (3-AT) que es un inhibidor
competitivo de la enzima imidazol glicerol-p-dehidratasa que codifica para el
gen HIS 3, en la via de biosintesis de histidina, o iii) cultivar en MM una
ccpa, portadora de una mutacién en un gen que corresponda a una enzima
biosintetica, la cual produzca una proteina con una actividad enzimatica muy
baja o residual. La ventaja de éstas dos estrategias es que las células
permanecen capaces de crecer y dividirse, aunque las velocidades decrecen
debido a la imposicion de la condicion de ayuno, (Niederberger, 1986).
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TABLA 1 E us de acidos sujetas wl control genera) de aminodcidos (GOCN)

Dessrepresion observadn
©on
Ayuno mutacion en
Vis Enzima Cen Led
e - TR
Trp Antranilato Prib-transterasa (EC 2.4.2.1X) T4 + +
Antranilato sintasa (EC 4.1.3.27) TRE 2 + +
Indoleplicerol-P si EC 4.1.1.48) we 3 + +
Triptofanc sintasa (KC 4.1.1.48) RP S + +
Prib-antranilato isomerasa RP 1 - -
“TavPhe/ Tvr DHAP sintasa (4.1.2.15) ARO2 AROI t nd
Phe/Tyr Corismato mutasa AROQO 7 nd -
Arg Arginin succinato sintasa (F € 6.3.4.5) ARG 1 + nd
Acetilgh sintasa ARG 2 v nd
Acetilglutamato cinasa (F C 2.7.2.8) ARG 5.6 + nd
Acetilglutamil-P reductasa (K C1.2.1.38) ARGS. 6 + nd
Acetil omitina aminotransterasa RG R + nd
Owmitin carbamoil transferasa (O TCasa) ARG 3 + +
Arpif succinato liasa (EC 4.3.2.1) ARG 4 + nd
Acetilomnitin acetlitransforasa ARG 7. * nd
Carbasnotl-I’ sintasa oPa 12 + nd
His ATP-PR erasa (K C 2.4.2.17) HIST + n d
fistidinol deshirogenasa (EC 1.1.1.23) 11IS 4C + +
PRib-AMP ciclohidrolasa (E C 3.5.4.19) HIS+A4 + +
i 1 glicerol-P dehidratasa(l € 4.2.1.19) HIS3 3 +
Histidinol-P aminotransferasa (F C 2.6.1.9.) HISS + nd
listidinol-P fusfatasa (E C 3.1.3.15) FHIS2 + +
Lys Iomocitrato sintasa (E C 4.1.3.21 -+
Sacaropina deshidropenasa (E C 1.5.1.7) LYS 1 -+ nd
Sacaropina reductasa LYS 9 + nd
a-uminoadipato reductasa (£ C 1.2.1.319 LYS2 5 + -+
Homoaconitasa + nd
-{omoisocitrato deshidrogenasa (KC 1.1.1.155) + nd
He/Val Lisil-tRN A sintetasa (1 C 6.1.1.6) KRS 1 + n d
Trunsaminasa 3 (F. C 2.6.1.42) -+ +
T dids (d icd EC4.2.1.16) Ly + -+
Ile/Val Acctolactato tasa (K C 4.1.3.18) L2 + nd
AcetoHidrox; do reduct meTasy JLV S -+ +
Leu 1solcucil-IRNA sintetasa (EC 6.1.1.15) IL_S‘ / + +
«-1PM simtasa (K C 4.1.3.12) IRl 4 + “+
a-1PN-isomerasa TEU 1 + +
B-1PM Deeshidrogenasa ( EC 1.1.1.85) LEU 2 - -
Gin Proteina Activadora transcripeional LEU 3 + nd
CGlutamina sintetasa (F C 6.3.1.2) GIN 1 + -+
Glu Giutamato deshidrogenasa-NAD (EC1.4.1.2) GDH 2 + nd
“fhr/Met Glutamato deshidrogenasa-NADP (EC 1.4.1.3) | GDI7 - nd
Asparto cinasa (E € 2.7.2.4) HOM 3 +/-° +
Thr Aspartato ialdehido deshidrogenasa JIOAL 2 + -+
Met Homoscrina cinasa THR 1 + -
ATP sulorifasda AIET 3 ? el
APS cinasa MET 14 - il
Sulfito reductasa (FE C 1.8.99.1) MET 5 4 +
Tomocisteina metil transfoerasa MET 6 ? fal
Mctionil-tRN A sintctasa vt_ES 7 + +
“desrepresion dependiente de Gendp en el mRNA de 2/OAM3 en respuesta u ayuno de histidina y su T en una cepa
&cd-101 sugicre fuertemente a favor de quc HOM3 esta siendo sujeto al control general. *
*Un desrepresion convincente de mRNA se observo en una gcd-101, sol bajo ici de represi in de metionina.
“Si bien la wanscripcion de AETS parece estar lada por e 1 i, 1a ividad de 1a enzii sulhlo redu ftasa nose ha
obscervado que da a ayuno de histidina . Sin cmbargo la actividad de esta ima ca afc d; et MET10, AMETIS,

METI®y MET20, cn adicion a METS, y |a relacién gen-enzima no es clara , (Jones y Fink, 1982) n d = no determinado.




Factores regulatorios TRANS que participan en la respuesta del
control general de la biosintesis de aminoicidos.

A. Jerarquia de factores que regulan la transcripcion de los genes de
biosintesis de aminoacidos en respuesta a la disponibilidad de estas
moléculas.

Reguladores positivos y negativos en el control general: Han sido obtenidas
mutantes, en genes no ligados, que alteran la expresion de enzimas sujetas al
control general de aminoacidos. Con base en su fenotipo estas mutaciones
son de dos clases: GCN y GCD. Mutaciones en cualquiera de los 9 genes
(GCNI-9) son recesivas y alteran la desrepresion enzimatica bajo
condiciones de ayuno de aminoacidos. Mutaciones en cualquiera de los 12
genes GCD, control general de desrepresion, (GCDI-13; el GCD2 es el
mismo que GCD/2) aumentan la expresion de las enzimas sujetas al control
general bajo condiciones de no-ayuno. Las mutaciones gcn™ (control general
no desreprimible) han sido estudiadas con fusionnes génicas lacZ para
estudiar la expresion del gen His4 en particular, (Hinnebush, 1992).

Como las mutaciones gcn producen un fenotipo no desrepimible, sugiere que
los productos de los genes GCN son los reguladores positivos. Los nueve
genes GCN regulan, a nivel de transcripcion, la sintesis enzimatica
aumentando los niveles del RN A mensajero, (Hinnebush, 1988). El fenotipo
gen de no llevar a cabo la desrepresion, las hace ser mas sensibles que una
cepa silvestre a diferentes condiciones de crecimiento en las cuales la
biosintesis de algunos aminoacidos esta inhibida, bajo condiciones como: (1)
la presencia de andlogos de aminoacidos, (2) la presencia de una mutacion
portadoras en el gen estructural de una enzima de la biosintesis en cuestion y
(3) un desbalance de aminoacidos.

El fenotipo de mutantes gcd (control general desreprimible), sugiere que
los productos de los genes GC/DD actian como reguladores o efectores
negativos de la expresion génica. La desrepresion en la mayoria de las
mutantes gcd, no parece ser el resultado de la disminucion de la sintesis de
aminodcidos o la activacion de los t-RNA, (Hill y Hinnebush, 1988).

El producto Gendp es el regulador positivo en el control general de

aminoacidos: los genes GCN se han dividido en dos clases en base a sus
interacciones con las mutantes gcd. Con una sola excepcion, todas las dobles
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mutantes gcn4/gcd, examinadas a la fecha, tienen un fenotipo Gcen', siendo
incapaces de desreprimir las enzimas sujetas al control zeneral bajo
condiciones de ayuno.(Hinnebush y Fink, 1983a; Harashima v Hinnebush,
1986;. y Niederberger y col. 1981). Estos resultados demuestran que la
funcion del regulador positivo GCN+# es indispensable para la desrepresion,
aan en ausencia de los factores de regulacién negativa GCiD. Porque la
desrepresion asociada con las mutaciones gcd es completamente: dependiente
de la funcion de GCN4, lo anterior nos sugiere que los factores GCD, arriba
mencionados, acttian como reguladores negativos en el sistema de control
general por antagonismo o represion del producto Gendp, mostrando por
tanto una relacion epistitica para todas las combinaciones de mutantes
gen4/gcen, con la excepceion de gedS y ged8, (Figura 2).

Analizando la Figura 2 podemos decir que GCN+# codifica para un regulador
positivo, el cual actia directamente uniéndose a un gen estructural, bajo el
control general de biosintesis de aminoacidos; y que los productos Genlp,
Gen2p, y Gen3p actian indirectamente por desrepresion de GCN4 o
activacion del producto Gendp en células sometidas a condiciones de ayuno
de aminoacidos, (Hinnebush y Fink 1983a). El gen GCNJ codifica para una
proteina que se liga al DNA reconociendo secuencias reguladoras especificas
localizadas en la region promotora, de los genes particulares que regula,
estimulando su transcripcion. Se ha observado la expresion de la actividad de
p-galactosidasa, a partir de la fusion traduccional GCN4-lacZ, la cual se
desreprime cerca de 10 veces en cepas tipo silvestre, en respuesta a
condiciones de ayuno y que esta desrepresiéon no se alcanza en mutantes
gcn2 'y gen3 (Hinnebush, 1984 y Thireos y col. 1984).
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FIGURA 2

GCD1 HIS
GCD2 ARG
GDC3 TRP
GDC4 ARO
AYUNO GCN1 __ GDC6 __ LIS
oE—— GCN2 = GDC7 =—=| GCN4 =+ ik
AMINOACIDOS GCN3 GDC10 ILv
GDC11 GILN
GDC13 HOM
SUI2 MET
SUI3 THR

Jerarquia de los factores regulatorios de la transcripcion relacionados con el control
general de aminoacidos. Las flechas con sefialales positivas (+) indican interacciones de
estimulacion, las barras con sefial negativa (-) indican interacciones 3Je represion o
antagonistas. L.os productos de los genes GCN son efectores positivos; los genes GCD
son efectores negativos. El producto Gendp estimula la expresion de 12 diferentes vias
biosintéticas de aminoacidos, indicando que GCN¥ corresponde al gen estructural. Ver
Tabla | para relacionar cada gen con su enzima correspondiente, (Hinneby sh, 1992).
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B. Regulacion de la expresion de GCN4 a nivel traduccional.

Una region rio arriba (WuORF-upstream open reading frames-) del marco de
lectura abierta del gen GCN, regula la traduccion de su RNA mensajero en
respuesta a la disponibilidad de aminoacidos. Ha sido reportado que los
activadores o reguladores positivos Gen2p y Gen3p, asi como los
reguladores negativos Gedlp, Ged2p, Ged10p, Gedl1p y Ged13p regulan la
expresion de GCN4, a nivel traduccional, a través de un mecanismo
relacionado con cuatro sitios cortos localizados en la region lider del RNA
mensajero de GCN del marco de lectura abierta (uORFs), (Hinnebush,
1992).

La mayoria de los RNA mensajeros de levaduras, estudiados a la fecha, no
contienen un solo uORF, mas aun, la insercion de tan solo una de estas
regiones en la zona lider del RNA mensajero reduce invariablemente la
traduccion de secuencias codificadas rio abajo, (Hinnebush, 1992). Se
sugiere que el modelo de registro de la iniciaciéon para la traduccion
propuesto en muchos eucariontes, funciona también para levadura, (Kozak,
1989). Este modelo propone que, la subunidad ribosomal 40S se liga al
extremo 5° del RNA mensajero y recorre hacia la direccion 3° hasta
encontrar el primer codén de inicio, AUG, llevando a cabo la iniciacion de la
traduccion . De manera que cuando un uORF esta presente en una region del
RNA mensajero, la traduccion comienza preferentemente en este sitio y evita
la iniciacion hacia los codones de inicio situados rio abajo, (Kozak, 1989).

Con estudios de deleciones en los 4 uORFs (Hinnebush, 1984 y Thireos y
col 1984), o por medio de mutaciones puntuales en los cuatro codones de
inicio ATG (Mueller y Hinnebush, 1986) se ha demostrado la alta expresion
constitutiva de GCN4 independiente de los factores GCN y GCD, los cuales
normalemente regulan la expresion de GCN4. Estas mutaciones no alteran el
extremo terminal 5° o la abundancia del RNA mensajero de GCN4, lo cual
implica que los uORF inhiben la expresion de GCN4 a nivel traduccional,
debido a una restriccion en el recorrido de los ribosomas desde el extremo §°
del transcripto hacia el codén de inicio de GCN4.

En la Figura 3 se esquematizan algunas de las construcciones hechas
alterando la regién rio arriba de la zona lider del RNA mensajero del gen
GCN4, en todos los casos la secuencia lider esta fusionada con la secuencia
lac-Z al codon 55 del gen GCN4. En esta figura podemos observar que al
estar presentes, los uORF 1, 3 y 4 se reprime la traduccion de GCN4,;
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mientras que la presencia del uORF 3 o del uORF 4 se reduce la traduccion
de dicho gen en un porcentaje bajo con respecto a lo que ocurre en ausencia
de todos lo uORF, donde se observan los maximos niveles de expresion de la

actividad de B-galactosidasa.

En un gen tipo silvestre el uORF 1 actia como un elemento de control
positivo; ya que estimula la expresion de GCN4 unicamente en presencia de
uORF 3 o 4, pareciendo ser la funciéon positiva de este uORF 1 capacitar a
los ribosomas a superar la barrera traduccional impuesta por los uORF 3 y 4
¢ iniciar la traduccion en el codén de comienzo de GCN4, cuando las células
estan deprivadas de aminoéacidos.

Un alelo de GCN4, conteniéndo solamente los uORF 1 y 4 muestra una
regulacion cercana a la silvestre , lo cual indica que los uOFF 2 y 3 son
elementos redundantes negativos de la expresion del gen en cuestion,
(Mueller y Hinnebush, 1986).

Analisis mutacionales han mostrado diferencias funcionales entre los uORF 1
y uORF 4, sobretodo en las regiones que flanquean dichas secuencias, en la
Figura 3 se observa este fendmeno en las construcciones 6 a 9 en las cuales
cada insercién o reemplazamiento tiene un efecto diferente sobre la
expresion de GCN4, en algunos casos aumentando la expresion y en otros
disminuyéndola. En presencia de los uORF 1 y de los uORF 4 la traduccion
termina de forma diferente y la reanudaciéon o continuacion del registro
ribosomal y la reiniciacién rio abajo puede ocurrir de una manera muy
eficiente después de la terminacién del uORF 1 pero no después de la
traduccion del uORF 4. Desde este punto de vista, el cambio ¢n una region
terminal del uORF 1 con la normalmente presente en uORF 4 elimina la
reiniciacion rio abajo desde el uORF 1. Como esta alteracion eclimina la
capacidad del uORF 1 de estimular la traduccién de GCN4, ha sido
propuesto que la funcién positiva del uORF1 recae en su capacidad de
permitir a los ribosomas reanudar el registro siguiendo su propia traducciéon y
que estos ribosomas son capaces de cruzar los wORF 2, 3 y 4 bajo
condiciones de ayuno y traducir a GCN4, ( Mueller y col. 1987, Tzamarias y
Thireos, 1988 y Williams y col. 1988).

Al alargar el uORF4 y hacerlo sobrelapar con el inicio de GCNY¥, no se
afecta considerablemente la expresion, lo que puede sugerir que aquellos
ribosomas que traducen GCN+, no han traducido previamente ¢l uORF 4.

Existe evidencia de que los ribosomas fallan al reconocer los codones de
inicio de los uORF 2, 3 y 4 después de la traducciéon del uORF 1 y esto es
porque el intervalo de tiempo que toma el registro de los uORF 1 a uORF 4
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es insuficiente, bajo condiciones de ayuno, para reformar el complejo de
iniciacién con la subunidad ribosomal 40S. Bajo condiciones normales de
crecimiento, los ribosomas deberian recuperarse mas rapidamente y poder
reiniciar la traduccion de los uORF 2, 3 y 4 después de terminar la del uORF
1, (Abastado, 1991b). De acuerdo con este modelo, el control traduccional
de GCN49 resulta en un incremento en tiempo de registro para una
reiniciacion eficiente en células en ayuno de aminoacidos versus células no
ayunadas. Datos experimentales concuerdan con esta hipétesis en el sentido
de que inserciones de nucleodtidos, las cuales aumentan progresivamente la
distancia entre los uORF 1 a uORF 4, conducen paso a paso a una reduccion
en la traduccion de GCN4 bajo condiciones de ayuno. Es de hacer notar que
cuando el espacio entre los uORF 1 a los uORF 4 se incrementa casi al
mismo tamafio que el intervalo entre el uORF 1 a GCN4, presente en la cepa
silvestre, la desrepresion de GCN4 se elimina casi por completo Este es el
resultado esperado si el tiempo que toma a una cepa silvestre registrar del
uORF 1 a GCN+ es suficiente para que la mayoria de los ribosomas reinicien
Ja traduccion, aun en células sometidas a condiciones de ayuno de
aminoacidos.Cada vez que el intervalo entre uORF 1 a uORF 4 se aumenta,
en cuanto a distancia, la mayoria de los ribosomas seran competentes para
reiniciar mientras alcanzan el uORF 4, después de traducir este uORF, estos
ribosomas no pueden reiniciar otra vez en GCN4.

De igual manera una delecion (145 a 166 nucledtidos) en la misma region
reduce la expresion de GCN4, (construccion 13), por la razén de que una
distancia menor entre los WORF 1 y GCN44, causa que los ribosomas no
recuperen la habilidad de reiniciar para poder traducir a GCN4, (Dever,

1992).

Modelo para el mecanismo molecular del control traduccional de
GCN4.

Estudios bioquimicos en mamiferos han arrojado datos que muestran que la
fosforilacion del factor de iniciacion de la traduccioén, elL-2a en su Ser-51,
regula la iniciacion de la traducciéon, (London y col. 1987; Hershey, 1991).
En levadura se ha demostrado que el factor eIlL-2 esta relacionado
directamente en la seleccién del codén de inicio AUG por el ribosoma
durante el proceso de registro del mismo (Donahue y col., 1988; Cigan y col.
1989). Estas dos propiedades del factor ell.-2 y los resultados obtenidos de
andlisis mutacionales de 1a region lider del RNA mensajero de GCN+4, han
servido para integrarlos y proponer un modelo molecular de control
traduccional para dicho gen, de acuerdo al cual la fosforilacién de elL-2a, en
células bajo condiciones de ayuno, cambia la utilizacién de los sitios de la
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FIGURA 3
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Efectos mutacionales en la zona lider del mRNA de GGCNJ para la expresion de f3-galactosidasa de una fusiéon
GCN4-lacZ, bajo dos condici ® represi y (DR) desrepresion para genes sujetos al control general de
aminicidos.En el lado izquierdo de la Figura se muestra las secuencias de la zona lider de GCN4 con sus uORF
(cuadrcs marcados del 1 al 4) y el principio de la secuencia codificable para GCN4 (cuadro marcado GCNY), en
diferentes construcciones. Las cruces (X) sobre la region lider indic los p de ion en los d de
inicio de 1os uORF. Las constr i 6-9. an los & olid idos al primer ORF (WORF 1 6 4),
quc mdn,an 16 nucleétidos localizados rio arriba y 25 ledtidos normal i rio abajo del uORF4. Un
A largo rep la i6n del codon de término del vORF4 y dos codones de término mas situados rio
aba_lo (linea 10). Las construcciones de las lineas 11,12 y 14, con wriangulos invertidos, md:can las inserciones de
1 { linea 13 y

144 a 146 leotidos, los tri los A, indi deleci de 144 a 165 idos resy
15. En todas las constr i las i i don 55 del

lider de GCNY estan fi ias con lacZ al
gen GCN4. (Abastado y col. 1991a).

los
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iniciacion de la traduccion desde uORFs 2, 3 y 4 al del codon de inicio AUG
para GCN+, (Figura 4).

En condiciones de mo-deprivacion de aminodcidos, los ribosomas inician el
registro en el uORF 1 en la region lider del RNA mensajero de GCNJ,

termina la traduccion del codén de término de uORF 1 y cerca del 50% de
las subunidades ribosomales 40S se mantienen asociadas al RNA mensajero
y reanuda su registro rio abajo. La mayoria de estas subunidades recuperan
el complejo temario consistente en el factor elL-2, GTP y Met tRNAM,
antes de alcanzar el codén de inicio de los uORFs 2, 3 o0 4 y reiniciar la
traduccion de uno de estos uORFs. Los ribosomas del RNA mensajero
siguen la traduccion a los uORF 2, 3 o 4, se disocian y asi ninguno alcanza el
cododn de inicio AUG de GCN4 (Dever y col. 1992).

En condiciones de ayuno de aminodcidos, los RNA de transferencia
descargados, como respuesta a la condicion impuesta, se acumulan y
estimulan la actividad de cinasa del producto Gen2p, por interferencia con un
dominio de la histidil-tRNA sintetasa. L.a proteina Gen2p fosforila a la
subunidad a del factor elL-2 en la Ser-51. La fosforilacion de elL.-2a reduce
a cantidad de este factor activo disponible para la formacion del complejo
ternario, por medio de una inhibicion parcial del factor ellL-2B, ya que un
factor intercambiador de guanidina reemplaza GDP por GTP en el ellL-2
durante cada vuelta de iniciacion. El alto peso molecular del complejo Gedp
podria ser el equivalente, en levadura, al factor elL.-2B, lo que explicaria por
que mutaciones en las subunidades eILF-2 y en los factores GCD presentan
el mismo efecto de desrepresion en la traduccion de GCN4. Una disminucién
en la cantidad de los complejos ternarios, observados bajo condiciones de
deprivacion, provoca que cerca del 50% de las subunidades 40S,
registrando rio abajo, después de terminar la traduccion del uORF1, no logre
religarse al complejo temario conteniendo €l RNA de transferencia iniciador
antes de alcanzar el uORF 4 y de esta manera ignora los codones de inicio de
los uORF 2, 3 y 4. La mayoria de estas subunidades se ligan al complejo
ternario antes de que ellos alcancen el codén AUG de GCN+# y reinician la
traduccion en ese mismo lugar, (Dever, 1992 y Kozak, 1989).
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Condiciones de mo-ayuno
oIF-2.GDP

l complejo ¢lF.2. GDP

FIGURA 4 oir2-GTe

niveles alios

olF-2 GCN4

alF-2

GCN2

an-Z-GDP——L. elF-2~ (B
= eiF-28 )-——J

elF-2-GTP
/ i »-m.\

Modeclo que cxplica ¢l papel que jucga ¢l factor de iniciaciéon (clF-2) en cl control transcripcional de
GCN4. Se obscrva ¢t mRNA de GCN4 con sus uORF 1 y 4, (los vORF 2 v 3 sc omiten va que no son
indispensables para la regulacnén) se muestran las sccuencms que codifican c¢l inicio de GCN4 como
rectangulos. La sub ribxe 1 40S sc adih al o cuando sc ia al fi clF-2 y se
hace ¢ P para iniciar la transcripcion for do un ¢ plcjo ternario (subunidad 40S, clF-2 GTP
¥ Met-tRNA M) Jas subunidades sin b no son comp la subunidad 80S para traducir el
mensaje  se adihere al mensajero. Bajo condiciones normales, de no ayuno, cl factor elF-2eGDP se
recicla rapidamente a ¢lF-2eGTP, clecvando los niveles de éste v asi for do ci plecjo tcrnario. El
complcjo ternario s¢ reunc nucv con la subunidad 40S y rcgistra hacia rio abajo hasta terminar la
lectura del wORF1, llevando a la reiniciacion del wORF4, cn cuanto termina la lectura del wORF4 ya no
se lleva a cabo la reiniciacion de GCNJ, probablementc porque los ribosomas se¢ disocian del mensajero.
Bajo condicioncs de ayuno dc aminodcidos, los tRNA no pucden cargarse, aumentan y s¢ acumulan
prove > la i lacion de la ci Gen2p, esta enzima media una fosforilacion del clF-2, lo cual
provoca una inhibicion dec formacion de cIF-26GDP hacia cIF-2¢GTP dlsrmnuycndo sus m\'clcs. csto
provoca que la formacion dcl complejo ternario disminuya la tasa a la cual los ¢ de i
oompctcmc sc rcasocncn a la subunidad 40S para continuar con la traduccion del uORF 1, dc tal sucrlc
que idades no pucden iniciar la lectura del uORF4, esta subunidadces adqui elc >
ternario mientras registran a intervalos cl uORF4-GCNY v se inicia a cambio la transcripcion de GCN4
(Dever. 1992).
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C. Dominios funcionales del producto Gendp

El! dominio del extremo carboxilo terminal del producto Gendp es el
mediador para la unién del DNA y la dimerizacion de esta proteina.
Los residuos de aminoacidos del producto Gendp que intervienen en la unién
especifica al DNA, asi como en su activacion transcripcional, han sido
identificados por analisis funcional de deleciones en cepas gcri4. Estas dos
funciones requieren de dos segmentos diferentes del producto Gend4p. Un
fragmento de Gendp conteniendo 60 aminoacidos en el extremo del carboxi-
terminal, el cual ha sido sintetizado y traducido in vitro, se liga a un
fragmento de DNA conteniendo una secuencia TGACTC, de una manera
muy especifica. Estos 60 residuos del extremo carboxi-terminal, intervienen
también en la formacion de dimeros, lo que aparentemente es un requisito
indispensable para la union de este factor al DNA (Hope y Struhl, 1985).

El producto Gendp dimeriza a través de un dominio de “Cierre de
Leucina”. Los residuos del extremo carboxi-terminal del producto Gcn4p
han sido descritos como dominios permisivos de a-hélice, (Voght y col.
1987). Cuando se exhiben las secuencias de aminoacidos, de esta region en
a-hélice, se observa la presencia de una leucina cada 7 residuos a lo largo de
28 residuos de aminoacidos. La misma estructura ha sido encontrada en un
segmento de la oncoproteina Myc de rata, en Jun, en el prooncogen Fos y en
Gendp; (Landschulz y col. 1988). Se propone que estos extremos
polipeptidicos se presentan en conformaciéon de a-hélice, con sus cadenas
laterales de leucina extendiéndose desde la misma cara de la hélice y que la
dimerizacion de la proteina ocurre a través de una juxtaposicion antiparalela
de la a-hélice, por interdigitacion de las cadenas laterales de leucina, las
cuales sobresalen y de esta forma se produce un “cierre de leucina™. De
acuerdo con este modelo de ““cierre™ la periodicidad con la que se presentan
los residuos de leucina en el producto Gendp, del extremo carboxi-terminal,
es suficiente para que se lleve a cabo la dimerizacion de la proteina en
cuestion, (Figura 5). Experimentos se han realizado sustituyendo residuos de
leucina por valina y/o alanina, ambos buenos formadores de conformacion a-
hélice, actuando de la misma manera, promoviendo la formacion de dimeros
proteicos, (Sellers y Struhl, 1989).

Otra caracteristica que comparten Fos y Gendp es la presencia de una region
formada por aminoacidos basicos inmediata a la region del “cierre de
leucina™, hacia el amino-terminal. En el caso del producto Gcecndp este

21



segmento cae dentro de los 66 residuos del carboxi-terminal requeridos para
1a union directa con el DNA.

Trabajos realizados por Vinson y col. 1989, han demostrado que la region
basica y el “‘cierre de leucina” estan espaciados por el mismo namero de
residuos en Gecndp y en otras 9 proteinas relacionadas con “cierre de
leucina™; mas aan, la composicion de la region basica de estas proteinas es
compatible con la estructura a-hélice. Estas observaciones sugieren que el
“cierre” y las regiones basicas, forman una a-hélice continua, y que la region
basica, cargada positivamente, se repele mas que dimerizar. Esto produce
una estructura de “Y” en la cual el tronco esta formado por el “cierre de
leucina’ y los segmentos interactian en una vuelta enrollada, y los brazos
estan formados por una region basica en a-hélice divergiendo, (Figura 5),
O'Neil y col. 1991). Ha sido propuesto que en la bifurcacion de los brazos es
donde se lleva cabo el punto de contacto con €l DNA y que las dos regiones
basicas en hélice rodean al DNA envolviéndolo en direcciones opuestas y
llenando el surco mayor. El “modelo de tijeras’, propuesto por Vison y col.
(1989), postula que un enrollamiento se presenta en la region basica la cual
permite a la hélice seguir la curva del surco mayor y envolver al DNA. EIl
modelo de “bifurcacion helicoidal inducida™, que es la version del modelo de
O’Neil y col. (1991), postula un doblez liso de la hélice estabilizado por
contactos entre aminoacidos especificos conservados y bases expuestas en el

surco mayor del DNA. (Figura 5).

Los dos modelos coinciden con el analisis molecular de la union del
producto Gend4p a su respectivo sitio de accién y en que la proteina lleva a
cabo un pronunciado contacto simétrico en los dos sitios de las secuencias a
reconocer, € interactuan principalmente con el surco mayor del DNA. Se ha
observado que en solucion, las regiones basicas parecen estar sin estructura
caracteristica, lo que implica que la interaccién con el DNA es esencial para
estabilizar su estructura de a-hélice. Por otro lado se ha demostrado que
interacciones no especificas con DNA inducen unicamente una
conformacion helicoidal limitada, las cuales se llevaran a cabo, unicamente
por la especifidad de la union del DNA al producto Gendp, (Weiss y col.

1990).
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FIGURA 5

Region Bisica

. A
. ‘ { ) \J

(Cremallera de Leucina) -

. » .
. Region Basica

Maoxdclo generado por un ordenador para el complejo establecido entre la “cierre de leucina™ y el
dominio de DNA al cual se une, el producto Gendp se sintetiza y reconoce secuencias especificas
\} de a positiva, en respuesta a condiciones de

del DNA que regula transcripcic
ayuno expresado bajo ¢l control general de biosintesis de aminoacidos, (O'Neil y col. 1991).
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Dos activadores transcripcionales de levadura requieren de la funciéon
del producto GCNSp para promover los niveles normales de

transcripcion.

Una activacion traduccional adecuada del RNA mensajero de GCN4 es
indispensable para que la proteina Gen4p lleve a cabo la regulacion
transcripcional a su maxima capacidad. Sin embargo la magnitud de dicha
activacion sobre los diferentes genes que regula, esta determinada por la
naturaleza del sitio de unién a GCN4, (Hill y Struhl, 1986). El sitio 6ptimo
de union a GCN4, es una secuencia palindréomica perfecta: TGAC/GTCA; la
primera secuencia presenta una afinidad mayor para la union de GCN4 y la
ultima puede presentar mas alteraciones.

Se ha reportado en estudios recientes, que no es suficiente cierta cantidad del
producto Gendp para determinar los niveles transcripcionales de los genes
que esta proteina regula. Por analisis de efectos mutacionales, se ha
encontrado la presencia de una nueva proteina codificada por el gen GCNS,
Y que aparentemente €s necesaria para facultar al producto Gcecndp a
promover los maximos niveles de transcripcion de los genes sobre los cuales
actua. Por otro lado se ha encontrado que el producto GenS5p, también se
requiere para llevar a cabo la maxima activacion transcripcional de los genes
relacionados con funciones respiratorias mediados por el complejo HAP2-
HAP3-HAP4 (Forsburg y Guarente, 1989). Por lo tanto podemos afirmar que
la funcion de GCNS5 es necesaria para la actividad de, al menos, dos
reguladores transcripcionales. Asi mismo se ha observado que GonSp
comparte una region de similitud con otras proteinas de levadura y
Drosophila, las cuales también actian con una variedad de factores
transcripcionales, (Georgakopoulos y Thireos, 1992).

Mutantes en gcn3 se obtuvieron como cepas incapaces de crecer en un
medio sometido a limitacion de aminoacidos (Penn y col. 1983). Las cepas
que contienen esta mutacion recesiva muestran sensibilidad a crecer en un
medio en presencia de 3-amino-1,2,4-triazol (3-AT, deprivacion de
histidina); 5-metil-triptofano (5-MT, deprivacién de triptofano), a una alta
concentracion de leucina (limitacién para valina e isoleucina) y con o-metil-
treonina (limitacion de treonina); bajo estas condiciones todas las cepas
muestran una sensibilidad al crecimiento comparadas con el crecimiento de
una cepa silvestre isogénica. Sin embargo esta sensibilidad, para gcns-, es
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menos severa que la que presentan las mutantes gcn2”, gen3”, gcnl™ o gend4,
por lo que se puede concluir que la mutacion gcn5™ confiere un fenotipo
menos severo que las otras mutaciones dentro del sistema gcn.

La incapacidad de las cepas gcnl, gen2 y gen3 de crecer bajo condiciones
de limitacion de aminoacidos es el resultado de un defecto en el mecanismo
que activa la traduccién del RNA mensajero de GCNJ, sin embargo estas
cepas pueden crecer cuando se transforman con un derivado transcripcional
activo de GCN44, el cual tiene todos sus uORFs deletados, (Hinnebush, 1984
y Thireos y col. 1984). En contraste este derivado de GCNY¥, no recupera el
fenotipo de gcn5-, lo que sugiere que el fenotipo gcn3 no esta relacionado
con la cantidad del gen GCN+4 y que el producto GenSp no afecta la
activacion traduccional del RNA mensajero de GCN+4. Esto ha sido
confirmado, por ensayos en cepas gcn3, las cuales mantienen la capacidad
de activacion transcripcional cuando son crecidas bajo condiciones de
ayuno, (Georgakopoulos y Thireos, 1992).

Se ha observado que la activacion traduccional del RNA mensajero de
GCN-+, no se ve afectada en las mutantes gcn3, se han examinado los niveles
de RNA mensajero producidos en estas cepas bajo condiciones de represion
y desrepresion para los genes regulados por el producto Gendp. Resultados
de Georgatsou y col. (1992) muestran la comparacion de una cepa silvestre
con otra cepa conteniendo la mutante gen3, observandose que esta ultima
acumula menos RN A mensajero para los genes ensayados, HIS3, ILVI y
TRP3, cuando las células se crecen en condiciones de ayuno o limitacién de
aminoacidos. En contraste con lo anterior, la presencia de la mutacion gens,
aparentemente no afecta la regulacion normal del RNA mensajero de HIS+# o
del mensajero de ARG+ y tampoco afecta significativamente los niveles de la
expresion basal en todos los genes ensayados (Georgatsou y col. 1992),
como las cepas gcnS no crecen adecuadamente bajo condiciones de ayuno
de aminoacidos, esto podria considerarse indirectamente como un estrés,
para la célula, por deprivacion.

Se han reportado analisis de Northern en donde se observan los niveles de
RNA mensajeros en cepas transformadas con un gen derivado AORF-GCN4,
el cual causa la expresion constitutiva de estos genes. Tanto la cepa silvestre
como la transformada gcn35, con este derivado, crecieron a la misma
velocidad en medio minimo. El analisis de Northern mostré para las cepas
transformadas, que los niveles de los RNA mensajeros de los genes HIS3,
TRYP3 y ILVI, se redujeron en presencia de la mutaciéon gcnS, mientras que
el RNA mensajero de HIS+#, no lo hizo.
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La proteina GenSp es necesaria para que Gendp lleve a cabo la
activacion transcripcional de los genes que regula, (Forsburg y Guarente,
1989).

Las levaduras con una mutacién o delecion en GCNS35 crecen lentamente en
un medio al que se le impone una condicion de ayuno. Este fenotipo resulta
por la incapacidad de tales cepas de acumular suficiente RNA mensajero
para los genes de biosintesis de aminoacidos, cuando crecen bajo tales
condiciones de deprivacion. La regulaciéon transcripcional de los genes de la
biosintesis de aminoacidos esta mediada por Gecnd4p y requiere de la
derepresion traduccional del RNA mensajero de GCNY#, (Hinnebush, 1884,
Thireos y col. 1984)

Niveles normales de RNA mensajero de GCNS son necesarios cuando el
producto Gendp esta sobreexpresado. Ha sido demostrado que la mutacion
gcnS no afecta ni la transcripcion de GCN4, ni la activacion traduccional del
RNA mensajero de este gen. Por estudios de analisis de configuraciones de
promotores de regulacion minima, ha sido demostrado que la funcién de
GenSp es necesaria para alcanzar los niveles maximos de activacion
transcripcional que son mediados por el homodimero Gcendp,
(Georgakopoulos y Thireos, 1992). Este estudio confirma la fuerte
dependencia que existe entre el producto Gendp y la naturaleza del sitio de
union al DNA que regula (Amdt y Fink, 1986; Hill y Strhul, 1986), y
demuestran que los requerimientos del producto GenSp son altos para poder
incrementar la funcion de Gond4p cuando los sitios de uniéon de éste, al DNA
que regula, son mas débiles, lo cual confirma que el producto Gend4p podria
ser inestable (Tzamarias y col. 1989) en su unién con ciertas regiones del
DNA sobre el cual gjerce su regulacion, de tal suerte que el producto GenSp
actiia como co-activador del producto Gendp incrementando 1a union de éste
sobre el DNA que regula. Lo anterior se resume en que el producto GenSp
es un regulador postraduccional de Gen4p.

Otro dato interesante es el expuesto por Hinnebush (1992), en el que afirma
que los genes de la biosintesis de aminoacidos, tienen dentro de su promotor
diferentes elementos que contribuyen a elevar la expresion basal de éstos,
aunque los datos expuestos por Georgakopoulos y Thireos (1992), sostienen
que la expresion basal de HIS3 no requiere de la funcién del producto
GcenSp, sino de otros elementos, nuestros datos demuestran que la presencia
del producto Gen3p regula la expresion basal para GOGAT, cuando dicha
enzima se mide en una cepa baja en sintesis de glutamato, como seria el caso
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de una cepa gdh’, esto sera discutido en detalle mas adelante. Otros trabajos
sugieren que los genes de la biosintesis de aminoacidos que han sido
reportados como independientes de la funcion del producto GenSp, no lo son
asi para Gendp, ya que en éstos, aparentemente, su union al DNA es
sumamente eficiente y no requieren del coactivador GenSp, (Lucchini y col.

1984).
Se ha reportado también que el producto GenSp es importante y necesario
para mediar en los niveles de trancripcion de elementos CYC/! y UAS2;
dichos elementos regulan la transcripcion de una serie de genes relacionados
con la fosforilacion oxidativa (Guarente y col. 1984; Trueblood y col. 1988),
estos resultados son consistentes con el fenotipo presentado en las cepas

gcn5, las cuales crecen lentamente cuando se someten a condiciones
estrictas de aerobidsis.

Por lo anteriormente expuesto, se puede concluir, que el producto GenSp es
necesario para mantener los niveles normales de activacion de la
transcripcion, al menos, en dos sistemas regulatorios diferentes: la biosintesis
de aminoacidos y la aerobidsis. Por lo tanto el producto GenSp puede
considerarse como un activador general de la transcripcion que funciona en
concordancia con otros activadores transcripcionales que se unen al DNA.
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OBJETIVOS

1. Estudiar el papel del glutamato sobre la sintesis y actividad enzimaitica de
glutamato sintasa (GOGAT), en c€lulas de la levadura Saccharomyces

cerevisiae.
2. Conocer el papel que juega la mutacion gus2/gen3, sobre la actividad y/o
expresion de glutamato sintasa (GOGAT) en cepas de levadura gdh™.
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MATERIAL Y METODOS

Cepas.
La Tabla 2 describe las diferentes cepas empleadas en este trabajo. La

biblioteca genémica utilizada para las complementaciones, fue construida en
Ycp50 (ApR, URA3 CEN4,ARSI) por Rose y col (1987).

Medios de cultivo y condiciones de crecimiento.

Para cultivar levaduras se utilizaron los medios convencionales: El medio
rico (YPD), se preparo siguiendo la formula de Difco: extracto de levadura al
1%, peptona de caseina al 2%, dextrosa al 2% en agua destilada. Para
medios solidos se agrego agar al 2%e.

Medio Minimo (MM). Se preparo segun la féormula de Difco y siguiendo la
receta previamente descrita (Gonzalez y col. 1985). Como fuente de carbono
se adiciono dextrosa al 2% y la fuente de nitrogeno segun se indique. Los
requerimentos de auxotrofia se adicionaron al 0.01%%.

Las cepas bacterianas se cultivaron en medio completo (LB) siguiendo la
formula publicada previamente (Covarrubias y col. 1980). La
concentracion final de ampicilina en el medio LB fué de 100 pug/ml.

Con el fin de cultivar a la levadura en condiciones de ayuno se utilizaron
analogos de aminoacidos. Ayuno por tratamiento con S-metil-triptofano (5-
MT): las levaduras se cultivaron en YPD durante 18 horas a 30°C con
agitacion a 250 rpm., estos cultivos se centrifugaron, se resuspendieron y se
inocularon dos matraces uno sin el analogo y otro adicionando el anialogo 5-
MT a 1.25 mM ambos a una densidad Sptica de 0.50 mu, se incubaron a
30°C bajo agitacion a la velocidad ya descrita tomando alicuotas a los
tiempos 0, 2 v 3 horas en presencia y ausencia de 5-MT.

Ayuno por tratamiento con 3-amino-1,2.4-triazol (3-AT): las cepas se
cultivaron en MM durante 18 horas a 30°C con 250 rpm de agitacién, estos
se centrifugan, se resuspenden y se utilizan para inocular matraces a 0.20 de
densidad optica en MM sin el andlogo de aminoacidos y otro se inocula a
0.40 de densidad 6ptica en MM adicionando el analogo 3-AT 10 mM.
Ambos matraces se incubaron durante 6 horas a 30°C, agitados a 250 rpm.
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UTILIZADAS

TABLA 2 LISTA DE CEPAS
CEPAS GENOTIPO | Referencia
S. cerevisiae:
S288C MATa,GDH, GUSI, GUS2, GLTI Cold Spring Harbor
Laboratory
R787 GDH, GUS1, GUS2, ura3, lys, his Cold Spring Harbor
Laboratory
CN 31 MATa, gdh,gusli, gus2, GLTI1 Folch,J L., et al.
1989
KY117 MAT a, trpl, his3,ade2,lys2,ura3, StruhlLK , et al.
GDH,GLT1,GUSI1, GUS2 1981
ROMEX 0 2dh, his, gusl, gus2, ura3, GLTI Gonzalez A, et al.
1992
ROMEX 1 2dh, his, GUS1, gus2, ura3, GLTI Gonzalez, A., et al.
1992
AG 1 gdh, GUS1, GUS2, ura3, GLT1I Este trabajo
AG 1 Alé6 gdh, GUSI1, gus2A URA3, GLT1 Este trabajo
LAl GDH, GUS1, GUS2, ura3, GLT1 Este trabajo
LA 1 A28 GDH, GUSI1, gus2A, URA3, GLTI1 Este trabajo
F113 MATa, GDH, GUS1, GUS2, GCN4, Hinnebush, A.
GLTI1 1994
F 212 MAT o, GDH, GUS1, GUS2, gcnd, Hinnebush, A.
GLT? 1994
E. coli:
F-80 AlacZ, M15, endAl, recAl,
DH-alfa S hsdR 17 (r-K m+tk), supE44, th-1, d-, Hanahan, D.
rA4 96, (lacZY A-argF), U169 1963
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Construcciéon de las cepas ROMEX 0 y ROMEX 1.

La cepa CN31 previamente descrita (Folch y col.1989) , es portadora
de una mutacién monogénica que resulté en una carencia de actividad de
GDH-NADP (gdh), asi mismo, esta cepa es portadora de dos
mutaciones mas (gus/"y gus2’) que resultan en un fenotipo gogat. Por
lo tanto la cepa CN31 es un auxotrofo total de glutamato. Esta cepa se
cruzo por la mutante ura3” KY 117 (Tabla 2). De entre la progenie de esta
cruza, se selecciono la cepa ROMEX 0 con el siguiente genotipo: gdhl”,
gusl™, gus2, ura3 . Esta cepa se us6 como receptora en los experimentos
de complementacién con la biblioteca genomica de levadura contruida en
YcpS0 (Rose y col. 1987). La cepa ROMEX 1 se obtuvo de la cruza de la
cepa CN38 gdh”, GUSI", gus2, por la KY117 wura3 . Al igual que la
ROMEX 0, esta cepa se utilizé en experimentos de complementacion.

Las cepas haploides de tipo sexual opuesto, se cruzaron en YPD. Los
diploides resultantes se aislaron seleccionando para prototrofia y se
purificaron. La poblacion de la cruza se estudié por andlisis de esporas al

azar.

Transformacién.

S. cerevisiae se transformoé por el método de protoplastos descrito por
Hinnen y col. (1978). Las transformantes se seleccionaron como
protétrofas para uracilo y glutamato, en MM suplementado con los
requerimientos de auxotrofia de las cepas receptoras. Células
competentes de FE. coli, se prepararon segiin el método descrito por
Cohen y col. (1972). Las transformantes de £E. coli se seleccionaron para
resistencia a ampicilina (4pR) en medio Luria suplementado con el

antibidtico.

Determinacion de actividades enzimiticas.

Los extractos celulares se prepararon filtrando los cultivos en membranas
Millipore con poro de 45 u de diametro y suspendiendo las células
enteras en el buffer de extraccion correspondiente. Posteriormente las
células se rompieron por accién mecanica con perlas de vidrio en un
Vortex. L.os extractos de centrifugaron en microfuga durante 15 minutos a
15,000 rpm en frio.
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Para la determinacion de GDH-NADP se siguio el método d¢: Doherty,
1970. La GOGAT se ensayd con el método reportado por Roon y col.
(1974), utilizando como control de la actividad, la inhibiciéon por
azaserina, La actividad de glutamino sintetasa se determino con el método

de Ferguson y Sims, 1974.
La proteina de los extractos se determin6 por el método de Lowry y col.

1951.

Purificacion de plismidos.

Todos los plasmidos utilizados en este trabajo se purificaron usando el
protocolo de QIAGEN tip 500 para maxipreparaciones. Se utilizaron los
plasmidos: YCpSO (Rose y col. 1987), YIpS (Davis y col. 1980), y

PIJ2925 (Jansen y Bibb, 1993).

Subclonacién de GUS2/GCNS.

El plasmido pGB102 se digirié con Xhol-Pstl, obteniéndose un
fragmento de 1.9 Kb que contiene el gen GUS2 completo con su promotor
incluido. Este fragmento fue subclonado en el vector P1J2925 (Jansen y
Bibb, 1993), cortado con Sall-Pstl. Este plasmido se replica en E. coli y
confiere resistencia a ampicilina. Con este procedimiento se obtuvo el
pPCALl, se digirié con Bgl II, liberandose asi un fragmento Xhol-Pstl y
por lo tanto GUS?2. El fragmento Bgl 11 fue subclonado en el sitio tinico de
BamH1 de Ycp50, generiandose asi el pCA2, que ahora contiene el
fragmento minimo presente en pGB102 capaz de complementar la
auxotrofia por glutamico de la ROMEX 1 y ROMEX 0. Figura 5.

Aislamiento de RNA total para anilisis de Northern blot.

Preparacion de RNA total de levadura: protocolo modificado del de
Carlson y Bolstein, (1982). Se prepararon precultivos de MIM con los
requerimientos especiales de cada cepa, se dejé creciendo a saturacién
durante toda la noche, al dia siguiente se inocularon matraces de MM, a
una D.O o0 nm = 0.20, para las cepas que no se sometieron a zyuno y de
0.40 para las cepas que fueron tratadas con 3-AT. Se dejoé crecer 6 horas
bajo agitacion a 30°C. Se lavaron las células con agua + DPC 1ul/ml
(dietilpirocarbonato), recuperando los botones celulares en tubos de
microfuga. Se resuspendié en 470 ul de buffer de lisis, aiiadiend-:-
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inmediatamente 25 ul de SDS al 20% + 5ul de DPC. Se llevo a cabo una
extraccion con 500 ul de RFC (fenol: cloroformo: alcohol isoamilico:
hidroxiquinoleina, 25:24:1); agitando inmediatamente en an Vortex
durante un minuto, se incubaron los tubos, primero destapados, a 65°C
durante 2 minutos y después tapados durante 3 minutos, esto es 5 minutos
en total, se centrifugaron, se deshecho el precipitado y se repitid la misma
extraccion dos veces mads, 3 en total, se enfrio después de cada extraccion
en un baiio de hielo seco: etanol durante un minuto. Se recuperé la fase
liquida de la ultima extraccion y se afadieron 5ul de MgCl, 100 mM. Se
llevé a cabo una extraccion mas pero esta vez con Fenol: Cloroformo
(24:1), se centrifugd y se alicuotaron 400ul del sobrenadante + 40 ul de
acetato de sodio 3M a pH 5.2 y 2.5 volumenes de etanol. Se incubaron
los tubos en un bailo de hielo seco-etanol hasta que se congelaron,
aproximadamente 15 minutos, se centrifugd durante 15 minutos a
velocidad maxima en una microfuga y el precipitado se resuspendio en
200 ul de etanol al 80%, se centrifugd y secd el precipitado, se
resuspendio en 50 ul de agua + DPC y se guardo a -70°C . Es importante
llevar a cabo esta extraccion usando guantes en todos los pasos.

Gel de agarosa para RNA total: Se limpié la camara de
electroforésis y los accesorios, peines, soporte, etc., con una solucion de
SDS al 1% y se enjuagd con agua + DPC. Se utilizé el protocolo
propuesto por Sheiness y Sullivan (1986). Se preparé un gel de agarosa al
1 % en buffer MAE, se dejo enfriar y se afiadio formaldehido al 2.226 de
concentracion final.Una vez solidificado el gel se enfrié durante 15
minutos en el refrigerador. Las muestras se prepararon con 50 p.g de RNA
total, 40 ul de mezcla de corrida y 2 ul de EtBr 0.1%. Se desnaturalizo a
56°C durante 15 minutos y se cargé el gel. Se corrié cerca de 4 horas a
100 V. Se visualiz6 el gel a través de un transiluminador de UV, se lavo
el mismo dos veces con SSC 10x durante 20 minutos para climinar el

formaldehido.

Transferencia a membrana de Nyion para andlisis de Northern
blot: protocolo modificado de Thomas, (1980). Se coloco el gel de
agarosa en un puente de papel Wharman 3 MM, haciéndo conta:zto con
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una solucion de SSC 10x, el gel se cubrié con una membrana de nylon
Hybond, Amersham, se colocaron cerca de 10 cm de altura de papel
absorbente y un peso de cerca de 500 g en la parte supericr. Se dejé
durante 12 horas al menos, se retiré la membrana Hybond y se lavd con
SSC 1x,y se fijé con luz UV durante 5 minutos a baja intesidad. Se seco
a temperatura ambiente hasta dejarlo humedo y se guardo en frio o se usé6
para hibridar, en ambos casos en una bolsa de celofdn especial para tal

fin.

Obtencién de sondas.

Purificacion: se corrié un gel de agarosa al 1% en TBE durante cerca de
2 horas a 70 V,.con el plasmido, previamente digerido, o con la sonda
que se queria purificar. Se extrajo, una vez visualizada en UV la banda de
eleccion, se corté un pozo justo debajo de ella y se rellend con agarosa de
bajo punto de fusion al 0.6%, se dejo gelificar durante 30 minutos a 4°C y
se volvio a correr el gel al mismo voltage hasta que la banda de interés
migré a la agarosa de bajo punto de fusion. Una vez ocurrido esto, se
corto la banda y se incubd a 65°C, con objeto de fundir la agarosa. Se
agregd 1/10 de volumen de NaCl 5 M, se mezclé bien y se dejé a 65°C
por 5 minutos mas y después se incubo a 37°C por otros 5 minutos. Al
mismo tiempo se saturé fenol con NaCl 1 M centrifugandose éste y
obteniéndose la fase superior que sirvio para extraer el DNA de la
agarosa de bajo punto de fusion, se llevé a cabo la extraccion mencionada
a 37°C anadiendo al tubo de agar 2/3 de volumen del fenol saturado e
inmediatamente después se agitd en Fortex durante 30 segundos, trabajar
lo mas riapido posible para evitar que la agarosa se gelifique. Se
centrifugod y recuperé el sobrenadante, se aiadieron 45ul de TE o agua y
Sul de NaCl SM, se agito con Vortex, se centrifugé y mezclo la fase
acuosa con la anterior, se ailadi6 1 volumen de fenol.clorofoormo, se
agitd 15 segundos en Vortex y se centrifugd dos minutos. Se transfirio la
fase acuosa a un tubo limpio y se repeti6 la ultima extraccion
fenol:cloroformo. Se pasé a un tubo nuevo y se afadié 1 volumen de
isopropanol. Para aumentar la recuperacion del DNA se puede afiadir 10
g de RNA de transferencia. Se mantuvo a -20°C durante al menos 2
horas. Se centrifugé 10 minutos a 14,000 rpm en la microfuga. Se sacé
todo el alcohol con una pipeta, con cuidado de no perder el botén que
normalmente es muy pequefio y puede despegarse facilmente, se seco y

resuspendio en 50 ul de TE.
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Las sondas utilizadas fueron: GL7 / que corresponde a un fragmento
intemo de dicho gen obtenido por digestion EcoR1-EcoR1 de 4.5 Kb,
(Cogoni y col. 1995). Fragmento intermo del gen H/S 3 de 1.7 Kb, (Struhl
y Davis, 1980). Fragmento del gen de actina de 1.5 Kb, obtenido por
Gallwitz y Seildel, (1980), este gen se utiliza en los ensayos de Northern
blot como control, ya que es un gen constitutivo y no esta regulado por el

sistema GCN.

Digestiones con enzimas de restriccién: se utilizaron las enzimas
como se indica en las instrucciones del fabricante. Se incubaron el tiempo
y a la temperatura adecuadas para cada enzima, se corrieron en un minigel
de agarosa al 1% a 70 V en una camara de electroforesis, por 1 hora. Se
visualizaron las digestiones a través de luz UV y se estimé la
concentracion segun se visualizé en comparacion con el DNA del
bacteriofago I.ambda digerido con Hind II1 y que se us6 como control a
500ng/ul. .

Las enzimas utilizadas en este trabajo fueron: Aatll, BamH1, Bglll, Clal,
EcoR1, Hind IIl, Pstl1, Smal, Sall y Xhol.

Marcaje de sondas por “Marcaje al Azar”: se utilizo el estuche de

reactivos Random_ Primed DNA labeling Kit, de Boehringer Mannheim

Biochemica como se indica en el instructivo. El isétopo radiactivo
utilizado fue [a*?P] ACTP.

Cuantificaciéon de la radiactividad incorporada: se tomaron 2ul de
una dilucion 1:100 de la sonda marcada y se colocaron en el centro de un
papel filtro Whatman DE-81, se dejo secar y se lavaron tres veces con 25
ml de Na,PO, 0.5 M durante 5 minutos cada uno. Se lavé con agua dos
veces durante un minuto y luego con etanol 2 veces por un minuto. Se
seco al aire, se introdujeron los filtros en viales con 5 ml de liquido de
centelleo y se conté la cantidad de 3?P incorporado. Se calculé la
radiactividad incorporada con respecto a las cpm del filtro no lavado.

Hibridacién para Northern: Se prehibridé la membrana de nylon,
previamente transferida, con una mezcla de prehibridacién en 10 ml se
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precalenté a 65°C y se introdujo en la bolsa de hibridacion, se dejo bajo
agitacion lenta 30 minutos a 65°C. Una vez transcurrida la prehibridacion,
se introdujo la sonda marcada correspondiente, se sell6 la bolsa y se dejo
hibridando durante 18 a 24 horas con agitacion lenta a 65°C.
Transcwrido el tiempo se abrié la bolsa se recupero la sonda marcada y
se lavo el filtro de nylon dos veces con SSC 2x + SDS 0.1% a 65°C
durante 5 minutos el primer lavado y 30 minutos el segundo. Enseguida se
lavo con SSC 0.15x + SDS 0.1% dos veces a 65°C primero 10 minutos y
luego 20 minutos. Se seco el filtro al aire hasta que estuvo humedo y se

conservo envuelto en papel celofdn autoadherible.

Autorradiografia : se cubrieron las paredes de un casserte para
autorradiografia con cel/ofdn autoadherible, evitando que se seque el filtro.

Se coloco éste con cuidado de que no quedaran burbujas, se estimo el
tiempo de exposicion midiendo con un contador de radiactividad Geiger
la sefial radoactiva. Se coloco encima la pelicula fotografica Kodak X-
OMAT™ 4R en el cuarto oscuro. Se dejo exponiendo de acuerdo a la

seilal entre 1 hora y varios dias a -70°C. Se revelo.

Reutilizacién de los filtros de Nylon Hibridados: es necesario
reutilizar los filtros dado que deben hibridarse varias sondas sobre ellos,
al menos una mas como control interno, en todos los casos se utilizo la
sonda de actina, ya que es un gen constitutivo que no es regulado por
este sistema. El filtro no debe dejarse secar jamas y debe lavarse antes de
reusarlo en 250 ml de SDS 0.1%6 hirviendo, dos veces. Se verificé que la
seilal radiactiva hubiera desaparecido por estimacién con Geiger o
exponiéndo de nuevo el filtro con una pélicula fotografica, se guardé en

plastico autoadherible a 4°C .

Aislamiento de DNA genémico para andlisis de Southern blot.
Preparacion de DNA genomico de levadura: se siguio el protocolo “a
ten minute DNA preparation from yeast” establecido por Hoffman y
Winston (1987). Se rompieron las células con un detergente y perlas de
vidrio por agitacion y se llevaron a cabo dos extracciones con
fenol.cloroformo:isoamilico, se precipité con etanol v se resuspendié el
botén en TE. Se visualiz6 en luz UV la calidad de la preparacion

mediante un minigel de agarosa 0.8%.
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Digestién de DNA genémico: se digierié con Hind 111, buffer NEB 11
y agua, se incubé a 37°C durante 12 horas, se corrié un gel grande de
agarosa al 0.8% en TBE 1X a 70 V, durante 4 horas, se observo en luz
UV y se transferiéo a una membrana de Nylon.

Transferencia a membDrana de Nylon para andlisis de Southern
blot: el gel de agarosa debe ser tratado previamente antes de transferir a la
membrana de nyl/on, el procedimiento fue el siguiente: se incub6 el gel en
HC1 0.2N durante 10 minutos, enseguida se lavo dos veces con agua; se
desnaturalizé el DNA, incubando el gel en NaCl 1.5 M y NaOH 0.5N, bajo
agitacion constante durante 45 minutos a temperatura ambiente; se lavo el
gel en agua dos veces y se incubd para neutralizarlo en TRIS-HCIl 1M pH
7.4-NaCl 1.5 M con agitacion constante durante 30 minutos a temperatura
ambiente; se descarto esta solucion y se volvio a agitar durante 15 minutos a
temperatura ambiente, otra vez con TRIS-HCI1 1M pH 7.4-NaCl 1.5 M. Se
moj6 la membrana de Nylon en agua y una vez listo el gel se formé un
puente con papel filtro Whatman 3MAM en contacto con SSC 10X, igual que
se describio en el inciso de -transferencia para Northerm-. Se dejo cerca de
24 horas y se levanto la transferencia lavando el filtro con SSC 6x durante 5
minutos, se expuso para su fijacion a luz UV por 5 minutos a intensidad baja.
Se seco hasta dejarlo himedo y se colocé en una bolsa de hibridacién o

cubierto de plastico autoadherible y se guardo a 4°C hasta su uso.
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RESULTADOS

EL. GLUTAMATO REPRIME LA EXPRESION DEL GEN GLTI QUE
CODIFICA PARA UN MONOMERO QUE CONSTITUYE A LA
GOGAT DE Saccharomyces cevevisiae

Como se menciono en la INTRODUCCION la levadura Saccharomyces
cerevisiae posee dos vias para la biosintesis de glutamato; Ila
deshidrogesana glutamica biosintética (GDH-NADP")-(GDHI) y la ruta
constituida por la glutamino sintetasa (GS)-(GLN1) y la GOGAT, (GLT
1). Por este motivo, el aislamiento de mutantes auxotrofas para este
aminoacido, supone la supresion de ambas vias. Siguiendo el método de
seleccion propuesto por Driellen y Lacroute (1972), en nuestro
laboratorio, se aislaron mutantes carentes de la actividad de GDH-
NADP’, (Folch y col.1989). Cuando se determindé la actividad de GOGAT
en una de las mutantes carentes de actividad de GDH-NADP* (CN31),
encontramos que ésta presentaba una actividad especifica de GOGAT que
era el doble de la presente en la cepa silvestre (Tabla 3). En virtud de que
una mutante gdh” carente de la actividad de GDH-NADP" acumula una
poza de glutamato considerablemente menor que una cepa silvestre (Floch
y co0l.1989), consideramos, que el incremento de actividad observado en
esta mutante pudiera ser debido a un fenémeno de desrepresion similar al
descrito en Bacillus subtilis (Bohannon y Sonensheim 1989). La Tabla 3
muestra, que cuando se determiné la actividad de GOGAT en extractos
obtenidos de la cepa silvestre y de la mutante gdh™ crecidas en presencia
de glutamato , ambas cepas presentaron la misma actividad, la cual
correspondi6 a la encontrada cuando la cepa silvestre se cultiva en medio
minimo (Tabla 3). Estos resultados indican que en presencia de glutamato,
la actividad de GOGAT disminuye en mutantes gdh’.

Con el fin de determinar si la regulacion ejercida por glutamato era a nivel
de transcripcion se realizé un analisis tipo Northern con RNA total
obtenido tanto de la cepa silvestre como de la mutante gdh™ cultivadas en
amonio o en glutamato como fuentes de nitrogeno. El RN A mensajero de
GOGAT se detecté utilizando un fragmento de 4.5 Kb del gen GL7 / que
se ha identificado como el gen estructural de GOGAT (Cogoni y col.
1995). Como se muestra en la Tabla 3, la concentracion del RNA
mensajero de GL7 I aumenta 3 veces en la mutante gdh™ cultivada en
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TABLA 3. Actividad enzimidtica de GOGAT y niveles de RNAm de GLT/ y

HISS.
FUENTE DE GOGAT" GLTi" HIs3®
CEPAS NITROGENO Act Esp RNAm RN Am
S288C NH SO,
0.03 0.30 0.92
(GDH’; GUS2") 40 mM
S288C Glutamato 0.03 : 0.26 1.13
(GDH"; GUS2") 7 mM
AG1 NH.SO, 0.06 0.60 0.93
(gdh'; GUSZ‘) 40 mM
AG1 Glumu_mto
(gdh’; GUS2") 7 mM
ROMEXI1 NH.SO. -
(gdh'; gus2) 40 mM. .
ROMEX1/pCA NH SO, T
0.06 0.60 ‘ 0.90
(gdh’; GUS2") 40 mM

“Actividad especifica de GOGAT expresada en pmoles/min/mg proteina.

b PRI
RNAm de GLT/. Los valores presentados son resultados de andlisis
densitométricos. utilizando RNAm de actina para normalizar. La sonda utilizada

corresponde a un fragmento (EcoR1-EcoR1) interno de GLT/ de 4.5 kb (Cogoni y
col. 1995).

“RNAm de HIS3. Los valores presentados son resultados de andlisis
densitométricos. utilizando RNAm de actina para normalizar. La sonda utilizada
corresponde a un fragmento Bam HI de 1.7 Kb del que contiene HIS3 y un
fragmento del gene adyacente DED/ (Struhl. 1985).
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amonio como unica fuente de nitréogeno, de tal manera que el aumento de
actividad de GOGAT observado en esta condicidon corresponde a un
aumento en el RNA mensajero de GL7 /. La Tabla 3 muestra que la
expresion de HIS3, no se modifica por accion del glutamato.

Estos resultados permiten concluir que la expresion de GL7T [ se regula
por glutamato a nivel de transcripcion.

CLONACION Y CARACTERIZACION DE UN GEN QUE
COMPLEMENTA LA FALTA DE ACTIVIDAD DE GLUTAMATO

SINTASA.

A partir de una mutante (CN31) (Folch y col. 1989), carente de actividad
de GDH-NADP", se aislé una mutante auxétrofa de glutamico (CN39)
(Folch y col. 1989). El an#ilisis genético y bioquimico de una de estas
mutantes (CN31), permitié demostrar que esta cepa carecia de actividad
de GOGAT y que este fenotipo se debia a la presencia de dos mutaciones:
gusl y gus2 que segregaban independientemente. Al cruzar la cepa CN31
con una silvestre, se obtuvieron mutantes monogénicas afectadas
solamente en gus/ o en gus2. Estas conservaban actividad parcial de
GOGAT y por lo tanto no eran auxoétrofas totales de glutamato. Estos
resultados, sugerian la existencia de dos isozimas de GOGAT en S.
cerevisiae, sin embargo se encontro, que esta levadura posee una sola
GOGAT homotrimérica compuesta por subunidades de 200 kDa (Cogoni
y col. 1995). Estos resultados indican que las mutaciones gus/ y gus2 no
pudieron haber afectado el gen estructural de GOGAT (GL7 7). El estudio
del papel que juegan GUS/! y GUS2 en la regulacion de la actividad de
GOGAT nos intereso, ya que a la fecha no se conocia nada acerca de la
regulacion de GOGAT en levadura. Por lo tanto, nos propusimos clonar
GUS1I y GUSZ2 y estudiar su papel fisiologico. En este trabajo se presentan
los resuitados en relacion a la clonacién y caracterizacion de GUS?2.

Con el fin de clonar GUS2, se construyeron dos mutantes: ROMEX 1
(gdhl". ura3”, GUS1", gus2) y ROMEX 0 (gdh", ura3-, gusl ,gus2’). Aan
cuando la mutante ROMEX 1 es GUS/", la auxotrofia parcial por
glutamico que presenta es tan severa que permitié la complementacion
simultanea del requerimiento por uracilo y por glutamato, al igual que en
la ROMEX 0, que es un auxotrofo total de glutamato. La
complementacion genética de ROMEX 1 y ROMEX 0 se llevé a cabo
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utilizando un banco genomico de levadura, construido en un vector
centromérico utilizando la capacidad de sintetizar uracilo (UUR43%) como
marcador. Se obtuvieron 21 transformantes prototrofas para uracilo y para
glutamato. De éstas, 12 recuperaron la actividad de GDH-NADP* y 9
recuperaron la actividad de GOGAT. A partir de estas ultimas se
purificaron los plasmidos que complementaban la carencia de GOGAT y
se construyé un mapa de restriccion (Figura 6). Utilizando la estrategia
descrita en MATERIAL y METODOS, se subcloné en YCpSO el
fragmento minimo capaz de complementar a la ROMEX 1 y ROMEX 0O
obteniéndose asi el plasmido pCA (Figura 6). La Tabla 3 muestra la
actividad de GOGAT presente en la cepa silvestre (S288C), en una
mutante gdh”; GUS2" (AG1) y en la mutante ROMEX1 (gdh’, gus2). Se
observa claramente, que cuando la cepa ROMEX 1 se complementa con
el pCA (ROMEX 1/pCA), la actividad de GOGAT aumenta al doble.

Estos resultados permiten concluir que la presencia del gen GUS2 es
necesaria para que la actividad de GOGAT aumente al doble en una cepa
carente de GDH-NADP*; es decir, GUS2 actiia como un efector positivo.
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Figura 6
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Se muestra el plismido pGB102 digendo con \%o/-Pstl, fragmento que contiene al sen GUS2 GCN'S con
su promotor (1.9 Kbl Esic fragmenio se subclona en el vactor PLIZ92S, digerido con Sall-Pst2. Por

seplicacidn en £ coli se odtiene ¢l plismido pCA1 el cual se digicte con Bgl /1, liberdndo asi ¢l fragmento
\hol-Pstl que conticne a GLS GCNS. Este X

se en Yecp40 i en su dnico
$itio Bam/i{1, dando lugar ai plasmido PCA2 ct cual complementa a las cepas Romex 3 » Romex O para su
aunotrofla por glumato. Los sitios de reswriccidn s abrevian de la siguicnie forma: B, BamH!; C, Cla /; E,
EcoRI: . Hind 21, P, Pst 1. S, Smal, SL. Sai I, X \#ho 1.
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cQUE PAPEL JUEGA EL PRODUCTO DE GUS2 EN LA EXPRESION
DE GLT 1 ?, ;. TIENE ALGUN PAPEL EN EL EFECTO REPRESIVO

MEDIADO POR GLUTAMATO?

La secuencia del gen GUS2 (Figura 7) y la comparacion de ésta en los
bancos de datos (Zurita y Gonzilez, comunicacion personal), mostré que
GUS?2 era idéntico al gen GCN35 previamente descrito (Georgakopoulos y
Thireos, 1992), que codifica para un coactivador que puede funcionar
aumentando la transcripcion de ciertos genes al asociarse con algunos
activadores de la transcripcion. Este hecho se deriva de que GCNS,
contiene un motivo conocido como bromodominio presente en otras
proteinas caracterizadas como coactivadoras (Figura 8). Uno de los
activadores con los que se asocia el producto de GCNS5 es el producto de
GCN4. Este producto participa en un sistema global de regulacion de la
trancripcion de una serie de RNA mensajeros que codifican para enzimas
de las vias biosintéticas de aminoacidos. El aumento en la transcripcion de
los genes sujetos a control por GCN ocurre en células ayunadas de
aminoacidos, porque en estas condiciones se elevan los niveles del
producto Gendp, sin embargo, la complementacion de las cepas ROMEX
1 y Romex O por GUS2" no se hizo en condiciones de ayuno. Esto podria
sugerir que al igual que para el caso de la expresion de HIS4, HIS3, ARG+#
y ARG3 (Hinnebush, 1992), el sistema GCN pudiera regular la expresion
basal de (GL7°/ no dependiente de condiciones de deprivacion. Ya que la
regulacion de estos genes a nivel basal ocurre a nivel de transcripcion, se
realizé un analisis tipo Northern con RNA total obtenido de las cepas
ROMEX 1 y ROMEX 1/pCA. Como se observa en la Tabla 3, la cepa
ROMEX 1 y ROMEX 1/pCA presentan niveles similares de mensajero

para GLT 1.

Estos resultados muestran que la presencia de una copia silvestre de
GUS?2 es indispensable para que se incremente la actividad enzimatica de
GOGAT en una cepa gdh . Sin embargo, los resultados del andlisis tipo
Northern indican que los niveles de RNA mensajero de GL7 / estan
elevados en cepas gdh tanto gus2- (ROMEX 1) como GUS2" (ROMEX
1/pCA) (Tabla 3); de tal manera que se puede concluir que el producto de
GUS?2 participa en el incremento de actividad, sin modificar los niveles de
transcripcion de GL7 /. Ya que la desrepresion de GLT / observada en
ausencia de glutamato si ocurre a nivel de transcripcion, podemos concluir
que el producto de GUS2 no juega ningun papel en este fenémeno. La
Tabla 4 muestra, que cuando la cepa ROMEX 1 se cultiva en glutamato
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como unica fuente de nitrégeno, tanto la actividad de GOGAT como el
RNA mensajero de GL7 7/ son menores a los encontrados cuando la cepa
se cultiva en amonio como unica fuente de nitrégeno. La Tabla 4 también
muestra que la expresion de GLT / de la mutante ROMEX 1/pCA también
se reprime en presencia de glutamato. Estos resultados confirman que el
producto de GUS2 no participa en la regulacion de la expresion de GLT 7
dependiente de glutamo.

Como se mencioné anteriormente, la secuencia GUS2/GCNS indicSo, que
el producto de este gen corresponde a un coactivador de la transcripcion,
(Georgakopoulos y Thireos, 1992; Zurita y Gonzilez comunicacion
personal). Asi mismo, se ha propuesto que GCNS5 actua aumentando la
actividad de varios activadores (Georgakopoulos y Thireos, 1992). De
entre los activadores con los que se ha encontrado que interacciona el
producto GenSp se encuentra Gendp, el complejoHAP2- HAP3- HAP+
(Georgakopoulos y Thireos, 1992) y 4DA42 (Marcus y col. 1994). Dado
que el sistema GCN+4 regula la expresion de genes implicados en la
biosintesis de una variedad de aminoacidos, se podria suponer que en el
caso de la regulacion de GOGAT, GUS2/GCNS5 funcionara activando al
producto Gen4p. Sin embargo, nuestros resultados indican que el aumento
de actividad en GOGAT dependiente de GUS2/GCN35 no modifica los
niveles de RNA mensajero de GL7 7/, (Tabla 3) ni ocurre en condiciones
de deprivacion de aminoacidos. Por lo tanto, se podria proponer, que en
este caso GUS2/GCNS actaa activando un sistema distinto de GCN4 que
regula positivamente la transcripcion de un gen cuyo producto regula
postraduccionalmente la actividad de GOGAT. Considerando, que por un
lado, el sistema GCN regula la biosintesis de aminoacidos, y que se ha
probado que GCNS activa al producto Gendp, se decidio estudiar el papel
de GUS2/GCNS sobre la expresion de GLT !/ en condiciones de ayuno,
que es en donde se ha descrito que GCN pudiera jugar un papel mas
importante (Hinnebush,1992).
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TABLA 4. Actividad enzimdtica de glutamato sintasa y expresion de RNAm de GLT/.

CEPAS ROMEX!  ROMEXI ROMEX1/pCA  ROMEX1/pCA

FUENTEDE NHs040mM glutamato 7TmM  NHso40mM  glutamato TmM
NITROGENO

GOGAT 0.025 00108 0058 0.04

h gy
ar’ | |

o P
HIS3 - -
w v -

ACTINA' -

d P o . e
Actividad especifica de GOGAT expresada en fmoles por minuto por miligramo de
proteina

h e, . . - 2 vy oot . . -
Como sonda se utilizo un fragmento interno de 4.5 Kb de GLTT (Cogni v col. 1993)
“Como sonda se utilizé un fragmento interno del gene HIS3 (Struhl y Divis, [980)

‘l ae . - . 1 . 1 3
Como sonda se utilizd un fragmento del gene de acting (Gallwitz y Seildel, 1980)




EFECTO DEL AYUNO DE AMINOACIDOS SOBRE LA ACTIVIDAD
DE GOGAT.

Como se menciona en INTRODUCCION, en Saccharomyces cerevisiae,
la expresion de muchos de los genes que codifican para las enzimas que
participan en la biosintesis de aminoicidos se regulan a nivel de
transcripcion. Este sistema de regulacion global funciona, cuando la
levadura se cultiva en condiciones en las que se genera un desbalance
nutricional tal que para obtener un crecimiento tipo silvestre se requeriria
afadir aminoacidos o cuando un auxoétrofo dado se cultiva en ausencia del
aminoacido que requiere. Este sistema se denomina GCN (general control
of nitrogen-control general de la biosintesis de aminoacidos-) y resulta en
un incremento en la sintesis de RNA mensajero de los genes regulados por
este circuito, cuando la célula se encuentra en condiciones de ayuno de
aminoacidos. Se ha demostrado, que en todas las rutas biosintéticas hasta
ahora analizadas, al menos una de las enzimas que participa, se encuentra
regulada por este sistema, sin embargo, en ¢l caso de la biosintesis de
glutamato, la participacion del sistema GCN en el control de la expresion
de la GDH-NADP" como de la GOGAT no ha sido estudiado.

La participacion del sistema GCN en la regulaciéon de 1a expresion de un
gen determinado puede analizarse utilizando diferentes enfoques
experimentales. En nuestro caso, el primer enfoque que se utilizé, fue el
de cultivar un auxotrofo de histidina en ausencia y en presencia de este
requerimiento, midiendo en cada una de estas condiciones la actividad de
GOGAT. Como se muestra en la Tabla 5, el ayuno de histidina, no resulté
en un incremento en la actividad de GOGAT, sugiriendo por lo tanto, que
la expresion de GL7 / no esta regulada por GCN.

Una manera altemativa para ayunar un cultivo de aminoacidos, es el uso
de analogos. En muchos casos, los anadlogos de aminoacidos inhiben la
actividad de alguna de las enzimas que participan en la via biosintética
pertinente, resultando en una auxotrofia fenotipica. Los anidlogos mas
utilizados son el S-metil-triptofano (5-MT) y el 3-amino-1,2,4-triazol (3-
AT). Al incubar una cepa de levadura en presencia de S-MT o de 3-AT, se
inhiben respectivamente la biosintesis de triptofano o histidina,
produciéndose una deprivacion o ayuno del aminoicido correspondiente.
La Tabla 5 muestra que tal y como se esperaba, la actividad de GS
aumenta en extractos obtenidos de levaduras incubadas en presencia de 5-
MT, ya que ha sido reportado que este analogo desreprime la actividad de
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TABLA 5. Actividad enzimdtica de GOGAT y GS.

TIEMPO CONDICION -~

R757 R757 AGY | RIS
GOGAT | GOGAT GOGAT |~ GS
MM+ MM | MM MM+ | MM MM MM MMy

i ST

$h | 0010 0015 0022 0019:] 0083 0025 0072 0030

"0.01% de histidina adicionado desde ¢l tiempo 0.
b

1.2 mM S-metit-triptofano adiconado desde el tiempo 0.
*10 mM 3-amino-1,24-triazol adicionado desde ¢l tiempo 0.



la GS. En virtud de que la cepa que se utilizé para realizar estos
experimentos es auxotrofa de histidina, se utilizé como analogo el 5-MT.

A continuacion se estudiéo el efecto de 3-AT sobre la actividad de
GOGAT en la cepa AG1 que carece de GDH-NADP". Se utilizé esta cepa
con el fin de analizar el efecto del ayuno sobre la actividad de GOGAT en
ausencia de GDH-NADP", ya que GUS?2 se obtuvo complementando una
cepa gdh’, en este caso se utilizé 3-AT, ya que esta cepa no es auxotrofa
de histidina. La Tabla 5 muestra que en presencia de AT, la actividad de
GOGAT no solamente no se incrementa, sino que disminuye. Esta
disminucion puede ser atribuible al hecho de que por un lado, la expresion
de GLT! no se regula por el circuito GCN y por otro a que la velocidad
de crecimiento de la cepa utilizada se abate en presencia de 3-AT (dato no
mostrado). Estos resultados indican que la actividad de GOGAT no esta

regulada por el circuito GCN.

Como se mencioné en el inciso anterior el gen GUS2 se obtuvo
complementando las mutantess ROMEX 1 y ROMEX 0. Con el fin de
completar el analisis de la respuesta de la actividad de GOGAT a la
presencia de andlogos de aminoacidos, se cultivé la cepa ROMEX 1 con y
sin los plasmidos portadores de GUS2 (pGB102) y (pCA) en presencia y
ausencia de 3-AT y se determinaron las actividades enzimaticas de
GOGAT. La Tabla 6 muestra que, en la mutante ROMEX 1 no aumenta
la actividad de GOGAT en presencia de 3-AT. Este resultado seria de
esperarse ya que esta cepa es gus2’, sin embargo la mutante ROMEX 1
complementada con GUS2, tampoco aumenta su actividad de GOGAT al
ser cultivada en presencia de 3-AT. Estos resultados muestran que la
actividad de GOGAT no se regula por el circuito GCN en respuesta al
ayuno de aminoacidos.

Por lo dicho anteriormente, el producto Gendp juega un papel fundamental
en la regulacion por GCN (Hinnebush, 1992). Esta proteina es un
activador de la transcripcion y es el mediador del incremento en la
transcripcion de los genes que estan bajo el control de GCN (Hinnebush,
1992). Por tanto, mutantes alteradas en GCN4 son incapaces de
incrementar la actividad de las enzimas sujetas a este control. Con el fin
de analizar el efecto del ayuno de aminoacidos sobre GOGAT, solicitamos
una cepa alterada en GCN+# (F212: gcn+) y el padre (F113: GCN+4") del
cual se derivo la misma. Ambas cepas se crecieron en presencia y
ausencia de 3-AT y se determind la actividad de GOGAT. La Tabla 6
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TABLA 6. Actividad enzimitica de GOGAT en presencia y ausencia de 3-AT*

CEPAS GOGAT
Act Esp
ROMEX I (gdh”. gres2”: GCN4™) 0.020
ROMEX 1+ 3-AT 0.026
ROMEX1/pGB102 (gdh': GUS2" : GCN«") 0.040

0.027

ROMEX1/pGB102 + 3-AT

ROMEX 1/pCA (gdh” : GUS
ROMEX 1/pCA + 3-AT

F113 (GDH" : GUS2" :GCN-

F113 + 3AT
F112 (GDH": GUS2™ :gcn™) 0.037
F112+ AT 0.022
alOmM

b . . - .
micromolas de NADH oxidado por minuto por miligramo de proteinas.
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muestra, que tanto en presencia como en ausencia del analogo, la

actividad de GOGAT no cambié. Estos datos definitivamente demuestran,
que la actividad de GOGAT no responde al ayuno de aminodcidos.

EFECTO DEL AYUNO DE AMINOACIDOS SOBRE LA EXPRESION
DEL RNA MENSAJERO DE GOGAT (GLT 1)

Aun cuando los datos presentados en el inciso anterior muestran que la
actividad de GOGAT no aumenta en condiciones de ayuno, decidimos
determinar los niveles de los transcritos de GL7 / en RNA total obtenido
de células cultivadas en presencia y ausencia de 3-AT. La Tabla 7
presenta las autorradiografias y los datos de densitometria obtenidos del
analisis de las mismas. En estos experimentos se incluye como control el
analisis de la expresion de H/IS3, ya que se ha reportado que la expresion
de este gen se regula por GCN, (Hill y col. 1982a). Los resultados
muestran, que la expresion del RINA mensajero de GL7° / responde
ligeramente a la presencia de 3-AT, aumentando de 3 a 8 veces ¢n las
diferentes cepas cultivadas con este anilogo. Sin embargo la expresion de
HIS3 aumenta considerablemente (de 10 a 20 veces). Asi mismo, cuando
se analiz6 la expresion del RNA mensajero de HIS3 en cepas GCN4" v
gend’, la diferencia de expresion fue de 15 veces, en tanto Que para GLT /
la diferencia no fue ni siquiera de 2 veces. Estos resultados indican que la
expresion del RNA mensajero de GL 7 ]/ en presencia de 3-AT, es decir en
condiciones de ayuno, aumenta ligeramente y este aumento nho
corresponde a un incremento en actividad de 1a enzima.
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TABLA 7. Expresion de RNAm de GLT! y HISS

CEPA

GLTI

oLt

HIS3

HIS3

ACTINA'

10 mM

$288C  S288C LAl LAl AGI AGI  FIZ A} BRI
AT +3AT +3AT +AT +3\1
335 117 139 1L 424 10100 039 182 01 0
(5.3X) (SOX) (3.0X) (508 N
| |
- 2 - = -
90 %02 212 1M 1287 281 10 135 08 i
(10X) (18X) (17.0) (155%) Y

-y @

| :
i ;
i :
| P
!
i

.'\0‘ ""...

Como sonda se utilizo un fragmento interno de 4.5 Kb de GUS2 (Cogoni v col., 1903,

"Como sonda se utilizd un fragmento interno def gene HISS (Strubl y Davis 1980)

! e . . . . (e )
(omo sonda se utitizd un fragmento del gene de actina (Gatlwiz y Seildel, 1980)



CONSTRUCCION Y CARACTERIZACION DE MUTANTES
INTERRUMPIDAS EN GUS2/GCNS

Una estrategia muy utilizada en levadura, cuando se ha clonado un gen
cuya funcion nos interesa estudiar, es la constiuccion de mutantes que se
preparan interrumpiendo la copia cromosomal del gen deseado en una
cepa determinada. Para este fin se subclona un fragmento del gen en
cuestion en un plasmido integrativo, que carezca de origen de replicacion
en levadura. En estas circunstancias, la cepa a interrumpir se transforma
con una preparacion del plasmido linearizado, de tal suerte, que asi se
selecciona la integracion del plasmido al cromosoma. Esta integracion
ocurrira en la region de homologia, de tal manera que si al linearizar el
plasmido, en cada uno de los extremos queda un fragmento del gen
pertinente, ¢l plasmido se integrara en la copia cromosomal del mismo,
quedando asi interrumpido.

Con el fin de interrumpir la copia cromosomal del gen GUS2/GCNS, se
construy6 el plasmido pLAl. Esto se hizo subclonando un fragmento
interno de GUS2 de 751 pb obtenido por amplificacion con PCR en el
plasmido integrativo YIp5 (Figura 9). El plasmido YIpS es portador del
gen URA3 de levadura. Cuando pL.A1 se digiere con LcoR/, se lineariza,
quedando en uno de los extremos, una region de 406 pb y en el otro una
region de 346 pb, ambas correspondientes a GUS2 (Figura 9). El plasmido
linearizado se utilizo para dirigir la recombinacion homologa dentro del
genoma de levadura. Por lo tanto se transformaron la cepa LAl (GDH™,
ura3’) y la cepa AG1 (gdh, wura3) con el pLA linearizado y se
seleccionaron colonias prototrofas capaces de crecer en ausencia de
uracilo. Se aislé el DNA de 10 colonias derivadas de la cepa LAl y 10
colonias derivadas de la cepa AG1. La Figura 10, muestra el resultado del
analisis tipo Southern. Se observa claramente que en las candidatas
interrumpidas la banda de GUS2 aumenté de tamafio, como era de
esperarse, debido a la integracion de pLA en la copia cromosmal de
GUS2.

Con el fin de analizar el efecto de la interrupcion en GUS2/GCNS, sobre
la actividad basal de GOGAT, se prepararon extractos de las cepas padre
¥ las interrumpidas y se determinaron las actividades enzimaticas de
GOGAT. Como se muestra en la Tabla 8, la actividad de GOGAT no
muestra diferencias entre las cepas padre y las interrumpidas. Estos datos
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Figura 9
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indican que la interrupcion en GUS2 no anulé por completo la actividad de
este gen. Cuando se analizaron los niveles de RNA mensajero para GL7T ]
en presencia y ausencia de 3-AT se encontré (Tabla 9 ), que tanto las
mutantes como los padres eran capaces de aumentar el RNA mensajero de
HIS3 en respuesta a la presencia de 3-AT, mas que los niveles de GLT /.
Por lo tanto se puede concluir que la interrupcion no resulté en un fenotipo
null. En virtud de que por interrupcion génica no fuimos capaces de
construir mutantes en GUS2/GCNS5, decidimos analizar la expresion de
GLT 1 y HIS3 en la mutante ROMEX 1 complementada con y sin pCA.
La Tabla 10 muestra que en la mutante ROMEX 1, el RNA mensajero de
HIS3 no aumenta en respuesta a 3-AT. Ahora bien, cuando la cepa
ROMEX 1 se complementa con el pCA, la respuesta en la sintesis de
RNA mensajero de //S3 se recupera. En relacion a la expresion de GLT [
se observa que como era de esperarse, ésta no aumenta en la cepa
ROMEX 1. Sin embargo, a diferencia de la respuesta de H/S3, lade GLT
/1 no se repone en la mutante ROMEX 1 complementada con pCA. Estos
datos muestran que ROMEX 1 posee una mutacion en GCNS y confirma
como se menciond anteriormente , que la expresion de GL7 / no se regula
por el circuito GCN.
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TABLA 8. Actividad enzimitica de GOGAT en cepas silvestres y mutantes
interrumpidas en GUS2.

CEPAS GOGAT"
Act. Esp.

LAl (GDH": GUS2™) 0.03

LAl + 3-AT 0.025

LAl A28 (GDH *: pus24)

LAIA28 + 3-AT

| AGI (gdli T GUS?2
AGl + 3AT
AGIAI6 (gdh ~: gus 2A) 0.042

AGIAIG6 + 3AT

*Micromolas de NADH oxidado por minuto por miligramo de proteina
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TABLA 9. Niveles de RNAm de GLT! y HIS3

CEPAS LAl

LAl LAIA8 LAIAS AGL  AGL  AGIAI6 AGIAG
+3-AT +3-AT +3AT +3-AT
GLTI 139 695 176 88 42 1109 18 436
(5.0X) (5.0X) (26X) (24X
| T
. 1 |
GLTI \ g | -
L & ié J . -
HIS3 82 1119 6.60 132.0 8.7 127.0 1.83 2970
(13X) (20X) (146X) (1635X)
1 T "
. ‘} 1 ‘ ‘
HIS3 | . & E .
al ) 5‘ i
ATV | e | | | ..
10 mM

b e, \ . - N 1 1 . -
(omo sonda se utilizé un tragmento interno de 4.3 Kb de GUS2 (Cogoni y col. 1993)

“Como sonda se utiliz un fragmento interno de HIS3 (Struhl y Davis, 1980,

|
\ < \ 3
~(Como sonda se utilizé un fragmento del gene de actina (Gallwitz y Sewdel, 1980
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TABLA 10 Actividad enzimdtica de glutamato simtasa y expresion de RNAm de GLT1 v HIN

CEPAS ROMEX! ROMEX] + 3-AT  ROMEXUpCA  ROMEXPUA + 30

GOGAT 002 0.008 0.046

LTI ‘
His3' o

0.037

BE
[
St
e —

L]
-

ACTINA® ~e had

“10mM

b - . -
Actividad especifica de GOGAT expresada en pmoles por minuto por miligramo de protema
(omo sonda se utilizé un fragmento interno de 4.3 Kb de GLTT (Cogont y vol. 1993

d - . e ,
Como sonda se utilizd un fragmento interno det gene HIS (Stuht v Davis, 1980

¢ e, . . . \ . g
Como sonda se utilizd un fragmento intemo del gene de actina (Gallwitz » Seeddel. 1IN




DISCUSION

La glutamato sintasa (GOGAT) es una enzima clave del metabolismo
nitrogenado en Saccharomyces cerevisiae. En coordinaciéon con la
glutamino sintetasa, constituye una via de asimilacion de amonio y una
ruta alternativa para la biosintesis de glutamato. En esta levadura, se ha
probado que existe una sola GOGAT cuya fonma activa es un
homotrimero, constituido por monomeros de 200 kDa y el gen estructural

ha sido clonado¢(GLT 1), (Cogoni y col. 1995).

Los mecanismos regulatorios responsables de la modulacion de la
actividad y de la expresion de GOGAT que operan en los organismos que
poseen esta enzima, practicamente se desconocen. El unico ejemplo de un
gen cuya funcién consiste en regular la expresion de los genes
estructurales de GOGAT es el gen GL7 C de Bacillus subtilis, (Bohannon

y Sonensheim, 1989).
En este trabajo se estudio la regulaciéon de la expresion de GOGAT
mediada por la fuente de nitrégeno y por el producto del gen

GUS2/GCNS35.

REGULACION DE LA EXPRESION DE GTL I POR LA FUENTE
DE NITROGENO.

Nuestros resultados indican, que cuando una cepa se cultiva en presencia
de glutamato, los niveles de RNA mensajero de GL7 [/ disminuyen,
cuando se comparan con los obtenidos si la levadura se cultiva en amonio.
Esta disminucion corresponde a un decremento en la actividad especifica
de la enzima. Estos resultados demuestran por vez primera, que la fuente
de nitrégeno regula la expresion de GOGAT a nivel de transcripcion en un
organismo eucarionte. En relaciéon a los efectores de esta regulacién
solamente hemos identificado la fuente de nitrégeno, sin embargo ain no
hemos determinado cuales son los productos génicos que actuando en
trans fueran los responsables de modular los niveles de RNA mensajero
que se sintetizan. Atun mas, nuestros resultados no nos permiten concluir si
se trata de una regulacion mediada por un activador como es el caso en B.

subtilis o por un represor.
En relacion al papel del producto del gen GUS2/GCNS5, GenSp, en la
regulacion mediada por la fuente de nitrégeno, nuestros resultados
indican, que éste no juega ningun papel en el mecanismo, ya que mutarntes
alteradas gus2 -, mantienen la capacidad de reprimir la expresion de GLT /
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cuando son cultivadas en glutamato como unica fuente de nitrogeno. Los
resultados presentados también muestran que la represion por glutamico
no es total, de tal manera, que aun en presencia de este aminoacido se
encuentra una expresion basal de GLT /. Estos datos hacen suponer que
mutantes alteradas unicamente en el circuito que modula la expresion de
GOGAT via la fuente de nitrogeno, no resulta en una carencia completa
de actividad de GOGAT. En este sentido y como se menciond en
RESULTADOS, la biisqueda de auxétrofos de glutamato a partir de
mutantes gdh, resultd en el aislamiento de dobles mutantes gus / y gus2.

Hasta ahora no conocemos a que nivel afectoé la mutacion gus/, presente
en la cepa ROMEX 0, la expresion o actividad de GOGAT. Considerando
los resultados reportados en este trabajo, y tomando en cuenta que el
producto de GUS2/GCNS3, GenSp, no participa en la regulaciéon por
glutamato seria interesante determinar los niveles de RNA mensajero de
GLT 1 en mutantes gusl/-, cultivadas en amonio o en glutamatc como
fuente de nitrogeno, con el fin de determinar si esta mutacion afecto el
sistema que media la regulacion de la expresion de GOGAT por la fuente
de nitrégeno. De no ser asi, la busqueda de mutantes en este circuito
regulatorio podria hacerse buscando auxotrofos de glutamato a partir de la
cepa ROMEX 1, ya que esta cepa por un lado no esta afectada en este
circuito y tiene una actividad basal de GOGAT de 2 a 3 veces menor que
la de una cepa silvestre. Naturalmente esta seleccion solo nos permitira
encontrar mutantes si €l mecanismo de accion esta mediado por un
activador como es el caso de B. subtilis (Bohannon y Sonensheim, 1989).
Si el sistema esta mediado por un represor, el fenotipo esperado para una
mutante afectada en el mismo, seria la expresion constitutiva de GL7 / en
un medio de cultivo en presencia de glutamato, fenotipo para el cual no
tenemos atn un método de seleccion.

PAPEL DE GUS2 EN LA REGULACION DE LA EXPRESION
BASAL DE GOGAT.

La activacion transcripcional en eucariontes involucra la interaccién
funcional entre los activadores transcripcionales que se unen en
secuencias potenciadoras ‘“enhancers” o UAS (upstream activated
sequences -secuencias activadoras rio arriba-) y los factores generales de
la transcripcion que se unen a las secuencias TATA. Los activadores son
estructuras modulares, que contienen dominios de uniéon al DNA vy
dominios de activaciéon (Hope y Struhl, 1985). Cualquiera que sea el
mecanismo de accion de los activadores, estos requieren de factores
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proteicos (coactivadores), para alcanzar su maxima actividad. Existen
varias clases de coactivadores, la primera clase agrupa a aquellos factores
asociados a la proteina que se une a secuencias TATA (TBP, tata binding
protein -proteina ligada a la caja TATA-). Estas proteinas asociadas a
TBP (TAFs), sirven como sitios de la maquinaria general a los que se
pueden unir los activadores (Goodrich y col. 1993). Otra clase de
coactivadores esta formada por los productos de genes como SW//-3 y
SNF5-6 que constituyen un solo complejo (Peterson y col. 1994).
Aparentemente estas proteinas actian relajando la estructura cromatinica
(Hirschhom y col. 1993). Un tercer grupo de cofactores incluye los
factores ADA2 y ADA3, estos actiian como adaptadores que median las
interacciones entre los dominios de activacion y los factores generales en
los sitios promotores (Beger y col. 1990). En relacion al producto GenSp
se ha propuesto que éste podria ser un coactivador que aumenta la
actividad de Gcendp, (Georgakopoulos y Thireos, 1992). Como se
mencioné anteriormente, la secuencia de GUS?2 result6 ser idéntica a la de
GCN3. Considerando, que se habia reportado que el producto de GCNS
jugaba un papel en la regulacion de la expresion transcripcional de
algunos genes que participan en la biosintesis de aminoacidos, dirigimos
nuestros esfuerzos a estudiar el efecto de GUS2 en la transcripcion de

GLT 1.

Como se presenté en RESULTADOS, la clonacion de GUS2 se llevé a
cabo complementando la mutante ROMEX 1 en condiciones de no ayuno,
este hecho inmediatamente indica que como en el caso de las vias
biosintéticas de otros aminoacidos (Hinnebush, 1992) el circuito GCN, a
través de GUS2/GCN3 podria estar regulando la expresion de GL7T / en
condiciones de no deprivacion, a las que se ha denominado condiciones
basales ya que no dependen de la deprivacién ya mencionada (Hinnebush,
1992). Nuestros resultados claramente indican, que la actividad de
GOGAT aumenta al doble en mutantes gdh; GUS2" cuando se compara
con la actividad reportada para mutantes gdh’; gus2. Sin embargo, los
niveles de RNA mensajero de GL7 / son iguales tanto en cepas gus2”
como GUS2", por lo que debemos concluir, que el producto de GUS2,
GenSp, no regula la expresion de (GL7 7 a nivel transcripcional, sino que
por el contrario, regula la actividad de GOGAT a nivel postraduccional.
Considerando que tanto la secuencia de GUS2/GCNS5 como el papel de
GCNS5 sobre la regulacion de HIS3 (Hinnebush, 1992), sugiere que éste
actia a nivel transcripcional, el resultado de nuestro anailisis con relacion
al papel de este gen sobre 1a expresion de GL7 I resulta contradictorio, ya
que nuestros datos claramente indican que en este caso, la regulacion

63



ocurre a nivel postraduccional. Esta aparente contradiccion puede
resolverse, tomando en cuenta el hecho de que se ha encontrado, que el
papel de GUS2/GCN5 como coactivador ocurre, ya que el producto
GCNS3 es capaz de aumentar la actividad de varios activadores; es decir, el
producto del gen GCN5 es promiscuo, en el sentido que es capaz de
funcionar activando la transcripcién, actuando en combinacién con
diferentes activadores (GCNS, HAPI- HAP2- HAP3, ADE2).

Nuestra hipotesis propone, que GUS2/GCNS5, actia regulando la
expresion, a nivel transcripcional, de un gen al que hemos denominado
"X", aun no identificado, y cuyo producto regula la actividad de GOGAT
a nivel postraduccional. En este sentido, en nuestro laboratorio, hemos
obtenido tanto la secuencia nucleotidica de GL7 7/ como la secuencia de
los primeros 8 aminoacidos de la enzima GOGAT madura, (Cogoni C. y
col. 1995 y Valenzuela, comunicacion personal). La comparacion de estas
secuencias nos permitio encontrar que la GOGAT posee una preproteina
de 50 residuos de aminoacidos. Por lo tanto proponemos que Ja
disminucion de actividad de GOGAT observada en mutantes ROMEX 1,
se debe a que en esta cepa, la ausencia del producto GUSZ2, no permite la
inducciéon de la transcripcion de un gen cuyo producto (pudiera ser una
proteasa) participa en la degradacion de la preproteina inmadura de
GOGAT que da como resultado la produccion de la GOGAT madura.
Proponemos que el corte de la preproteina sea el proceso postraduccional
que activa a la GOGAT, ya que el analisis de la secuencia de GOGAT no
muestra sitios putativos que pudiera tener que ver con algin otro tipo de

procesamiento, Figura 11.

Es importante hacer notar, que el estudio realizado nos permitié proponer,
que la mutante ROMEX 1 posee un defecto tal que, la enzima GOGAT
producida por esta mutante no es procesada o modificada correctamente.
En éste sentido, nos proponemos purificar la GOGAT de la cepa ROMEX
1 y hacer un analisis del amino terminal con el fin de estudiar si esta
enzima no ha sido debidamente procesada. Esta mutante constituira una
herramienta valiosa en el estudio de la modificacién postraduccional de la
GOGAT. Vale la pena mencionar que todas las GOGATs hasta ahora
secuenciadas presentan preproteina y en ningan caso se ha estudiado la
funcién de la misma. Asi mismo, la mutante ROMEX 1 es la primera

descrita en su género.
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Figura 11

GEN X GLT ¢
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Madelo propuesto para explicar un sistema de regulacion de 1a expresion de (1.1 1 a aivel
wranscripcional mediado por ulutamato y un sistema postraduccional mediado por (/N2
(GUNS.



REGULACION DE LA EXPRESION DE GLT 1 EN CONDICIONES
DE AYUNO.

En relacion a la expresion de GL7 / en condiciones de deprivacion de
aminoacidos, se encontré que en presencia de 3-AT el RNA mensajero de
GLT I aumenta de 3 a 8 veces. Este aumento, es varias veces menor al
encontrado para HIS3 y ademas no cormresponde a un incremento en la
actividad de GOGAT, estos resultados indican que GL7T [/ no esta
regulado por deprivacion de aminoacidos. Con el fin de profundizar un
POcO mas en este punto se estudio la expresion del RNA mensajero de
GLT 1 y HIS 3 en mutantes gcn+4 . Si la expresion de GLT / estuviera bajo
el control de GCN4, se esperaria, que el ligero incremento en niveles de
mensajero observados en la cepa GUS2" en presencia de 3-AT se
disminuyera completamente en la mutante gcn4. Nuestros resultados
mostraron que la expresion de HIS3 es 13 veces menor en una mutante
gon4 que en una cepa GCN4*, sin embargo la expresion de GL7 I es muy
parecida entre una cepa GCN+4" y una gcn#. Asi mismo, utilizando la
expresion de HIS3 como control, encontramos, que la mutante ROMEX 1
es incapaz de inducir la transcripcion de H/S3 en presencia de 3-AT.

Ahora bien, cuando esta mutante se complementa con un plasmido
portador de GUS2, la capacidad de regular la expresion de HIS3 se
restituye, estos resultados sugieren, que la cepa ROMEX 1 efectivamente
presenta una mutacion en GUS2/GCN5. En relacion a la induccion del
RNA mensajero de GL7 ! nuestros datos indican, que ésta es la misma
tanto en la mutante ROMEX 1 como en la mutante ROMEX 1
complementada con el pCA.

Vale la pena hacer notar que en nuestro laboratorio se secuencio la region
promotora (Figura 12) de GLT7 /. El analisis de 1a misma mostré que ésta
posee una caja consenso para union de la proteina GCN4. Sin embargo el
papel que ésta podria jugar tendra que ser valorado una vez que se
determine su posicion en relacion al inicio de la transcripcion. Todos estos
datos nos permiten concluir de manera definitiva que la expresion de
GLT I no se regula por el circuito GCN. Es interesante hacer notar, que la
expresién de GDH-NADP' tampoco parece estar regulada por el circuito
GCN (datos no mostrados). Esto querria decir que a diferencia de la
biosintesis de otros 12 aminoacidos (Hinnebush, 1992), la biosintesis de
glutamato no se regula por deprivacion de aminoicidos, es decir, por el
circuito GCN. Podria resultar paraddjico que la sintesis del aminoacido
precursor, el glutamato; no esté regulada por este sistema, sin embargo,
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dado que la biosintesis de glutamato necesariamente implica la asimilacion
de amonio y por tanto la utilizacion de esqueletos de carbono, se podria
suponer, que un incremento importante en la sintesis de glutamato pudiera
resultar en un desbalance metabdlico.

Como se presentd en RESULTADOS, la construccion de mutantes
interrumpidas en GUS2/GCNS, no resulté en el fenotipo esperado, aan
cuando los experimentos tipo Southern muestran efectivamente que la
copia cromosomal de GUS2/GCNS, esta interrumpida, posiblemente, la
manera en la que se llevo a cabo la interrupcion mencionada, permite la
formacién de un producto que mantiene la actividad de GUS2/GCNS5. Esto
podria ser aclarado, realizando analisis tipo Northem con el fin de
determinar si las mutantes “interrumpidas” son capaces de sintetizar un
RNA mensajero para GUS2/GCNS.

Asi mismo, sera necesario construir otras mutantes, pero en éste caso
consideramos que deberan constituirse por remplazo génico en lugar de
hacerlo por interrupcion génica.

La Figura 11 muestra el esquema que resume los resultados aqui
presentados. Nuestro trabajo nos permitié identificar un sistema de
regulacion de la expresion de G/.7 /1 a nivel transcripcional mediado por
glutamato y un sistema de regulacion postraduccional mediado por

GUS2/GCNS.
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Figural2

1 CAATTTITCAGC TTCTCCACGC CATAATTCAT ACCTCACTIT AAAAAACTIT
G’I'I'I'I‘C'I'I‘UG CATCCATACA T(JAACAATAA CAACAATTCT ATATCAT(,’IT
A.AGT A.AG ACT ;"TFATI’GTA.A TI’I‘C'I‘I'I'I'I‘ C 'ITTGATGACT CAG: -\C(_,CTGG
TAGC(.,CTAC(., G CAACCC;IY A’I‘ACAGCGCA AATTTGGTCC TA.ATACA(,'IT :
GGCTC C GATAAGCTTIT TGC ACATI'IT

201 c_c{d -
TCAAGTCATA TGTCACGACG AACGTGATGC CTCAAACGTA AAAAGAAGCA

251
301
351",
401"
as1

soL.

601
651 ATTTGCCATT TATTTATTIT GAAG , ‘
701 GCATGCCAGT GTTGAAATCA ¢ GACAATTTCG ATCCATTGGA AGAAGCTTAC
751 GAAGGTGGCA CAATTCAAAA FCTAT ; GAACACCATC TTCATAAATC

801 TITGGGCAAAT GTGA'I'I‘CCGG ACAAACGAGG ACTTTACGAC CCTGATTATG

851 ATGATGACGT TCGTGG-TGTC GG’I'ITCGTAG CAAATAAGCA TGGTGAACAG

TCTCACAAGA ’ITG’ITACTGA CGCT AGATAT CITTTAGTGA ATATGACACA

951 TCGTGGTGCC GTCTCATCTG— ATGGGAACGG TGACGGTGCC GGTATTCTGC

1001 TAGGTATTCC TCACGAATI’I‘ ATGAAAAGAG AATT
Caja: TGACTC y TGATGC : secuencia consenso para GCN<

Caja GATA y GATAA secuencia consenso para proteinaﬁ con dedos de dnc. =';_.+;~_L_~_.

Regién promotora del gen GL7 7 mostrando las cajas consenso para el producto Geéndp
y las secuencias consenso para proteinas con dedos de zinc. se refiere al
inicio de la presecuencia de GL7 /.
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CONCLUSIONES

1. La expresion del gen de la glutamato sintasa (GL7 /), se ve disminuida bajo
condiciones de crecimiento en presencia de glutamato. Este fenomeno no ha
sido observado previamente en levadura, un solo antecedente se encuentra
reportado en la literatura y es referente a la expresion de los genes GLT A y
GLT B, que constituyen los genes estructurales de GOGAT en Bacillus
subtilis y cuya expresion se ve afectada cuando dicha bacteria se crece en un

medio conteniendo glutamato.

La expresion del RNA mensajero de GL7 / se ve disminuida en presencia de
glutamato. Lo que demuestra que la regulacion es a nivel transcripcional y
que el glutamato esta involucrado en el mecanismo relacionado con este tipo

de represion.

2. Nuestros datos muestran al haber clonado el gen GUS 2.
a) el producto de este gen corresponde a un coactivador transcripcional.
b) la mutantes gus 2 presentan una actividad enzimatica disminuida en
GOGAT.
c) los niveles de RNA mensajero correspondientes a GL7 / son iguales en

cepas GUS 2" que gus 2.

3. Por lo tanto la funcion del producto GenSp sobre GOGAT es indirecta. Por
lo que proponemos, que el producto GenSp en cuestion, regula la expresion
de un gen cuyo producto modula la actividad de GOGAT.

4. La funcion propuesta en la literatura para el producto GenSp es la de actuar
como coactivador transcripcional, aumentando la sintesis de RNA mensajero
de algunos genes cuyos productos participan en la biosintesis de
aminoacidos. Esto ocurre en condiciones de deprivacion de aminoacidos; en
el caso de glutamato sintasa (GOGAT), no se observé ningin efecto, ni
sobre la actividad enzimatica, ni sobre los niveles de RNA mensajero

correspondiente a GL7T /.

ESTA TESIS Ne ofme
SAm & 1A mmuoTEC:
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