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Resumen

Regulacion de la Expresion del Gen UGA4 de Saccharomyces cerevisiae:
Mecanismos Moleculares Involucrados en la Respuesta a los
Aminoacidos Extracelulares

La levadura Saccharomyces cerevisiae es capaz de incorporar y metabolizar el
acido y-aminobutirico (GABA) gracias a los productos de tres genes: UGA4,
UGAT1 y UGA2. El primero de ellos, UGA4, codifica para una permeasa
especifica de GABA que es capaz de incorporar este aminoacido a las células.
Luego, el GABA puede ser degradado por las enzimas GABA transaminasa y
succinato semialdehido deshidrogenasa, codificadas por los genes UGAT vy
UGA2, respectivamente. Estos genes son inducibles por GABA y esta
induccién depende de los factores de transcripcion Uga3 y Uga35/Dal81.
Estudios previos reportaron que la induccién del gen UGA4 se ve afectada por
la presencia de aminoacidos en una forma dependiente del sensor SPS.

En este trabajo demostramos no sélo que el sensor SPS interviene en la
regulacién por leucina del gen UGA4, sino que también los factores Stp1 y Stp2
intervienen en esta regulaciéon. En presencia de leucina, se observé un menor
reclutamiento de los factores Uga3 y Uga35/Dal81 al promotor UGA4, lo que
seria la causa de la menor induccién observada en esas condiciones. Por otra
parte, se demostrd que esta alteracién en la interaccion de dichos factores con
el promotor UGA4 es causada por una sefal disparada por el sensor SPS.
Ambos factores, Uga3 y Uga35/Dal81, actuan a través del elemento UASgasa
presente en el promotor de UGA4 y dependen uno del otro para poder
interactuar con dicho elemento. Mas aun, nuestros resultados sugieren que el
factor de transcripcién Uga35/Dal81 interactia con el promotor UGA4 a través
del factor Uga3. Por otra parte, se demostré que la induccién de la expresion
de los otros genes miembros del reguldn UGA, UGA1 y UGA2, es también
inhibida por aminoacidos en una forma dependiente del sensor SPS y que esta
regulacion ocurre muy probablemente a través del mecanismo establecido para
UGAA4. Por ultimo, demostramos que el factor de transcripcion Leu3 regula
negativamente la expresion de los genes UGA4 y UGAT pero no interviene en

la regulacién de UGA2.

Palabras clave: UGA4, GABA, leucina, sensor de aminoacidos SPS.



Abstract

Regulation of the Saccharomyces cerevisiae UGA4 Gene Expression:
Molecular Mechanisms Involved in the Response to Extracellular Amino
Acids

Saccharomyces cerevisiae yeast cells are able to transport and metabolize y-
aminobutyric acid (GABA) using the product of three genes: UGA4, UGAT and
UGA2. The first one, UGA4, encodes a GABA specific permease, while the
other two genes, UGA1 and UGA2, encode the GABA transaminase and
semialdehyde dehydrogenase enzymes, both responsible for GABA
degradation. These genes are inducible by GABA and this induction depends
on Uga3 and Uga35/Dal81 transcription factors. Previous reports demonstrated
that UGA4 induction is inhibited by the presence of extracellular amino acids
being this effect mediated by the SPS amino acid sensor.

In this work we demonstrated that the effect of leucine on UGA4 induction is
not only mediated by the SPS sensor, but also by the Stp1 and Stp2
transcription factors. Uga3 and Uga35/Dal81 recruitment to UGA4 promoter
was affected by the presence of leucine, which would be the reason of the low
induction levels observed in these conditions. We also demonstrated that the
low recruitment of these transcription factors to the UGA4 promoter was
mediated by a signal triggered by the SPS amino acid sensor. Both
transcription factors, Uga3 and Uga35/Dal81, act trough the UASgasa element
present in the UGA4 promoter and they depend on each other to interact with
that element. In addition, our results suggest that the Uga35/Dal81 transcription
factor interacts with the UGA4 promoter through Uga3. Moreover, we
demonstrated that the induction of the other two members of the UGA regulon,
UGAT and UGAZ2, is also inhibited by extracellular amino acids by the same
mechanism we established for UGA4. Finally, we demonstrated that the Leu3
transcription factor negatively regulates UGA4 and UGA1 expression, but does

not participate in UGAZ2 regulation.

Key words: UGA4, GABA, leucine, SPS amino acid sensor.
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Introduccién

1. Generalidades

Todos los organismos vivos se encuentran constantemente con el desafio de
sensar el ambiente y responder de forma adecuada con el fin de sobrevivir y
proliferar en diferentes nichos biolégicos. Los procesos de recepcién,
transduccion y respuesta ocurren secuencialmente y median las diferentes
respuestas celulares. Los hongos, que comprenden uno de los tres principales
reinos eucariotas, son excelentes modelos para estudiar el sensado del entorno
extracelular debido a que poseen simples pero conservados caminos de
sefalizacion, que son a menudo equivalentes a los presentes en organismos
eucariotas multicelulares (Bahn et al., 2007).

La levadura Saccharomyces cerevisiae, al igual que otros organismos, tiene la
capacidad de aprovechar al maximo los distintos nutrientes y es capaz de
adaptarse a situaciones de falta de los mismos para asegurar su supervivencia.
Asi, las levaduras son capaces de modificar sus estados metabdlicos,
transcripcionales y de ciclo celular en respuesta a la cantidad y/o calidad de los
nutrientes disponibles (Zaman et al., 2008). En los ultimos anos, la aplicacién
de la gendmica y la protedbmica en levaduras permitié ayudar a comprender
como es la respuesta a los distintos nutrientes, no sélo a nivel global, sino
también los mecanismos involucrados en dicha respuesta (Santangelo, 2006).
Este organismo eucariota no patogénico es facilmente cultivable en el
laboratorio y su manipulacién genética es sencilla. En la actualidad existe una
gran cantidad de protocolos y técnicas de manipulacion genética aplicables en
levaduras. Se encuentran disponibles colecciones de plasmidos que permiten
realizar deleciones y fusiones a distintos epitopes (HA, GFP, etc) en regiones
gendmicas de interés. Por otra parte, existen también colecciones de cepas
que expresan proteinas de fusién (GFP, TAP, etc) o que contienen deleciones
de casi todos los marcos de lectura abiertos presentes en este organismo.
Todas estas caracteristicas convierten a la levadura S. cerevisiae en un

organismo ampliamente utilizado como modelo experimental.
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2. Metabolismo del nitrégeno en S. cerevisiae

Las dos fuentes de nutrientes basicas para los organismos celulares, carbono y
nitrégeno, se utilizan para producir energia y sintetizar una amplia variedad de
biomoléculas.

Las levaduras pueden utilizar casi 30 compuestos nitrogenados diferentes
como fuente de nitrégeno, incluyendo amino&cidos, urea, amonio, bases

nitrogenadas y derivados de purinas (Figura 1) (Godard et al., 2007).
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Figura 1. Principales reacciones involucradas en la utilizacién del nitrogeno en la
levadura S. cerevisiae. Los rectangulos grises incluyen 27 fuentes de nitrégeno utilizables por
S. cerevisiae. Las flechas grises representan caminos catabdlicos que llevan a la produccion de
amonio o de glutamato. Las flechas punteadas representan caminos metabdlicos que llevan a
la produccion de compuestos carbonados. Las enzimas involucradas en el camino metabdlico
central del nitrégeno y que asocian amonio, glutamato y glutamina estan indicadas con
numeros: (1) NADPH glutamato deshidrogenada (GDH1), (2) NAD* glutamato deshidrogenasa
(GDH2), (3) glutamina sintetasa (GS) y (4) glutamato sintetasa (GOGAT). TCA cycle, ciclo de
los acidos tricarboxilicos; CoA, coenzima A (Godard et al., 2007).
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En el habitat natural de la levadura S. cerevisiae existe una gran variedad de
fuentes de nitrégeno disponibles. Sin embargo, no todas las fuentes de
nitrégeno son capaces de favorecer el crecimiento de la misma manera. El
crecimiento en fuentes ricas de nitrégeno permite alcanzar rendimientos
mayores que los obtenidos cuando las células crecen en presencia de una
fuente pobre. Fuentes ricas de nitrdgeno son por ejemplo amonio, glutamina y
asparagina mientras que prolina y urea, entre otras, se clasifican como fuentes
pobres. Para poder utilizar estas moléculas como fuente de nitrégeno, las
células necesitan convertirlas en glutamato y amonio, compuestos que luego
pueden combinarse para formar glutamina. Ambos aminoacidos, glutamato y
glutamina, sirven como compuestos donores de nitrégeno para la sintesis de
todos los componentes celulares que contienen nitrégeno. La interconversiéon
entre amonio, glutamato y glutamina juega un papel central en el metabolismo
del nitrégeno y se denomina metabolismo central del nitrégeno (CNM: Central
Nitrogen Metabolism) (ter Schure et al., 2000) (Figura 1).

2.1 Regulacion del metabolismo del nitrégeno

Los procesos de transporte, anabolismo y catabolismo del nitrogeno estan
sujetos a un riguroso control de acuerdo a la calidad de la fuente de nitrégeno
del medio. Este control actua a nivel de la transcripcion de genes y sobre la
sintesis, actividad y/o degradacién de enzimas y permeasas (Magasanik &
Kaiser, 2002).

2.1.1 Anabolismo

Los controles transcripcionales de los genes involucrados en el anabolismo del
nitrdgeno son de dos tipos: especificos, los cuales afectan genes de un camino
anabdlico particular, y generales, los cuales afectan varias rutas biosintéticas
de aminoé&cidos por medio del control general de la biosintesis de aminoacidos
(GAAC: General Amino Acid Control).

La biosintesis de arginina, de los aminoacidos ramificados (leucina, isoleucina,
valina), de metionina y de lisina son ejemplos de regulacién transcripcional de

una ruta biosintética especifica (Godard et al., 2007). El caso particular de la
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biosintesis de los aminoacidos ramificados se desarrollard mas adelante en
este trabajo.

En cuanto a los controles transcripcionales generales, el ayuno de aminoacidos
dispara una sefal que lleva a la fosforilacion, mediada por la quinasa Gcn2, del
factor elF2a (factor eucariota de iniciacién 2). La fosforilacién de este factor
reduce su actividad, resultando en una reduccién de los niveles traduccionales
a nivel global. Esto le permitird a las células conservar recursos y reconfigurar
el transcriptoma, aliviando asi el estrés producido por la falta de nutrientes. La
fosforilacién del factor elF2a también causa una traduccién preferencial del
ARNm del factor de transcripcion Gcn4. Este factor produce la activacion de
genes sujetos a GAAC, muchos de los cuales estan involucrados en rutas

biosintéticas de aminoacidos (Hinnebusch, 2005, Natarajan et al., 2001).

2.1.2 Catabolismo

Al igual que los genes involucrados en el anabolismo del nitrégeno, los genes
involucrados en el transporte y catabolismo también pueden ser regulados de
dos formas: una especifica, la cual sélo afecta un numero limitado de genes, o
una general, denominada represién catabdlica por nitrdgeno o NCR (Nitrogen
Catabolite Repression). Las vias de utilizacion de compuestos nitrogenados
como arginina, prolina, serina, treonina, urea, alantoina, acido y-aminobutirico
(GABA) y aminoéacidos aromaticos son ejemplos de regulacion especifica.
Estos compuestos son capaces de inducir la transcripcion de genes
involucrados en su propia utilizacién (Godard et al., 2007). La induccién de los
genes involucrados en la utilizacion de GABA como fuente de nitrbgeno sera
desarrollada mas adelante.

Por otra parte, la represién catabdlica por nitrégeno (NCR) es el proceso
fisiolégico por medio del cual se produce un uso selectivo de las fuentes de
nitrégeno disponibles. Esta represién se alcanza principalmente por el control
de la expresién de genes del catabolismo del nitrogeno (Cooper, 2002) (Figura
2). De esta forma, cuando una fuente rica de nitrégeno se encuentra disponible,
la transcripcién de ciertos genes involucrados en la utilizacion de fuentes mas

pobres de nitrégeno se encuentra reprimida y sus correspondientes productos
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son inactivados y degradados (ter Schure et al., 2000). Como se mencion6
anteriormente, muchas veces las fuentes de nitrégeno se clasifican de acuerdo
con el rendimiento en el crecimiento en presencia de esa determinada fuente
de nitrégeno; sin embargo, estudios globales demostraron que dicha
correlaciéon no siempre se cumple. Por ejemplo, en presencia de glutamato y
aspartato, el crecimiento es rapido pero la presién ejercida sobre los genes

sensibles a NCR es parcialmente liberada (Godard et al., 2007).

Excess Nitrogen Limiting Nitrogen
Gin, Asn, NHyg Proline, Allantoin
Arginine Arginine Urea

Glutamate A Glutamate

Permease/
Degradative
Genes

Permease/
Degradative

Allantoin Proline Allantoin Proline

Figura 2. Esquema de los procesos que llevan a la utilizacion de fuentes pobres de
nitrégeno en presencia o ausencia de fuentes ricas. En condiciones de exceso de
nitrégeno, la transcripcion de genes que codifican para las proteinas necesarias para el
transporte y degradacion de fuentes pobres de nitrdgeno se encuentra reprimida (panel de la
izquierda). Por el contrario, cuando la fuente rica de nitrégeno es limitante (o cuando sé6lo hay
fuentes pobres) dichos genes se transcriben (panel de la derecha) (Cooper, 2002).

La expresién de genes sensibles a NCR es coordinada por la proteina Ure2 y
por cuatro factores de transcripcién de la familia GATA, dos de ellos positivos
(GIn3 y Gat1/Nil1) y dos negativos (Uga43/Dal80 y Gzf3/Deh1) (Cooper, 2002,
Magasanik, 2005, Magasanik & Kaiser, 2002).

La proteina Ure2 controla la transcripcion mediada por GIn3, y en menor
medida, la transcripcion mediada por Gat1/Nil1 (Tate et al., 2010). Si bien se ha
demostrado la existencia de un complejo Ure2-GIng, la formacion del complejo
Ure2-Gat1/Nil1 no ha sido demostrada aun (Blinder et al., 1996, Beck & Hall,
1999, Bertram et al., 2000). La formacién del complejo Ure2-GIn3 depende de

la actividad de las proteinas componentes del complejo TORC1 (targets of
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rapamyecin), Tor1 y Tor2 y de fosfatasas como Tap42, Sit4, PP2A. La fosfatasa
PP2A puede existir como un heterotrimero formado por una subunidad
catalitica (Php21/Php22), una proteina de anclaje (Tpd3) y una subunidad
regulatoria (Cdc55 o Rts1) (Tate et al., 2010, Georis et al., 2008).

Se ha postulado que los niveles intracelulares de glutamina/glutamato afectan
la actividad del complejo TORC1; este complejo, a su vez, controla la
localizacion de GIn3 regulando su estado de fosforilacién y/o el estado de
fosforilacién de Ure2 (Tate et al, 2006). En condiciones de exceso de
nitrégeno, TORC1 fosforila a Tap42 (Tor associated protein). Tap42 en estado
fosforilado puede asociarse con la fosfatasa Sit4. El complejo Tap42-Sit4 unido
a TORC1 es inactivo y, por lo tanto, incapaz de desfosforilar a GIn3. En
condiciones limitantes de nitrégeno o bajo tratamiento con rapamicina (donde
se inhibe el complejo TORC1), el complejo Tap42-Sit4 se libera y Sit4 se
activa. Luego, por accién de la fosfatasa PP2A, Tap42 y Sit4 se separan. El
complejo Tap42-Sit4 libre es el responsable de desfosforilar al factor GATA
GIn3, lo que produce su disociacién de Ure2. La forma no fosforilada de GIn3
transloca al nucleo donde activa la expresién de los genes regulados por
nitrogeno (Tate & Cooper, 2007) (Figura 3).

Asi, en presencia de una fuente rica de nitr6geno, GIn3 y Gat1/Nil1 se localizan
mayoritariamente en el citoplasma y la expresién de genes sensibles a NCR se
encuentra reprimida. En presencia de una fuente pobre de nitrégeno o luego de
tratar a las células con rapamicina, GIn3 y Gat1/Nil1 tienen localizacién nuclear
y la expresion de genes sensibles a NCR se desreprime (Tate et al., 2010).

18



Introduccién

Excess Nitrogen
iGlutaming or metabolite) = Glutamate

L o

TORC1
(P] Tapd2
St inaciive)
: Rapamyein or
Eaﬁewbﬁ:'?‘l Starvation
' Tapd2
Topi2] _peaa _':_4
Sitd
(ko
! Sitd 0 cavey

+ Saps

> Gin3 |4 Ure2 |

-

Cytoplasm Mucleus

Figura 3. Modelo de la via de sefalizacion de TORC1 (Tate & Cooper, 2007).

Sin bien este es el modelo més aceptado, presenta algunas contradicciones.
Existen evidencias que indican que células creciendo en fuentes pobres de
nitrogeno, o tratadas con metilsulfoximina (Msx; un inhibidor de la enzima
glutamina sintetasa), presentan una localizacién nuclear de GIn3 fosforilado. Es
decir, no siempre existe una correlacién entre los niveles de fosforilacién y la
localizacion subcelular de GIn3 (Tate et al., 2005). Otros experimentos
demuestran que el tratamiento con rapamicina no produce los mismos efectos
que el ayuno de nitrégeno; por ejemplo, se puede destacar que los patrones de
fosforilacién de GIn3 obtenidos por ayuno de nitrégeno y por rapamicina son
diferentes (Cox et al., 2004). Recientemente se demostré que las diferencias
observadas en los patrones de fosforilacion de la proteina GIn3, asi como
también de la proteina Gat1/Nil1, en respuesta a tratamientos con rapamicina o
al crecimiento en presencia de fuentes pobres de nitrégeno, se deben a una
actividad diferencial de las distintas fosfatasas intervinientes en la regulacion
(Figura 4) (Tate et al., 2010, Georis et al., 2008).
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Figura 4. Esquema que resume los requerimientos de las fosfatasas Sit4 y Php21/22-
Tdp3-Cdc55/Rts1 para la localizacion intracelular de GIn3 y Gat1/Nil1 en respuesta a las
fuentes de nitrégeno disponibles y al tratamiento con rapamicina. Las lineas negras y
grises representan regulacion fuerte o débil, respectivamente. Las letras negras y grises
representan requerimientos fuertes o débiles de las fosfatasas, respectivamente (Tate et al.,,
2010).

Ademas de la accidén de los dos factores GATA positivos, los factores GATA
negativos, Uga43/Dal80 y Gzf3/Deh1, modulan la expresidén de genes sensibles
a NCR. Gzf3/Deh1 parece inhibir la expresion de genes en condiciones de
represidn por nitrégeno (Soussi-Boudekou et al, 1997), mientras que
Uga43/Dal80 limita la activacién de genes sensibles a NCR en presencia de
fuentes pobres de nitrégeno (Cunningham et al., 2000).

Una caracteristica interesante de los factores GATA es la regulacion
transcripcional de sus genes mediada por otros miembros de la familia GATA
(Cooper, 2002) (Figura 5). Esto se cumple para GAT1/Nil1, GZF3/DEH1 y
UGA43/DAL80 pero no para GLN3, el cual se expresa constitutivamente
(Georis et al., 2009, Cooper, 2002).
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Figura 5. Esquema de la autoregulacion de los factores GATA y la regulacion sobre la
expresion de genes sensibles a NCR (Georis et al., 2009).

En un principio se habia postulado que los factores GATA negativos y positivos
competian por los sitios de unién al ADN presentes en los promotores de los
genes blanco y el resultado de esta competencia llevaba a niveles de expresion
dependientes de la fuente de nitrégeno (Coffman et al., 1997, Soussi-Boudekou
et al., 1997). Sin embargo, recientemente se demostré6 que en presencia de
una fuente rica de nitrogeno como glutamina, Gzf3/Deh1 se encuentra
formando un homodimero capaz de secuestrar a Gat1/Nil1 en el nucleo y por
ende inhibiendo su accién (Georis et al., 2009). Estos resultados indican la
existencia de un mecanismo de control adicional a la regulacién transcripional

entre los factores GATA.

3. El acido y-aminobutirico (GABA)

El 4cido y-aminobutirico (GABA) es un aminoacido no proteico ampliamente
distribuido en la naturaleza, encontrado tanto en bacterias como en plantas y
vertebrados. Se lo descubrié en tubérculos de papa hace mas de medio siglo
pero la mayor parte de los estudios se focalizaron en vertebrados luego de que

se descubri6 su funcién como neurotransmisor clave para el sistema nervioso
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central y como hormona o factor tréfico en sistemas periféricos no neurolégicos
o endécrinos (Bouche & Fromm, 2004).

Existen evidencias experimentales que sugieren que el GABA es sintetizado en
plantas como metabolito o molécula sefal en respuesta a distintos tipos de
estrés, incluyendo infecciones por patdgenos, shock térmico, hipoxia, estrés
hidrico, etc. Recientemente, también se ha sugerido que el GABA puede
afectar la expresion de genes en plantas (Bach et al., 2009).

En levaduras, también se ha vinculado al GABA con procesos de tolerancia al
estrés (Bach et al., 2009, Coleman et al., 2001), aunque la mayor parte de los
estudios realizados en este organismo estan centrados en el uso del GABA
como fuente de nitrégeno.

La regulacién de los niveles de GABA en las células de levadura es
consecuencia de un balance entre la sintesis, catalizada por la enzima
glutamato decarboxilasa (cataliza la conversion de glutamato a GABA), y la
degradacion, catalizada por las enzimas GABA transaminasa y succinato
semialdehido deshidrogenasa. Se ha reportado que mutaciones en las enzimas
intervinientes en el metabolismo del GABA causan sensibilidad al estrés
oxidativo, demostrando la importancia de esta ruta metabdlica en la tolerancia a
dicho estrés (Coleman et al., 2001). Uno de los productos del catabolismo del
GABA es el NADPH (Figura 6). EIl NADPH es esencial para el mantenimiento
del balance redox normal en las células y es requerido para la reduccién de
glutation y tiorredoxina, catalizada por las enzimas glutatién reductasa y
tiorredoxina reductasa, respectivamente. El mantenimiento apropiado de los
niveles de antioxidantes tan importantes como el glutation y el NADPH es
crucial para la resistencia normal al estrés oxidativo (Coleman et al., 2001,
Jamieson, 1998).

Por otra parte, una gran proporcién del GABA consumido por las células no es
catabolizado sino que es acumulado en algun compartimento celular,
probablemente la vacuola (McKelvey et al.,, 1990, Uemura et al., 2004). Se
propuso, ademas, que su acumulacién puede tener una funcién fisiolégica en
mecanismos de tolerancia al estrés, de forma similar a lo que ocurre con la

acumulacion de arginina y prolina en la vacuola (Bach et al., 2009).
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Figura 6. Esquema del camino catabdlico del GABA. Representacién esquematica de los
productos obtenidos a partir del catabolismo del GABA, el destino de dichos productos, las
enzimas participantes en las distintas reacciones y los genes que las codifican.

3.1 El GABA como fuente de nitrégeno

En el laboratorio, las células de levadura son capaces de crecer en medio
minimo utilizando GABA como Unica fuente de nitrégeno (Ramos et al., 1985,
Andre et al., 1993). Fuera del laboratorio, el GABA es una de las tantas fuentes
de nitrégeno disponibles en la naturaleza ya que, como se mencioné
anteriormente, se distribuye en forma ubicua entre los seres vivos. EI GABA
también es importante para ciertos procesos industriales en los que se utiliza la
levadura S. cerevisiae. Por ejemplo, en la industria vitivinicola el GABA, que
representa el 20% del nitrogeno asimilable disponible en las uvas, influye en la
acidez del vino debido al producto final de su degradacién, el succinato (Bach,
2009). Otro ejemplo es la pasta de arroz kome-koji, materia prima fundamental
en la fabricacién de sake. En la elaboracién de la pasta de arroz kome-koji se
realiza un tratamiento con el hongo Aspergillus oryzae (koji-kin), el cual posee
enzimas que convierten el almidon del arroz en azucar que luego es utilizado
por las levaduras como fuente de carbono en el proceso de fermentacion. Al
mismo tiempo, A. oryzae produce grandes cantidades de GABA (Kato et al.,
2002), convirtiendo a este aminodcido en mayoritario en la pasta de arroz
kome-koji (Takahashi et al., 2004), y por lo tanto siendo una de las principales

fuentes de nitrégeno para las levaduras en este proceso.
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3.2 Catabolismo del GABA

La incorporaciéon de GABA a las células de S. cerevisiae es mediada por tres
permeasas: la permeasa general de aminoacidos Gapi, la permeasa
especifica de prolina Put4 y la permeasa especifica de GABA Uga4 (Andre et
al., 1993, Grenson, 1987). Células deficientes en GAP1, PUT4 y UGA4 no
crecen en medio minimo conteniendo GABA como Unica fuente de nitrégeno
debido a su incapacidad para incorporarlo (Grenson, 1987).

El gen UGAT codifica para la enzima GABA transaminasa (4-aminobutirato: 2-
oxoglutarato aminotransferasa), la cual esta involucrada en el primer paso
catabdlico, en donde el GABA es convertido en succinato semialdehido (SSA) y
glutamato (Andre & Jauniaux, 1990b, Ramos et al., 1985). El SSA es téxico
para las células y su conversién a succinato es catalizada por la enzima
succinato semialdehido deshidrogenasa, codificada por el gen UGA2 (Coleman
et al., 2001, Ramos et al., 1985) (Figura 6).

La capacidad de crecer en presencia de GABA como Unica fuente de nitrogeno
se ve severamente comprometida en células ugalA uga2l, indicando la
importancia funcional de los productos codificados por estos genes en la
utilizacion del GABA y en el mantenimiento del flujo metabdlico de glutamato en
las células (Coleman et al., 2001, Ramos et al., 1985).

Las reacciones catabdlicas del GABA llevan a la producciéon de glutamato y
succinato; el primero sirve como donor de nitrbgeno para la sintesis de
componentes celulares nitrogenados, y el segundo puede ser catabolizado en

el ciclo de los acidos tricarboxilicos (Figuras 1y 6).

3.3 Regulacion transcripcional de los genes UGA

3.3.1 UGA4

La regulacién de la expresién del gen UGA4 es compleja y responde a
variaciones en la disponibilidad de varios nutrientes necesarios para la
supervivencia de las células. En primer lugar, la expresion de este gen es
inducible por GABA, es decir que se expresa en presencia de dicho aminoacido

(Vissers et al., 1989). La expresion del gen UGA4 también se encuentra
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regulada por NCR, por la fuente de carbono disponible, por el pH y por los
aminodcidos extracelulares (Bermudez Moretti et al., 2005, Luzzani et al., 2007,
Moretti et al., 2001, Andre et al., 1993). El efecto negativo de los aminoacidos
sobre la induccion de UGA4 es mediada por el sensor de aminoacidos SPS
(Bermudez Moretti et al., 2005).

La induccion dependiente de GABA del gen UGA4 requiere la accion de dos
factores de transcripcién, uno especifico, Uga3, y otro pleiotrdpico,
Uga35/Dal81. Ambos factores actuan a través de una secuencia activadora rica
en nucleétidos GC denominada UASgasa, presente en el promotor UGA4
(Figura 7), y son esenciales para la induccién de su expresion (Andre et al.,
1993). La secuencia central del elemento UASgasa esta formada por un
palindrome perfecto de diez pares de bases con la secuencia 5'-
CCGCCGGCGG-3' (Andre et al., 1995, Talibi et al., 1995, Cunningham et al.,
1994). A partir de ensayos de retardo en la movilidad electroforética (EMSA:
Electromobility Shift Assay) utilizando sondas conteniendo la secuencia
correspondiente a los elementos UASgasa de los promotores de UGA4y UGAT,
se demostré interaccién entre la proteina Uga3 y dichos elementos. Ademas se
determiné que la secuencia consenso de unién del factor Uga3 es un
palindrome formado por dos sitios independientes de unién de Uga3, cada uno
formado por la secuencia 5'-SGCGGNWWT-3 (S=GoC, W=Ao0T,yN=
ningun nucleétido o G). También se reportdé que ambos sitios de unién deben
estar ocupados por el factor Uga3 para que ocurra la activacion transcripcional
in vivo (Idicula et al., 2002, Noel & Turcotte, 1998).

Hasta el momento se desconoce el mecanismo que lleva a la activacién de los
factores Uga3 y Uga35/Dal81 en respuesta al GABA. Como los niveles de
expresién de ninguno de estos dos factores se modifican en respuesta a este
compuesto, se supone que la activacién ocurre por medio de una modificacién
post-traduccional de las moléculas que ya se encuentran en la célula (Andre,
1990).
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Figura 7. Factores de transcripcion que actuan sobre la region promotora del gen UGA4.

Ademas, el gen UGA4 es sensible a NCR, es decir que en presencia de una
fuente rica de nitrogeno como por ejemplo amonio su expresién se encuentra
reprimida, incluso en presencia del inductor GABA (Andre et al., 1993). Su
promotor tiene nueve repeticiones 5°-GAT(A/T)A-3° o su reverso
complementario 5'-T(T/A)ATC-3'. Cuatro de estas repeticiones se encuentran
formando un cluster ubicado 28 pares de bases rio arriba del elemento
UASGasa, €l cual constituye el elemento UASgara, mientras que el resto de las
repeticiones se distribuyen rio abajo de dicho elemento. Sobre el elemento
UAScaTta pueden actuar los factores GATA positivos (GIn3 y Gat1/Nil1) y
negativos (Uga43/Dal80 y Gzf3/Deh1) (Figura 7), regulando asi la expresién de
UGA4 en respuesta a la fuente de nitrégeno disponible (Coffman et al., 1997,
Soussi-Boudekou et al., 1997). En presencia de una fuente pobre de nitrégeno
como prolina, GIn3 se transloca al nacleo y compite con Uga43/Dal80 por los
sitios de union presentes en el elemento UASgara, favoreciendo la induccién
por GABA del gen UGA4 (Andre et al., 1995, Talibi et al., 1995). En estas
condiciones, se ha observado que, en ausencia de Uga43/Dal80, se favorece el

reclutamiento de los factores GATA positivos GIn3 y Gat1/Nil1 al promotor de
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UGA4, justificando los valores altos de expresion observados en ausencia del
factor Uga43/Dal80 (Georis et al., 2009).

Hasta el momento no se ha demostrado la participacion del factor Gzf3/Deh1
en la regulaciéon de UGAA4. Esto probablemente sea consecuencia de que dicho
factor parece ser funcional en condiciones de represién por nitrégeno (Soussi-
Boudekou et al., 1997), condicién bajo la cual los factores GATA positivos que

acttan en la regulacion de UGA4 se encuentran retenidos en el citoplasma.

3.3.2 UGAT1

En forma similar a lo descripto para el gen UGA4, la expresion de UGAT es
inducible por GABA y esta induccibn es mediada por los factores de
transcripcion Uga3 y Uga35/Dal81 (Andre, 1990, Ramos et al., 1985, Talibi et
al., 1995). El elemento UASgasa presente en el promotor de UGAT es similar al
presente en el promotor de UGA4 aunque su secuencia central esta formada
por un palindrome imperfecto de secuencia 5-CCGCGGGCGG-3' (Talibi et al.,
1995, Cunningham et al., 1994).

El gen UGAT1 es altamente sensible a NCR (Coffman et al., 1994) y su promotor
contiene siete repeticiones 5-GAT(A/T)A-3" o su reverso complementario 5'-
T(T/A)ATC-3' (Talibi et al., 1995). La delecién del factor GATA negativo
Uga43/Dal80 genera niveles altos de expresién en ausencia de inductor (Talibi
et al., 1995, Cunningham et al., 1994, Daugherty et al., 1993), mientras que la
participacion del factor GATA positivo GIn3 en esta regulacién es controversial.
Un grupo de investigacidn reporté una disminucion del 60% en la induccién del
gen UGAT en ausencia de GIn3 (Talibi et al., 1995), mientras que otro grupo
reportd que dicho factor de transcripcion no participa en la regulacién de UGA1
(Cunningham et al., 1994, Daugherty et al., 1993).

3.3.3 UGA2

La regulacion transcripcional del gen UGA2 es similar a la de los demas
miembros del reguldn UGA, es decir que su induccién por GABA requiere de

los factores Uga3 y Uga35/Dal81 y que la delecion del factor Uga43/Dal80
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produce expresion constitutiva (Coleman et al., 2001, Vissers et al., 1990). El
promotor de este gen contiene secuencias 5-GAT(A/T)A-3" y es sensible a
NCR (Coleman et al., 2001).

El promotor de este gen no contiene un elemento UASgasa, Sino que contiene
una sola copia de la secuencia consenso de unién del factor Uga3 5'-
SGCGGNWWT-3" (ldicula, 2002). Si bien el factor Uga3 es capaz de unirse a
dicho sitio consenso como mondmero, se propuso que sélo cuando se une a
ambos sitios consenso presentes en el elemento UASgasa de los genes UGAT
y UGA4, ocurre la activacion transcripcional in vivo (Idicula et al., 2002). Hasta
el momento no se han llevado a cabo ensayos para estudiar la interaccién de
Uga8 con el promotor de UGAZ2, aunque es probable que ocurra, ya que la

induccion del gen depende de este factor.

4. Sensado de aminoacidos extracelulares: el camino de senalizacion
SPS

Las células de levadura dependen del camino de sefalizacion SPS para
responder a los aminodacidos extracelulares. El sensor de aminoacidos SPS,
junto con los componentes que actuan rio abajo del mismo, conforman una red
regulatoria que controla la incorporacion de aminoécidos a la célula por medio
de la induccién de la transcripcién de genes que codifican para permeasas de
aminodcidos (Ljungdahl, 2009).

Se ha determinado un ndmero importante de genes regulados por la actividad
del sensor SPS y muchos de estos genes codifican para proteinas involucradas
en el transporte de aminoacidos y péptidos, tales como AGP1, BAP2, BAPS3,
DIP5, GNP1, TAT1, TAT2, PTR2 (Bernard & Andre, 2001a, Didion et al., 1998,
Forsberg et al., 2001a, Kodama et al., 2002).

4.1 El sensor SPS

El sensor SPS es un complejo proteico localizado en la membrana plasmética y
esta compuesto por tres proteinas, Ssy1, Pir3 y Ssy5 (Forsberg & Ljungdahl,

2001). A pesar de compartir cierta homologia con secuencias de permeasas de
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aminodcidos, la proteina Ssy1 tiene caracteristicas Unicas. Esta proteina tiene
un extenso dominio N-terminal orientado hacia el citoplasma que no se
encuentra presente en otros miembros de la familia de permeasas de
aminoacidos. Ademas, la proteina Ssy1 no interviene en la incorporacion de
aminoacidos (Didion et al., 1998, Iraqui et al., 1999, Gaber et al., 2003). Se ha
postulado que esta proteina sensa los aminoacidos extracelulares y que la
uniéon del ligando causa cambios que oscilan entre una conformacién de cara al
exterior (forma activa) y una conformaciéon de cara al interior celular (forma
inactiva) (Wu et al., 2006).

El dominio N-terminal de la proteina Ssy1 interactla fisicamente con otras dos
proteinas, Ptr3 y Ssy5. Luego de la induccién por aminoacidos extracelulares,
el receptor primario de aminoacidos, la proteina Ssy1, inicia la sefal que, via
hiperfosforilacién de Ptr3, resulta en la activacién de la proteasa Ssy5. Esto
lleva al procesamiento endoproteolitico de dos factores de transcripcion
denominados Stp1 y Stp2. Luego del procesamiento, estos factores ingresan al
nacleo e inician la transcripcién de genes de permeasas de aminoécidos (Wu et
al., 2006, Liu et al., 2008, Andreasson & Ljungdahl, 2002).

La proteasa Ssy5 es controlada por un proceso que se conoce como protedlisis
activada por receptor (RAP: Receptor Activated Proteolysis) (Figura 8A). Tiene
homologia con una serina-proteasa y se expresa como un zimégeno, el cual se
cliva a si mismo dando como productos un prodominio N-terminal y un dominio
catalitico (Cat) C-terminal. ElI prodominio y el dominio Cat permanecen
asociados entre si y ademds asociados al factor Stp1 latente, formando una
proteasa inactiva pero cataliticamente competente (Andreasson et al., 2006).

A B (e i)

Stp1/Stp2 =
latent Stp1/Stp2
processed

Figura 8. Esquema del fendomeno de protedlisis activada por receptor (RAP) (Ljungdahl,
2009)
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Cuando los aminoacidos son sensados, la sefal es transducida por las
proteinas Ssy1 y Ptr3, resultando en un cambio conformacional del prodominio
de Ssy5, que reduce su afinidad por el dominio Cat. Entonces, el dominio Cat
procesa los factores Stp1 y Stp2 por clivado de sus extremos N-terminales
(Figura 8B). Como consecuencia de la activacién del sensor SPS, el
prodominio es degradado via proteasoma (Pfirrmann et al., 2010).

El clivado de Stp1 y Stp2 mediado por el sensor SPS también requiere del
complejo ubiquitina-ligasa SCF®"" E3 y de la actividad de las caseina-quinasas
Yck (Yck1/2) (Abdel-Sater et al., 2004a, Andreasson & Ljungdahl, 2004,
Bernard & Andre, 2001b, Spielewoy et al., 2004). Esto sugiere que cambios en
los niveles de ubiquitinacién y fosforilacién de los componentes del sensor SPS
estan involucrados en la transduccion de senales inducidas por aminoacidos.
En varias oportunidades se ha observado que la fosforilacién dependiente de
Yck1/2 lleva a la poliubiquitinacién de proteinas y su subsecuente degradacion
via proteasoma. Estas observaciones, junto con los hallazgos que indican que
el prodominio de la proteina Ssy5 es degradado via proteasoma luego de la
activacién por aminoacidos del sensor SPS, han llevado a proponer que la
fosforilacién dependiente de Yck1/2 y la ubiquitinacion mediada por Grr1
podrian estar gobernando la conformacién del prodominio y por lo tanto, su

actividad inhibitoria (Pfirrmann et al., 2010).

4.2 Factores de transcripcion efectores de la sefial disparada por SPS

Como ya se menciond, Stp1 y Stp2 son dos factores de transcripcion que
participan como efectores rio abajo del sensor SPS en la via de sensado de
aminodcidos. Estos factores tienen funciones que se solapan y son
parcialmente redundantes (Andreasson & Ljungdahl, 2002, de Boer et al.,
2000) Los genes STP1 y STP2 se generaron a partir de una duplicacion
completa del genoma en una levadura ancestral y divirgieron funcionalmente
durante la evolucion (Wielemans et al., 2010). Ambos factores son sintetizados
en el citoplasma como proteinas latentes con un dominio N-terminal de 10 kDa
crucial para su actividad (Andreasson et al., 2006). En ausencia de

aminoacidos, Stp1 y Stp2 se encuentran en el citoplasma. Cuando se agregan
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aminoacidos al medio de cultivo, estos factores son activados por remocién
endoproteolitica de sus dominios N-terminales y translocan al nicleo donde se
unen a secuencias conocidas como UAS,, presentes en algunos promotores.
Las secuencias UAS,, consisten en al menos dos copias del tetranucleétido 5°-
CGGC-3" separadas por entre tres y seis nucleétidos y son las secuencias
blanco de la senal disparada por el sensor SPS en respuesta a los aminoacidos
extracelulares (De Boer et al., 1998, Abdel-Sater et al., 2004b).

Los mecanismos para retener en el citoplasma a las formas latentes de Stp1 y
Stp2 no son absolutamente eficientes. Como parte de un segundo punto de
control, existen tres proteinas presentes en la membrana nuclear interna, Asit,
Asi2 y Asi3, que impiden que las formas no procesadas de Stp1 y Stp2 que
logran escapar a la retencion citoplasmatica lleguen a sus promotores blanco
(Boban et al., 2006, Zargari et al., 2007). A diferencia de lo que ocurre en
células wild type donde sélo las formas procesadas de Stp1 y Stp2 se unen a
sus promotores blanco, en células deficientes en cualquiera de los genes ASI,
las formas latentes no procesadas de Stp1 y Stp2 son capaces de unirse a sus
promotores blanco, provocando una activacién constitutiva de los genes
regulados por el sensor SPS, aun en ausencia de aminoacidos o en ausencia
de un sensor SPS funcional (Boban et al., 2006, Zargari et al., 2007, Forsberg
et al., 2001b). Es interesante destacar que las proteinas Asi no influyen en los
mecanismos de retencion en citoplasma de los factores Stp1 y Stp2 sino que
actian manteniendo el camino de sefalizacion SPS en un estado reprimido en
ausencia de aminoacidos. Asi, dos mecanismos independientes impiden la
actividad de Stp1 y Stp2, uno es la retencion citoplasmatica y el otro es la
represion dependiente de Asi. Ambos mecanismos ejercen sus efectos
regulatorios via el dominio N-terminal de estos factores (Boban et al., 20086,
Zargari et al., 2007).

Otro factor de transcripcion importante para la induccion de genes regulados
por SPS es la proteina Uga35/Dal81 (Bernard & Andre, 2001a, Iraqui et al.,
1999, Abdel-Sater et al., 2004b). Se ha demostrado que la presencia de este
factor es necesaria para la transcripcidén dependiente de aminoacidos de la
permeasa de aminoacidos AGP1, debido a que favorece la interaccién del
factor Stp1 con el promotor AGP1 (Boban & Ljungdahl, 2007).
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4.3 Modelo para el sensado de aminoacidos extracelulares

El modelo actualmente aceptado para el camino de sefalizacién SPS propone
que en ausencia de aminoacidos (Figura 9A), el sensor SPS se encuentra en
una conformacion de pre-activacion, los factores de transcripcién Stp1 y Stp2
son sintetizados como precursores inactivos que se localizan en el citoplasma
debido a la presencia del dominio N-terminal, el cual actia como un ancla en el
citoplasma y las proteinas Asi inhiben la accion de moléculas de Stp1 y Stp2 no
procesadas que hubieran escapado al mecanismo de retencién citoplasmatica.
En presencia de aminodacidos extracelulares (Figura 9B), el sensor SPS es
activado, lo que desencadena la actividad proteolitica intrinseca de Ssy5 que
produce el procesamiento endoproteolitico de Stp1 y Stp2. Las formas
procesadas de estos factores que carecen de sus dominios inhibitorios N-
terminal entran al ndcleo y se unen a los promotores de los genes que codifican
para permeasas de aminoacidos a través de los elementos UAS,, (Ljungdahl,
2009).

Amino Acid
A SPS-sensor B SPS-sensor /
b 417119 S a0fian AP
M e 4! = sp faacd ﬂﬁfﬂﬁ&—
d (Pu3 o——. ? CPte3 ¥4z °
~——1 Ssy5 ) — Ssy5€h_
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g SHVSIE 4 Stotstp2 X Stp1/Stp2
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% latent processed

Asi complex
[ = ——

AAP
UAS,, UAS,,

Figura 9. Esquema del sistema de sensado SPS. (A) Estado no inducido en ausencia de
aminoacidos extracelulares. (B) Estado inducido en presencia de aminoacidos extracelulares.
AAP: genes de permeasas de aminoacidos (Ljungdahl, 2009).

32



Introduccién

5. Factores de transcripcion con motivos de dedos de zinc

La mayor parte de las proteinas que contienen zinc son factores de
transcripcion capaces de interactuar con el ADN y son llamadas proteinas con
dedos de zinc. Estos factores pueden ser agrupados en tres clases (I, Il y lll) de

acuerdo con sus motivos de unién a zinc.

5.1 Factores de clase |

Esta clase comprende proteinas con motivos Cys,His, (CoHy) y es la clase de
factores de transcripcién mas abundante dentro de los organismos eucariotas.
Los factores de transcripcién Sp1 de humanos, TFIIIA de Xenopus laevis y
Stp1/Stp2 de S. cerevisiae son ejemplos de factores de transcripcion con
motivos CoH,. En general, estas proteinas contienen dos o mas repeticiones
del motivo CoH, y cada unidad repetida interactia con un atomo de zinc. Los
miembros de esta clase se unen como mondémeros a los acidos nucleicos
(MacPherson et al., 2006).

5.1.1 Stp1 y Stp2

Como se menciond anteriormente, las proteinas Stp1 y Stp2 son dos factores
de transcripcion homélogos que participan como efectores rio abajo del sensor
SPS en la via de sensado de aminoacidos. Estos factores poseen tres
dominios putativos de dedos de zinc CoH, (residuos 160-187, 188-228 y 240-
270 en Stp1 y residuos 204-226, 232-267, 284-309 en Stp2) y actuan sobre
secuencias blanco que incluyen al menos dos copias del tetranucleé6tido 5°-
CGGC-3" separadas por entre tres y seis nucleétidos (De Boer et al., 1998,
Abdel-Sater et al., 2004b)

En la Figura 10 se muestra un esquema de los dominios presentes en la
proteina Stp1. El dominio N-terminal de las proteinas Stp1 y Stp2, el cual es
removido endoproteoliticamente como consecuencia de la activacion del
sensor SPS, posee dos regiones conservadas, region | y region I, que son
requeridas para el control del estado latente. La regién | (residuos 16-35 para

Stp1 y 13-72 para Stp2) tiene un alto contenido de aminodcidos ramificados y
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es necesaria para la retencién citoplasmatica y la exclusion de los promotores.
Su delecién lleva a una desrepresién constitutiva de los genes regulados por
SPS, independientemente del procesamiento del factor de transcripcion. La
region Il (residuos 65-97 para Stp1 y 73-105 para Stp2) es necesaria para la
unién de Stp1 y Stp2 a Ssy5, y por ende para el procesamiento proteolitico

inducido por amino&cidos (Andreasson & Ljungdahl, 2004).

Transcriptional
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Figura 10. Diagrama esquematico de la proteina Stp1. En la proteina se pueden distinguir
un dominio regulatorio (REG), una regién PEST (posible sefal para la degradacion proteolitica),
un dominio de uniéon al ADN (DB) y una sefal de localizacién nuclear (NLS: Nuclear
Localization Signal) (Andreasson & Ljungdahl, 2002).

5.2 Factores de clase Il

Esta clase, dentro de la cual se puede incluir a los factores GATA, comprende
proteinas con dominios Cys, (C4). Estos factores en general tienen una unidad
de dedos de zinc por la que reconocen repeticiones invertidas como
homodimeros y repeticiones directas como heterodimeros (MacPherson et al.,
2006).

5.2.1 Factores GATA en S. cerevisiae

Los factores GATA son una clase de factores de transcripcion que se
encuentran presentes tanto en hongos como en plantas y animales. EI dominio
de unién al ADN de estos factores comprende una unidad de dedos de zinc
formado por cuatro residuos de cisteina seguidos por un dominio bésico
terminal. Estos factores se unen a motivos en el ADN denominados GATA
GAT(T/A)A, presentes en las regiones regulatorias de sus genes blanco. La
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familia de factores de transcripcion GATA en S. cerevisiae tiene al menos ocho
miembros (MacPherson et al., 2006, Scazzocchio, 2000).

Los factores GATA GIn3, Gat1/Nil1, Uga43/Dal80 y Gzf3/Deh1 de S. cerevisiae
tienen un motivo C4 con un consenso C-X,-C-X17-C-X,-C (Coffman et al., 1996,
Minehart & Magasanik, 1991, Soussi-Boudekou et al., 1997, Stanbrough et al.,
1995).

Los dos factores GATA positivos, GIn3 y Gat1/Nil1, difieren de los negativos,
Uga43/Dal80 y Gzf3/Deh1, en que poseen una regién homdloga rica en
asparagina, ubicada a doscientos residuos del extremo N-terminal (Stanbrough
et al., 1995). Por otra parte, Uga43/Dal80 y Gzf3/Deh1 comparten un motivo
cierre de leucina en su extremo C-terminal, que no esta presente en Gat1/Nil1
ni en GIn3, y que puede ser el responsable de la capacidad que poseen esas
proteinas de homo o heterodimerizar (Svetlov, 1998). Dado que los cuatro
factores regulan la expresion de muchos genes y que GIn3 y Uga43/Dal80
pueden unirse al mismo UASgara (Coffman et al., 1997), se ha postulado que
los factores GATA negativos compiten por la unién a la secuencia blanco con

los factores GATA positivos (Cooper, 2002).

5.3 Factores de clase lll

Las proteinas de esta clase son exclusivas de los hongos y contienen dominios
de unién al ADN formados por seis residuos de cisteina (Cg) unidos a dos
atomos de zinc, por lo que se les da el nombre de clusters binucleados de zinc
o Zn(l)2-Cyss (Zn2Cs). Los factores de transcripcion Gal4, Uga3, Uga35/Dal81
y Leu3 son ejemplos de factores de transcripcion con motivos Zn(ll)o-Cyse.
Estas proteinas tienen la particularidad de que contienen sb6lo una unidad de
dedos de zinc que une dos atomos de zinc. Como la mayor parte de los
factores de transcripcion, estas proteinas contienen varios dominios
funcionales ademas del dominio de unién al ADN rico en cisteinas, incluyendo
un dominio regulatorio y un dominio de activacion (MacPherson et al., 2006)
(Figura 11).
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N{]JZinc finger|Linker]Dimerization] Regulatory (MHR) [Acidic region -C
DMNA-binding domain

Figura 11. Dominios funcionales en proteinas con clusters de zinc (Zn(ll),-Cysg). Se
pueden distinguir tres dominios funcionales: el dominio de unién a ADN (DBD), el dominio
regulatorio y la regién acidica. El DBD se puede subdividir en tres regiones: el dedo de zinc, la
region linker y el dominio de dimerizacion. Estas regiones contribuyen a la especificidad de
unién al ADN y a las interacciones ADN-proteina y proteina-proteina (MacPherson et al., 2006).

Muchos estudios muestran que las proteinas con clusters de zinc reconocen
elementos relacionados que contienen secuencias de tres nucleétidos en forma
simple o repetida y en forma simétrica o asimétrica. Estos tripletes
generalmente son CGG, aunque se han reportado variantes. Las proteinas con
clusters de zinc pueden unirse como homodimeros a tripletes CGG que estan
orientados en repeticiones directas, invertidas o evertidas. También pueden
unirse al ADN como mondémeros y heterodimeros (MacPherson et al., 2006)
(Figura 12).
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Figura 12. Modelo para la unidon de proteinas con clusters de zinc (Zn(ll),-Cysg) al ADN
(MacPherson et al., 2006).
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5.3.1 Uga3

Uga8 es un factor especifico en la regulacién de la transcripcién de los genes
UGA involucrados en el transporte y catabolismo del GABA y es esencial para
la induccion dependiente de GABA de dichos genes (UGA1, UGA2 y UGA4)
(Andre, 1990, Vissers et al., 1990). Esta proteina contiene un dominio de dedos
de zinc de tipo Cg (Zn(Il)>-Cyse) (residuos 17-44), una sefnal de localizacion
nuclear (residuos 55-62) y un dominio acidico C-terminal presente también en
dominios de activacion de otras proteinas con clusters de zinc. Mutaciones en
el dominio Zn(ll)o-Cysg de la proteina Uga3 resultan en una pérdida de su
actividad (Talibi et al., 1995).

El factor Uga3 reconoce secuencias que contienen tripletes CGG. Se ha
demostrado que los nuclebtidos que se encuentran alrededor de los tripletes
CGG, la orientacién de estos tripletes y la cantidad de nucleétidos entre dichos
tripletes son importantes para el reconocimiento de la secuencia por un
determinado factor. Por ejemplo, los factores de transcripcién Leu3 y Uga3
reconocen una regién con repeticiones CGG evertidas y espaciadas por cuatro
bases, pero Leu3 no reconoce secuencias blanco de Uga3 ni Uga3 de Leu3, ya
que la especificidad estaria dada por los nucleétidos localizados entre los
tripletes CGG (Noel & Turcotte, 1998). Ademas, los nucledtidos que flanquean
el motivo CCG-N4-CGG también son esenciales para la union in vitro de Uga3
y para la activacién transcripcional de sus genes blanco (ldicula et al., 2002).
Se ha demostrado que mutaciones en la glicina de la posicién 224 o en la
glicina de la posicién 451 de Uga3 son suficientes para que esta proteina sea
capaz de activar constitutivamente la expresion de los genes UGA en ausencia
de inductor (Andre, 1990).

5.3.2 Uga35/Dal81

El factor Uga35/Dal81 posee un rol sinérgico e importante en la amplificacion
de la expresion inducida de genes de varias vias para la utilizacién de fuentes
de nitrégeno. Asi, Uga35/Dal81 es requerido para la induccién por GABA de los
genes UGA (utilizacion de GABA) (Vissers et al., 1990, Coornaert et al., 1991) y
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para la induccién por alofanato de los genes DUR y DAL (degradacién de urea
y alantoina) (Turoscy & Cooper, 1982, Jacobs et al., 1980). En ambos
procesos, Uga35/Dal81 actua junto con un factor de transcripcién especifico de
inductor, como por ejemplo Uga3 (induccién por GABA) (Andre, 1990) y
Dal82/DurM (induccién por alofanato) (Olive et al., 1991, Jacobs et al., 1980,
Andre & Jauniaux, 1990a). También actua junto con Stp1 para la induccién del
gen AGP1 (induccion por aminoacidos) (Abdel-Sater et al., 2004b, Boban &
Ljungdahl, 2007). Cada uno de estos pares de factores de transcripcién actia a
través de un elemento UAS especifico de regulén (Talibi et al., 1995,
Dorrington & Cooper, 1993, Abdel-Sater et al., 2004b). Asi, Uga35/Dal81 actiua
junto con varios factores de transcripcién especificos de inductor a través de
elementos UAS especificos para promover la induccion de la transcripciéon de
genes de la utilizacién de nitr6geno en respuesta a distintos estimulos.

La proteina Uga35/Dal81 contiene un dominio de dedos de zinc de tipo Cg
(Zn(I)2-Cysg) (residuos 150-179) y dos motivos de poliglutamina (residuos 73 a
94 y 227 a 237). Deleciones en el dominio Zn(ll).-Cyse de esta proteina no
afectan su funcién en la activacién de los genes DUR1 y DURZ2, medida
indirectamente a través de la actividad de la enzima urea amidoliasa (Bricmont
et al., 1991). Una situacion similar se describié para la proteina TamA de
Aspergillus nidulans. Esta proteina es similar a Uga35/Dal81 y est4 involucrada
en la expresidén de genes en respuesta a compuestos nitrogenados, entre ellos
GABA (Davis et al., 1996).

Por otra parte, se observd que el dominio de poliglutamina presente en la
proteina Uga35/Dal81 (posicidbn 73 a 94) es esencial para la induccién por

alofanato de la actividad de la enzima urea amidoliasa (Bricmont et al., 1991).

5.3.3 Leu3

Leu3 es un regulador transcripcional que controla la expresion de los genes
ILV2, ILV5, ILV3, LEU4, LEU9, LEU1, LEU2, BAT1y BATZ2, todos involucrados
en la biosintesis de aminoé&cidos ramificados (Zhou & Kohlhaw, 1990, Friden &
Schimmel, 1988) (Figura 13). También participa en la regulacién de la

transcripcion de la permeasa de aminoacidos ramificados BAP2 (Nielsen et al.,
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2001) y del gen GDH1, responsable principalmente de la asimilacién de amonio
(Hu et al., 1995). Sin embargo, por medio de estudios globales, se ha
demostrado la regulacion por Leu3 de mas genes, lo que ha permitido

considerar a Leu3 como un regulador mas general (Tang et al., 2006, Boer et
al., 2005).

S
@
2 _
=

@
53
g
= —

LELTETE -3

i)
~
0

L3
ELlg &
ELg

-
FYR —= AL — DHIV — KIV — cIPM — [HPM —= KIG — LEL

A

LEU Coa

Figura 13. Esquema de los mecanismos regulatorios que afectan la ruta de la biosintesis
de la leucina en S. cerevisiae (Kohlhaw, 2003).

La proteina Leu3 contiene un dominio de unién al ADN (DB) de tipo Zn(ll)>-Cyse
localizado cerca del extremo N-terminal de la proteina (residuos 37 a 67)
(Figura 14). También se distingue una regién media de homologia (MHR:
Middle Homology Region) (residuos 300-380), la cual se encontré en varias

proteinas con motivos Zn(ll)>-Cs, y un dominio de activacién transcripcional
(AD) (residuos 857-875) (Kohlhaw, 2003).

39



Introduccién

1?0 2?0 300 4?0 5(|]0 600 7?0 8?0 RESIDUES
7 7
~ 7 T
i | % %,
NN
-} = = =) >
> 5 & o °
2 T
=
o

Figura 14. Diagrama esquematico de la proteina Leu3 (Kohlhaw, 2003).

La actividad de este factor de transcripcién, que tiene la capacidad de actuar
como represor o como activador, estd modulada por la concentraciéon
intracelular del intermediario de la biosintesis de leucina, el a-isopropilmalato
(a-IPM). La region en la proteina Leu3 responsable de enmascarar la funcién
de activador o “self masking region” se localiza entre los residuos residuos 604
y 741 (Figura 14) (Friden et al., 1989, Kohlhaw, 2003, Wang et al., 1999, Zhou
et al, 1990). El a-IPM sirve como sensor de los niveles intracelulares de
leucina, ya que cuando su concentracion es elevada, Leu3 actia como un
activador transcripcional. Por el contrario, a bajas concentraciones o en
ausencia de a-IPM, Leu3 actua como un represor de la transcripcion (Sze et al.,
1992). Se ha propuesto que Leu3 estaria unido a sus sitios regulatorios en el
ADN vy su activacion ocurriria a través de un cambio conformacional o una
modificacién post-traduccional (Kirkpatrick & Schimmel, 1995).

La enzima a-IPM sintasa codificada por el gen LEU4, cataliza la formacion de
a-IPM y esta sujeta a inhibicion por feedback por leucina. A su vez, la
acumulacion de a-IPM depende de la relacién intracelular de acetil CoA/CoA,
que depende del estado metabdlico de las células (Kohlhaw, 2003).

Como Uga3, el factor Leu3 reconoce secuencias que contienen repeticiones
evertidas del triplete CGG (Noel & Turcotte, 1998) y se une al ADN en forma de
homodimero (Kohlhaw, 2003, Sze & Kohlhaw, 1993).

Por otra parte, la expresiéon de Leu3 se encuentra bajo el control general de
aminodcidos (GAAC) (Zhou et al., 1987) y su expresibn es regulada
positivamente por Gen4 (Natarajan et al., 2001, Harbison et al., 2004, Kohlhaw,
2003) (Figura 13). También se ha sugerido que GCN4 es un blanco directo de
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Leu3, es decir que entre ambos factores existe una mutua retroalimentacion

positiva (Tang et al., 2006).

Los resultados presentados en esta tesis contribuyeron al esclarecimiento de
los mecanismos moleculares que llevan a la regulacion por aminoacidos del
regulén UGA, en particular del gen UGA4, mediada por el sensor SPS y del rol
de los factores de transcripcién Uga3, Uga35/Dal81, Leu3, Gcn4, Stp1 y Stp2

en esta regulacién.
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Objetivos

Objetivo general:

El objetivo general de este trabajo fue contribuir al esclarecimiento de los
mecanismos moleculares involucrados en la transduccién de sefales
disparadas por los aminoacidos extracelulares sobre el gen UGA4.

Obijetivos particulares:

Objetivo 1: Identificar las regiones regulatorias presentes en el promotor del

gen UGA4 involucradas en la respuesta a los aminoacidos extracelulares.

Objetivo 2: Identificar los factores de transcripcién que participan en la

regulacion del gen UGA4 por aminoacidos extracelulares.

Objetivo 3: Analizar la interaccion entre el promotor de UGA4 y los factores de

transcripcion responsables de la regulacion por GABA y aminoacidos.

Objetivo 4: Evaluar si los otros miembros del reguldon UGA, UGA1 y UGA2,
comparten el mecanismo de regulacion establecido para UGA4.
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Materiales y métodos

1. Cepas y medios de cultivo

1.1 Levaduras

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas en este trabajo (Tabla 1)

son isogénicas con la cepa wild type Y 1278b.

Tabla 1. Cepas utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo Parental Primers Referencia
>1278b Mata - - (Bechet et al., 1970)
23344c Mata ura3 - - M.Grenson
30995b Mata ura3 ssy1A::kanMX2 - - (Bernard & Andre, 2001b)
FB90 Mata ura3 ssy5A::kanMX2 - - (Bernard & Andre, 2001b)
FB98 Mata ura3 ptr3A::kanMX2 - - (Bernard & Andre, 2001b)
KW018 Mata ura3 stp1A - - (Wielemans et al., 2010)
KwWo021 Mata ura3 stp2A - - (Wielemans et al., 2010)
KwWo023 Mata ura3 stp1A stp2A - - (Wielemans et al., 2010)
26790a Mata ura3 uga3A - - (Talibi et al., 1995)
FA050 Mata ura3 uga35A::kanMX2 - - (Abdel-Sater et al., 2004b)
SBCYO01 Mata ura3 leu3A:: kanMX4 23344c F/R-leu3 Este trabajo
SBCY02 Mata ura3 LEU3-3HA-kanMX6 23344c F/R- LEU3-Tag Este trabajo
SBCY03 Mata ura3 gen4A:: kanMX4 23344c F/R-gen4 Este trabajo
SBCY04 Mata ura3 leudA::loxp 23344c F/R-leud Este trabajo
SBCY05 Mata ura3 leudA::loxp leu5A::kanMX4 SBCY04 F/R-leu5 Este trabajo
SBCY08 Mata ura3 his3::kanMX leudA::loxp SBCY04 Plasmido M3929 Este trabajo
SBCY09 Mata ura3 6HA-LEU3 23344c F/R-Tag-LEU3 Este trabajo
SBCY10 Mata ura3 6HA-UGA35 23344c F/R-Tag-UGA35 Este trabajo
SBCY13 Mata ura3 6HA-UGA3 23344c F/R-Tag-UGA3 Este trabajo
SBCY17 Mata ura3 uga35A::natMX4 FA050 F/R-ME Este trabajo
SBCY18 Mata ura3 ssy1A::natMX4 30995b F/R-ME Este trabajo
SBCY20 Mata ura3 uga35A::natMX4 leu3A::kanMX4 SBCY17 F/R-leu3 Este trabajo
SBCY22 Mata ura3 leu3A::kanMX4 6HA-UGA3 SBCY13 F/R-leu3 Este trabajo
SBCY23 Mata ura3 leu3A::kanMX4 6HA-UGA35 SBCY10 F/R-leu3 Este trabajo
SBCY24 Mata ura3 ssy1A::natMX4 6HA-UGA35 SBCY18 F/R-Tag-UGA35 Este trabajo
SBCY25 Mata ura3 uga35A::natMX4 6HA-UGA3 SBCY17 F/R-Tag-UGA3 Este trabajo
SBCY26 Mata ura3 ssy1A::natMX4 6HA-UGA3 SBCY18 F/R-Tag-UGA3 Este trabajo
SBCY27 Mata ura3 uga3A 6HA-UGA35 26790a F/R-Tag-UGA35 Este trabajo
SBCY28 Mata ura3 uga4::URA3-kanMX 23344c F-Delitto P_UASgasa Este trabajo
SBCY29 Mata ura3 UGA4::UASgasamut SBCY28 F/R-UGA4 DP Este trabajo
SBCY30 Mata ura3 UGA4::UASgaendel SBCY28 F/R-UGA4 DP Este trabajo
SBCY31 Mata ura3 UGA4-3HA-kanMX6 23344c F/R-UGA4-Tag Este trabajo
SBCY33 Mata ura3 UGA4::UAScrenmut 6HA-UGA3 SBCY29 F/R-Tag-UGA3 Este trabajo
SBCY34 Mata ura3 UGA4::UAScasndel 6HA-UGA3 SBCY30 F/R-Tag-UGA3 Este trabajo
SBCY35 Mata ura3 UGA4::UASeasamut 6HA-UGA35 SBCY29 F/R-Tag-UGA35 Este trabajo
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SBCY36 Mata ura3 UGA4::UAScpsadel 6HA-UGA35 SBCY30 F/R-Tag-UGA35 Este trabajo
SBCY37 Mata ura3 ssy1A::natMX4 UGA4-3HA-kanMX6 SBCY18 F/R-UGA4-Tag Este trabajo
XK14-15D Mata LEU4™ his4 urat MAL2 galt SUC - - G.B. Kohlhaw

Se utilizé YPD (ver Apéndice) como medio de mantenimiento. Para las cepas
transformadas se utilizé el medio minimo (MM) definido (pH 6,1) previamente
descripto por Jacobs et al. (Jacobs et al., 1980), cuyas fuentes de carbono vy
nitrbgeno son glucosa 3% y prolina 10 mM, respectivamente. Este medio se
suplementé con leucina, fenilalanina, triptofano o metionina 1,3 mM, segun el
experimento.

El medio de cultivo sélido se preparé agregando agar 2%.

Los antibiéticos geneticina (G418) y nourseotricina (ClonNAT) se agregaron en
concentraciones finales de 200 pg/ml y 100 pg/ml, respectivamente.

Las placas conteniendo acido 5-fluorético (5-FOA) se prepararon agregando al

medio minimo 5-FOA 2 mg/ml y uracilo 24 pug/ml.

1.2 Bacterias

Para el crecimiento de las bacterias se utilizé medio LB (ver Apéndice) con el
agregado o no de ampicilina en una concentracién de 100 pg/ml.

El medio de cultivo sélido se preparé agregando agar 2%.

2. Plasmidos

En la Tabla 2 se resumen los plasmidos utilizados en este trabajo.

Tabla 2. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Nombre Descripcion Referencia
YEp357 Plasmido para realizar ensayos de expresion de [-galactosidasa (ver (Myers et al., 1986)
Apéndice).
YEp357-UGA4 Contiene al promotor del gen UGA4 clonado rio arriba del gen reportero (Garcia et al., 2000)
lacZ.
YEp357-UASA Contiene un fragmento del promotor del gen UGA4, que no incluye ni al Este trabajo

elemento UAScara ni al elemento UASgasa, clonado rio arriba del gen
reportero lacZ.

YEp357-UAScarad Contiene un fragmento del promotor del gen UGA4, que no incluye al Este trabajo
elemento UAScara, clonado rio arriba del gen reportero lacZ.
YEp357-UAScasamut  Contiene una versién mutada del promotor del gen UGA4 donde se alterd Este trabajo

por mutagénesis la regién central del elemento UAScasa, clonada rio arriba
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Yep357- UASGABAdeI

YEp357-BAP2
YEp357-AGP1
YEp357-UGA3
YEp357-UGA35
pRS413
pSBC-LEU4™
p426-GPD
pSBC-HA-UGA35
pPB67

pPB68

pPB70

pPB71
pPB72

pFA6a-KanMX4
pFA6a-3HA -KanMX6

pUG6
pOM10

pSH47
pAG25
M3929

pCORE

del gen reportero lacZ.

Contiene una versién mutada del promotor del gen UGA4 donde se
deleciond la regién central del elemento UASgass, clonada rio arriba del
gen reportero lacZ.

Contiene al promotor del gen BAP2 clonado rio arriba del gen reportero
lacZ.

Contiene al promotor del gen AGP1 clonado rio arriba del gen reportero
lacZ.

Contiene al promotor del gen UGAS3 clonado rio arriba del gen reportero
lacZ.

Contiene al promotor del gen UGA35 clonado rio arriba del gen reportero
lacZ.

Plasmido de clonado (ver Apéndice).

Contiene una versién mutada del gen LEU4 (LEU4™), que codifica para
una enzima a-isopropilmalato sintasa resistente al feedback por leucina.
Plasmido para expresion de proteinas en levaduras bajo el control del
promotor constitutivo GPD (ver Apéndice).

Contiene clonado el gen UGA35 fusionado al epitope HA en su extremo
N-terminal bajo el control del promotor GPD.

Contiene una versién mutada del gen UGA35 donde se deleciond el
primer motivo de poliglutamina de la proteina Uga35.

Contiene una versiébn mutada del gen UGA35 donde se delecioné el
segundo motivo de poliglutamina de la proteina Uga35.

Contiene una versiébn mutada del gen UGA35 donde se delecioné el
motivo Zn(l1).Cyss de la proteina Uga35.

Contiene clonado el gen UGA35.

Contiene una versién mutada del gen UGA35 donde se delecionaron los
dos motivos de poliglutamina de la proteina Uga35.

Plasmido para la construccion de cepas de delecion (ver Apéndice).
Plasmido para la construccion de cepas que expresan proteinas de fusion
con tres epitopes HA en el extremo C-terminal (ver Apéndice).

Plasmido para la construccion de cepas de delecion (ver Apéndice).
Plasmido para la construccion de cepas que expresan proteinas de fusion
con seis epitopes HA en el extremo N-terminal (ver Apéndice).

Contiene al gen de la recombinasa Cre bajo el control del promotor GAL1
(ver Apéndice).

Plasmido para la construccién de cepas de delecién (ver Apéndice).

Plasmido para la construccién de cepas auxétrofas para histidina (ver
Apéndice).

Plasmido para la construccion de cepas por mutagénesis sitio-dirigida in
vivo.

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
(Christianson et al.,
1992)

Este trabajo
(Mumberg et al., 1995)
Este trabajo
(Bricmont et al., 1991)
(Bricmont et al., 1991)

(Bricmont et al., 1991)

(Bricmont et al., 1991)
(Bricmont et al., 1991)

(Wach et al., 1994)
(Longtine et al., 1998)

(Guldener et al., 1996)
(Gauss et al., 2005)

(Gueldener et al.,
2002)
(Goldstein &
McCusker, 1999)
(Voth et al., 2003)

(Storici et al., 2001,
Storici & Resnick,
2003)

2.1 Estrategias utilizadas para la construccion de plasmidos

- Clonado de las regiones regulatorias de los genes UGA3, UGA35,
BAP2y AGP1
Se clonaron las regiones 5 regulatorias de los genes UGA3 (-795 a
+24, con respecto al coddn de iniciacion ATG), UGA35 (-788 a +30, con
respecto al codén de iniciacion ATG), BAP2 (-800 a + 21, con respecto

al codoén de iniciaciéon ATG) y AGP1 (-983 a + 18, con respecto al coddn
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de iniciacién ATG) rio arriba del gen lacZ en el plasmido shuttle YEp357
(Myers et al., 1986) (ver Apéndice).

Clonado de regiones del promotor de UGA4

Se clonaron distintos fragmentos de la regién 5 regulatoria del gen
UGA4 rio arriba del gen lacZ en el plasmido shuttle YEp357 (Myers et
al., 1986). Para la construccién UASA-lacZ se cloné el fragmento -385 a
+15, con respecto al coddén de iniciacion ATG. Para la construccion
UASgatal-lacZ se cloné el fragmento -406 a +15, con respecto al codén

de iniciacion ATG.

Clonado del gen LEU4™ (pSBC-LEU4™")

El plasmido pSBC-LEU4™ se construyé clonando un fragmento que
contiene al promotor, a la regién codificante y a la regién 3" no
codificante (-996 a +2016 con respecto al codon de iniciacién ATG) del
gen LEU4™ en el plasmido pRS413 (Christianson et al., 1992) (ver
Apéndice).

Clonado del gen de fusion HA-UGA35 (pSBC-HA-UGA35)

El plasmido pSBC-HA-UGA35 se construy6 clonando un fragmento que
contiene al epitope HA y a la region codificante del gen UGA35 en el
plasmido p426-GPD (Mumberg et al., 1995) (ver Apéndice).

Mutagénesis dirigida

Utilizando la técnica de mutagénesis dirigida (Strachan, 1999) se
construyeron dos versiones mutantes del promotor del gen UGA4 que
se clonaron rio arriba del gen lacZ en el plasmido shuttle YEp357. En la
primera de las construcciones, denominada UASgasamut-lacZ, se
intercambiaron nueve pares de bases de la secuencia central del
elemento UASgasa. Dicho cambio consistié en el reemplazo de purinas
por purinas y de pirimidinas por pirimidinas. En el caso de la segunda

construccion, denominada UASgagadel-lacZ, se delecionaron las nueve
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pares de bases que habian sido intercambiadas en la construccion
UASGABAmut-/acZ.

La metodologia para llevar adelante esta estrategia se explica en el item
2.12.

2.2 Extraccion de DNA genémico

Las células de un cultivo overnight en medio completo YPD, se cosecharon por
centrifugacion y se lavaron con 0,5 ml de agua destilada. Se agregé al pellet
un volumen equivalente a 200 pl de perlas de vidrio, 200 ul de Buffer de Lisis
(ver Apéndice) y 200 ul de la mezcla fenol:cloroformo (1:1). Se agité con vortex
durante 4 minutos y se agregaron 200 pl de buffer TE (ver Apéndice). Luego de
centrifugar, se agregaron dos volumenes de etanol absoluto a la fase acuosa
para precipitar el ADN gendomico y se centrifugd a maxima velocidad,
descartando luego el sobrenadante. El precipitado se lavé con 0,5 ml de etanol

70% frio, se dejé secar y se resuspendié en 200 pl de buffer TE.
2.3 Primersy templados

Los promotores de los genes UGA3 y UGA35 se amplificaron por PCR
utilizando los primers F/R-Pygas y F/R-Pugass, respectivamente. Para el clonado
del promotor del gen BAPZ2 se utilizaron los primers F-Eco_BAP2 y R-
Bam_BAP2 y para el clonado del promotor del gen AGP71 se utilizaron los
primers F-Eco_AGP1 y R-Bam_AGP1. Para la construccion UASgaraQ se
utilizaron los primers F-GATAA y R-Hind-UGA4 y para la construccion UASA,
los primers F-UASA y R-Hind-UGA4. En estos casos se utilizé ADN gendmico
de la cepa Y 1278b como templado para la reaccién de PCR.

El gen LEU4™ se amplificé por PCR a partir de ADN genémico de la cepa
XK14-15D (gentilmente provista por el Dr. Anders Brandt (Carlsberg
Laboratory, Copenhagen Valby, Denmark) utilizando los primers F/R-LEU4™".

El gen de fusién HA-UGA35 se amplifico por PCR a partir de ADN gendmico de
la cepa SBCY10 utilizando los primers F/R-Hind-HA-UGA35.

Las secuencias de los primers utilizados se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Primers utilizados para la construccion de plasmidos.

Nombre Secuencia (5" a 3')

F-Pucas CGCGGAATTCCCGGAATCACATTTGCCCAAGA

R-Pucas CGCGGATCCCAGCTTCTCCACGCCATAATT

F-Puycgass CGCGGAATTCTGAGGCAACATAACAATCACGC

R-Pucgass CGCGGATCCATTATCAGCTGGTGATTGGTG

F-Eco_BAP2 CGCGGAATTCAGCATTAATGCAAGTCGAGAA

R-Bam_BAP2 CGCGGATCCTCCAAAATCTTCTGAAGATAG

F-Eco_AGP1 CGCGGAATTCCCTCAACCTACCATGGCAAAC

R-Bam_AGP1 CGCGGATCCAGACTTCGACGACGACATTGT

F-Mut ACATAAAACATCTCGAAATTATTACTAATGGTTTTTGGCGCACGA
R-Mut TCGTGCGCCAAAAACCATTAGTAATAATTTCGAGATGTTTTATGT
R-Del ACATAAAACATCTCGAAATTGGTTTTTGGCGCACGA

F-Del TCGTGCGCCAAAAACCAATTTCGAGATGTTTTATGT
F-Eco-UGA4 CGCGGAATTCGACAATTTCTTCAATCATTGAAATG

R-Hind-UGA4 CCCCAAGCTTCATACTCATTGTTAGTAATAATAAAT

F-GATAA CGCGGAATTCCCAAAAACCGCCGGCGGCAATTT

F-UASA CGCGAAATTCTTCGAGATGTTTTATGTCATGTTGG
F-Eco-LEU4™ CGCGGAATTCACTGCTCCTGCTTCATCG

R-Eco-LEU4™ CGCGGAATTCCGTCACTAACCGCCAAAC

F-Hind-HA-UGA35
R-Hind-HA-UGA35

CCGAAGCTTATGTGCAGGTCGACAACCCTT
CCGAAGCTTTCCATTTTTACTTATGTGCTA

plU TGAGCGAGGAAGCGGAAGAG
pID TGGCGAAAGGGGGATGTGCT
F-GPD prom CGGTAGGTATTGATTGTAATTCTG

2.4 Obtencion de los fragmentos de ADN a clonar

Las reacciones de PCR tanto para el clonado de las regiones regulatorias de
los genes UGAS3, UGA35, BAP2 y AGP1 como para el clonado de los
fragmentos del promotor del gen UGA4 se realizaron en una mezcla
conteniendo Buffer (Invitrogen), MgCl. 1,5 mM, primers 0,5 uM, dNTPs 0,2
mM, Taqg polimerasa 1,25 unidades/50 pl (Invitrogen) y 0,5 pg de templado.
Para realizar un clonado direccionado, los extremos 5" de los primers tienen
sitios de reconocimiento para dos enzimas de restriccién diferentes que no
cortan la secuencia que se quiere amplificar.

Para el clonado de los genes LEU4™ y HA-UGAS35 las reacciones de PCR se

llevaron a cabo en una mezcla conteniendo Buffer conteniendo magnesio
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(Fermentas), dNTPs 0,2 mM, primers 0,5 uM, Taq Long Range 1,25
unidades/50 pl (Fermentas) y 0,5 ug de templado.

2.5 Visualizacion y purificacion de los fragmentos de PCR

Los productos de PCR obtenidos se sometieron a electroforesis en gel de
agarosa 1,2% con bromuro de etidio para visualizar los fragmentos de ADN en
un transiluminador con luz UV. Luego se purificaron utilizando el QIAquick PCR

Purification Kit (QIAGEN) siguiendo las indicaciones del fabricante.
2.6 Extraccion y purificacion de plasmidos

La extraccion y purificacion de ADN plasmidico se realizd a partir de un cultivo
overnight de E. coli DH5a en medio LB con ampicilina utilizando el QIAprep

Spin Miniprep Kit (QIAGEN) siguiendo las indicaciones del fabricante.
2.7 Reacciones de restriccion

Tanto los productos de PCR purificados como los plasmidos YEp357, pRS413
y p426-GPD se sometieron a reacciones de restriccion. Para todas las
reacciones de digestiéon se puso a digerir 1 pg de ADN con las enzimas de
restriccidn correspondientes en las condiciones recomendadas por el
fabricante. Para el clonado de los promotores de los genes UGA3, UGA35 y
AGP1, la digestién se realiz6 con las enzimas EcoRl'y BamH| 'y el buffer BamHI
(Fermentas). Para las construcciones UASA y UASgatal\, la digestién se hizo
con las enzimas EcoRl y Hindlll'y se utilizé el buffer R (Fermentas). Para el
clonado de LEU4™ la digestién se hizo con la enzima EcoRly se utiliz el
buffer EcoRI (Fermentas). Para el clonado del gen HA-UGA35 la digestién se
hizo con la enzima Hindlll y se utilizé el buffer R (Fermentas). Cada incubacién
fue de 3 horas a 37°C. Una vez finalizadas las reacciones de restriccion, los
plasmidos digeridos se trataron durante 30 minutos con fosfatasa alcalina
(Promega). Antes de ligar, los fragmentos de PCR y los pldsmidos digeridos se

purificaron nuevamente utilizando el QIAquick PCR PFurification Kit (QIAGEN) y
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se cuantificaron en un gel de agarosa por comparacion de intensidad de

bandas con el marcador lambda EcoRI/Hindlll (Promega).

2.8 Reacciones de ligacion

Las reacciones de ligacion se llevaron a cabo en un volumen final de 20 pl
respetando una relacién molar inserto:vector de 3:1. Los tubos se incubaron a
25°C durante 90 minutos. Como control se realizé paralelamente una ligacién

sin inserto. El contenido de cada tubo se utilizé para transformar bacterias.

2.9 Preparacion de bacterias competentes

Las células de E. coli DH5a se cultivaron overnight a 37°C en medio LB. Se
inocularon 2 ml de este cultivo en 40 ml de LB y se incubé a 37°C hasta que el
cultivo alcanz6 una densidad 6ptica a 600 nm de 0,4. Las células se
cosecharon por centrifugacion, se resuspendieron en 16 ml de CaCl, 50 mM vy
se incubaron a 4°C durante 15 minutos. Por ultimo, se centrifugaron 2 minutos
a 4°C, se resuspendieron en 3 ml de CaCl, 50 mM y glicerol 15% y se
guardaron a —80°C.

2.10 Transformacion de bacterias

En un tubo estéril se colocaron 100 ul de bacterias competentes de la cepa
DH5a de E. coliy 20 pl de la reaccidén de ligacion. Luego de 30 minutos de
incubacién a 4°C, las células se sometieron a un shock térmico a 42 °C durante
2 minutos y se incubaron a 4°C durante 5 minutos. Luego se agregé 1 ml de
medio LB y se dej6 recuperar durante 1 hora a 37°C en agitacion. Las células
se centrifugaron y se sembraron en medio LB sélido con ampicilina 100 pg/ml.
En este medio sbélo crecen aquellas bacterias que contienen al plasmido que
posee la resistencia al antibidtico, seleccionandose asi las células
exitosamente transformadas.
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2.11 Screening de las colonias

Para verificar que las colonias de bacterias resistentes a ampicilina contenian a
los plasmidos con los insertos correspondientes, se realiz6 PCR colony. Las
reacciones de PCR se realizaron en una mezcla conteniendo Buffer
(Invitrogen), MgCl. 1,5 mM, primers 0,5 pM, dNTPs 0,2 mM y Taq polimerasa
0,6 unidades/25 ul (Invitrogen). Se picé la colonia que se deseaba analizar con
un tip para utilizar como fuente de ADN molde. Para verificar la insercion de los
fragmentos correspondientes en el pladsmido YEp357, se utilizaron los primers
plU y pID (Tabla 3), los cuales hibridan a ambos lados del sitio multiple de
clonado del vector. Aquellas colonias que tenian el vector vacio debian dar un
producto de 230 pares de bases en la reaccién de PCR. El tamano esperado
para aquellas colonias que hubieran incorporado al vector conteniendo a los
promotores de UGA3, UGA35 o BAP2 era de 1000 pares de bases, mientras
que para las colonias que hubieran incorporado el vector conteniendo el
promotor del gen AGPT el producto esperado era de aproximadamente 1200
pares de bases. En el caso de la construccion UASgatAA, el producto de PCR
esperado era de aproximadamente 640 pares de bases y en el caso de la
construccién UASA, de 600 pares de bases.

Para verificar la incorporacién de LEU4™ en el plasmido pRS413 se utilizaron
los primers F/R-LEU4™ (Tabla 3). Las colonias que habian incorporado el
vector con el inserto LEU4™ debian presentar un producto de 3092 pares de
bases. Para verificar la incorporacién del fragmento HA-UGA35 en el plasmido
p426-GPD se utilizaron los primers F-GPD prom (Tabla 3) y R-UGA35 int
(Tabla 5). Las colonias que habian incorporado el vector con el inserto HA-
UGAQ35 debian presentar un producto de 672 pares de bases.

Las células de las colonias que dieron positivo en el screening se guardaron en
medio LB liquido con ampicilina conteniendo glicerol 15% a -80°C.

Las secuencias de las regiones clonadas se verificaron por secuenciacion.
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2.12 Mutagénesis dirigida

Para la construccién UASgasamut-lacZ se utilizaron dos pares de primers, F-
Mut con R-Hind-UGA4 y F-Eco-UGA4 con R-Mut (Tabla 3). Para la
construccidn UASgasadel-lacZ se utilizaron los pares de primers F-Del con R-
Hind-UGA4 y F-Eco-UGA4 con R-Del (Tabla 3). Se utiliz6 el plasmido YEp357-
UGA4 como templado para la reaccién de PCR (Garcia et al., 2000).

Las reacciones de PCR se realizaron en una mezcla conteniendo Buffer
(Invitrogen), MgCl, 1,5 mM, primers 0,5 uM, dNTPs 0,2 mM, Taqg polimerasa
1,25 unidades/50 pl (Invitrogen) y 2 ug de templado. Los fragmentos de PCR
obtenidos para cada construccién se purificaron a partir de un gel de agarosa
utilizando el kit de purificacién QIAquick Gel Extraction kit (QIAGEN) segun las
indicaciones del fabricante.

Ambos fragmentos purificados se combinaron en una mezcla conteniendo
Buffer (Invitrogen), MgCl, 1,5 mM, dNTPs 0,2 mM y Taqg polimerasa 1,25
unidades/50 ul (Invitrogen). Se desnaturalizé, se permitio la hibridizacion y se
elongé utilizando los extremos 3 libres del heteroduplex. Una vez elongado el
heteroduplex, se amplificd la secuencia utilizando los primers F-Eco-UGA4 y R-
Hind-UGAA4.

Los productos de PCR purificados y el plasmido YEp357 se sometieron a
reacciones de restriccion utilizando las enzimas EcoRl'y Hindlll. Luego se ligé y
se transformaron células de E. coli competentes. El chequeo de colonias se
realizd por PCR colony utilizando los primers plU y pID (Tabla 3). Las colonias
que habian incorporado el vector con el inserto debian presentar un producto
de 830 pares de bases.

Las células de las colonias que resultaron positivas en el screening se
guardaron a -80°C en medio LB liquido con ampicilina conteniendo glicerol
15%.

Las secuencias de las regiones clonadas se verificaron por secuenciacion.

54



Materiales y métodos

3. Transformacion de levaduras

Se sembrd 1 ml de cultivo overnight en 50 ml de medio YPD y se incub6 con
agitaciéon a 30°C. Al alcanzar una densidad Optica a 600 nm de 0,4, las células
se cosecharon, se lavaron con 20 ml de agua estéril, se resuspendieron en
12,5 ml de una solucion de TE 1X/AcLi 0,1 M y se incubaron en agitacién por
30 minutos. Luego, las células se cosecharon y se resuspendieron en 500 pl de
solucién de TE 1X/AcLi 0,1 M. A 50 pl de la suspension celular se le agreg6 1
ug de ADN plasmidico y 50 ug de ADN de esperma de salmén. Se agité bien y
se incubd durante 30 minutos a 30°C. Luego se agregaron 350 pl de una
solucion de TE 1X/AcLi 0,1 M/PEG 40% y se incubé 1 hora a 30°C. Pasado
este tiempo se realiz6 un shock térmico a 42°C durante 5 minutos (Gietz &
Woods, 2002). Las células se lavaron con 200 ul de TE 1X y se plaquearon en

medio minimo sin el agregado de uracilo o histidina segun la transformacion.

4. Construccion de cepas mutantes de levaduras

Todas las cepas generadas en este trabajo, excepto las SBCY08, SBCY28,
SBCY29 y SBCY30, se construyeron utilizando la técnica de delecién de genes
basada en PCR (Wach, 1996, Wach et al., 1994) o versiones modificadas de la
misma (Longtine et al.,, 1998, Guldener et al.,, 1996, Gauss et al., 2005,
Goldstein & McCusker, 1999). La cepa SBCY08 se construydé usando la
estrategia de intercambio de marcadores de seleccion (Voth et al., 2003). Las
cepas SBCY28, SBCY29 y SBCY30 se construyeron utilizando la técnica de
mutagénesis sitio-dirigida in vivo (Storici et al., 2001).

En el Capitulo | de este trabajo de tesis se describe en detalle cada una de las

estrategias empleadas para la construccién de estas cepas.

4.1 Obtencioén de fragmentos de ADN

Las reacciones de PCR para amplificar los fragmentos de ADN lineales

conteniendo al marcador de seleccién deseado flanqueado por regiones de
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homologia al gen blanco se realizaron en una mezcla conteniendo Buffer
(Invitrogen), MgCl. 1,5 mM, primers 0,5 uM (Tabla 4), dNTPs 0,2 mM, Taq
polimerasa 2,5 unidades/50 pl (Invitrogen) y 0,5 ug de templado.

Tabla 4. Primers para la construccion de cepas.

Nombre Secuencia (5" a 3')

Primers para la construccion de cepas por delecion

F-leu3 TGCAATTATGGAAGGAAGATCAGATTTTGTGGCGACTTCACACGTACGCTGCAGGTCGAC
R-leu3 GGACTTTAAACCTTGGGATTGAACGCAAATTCATTCATTAAAATCGATGAATTCGAGCTC
F-gcn4 TGTCTGCTCAAGAAAATAAATTAAATACAAATAAAATGTCCCGTACGCTGCAGGTCGAC
R-gcn4 AATATAAAATAAAAGGTAAATGAAATCAGCGTTCGCCAACTATCGATGAATTCGAGCTC
F-leud AAAGGATTCTCACACTAGAAGTTTACTGTAGACTTTTTCCCAGCTGAAGCTTCGTACGC
R-leu4 TATAGAAATAAATAGAAGCGAATAAGTCCTGAAATACAGACATAGGCCACTAGTGGATCTG
F-leu5 ACTGCTAAAATAAACACAGTTCTTAAGTATGACGCGAGATCAGCTGAAGCTTCGTACGC
R-leu5 AATTAAATGCCAAAATTCCATTTCATTCTTTCATAGACGACATAGGCCACTAGTGGATCTG
F-ME CGTACGCTGCAGGTCGAC

R-ME ATCGATGAATTCGAGCTC

Primers para la construccion de cepas con tags

F-LEU3-Tag GTTGATATTTTAATGAATGAATTTGCGTTCAATCCCAAGGTTCGGATCCCCGGGTTAATTAA
R-LEU3-Tag ACGTATATAGAAAATCATTTACCTCTCCTGTAGCACCGCAGTATCGATGAATTCGAGCTC
F-Tag-LEU3 AAAAATCGCTTCGTAACATTAATACAAATTCTTTTTGCAATTATGTGCAGGTCGACAACCCTTAAT
R-Tag-LEU3 TTCACTTCCGGACTGTGAAGTCGCCACAAAATCTGATCTTCCTTCGCGGCCGCATAGGCCACT
F-Tag-UGA3 CATGTATGGATGCCAAGAAAACAAAGTTTTTTAAAGTGAGGTATGTGCAGGTCGACAACCCTTAAT
R-Tag-UGA3 CATGCTTCGAATATTTCAATTTCAGCTTCTCCACGCCATAATTGCGGCCGCATAGGCCACT
F-Tag-UGA35 TGTTTAGACGAGCGGCAGAACGACAGGCAGCCATACTATCAAATGTGCAGGTCGACAACCCTTAAT
R-Tag-UGA35 CTTCGTAGGCGATGCGGCATTATCAGCTGGTGATTGGTGAGGGTCGCGGCCGCATAGGCCACT
F-UGA4-Tag TGGTGCTGATGTTATCGACACAATTATGTCCAAACAGGAACCACGGATCCCCGGGTTAATTAA
R-UGA4-Tag CTTATAAACTCTGAATATAAAATCTTTATAAAGGTTTGAACATATCGATGAATTCGAGCTC

Primers para construccion de cepas con mutaciones en genoma

F-Delitto P_UASGasa TAAGGTACTCTTATCGCTAATCGCTTATCGCTTATCGTGCGCCGAGCTCGTTTTCGACACTGG
R-Delitto P_UASgasa GGTAATAGATTGCAAAATCCAACATGACATAAAACATCTCGAATCCTTACCATTAAGTTGATC
F-UGA4DP GACAATTTCTTCAATCATTG

R-UGA4 DP CTTTGGGTTAGAATCTTGATGTG

4.2 Precipitacion de los fragmentos de PCR

Se mezclaron 625 pl de etanol 96% y 25 ul de acetato de sodio 3 M pH 5,2 con
100 pl de producto de PCR. Se incubd 1 hora a -80°C y se centrifugd 30
minutos a 17.000 x g. El precipitado se lav6 con 500 ul de etanol 70% vy el pellet

se resuspendié en 10 pl de agua bidestilada.
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4.3 Transformacion de levaduras

Se sembrd 1 ml de un cultivo overnight en 50 ml de medio YPD y se incubd con
agitaciéon a 30°C. Una vez alcanzada la densidad éptica de 0,4 a 600 nm, las
células se cosecharon, se lavaron con 20 ml de agua estéril, se resuspendieron
en 12,5 ml de una solucién de TE 1X/AcLi 0,1 M y se incubaron con agitacion a
30°C por 30 minutos. Luego, las células se cosecharon y se resuspendieron en
500 pl de solucién de TE 1X/AcLi 0,1 M. A 50 ul de suspensidn celular se le
agreg6 5 ul de fragmento lineal de PCR y 50 ug de ADN de esperma de
salmén. Se agit6é y se incubd durante 30 minutos a 30°C. Luego se agregaron
350 pl de una solucion de TE 1X/AcLi 0,1 M/PEG 40% y se incubé 1 hora a
30°C. Pasado este tiempo, se realiz6 un shock térmico a 42°C durante 5
minutos. Las células se lavaron con 500 ul de YPD, se resuspendieron en 1 ml
de YPD y se dejaron recuperando a 30°C durante 4 horas. Luego, las células
se sembraron en placas de YPD conteniendo G418 o ClonNAT.

En el caso de las cepas SBCY29 y SBCY30, luego de la transformacion las
células se sembraron en placas de YPD y se incubaron durante 15 horas a
30°C. Luego se realizd un ensayo de réplica en placa en medio minimo
conteniendo acido 5-fluorético (5-FOA) y uracilo.

4.4 Screening de colonias

Para verificar la correcta insercion de los marcadores de seleccién en las
distintas cepas se realiz6 PCR colony. Las reacciones se llevaron a cabo en
una mezcla conteniendo Buffer (Invitrogen), MgCl, 1,5 mM, primers 0,5 uM,
dNTPs 0,2 mM y Taq polimerasa 2,5 unidades (Invitrogen). Se picé la colonia
que se deseaba analizar con un tip y se utilizd como fuente de ADN molde.
Para cada colonia a analizar se utilizaron dos pares de primers (Tabla 5), uno
que amplifica un producto de PCR en la cepa wild type y otro que genera un
producto de PCR en la cepa mutante.

Las colonias que resultaron positivas se estriaron de modo de obtener colonias
aisladas, se volvi6 a verificar su genotipo por PCR y se guardaron a -80°C en

medio YPD conteniendo glicerol 15%. En los casos en los que las cepas
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tuvieran un fenotipo caracteristico se procedié a incubar las células en las

condiciones adecuadas para su observacion.

Tabla 5. Primers para la verificacion de mutantes.

Nombre Secuencia (5 a 3’)

F-LEU3 prom AGGTGCCGCCTAATTTATCG
R-LEU3int ACTTCTGCTGACGACATTCC
F-LEU3 int TCTACAGACATCAAGGACACTG
R-LEU3 down TTCGCATCATACACCTGTGG
F-GCN4 int TGGAAAGGATGACGAATCGAG
R-GCN4 down GTGGAGTCAGCTGAGAAGTT
F-LEU4 prom CGTGTAAGTGACTCAGTTCTTTC
R-LEU4int AGCCTTCTTAACAGCTTCGCA
R-LEU4 down AGCACTAGCCCTAGATATGGA
F-LEU5 prom GAAGGACATAACAGCCAGAGTAA
R-LEUS int CGAGATCTAACGGATATGTTATGA
F-UGA3 prom GTATAGGGTTGAACGGTAGGG
R-UGA3int CAACTGGTGCTGTATATCTGC

F-UGA35 prom
R-UGA35int
F-UGA4RT
R-UGA4 down
F-UGA4 -780
R-UGA4 ChIP
F-kan int
R-kan int

R-nat int

GGTAGAGCAGAAGCAGTCC
AGTATATTAGGATGGTCGTTTGC
CTGCTGCTGTCACATTAACC
GCTTGGTGGTCCCTTGCTC
AGTCTTGTATTAGTTGTTATCC
CACCTCCATGGTAATAGATTGC
CATCCTATGGAACTGCCTCG
GATAGATTGTCGCACCTGATTG
TGTGATGTGAGAACTGTATCC

4.5 Escision de modulos de seleccion mediada por la recombinasa

Cre

Una vez obtenida la insercién del mddulo de seleccién en las cepas SBCY04,
SBCY09, SBCY10, SBCY13, SBCY25, SBCY26, SBCY27, SBCY33, SBCY34,
SBCY35 y SBCY36, las células se transformaron con el plasmido pSH47

(Guldener et al., 1996) (ver Apéndice), que contiene al gen de la recombinasa

Cre bajo un promotor inducible por galactosa. Células transformadas

provenientes de medio selectivo se transfirieron a medio minimo conteniendo

galactosa 2% y se incubaron durante 6 horas en agitacién a 30°C. Luego se
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estriaron en medio YPD de modo de obtener colonias aisladas. Se

seleccionaron aquellas colonias que en un ensayo de réplica en placa

mostraron incapacidad de crecer en medio YPD conteniendo G418 y se

corrobord la correcta escisién del médulo de seleccion nuevamente por PCR

colony. Una vez obtenida la mutante se estriaron las células en medio minimo

conteniendo 5-FOA vy uracilo para seleccionar a las que hubieran perdido el

plasmido pSH47. Aquellas células que no tienen el plasmido son auxoétrofas

para uracilo, es decir, son incapaces de crecer en medio minimo sin uracilo.

4.6 Plasmidos, primersy cepas parentales

Cepa SBCYO01 (ura3 leu3A)

Para la construccién de esta cepa se utilizé el plasmido pFA6a-kanMX4
(Wach, 1996, Wach et al., 1994) como templado para la PCR y los primers
F/R-leu3 (Tabla 4). El producto de PCR obtenido se utilizé para transformar
la cepa 23344c (ural). Para verificar la correcta insercion del marcador de
seleccion se utilizaron los primers F-LEU3 prom, R-LEU3 int y R-kan int
(Tabla 5).

Cepa SBCY02 (ura3 LEU3-3HA)

Para la construccién de esta cepa se utilizd el plasmido pFA6a-3HA-
kanMX6 (Longtine et al., 1998) como templado para la PCR y los primers
F/R-LEU3-Tag (Tabla 4). El producto de PCR obtenido se utilizé para
transformar la cepa 23344c (ura3). Para verificar la correcta insercién del
marcador de seleccion se utilizaron los primers F-LEU3 int, R-LEU3 down'y
F-kan int (Tabla 5).

Cepa SBCYO03 (ura3 gcn4A)

Para la construccién de esta cepa se utilizé el plasmido pFA6a-kanMX4
(Wach, 1996, Wach et al., 1994) como templado para la PCR y los primers
F/R-gcn4 (Tabla 4). El producto de PCR obtenido se utiliz6 para

transformar la cepa 23344c (ura3). Para verificar la correcta insercién del
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marcador de seleccién se utilizaron los primers F-GCN4 int, R-GCN4 down
y F-kan int (Tabla 5).

Cepa SBCY04 (ura3 leudAh)

Para la construccion de esta cepa se utilizé el plasmido pUG6 (Guldener et
al., 1996) como templado para la PCR y los primers F/R-leu4 (Tabla 4). El
producto de PCR obtenido se utiliz6 para transformar la cepa 23344c
(ura8). Una vez obtenida la mutante leu4A::loxP-kan-loxP, el marcador de
seleccion fue escindido por recombinacién homoéloga mediada por la
recombinasa Cre. Para verificar la correcta insercién y escision del
marcador de seleccién se utilizaron los primers F-LEU4 prom, R-LEU4 int y
R-kan int (Tabla 5).

Cepa SBCYO05 (ura3 leu4A leu5A)

Para la construccién de esta cepa se utilizé el plasmido pFA6a-kanMX4
(Wach, 1996, Wach et al., 1994) como templado para la PCR y los primers
F/R-leu5 (Tabla 4). El producto de PCR obtenido se utilizé para transformar
la cepa SBCY04 (ura3 leud4l). Para verificar la correcta insercién del
marcador de seleccién se utilizaron los primers F-LEU5 prom, R-LEU5 int y
R-kan int (Tabla 5).

Cepa SBCYO08 (ura3 his3A leu4A)

Para la construccion de esta cepa se utilizé al vector M3929 (Voth et al.,
2003) linealizado por digestién con la enzima de restriccion BamHlI. El
producto de la digestién se utiliz6 para transformar la cepa SBCY04 (ura3
leu4A). La interrupcion del gen HIS3 se verificé por la incapacidad de las

células de crecer en medio sin histidina.

Cepa SBCYO09 (ura3 6HA-LEU3)

Para la construccién de esta cepa se utilizé el pldsmido pOM10 (Gauss et
al., 2005) como templado para la PCR y los primers F/R-Tag-LEU3 (Tabla
4). El producto de PCR obtenido se utilizé para transformar la cepa 23344c
(ura3). Una vez obtenida la mutante loxP-kan-loxP-6HA-LEUS, el marcador

de seleccion fue escindido por recombinacion homdloga mediada por la
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recombinasa Cre. Para verificar la correcta insercién y posterior escision
del marcador de seleccién se utilizaron los primers F-LEU3 prom, R-LEU3
int y R-kan int (Tabla 5).

Cepa SBCY10 (ura3 6HA-UGA35)

Para la construcciéon de esta cepa se utilizé el plasmido pOM10 (Gauss et
al., 2005) como templado para la PCR y los primers F/R-Tag-UGA35 (Tabla
4). El producto de PCR obtenido se utilizé para transformar la cepa 23344c
(ura3). Una vez obtenida la mutante JloxP-kan-loxP-6HA-UGAS35, el
marcador de seleccion fue escindido por recombinacién homéloga mediada
por la recombinasa Cre. Para verificar la correcta inserciéon y posterior
escisiéon del marcador de seleccion se utilizaron los primers F-UGA35
prom, R-UGA35 int y R-kan int (Tabla 5).

Cepa SBCY13 (ura3 6HA-UGAS3)

Para la construccién de esta cepa se utilizé el pldsmido pOM10 (Gauss et
al., 2005) como templado para la PCR y los primers F/R-Tag-UGA3 (Tabla
4). El producto de PCR obtenido se utilizé para transformar la cepa 23344c
(ura3). Una vez obtenida la mutante loxP-kan-loxP-6HA-UGAS3, el marcador
de seleccion fue escindido por recombinacion homdloga mediada por la
recombinasa Cre. Para verificar la correcta insercion y posterior escision
del marcador de seleccién se utilizaron los primers F-UGA3 prom, R-UGA3
int y R-kan int (Tabla 5).

Cepa SBCY17 (ura3 uga35A)

Para la construccién de esta cepa se utilizé el plasmido pAG25 (Goldstein
& McCusker, 1999) como templado para la PCR y los primers F/R-ME
(Tabla 4). El producto de PCR obtenido se utilizé para transformar la cepa
FAO050 (ura3 uga35)). El reemplazo del médulo kanMX por natMX se
verificd por la incapacidad de las células de crecer en medio conteniendo
G418 y capacidad de crecer en medio conteniendo ClonNAT. También se
verificd el reemplazo por PCR colony utilizando los primers F-UGA35 prom,
R-UGA35 int y R-nat int (Tabla 5).
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Cepa SBCY18 (ura3 ssy1A)

Para la construccién de esta cepa se utilizé el plasmido pAG25 (Goldstein
& McCusker, 1999) como templado para la PCR y los primers F/R-ME
(Tabla 4). El producto de PCR obtenido se utilizé para transformar la cepa
30995b (ura3 ssyi1A). El reemplazo del médulo kanMX por natMX se
verificd por la incapacidad de las células de crecer en medio conteniendo

G418 y la capacidad de crecer en medio conteniendo ClonNAT.

Cepa SBCY20 (ura3 uga35A leu3A)

Para la construccién de esta cepa se utilizé el plasmido pFA6a-kanMX4
(Wach, 1996, Wach et al., 1994) como templado para la PCR y los primers
F/R-leu3 (Tabla 4). El producto de PCR obtenido se utiliz6 para transformar
la cepa SBCY17 (ura3 uga35A). Para verificar la correcta insercion del
marcador de seleccion se utilizaron los primers F-LEU3 prom, R-LEU3 int y
R-kan int (Tabla 5).

Cepa SBCY22 (ura3 6HA-UGAS3 leu3A)

Para la construccién de esta cepa se utilizé el plasmido pFA6a-kanMX4
(Wach, 1996, Wach et al., 1994) como templado para la PCR y los primers
F/R-leu3 (Tabla 4). El producto de PCR obtenido se utiliz6 para transformar
la cepa SBCY13 (ura3 6HA-UGAS3). Para verificar la correcta insercion del
marcador de seleccion se utilizaron los primers F-LEU3 prom, R-LEU3 int y
R-kan int (Tabla 5).

Cepa SBCY23 (ura3 6HA-UGA35 leu3A)

Para la construccién de esta cepa se utilizé el plasmido pFA6a-kanMX4
(Wach, 1996, Wach et al., 1994) como templado para la PCR y los primers
F/R-leu3 (Tabla 4). El producto de PCR obtenido se utilizé para transformar
la cepa SBCY10 (ura3 6HA-UGA35). Para verificar la correcta insercién del
marcador de seleccion se utilizaron los primers F-LEU3 prom, R-LEU3 int y
R-kan int (Tabla 5).
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Cepa SBCY24 (ura3 ssy1A 6HA-UGA35)

Para la construccién de esta cepa se utilizé el plasmido pOM10 (Gauss et
al., 2005) como templado para la PCR y los primers F/R-Tag-UGA35 (Tabla
4). El producto de PCR obtenido se utilizé para transformar la cepa
SBCY18 (ura3 ssy1A). Una vez obtenida la mutante loxP-kan-loxP-6HA-
UGA35, el marcador de seleccion fue escindido por recombinacion
homéloga mediada por la recombinasa Cre. Para verificar la correcta
insercidén y posterior escisién del marcador de seleccion se utilizaron los
primers F-UGA35 prom, R-UGA35 int y R-kan int (Tabla 5).

Cepa SBCY25 (ura3 uga35A 6HA-UGAS3)

Para la construccién de esta cepa se utiliz6 el pldsmido pOM10 (Gauss et
al., 2005) como templado para la PCR y los primers F/R-Tag-UGAS3 (Tabla
4). El producto de PCR obtenido se utilizdé para transformar la cepa
SBCY17 (ura3 uga35)). Una vez obtenida la mutante loxP-kan-loxP-6HA-
UGA3, el marcador de seleccion fue escindido por recombinacién
homoéloga mediada por la recombinasa Cre. Para verificar la correcta
insercion y posterior escision del marcador de seleccion se utilizaron los
primers F-UGA3 prom, R-UGA3int y R-kan int (Tabla 5).

Cepa SBCY26 (ura3 ssy1A 6HA-UGAS3)

Para la construccién de esta cepa se utilizé el plasmido pOM10 (Gauss et
al., 2005) como templado para la PCR y los primers F/R-Tag-UGAS3 (Tabla
4). El producto de PCR obtenido se utilizé para transformar la cepa
SBCY18 (ura3 ssy1A). Una vez obtenida la mutante loxP-kan-loxP-6HA-
UGA3, el marcador de seleccion fue escindido por recombinacion
homoéloga mediada por la recombinasa Cre. Para verificar la correcta
insercidén y posterior escisién del marcador de seleccion se utilizaron los
primers F-UGA3 prom, R-UGA3 int y R-kan int (Tabla 5).

Cepa SBCY27 (ura3 uga3A 6HA-UGA35)
Para la construccién de esta cepa se utilizé el pldsmido pOM10 (Gauss et
al., 2005) como templado para la PCR y los primers F/R-Tag-UGA35 (Tabla
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4). El producto de PCR obtenido se utilizé para transformar la cepa 26790a
(ura3 uga3). Una vez obtenida la mutante loxP-kan-loxP-6HA-UGA35, el
marcador de seleccion fue escindido por recombinacién homéloga mediada
por la recombinasa Cre. Para verificar la correcta inserciéon y posterior
escision del marcador de seleccion se utilizaron los primers F-UGA35
prom, R-UGA35 int y R-kan int (Tabla 5).

Cepa SBCY28 (ura3 uga4::URA3-KanMX)

Para la construccién de esta cepa se utilizé el plasmido pCORE (Storici et
al., 2001) como templado para la PCR y los primers F/R-Delitto P_UASgasa
(Tabla 4). El producto de PCR obtenido se utilizé para transformar la cepa
23344c (ura3). Para verificar la correcta insercién del marcador de
seleccién se utilizaron los primers F-UGA4 -780, R-UGA ChIP y F-kan int
(Tabla 5).

Cepa SBCY29 (ura3 UGA4::UASgasamut)

Para la construccion de esta cepa se utilizé el plasmido YEp357-
UASgasamut (esta tesis) como templado para la PCR y los primers F/R-
UGA4 DP (Tabla 4). El producto de PCR obtenido se utiliz6 para
transformar la cepa SBCY28 (ura3 uga4::URA3-kanMX). Para verificar la
correcta insercion del marcador de seleccidon se utilizaron los primers F-
UGA4 -780, R-UGA ChIP y F-kan int (Tabla 5). El reemplazo del pCORE
por el fragmento conteniendo la mutacién en el promotor de UGA4 se
verific6 por la incapacidad de las células de crecer en medio rico
conteniendo G418. Una vez obtenida la cepa, la presencia de la mutacion

deseada se verificd por secuenciacion.

Cepa SBCY30 (ura3 UGA4::UASgasadel)

Para la construccion de esta cepa se utilizd el plasmido YEp357-
UASgasadel (este trabajo) como templado para la PCR y los primers F/R-
UGA4 DP (Tabla 4). El producto de PCR obtenido se utiliz6 para
transformar la cepa SBCY28 (ura3 uga4::URA3-kanMX). Para verificar la
correcta insercion del marcador de seleccidon se utilizaron los primers F-
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UGA4 -780, R-UGA ChIP y F-kan int (Tabla 5). El reemplazo del pCORE
por el fragmento conteniendo la mutacién en el promotor de UGA4 se
verific6 por la incapacidad de las células de crecer en medio rico
conteniendo G418. Una vez obtenida la cepa, la presencia de la mutacion

deseada se verificd por secuenciacion.

Cepa SBCY31 (ura3 UGA4-3HA)

Para la construccién de esta cepa se utilizd el plasmido pFA6a-3HA-
kanMX6 (Longtine et al., 1998) como templado para la PCR y los primers
F/R-UGA4-Tag (Tabla 4). El producto de PCR obtenido se utilizd para
transformar la cepa 23344c (ura3). Para verificar la correcta insercién del
marcador de seleccion se utilizaron los primers F-UGA4 RT, R-UGA4 down
y F-kan int (Tabla 5).

Cepa SBCY33 (ura3 UGA4::UASgasamut 6HA-UGAS3)

Para la construccién de esta cepa se utiliz6 el pldsmido pOM10 (Gauss et
al., 2005) como templado para la PCR y los primers F/R-Tag-UGA3 (Tabla
4). El producto de PCR obtenido se utilizd para transformar la cepa
SBCY29 (ura3 UGA4::UASgasamut). Una vez obtenida la mutante loxP-
kan-loxP-6HA-UGA3, el marcador de seleccién fue escindido por
recombinacién homéloga mediada por la recombinasa Cre. Para verificar la
correcta inserciébn y posterior escision del marcador de seleccion se
utilizaron los primers F-UGA3 prom, R-UGA3int y R-kan int (Tabla 5).

Cepa SBCY34 (ura3 UGA4::UASgasndel 6HA-UGAS3)

Para la construccién de esta cepa se utilizé el plasmido pOM10 (Gauss et
al., 2005) como templado para la PCR y los primers F/R-Tag-UGAS3 (Tabla
4). El producto de PCR obtenido se utilizé para transformar la cepa
SBCY30 (ura3 UGA4::UASgasadel). Una vez obtenida la mutante 6HA-
loxP-kan-loxP-UGA3, el marcador de seleccidon fue escindido por
recombinacién homdloga mediada por la recombinasa Cre. Para verificar la
correcta insercion y posterior escisibn del marcador de seleccion se
utilizaron los primers F-UGAS3 prom, R-UGA3int y R-kan int (Tabla 5).
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Cepa SBCY35 (ura3 UGA4::UASgasamut 6HA-UGAS35)

Para la construccién de esta cepa se utilizé el plasmido pOM10 (Gauss et
al., 2005) como templado para la PCR y los primers F/R-Tag-UGA35 (Tabla
4). El producto de PCR obtenido se utilizé para transformar la cepa
SBCY29 (ura3 UGA4::UASgasamut). Una vez obtenida la mutante loxP-
kan-loxP-6HA-UGA35, el marcador de seleccién fue escindido por
recombinacién homéloga mediada por la recombinasa Cre. Para verificar la
correcta insercion y posterior escisibn del marcador de seleccion se
utilizaron los primers F-UGA35 prom, R-UGA35 int y R-kan int (Tabla 5).

Cepa SBCY36 (ura3 UGA4::UASgasndel 6HA-UGA35)

Para la construccién de esta cepa se utilizé el pldsmido pOM10 (Gauss et
al., 2005) como templado para la PCR y los primers F/R-Tag-UGA35 (Tabla
4). El producto de PCR obtenido se utilizdé para transformar la cepa
SBCY30 (ura3 UGA4::UASgasadel). Una vez obtenida la mutante loxP-kan-
loxP-6HA-UGA35, el marcador de seleccion fue escindido por
recombinacién homdloga mediada por la recombinasa Cre. Para verificar la
correcta inserciébn y posterior escision del marcador de seleccion se
utilizaron los primers F-UGA35 prom, R-UGA35 int y R-kan int (Tabla 5).

Cepa SBCY37 (ura3 ssy1A UGA4-3HA)

Para la construccién de esta cepa se utilizd el plasmido pFA6a-3HA-
kanMX4 (Longtine et al., 1998) como templado para la PCR y los primers
F/R-UGA4-Tag (Tabla 4). El producto de PCR obtenido se utilizé6 para
transformar la cepa SBCY18 (ura3 ssy1A). Para verificar la correcta
insercion del marcador de seleccién se utilizaron los primers F-UGA4 RT,
R-UGA4 down y F-kan int (Tabla 5).
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5. Ensayos de expresion

5.1 Ensayo del gen reportero lacZ

Células transformadas crecieron en medio minimo a 30°C hasta alcanzar una
densidad Optica a 600 nm de 0,5 — 0,9. Luego, se cosecharon por
centrifugacion, se transfirieron al mismo medio fresco conteniendo o no leucina,
fenilalanina, metionina o triptofano en una concentracién final de 1,3 mM y se
incubaron por media hora. En los casos en los que se determiné la actividad
promotora de UGA4, se realiz6 una incubacion con GABA 0,1 mM a 30°C.
Luego, se cosecharon 10 ml de cada cultivo a los tiempos indicados en los
experimentos. Las células se resuspendieron en 2 ml de buffer Z (ver
Apéndice). La densidad éptica de esta suspensién celular se midié a 570 nm.
Para la determinacién de la actividad de la enzima B—galactosidasa se colocé,
por duplicado, un volumen determinado de suspensién celular y cantidad
suficiente de buffer Z para completar 1 ml. Luego, se agregaron 20 pl de SDS
0,1% y 30 pl de cloroformo. Los tubos se agitaron por 15 segundos para
permeabilizar las células. Por ultimo, se agregaron 200 pl de ONPG (orto-
nitrofenilgalactopiranésido) 4 mg/ml y se incub6 a 30°C hasta la aparicién de
producto coloreado. La reaccién se detuvo agregando 0,5 ml de Na,CO3; 1 M.
El ONPG es un sustrato incoloro que, por accion de la enzima -galactosidasa,
se hidroliza dando orto-nitrofenol como uno de los productos. Este compuesto
es de color amarillo y se cuantifica por espectrofotometria midiendo la
absorbancia a 420 nm. La actividad de B—galactosidasa, expresada en

Unidades Miller (Miller, 1972), se calcula a partir de la siguiente férmula:

Ao x 1000
U. Miller = —————
As;o X Vol x At

donde At es el tiempo transcurrido desde el agregado del ONPG hasta que la
reaccidon es detenida, expresado en minutos; Vol. es el volumen de la
suspension celular ensayada, expresado en ml; Agoo €s el valor de absorbancia

a 420 nm y Aso es la densidad 6ptica de la suspensién celular utilizada.
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Los resultados se presentan como la media + EE (error estandar) de entre 2 y
6 experimentos independientes segun se indica en cada caso en la leyenda de

cada figura.

5.2 Medicion de los niveles de ARN mensajero

5.2.1 Extraccion de ARN

Células de un cultivo en fase exponencial de crecimiento en medio minimo se
transfirieron al mismo medio fresco con el agregado o no de leucina 1,3 mM y/o
GABA 0,1 mM. Se cosecharon 4 ml de cada cultivo, se lavé con 1 ml de agua
destilada fria y se resuspendié en 750 pl de buffer AE (ver Apéndice). Se
agregaron 40 pl de SDS 25% y 750 ul de fenol &cido. Luego de mezclar, se
incubé durante 60 minutos a 65°C agitando ocasionalmente con vortex. Pasado
este tiempo, se incubd 5 minutos en hielo y se centrifugé a 17.000 x g a 4°C
durante 15 minutos. Se agregd 1 ml de cloroformo a la fase acuosa, se mezclé
y se centrifugé a 4°C a 17.000 x g durante 10 minutos. Se agregaron 70 ul de
acetato de sodio 3 M (pH 5,2) y 700 pl de isopropanol a la fase acuosa, se
mezcl6 y se centrifugd en frio a 17.000 x g durante 40 minutos. El precipitado
se lavo con 1 ml de etanol 70% y se centrifugd a 17.000 x g durante 20 minutos
a 4°C, se dej6 secar y se resuspendié en 100 pl de agua libre de nucleasas.
Para eliminar restos de ADN gendmico, el ARN se traté con DNAsa RQ1
(Promega) durante 60 minutos a 37 °C.

La concentracién del ARN obtenido se calcul6 como [pug de ARN/ul de solucion
= Az X 40 x Fq/1000]. Para evaluar su integridad, el ARN obtenido se
desnaturalizé utilizando formamida y calor y se analizé mediante electroforesis

en gel de agarosa 1%.

5.2.2 Retrotranscripcion (generacion de ADNc)

La transcripcién reversa se llevd a cabo en una mezcla conteniendo Buffer
(Fermentas), 1 ug — 4 pg de ARN, hexédmeros al azar 5 uM, dNTP 1 mM y 200
unidades de Transcriptasa Reversa RevertAid™ (Fermentas). En primer lugar,

la muestra de ARN, junto con los hexdmeros al azar, se llevé a un volumen
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final de 12,5 pl con agua bidestilada libre de nucleasas y el ARN se
desnaturalizd por calentamiento a 65°C durante 5 minutos. Para evitar la
renaturalizacion, la muestra se colocé inmediatamente en hielo. Finalmente, se
agrego el resto de los reactivos mencionados anteriormente hasta alcanzar un
volumen final de 20 pl y se llevé a cabo la reaccién siguiendo el siguiente

programa: 10 minutos a 25°C, 60 minutos a 42°C y 10 minutos a 70°C.

5.2.3 PCR en tiempo real

Las reacciones de PCR en tiempo real se llevaron a cabo en una mezcla
conteniendo Buffer (Invitrogen), MgCl, 3 mM, primers 0,5 pM, dNTPs 0,2 mM,
SYBR green 1:300000 (Roche) y Taqg polimerasa 0,6 unidades/25 ul
(Invitrogen), utilizando un ciclador Opticon Monitor 3 (MJ Research). Como
molde de ADN se utilizaron 5 pul de una dilucién 1:10 de cada ADNc obtenido.
Cada muestra se analizd por triplicado. Los primers para la PCR cuantitativa
(QPCR) (Tabla 6) se disefiaron usando el programa Beacon Designer 7.

El programa utilizado en todos los casos fue el siguiente: 5 minutos a 94°C, 40
ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 56°C y 30 segundos a 72°C,
efectudndose una lectura de fluorescencia luego de cada ciclo. Se corroboré la
presencia de un solo producto de PCR por andlisis de la curva de melting. Para
cada par de primers se evalud la eficiencia de la reaccién realizando una curva
de calibraciéon con diluciones seriadas al medio partiendo de una mezcla de
ADNCc, debiendo cumplir con una eficiencia cercana a 2. Para calcular la masa
inicial relativa en cada muestra se realizaron curvas de calibracién con
diluciones seriadas al medio de una mezcla de los ADNc en estudio. Una vez
calculada la masa inicial en cada réplica, se promediaron las tres réplicas y se
normalizaron los valores obtenidos para cada gen con el valor obtenido para el
control interno TBP1.

Los resultados se presentan como la media £ EE (error estandar) de al menos
3 experimentos independientes segun se indica en cada caso en la leyenda de
cada figura. Para el andlisis estadistico se realiz6 un ANOVA con disefio en
bloques seguido por la prueba de Tukey. En algunos casos fue necesario

realizar transformaciones aplicando raiz cuadrada o logaritmo a los datos para
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que éstos cumplieran con los supuestos requeridos para el andlisis estadistico.
Las barras con letras diferentes (a, b, c) son significativamente diferentes entre
si (p < 0,05).

Tabla 6. Primers para PCR en tiempo real.

Nombre

Secuencia (5 a 3’)

Primers para RT-qPCR

F-qRT-UGA4
R-qRT-UGA4
F-UGA1RT qPCR
R-UGA1RT qPCR
F-UGA2RT qPCR
R-UGA2RT qPCR
F-TBP qPCR
R-TBP qPCR

Oligos para qChIP

CTGCTGCTGTCACATTAACC
AATACACATAACCACCACTGC
GTTCCACGGTAGATTGTTTGC
GTCATCCTCTTTACGGTTTGC
AAGCGATTGATGTTGCCTATG
GCGTATTTGATTTCTCCTTTAGC
TATAACCCCAAGCGTTTTGC
GCCAGCTTTGAGTCATCCTC

F-UGA49PCR AATCGCTTATCGCTTATCGTG
R-UGA49PCR GGAACTGATTACTGTGCCAAG
F-LEU2gPCR TCGCCTGACGCATATACC
R-LEU2gPCR ACGATTGCTAACCACCTATTG
F-UGA4 UCqPCR AGTCCAATACCTCTGTCCTC
R-UGA4 UCqgPCR AGCCGCAACTTCATTCTG
F-UGA1-qChIP ACAATCTTTCCAACTATCC
R-UGA1-qChIP TGTTCTATTATCTATCTCTTCC
F-UGA2-qChIP CGGCGTGGTGGTGATAAAGG
R-UGA2-qChIP TGATGGTGATGTGATGTGATGTGG

6. Inmunoprecipitacion de Cromatina (ChlP)

6.1 Tratamientos

Células de un cultivo en fase exponencial de crecimiento en medio minimo (100
ml de cultivo con una densidad éptica a 600 nm de 0,8 por cada condicion
ensayada) se transfirieron al mismo medio fresco conteniendo o no leucina 1,3
mM y se incubaron durante 30 minutos. Cuando fue necesario, se agrego
GABA 0,1 mM y se incubé 30 minutos.
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6.2 Fijacion

Luego de los distintos tratamientos las células se fijaron a temperatura
ambiente durante 20 minutos con formaldehido 1%. Luego se agregd glicina en
una concentracion final de 125 mM y se incubd durante cinco minutos. Las
células se cosecharon por centrifugaciéon durante 10 minutos a 3500 rpm, se
lavaron con 20 ml de buffer TBS-glicina 125 mM (ver Apéndice), luego con 20
ml de buffer TBS y por Ultimo se transfirieron a un tubo de 2 ml donde se
lavaron con 200 ul de buffer FA (ver Apéndice). Todos los lavados se realizaron

a 4°C. Las células se guardaron para su posterior uso a -80°C.

6.3 Ruptura celular

Las células se descongelaron en hielo y se resuspendieron en 400 ul de buffer
FA conteniendo fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 2 mM. Se agregd un
volumen de bolitas de vidrio (0,5 mm) y las células se lisaron por ruptura
mecanica. Para esto se realizaron cuatro pulsos de agitacién con vortex de 10
minutos cada uno a 4°C con intervalos en hielo. El extracto se separ6 de las
bolitas de vidrio perforando el tubo en su parte inferior con una aguja caliente,
colocando el mismo dentro de un tubo Falcon de 15 ml y centrifugando a 3500
rom durante un minuto a 4°C. Luego se transfiri6 el extracto a un tubo
eppendorf de 1,5 ml y se centrifugé a 17.000 x g durante 30 minutos a 4°C. El
sobrenadante conteniendo las proteinas solubles se descart6 y el precipitado
conteniendo la cromatina se resuspendié en 400 pl de buffer FA conteniendo
PMSF 2 mM.

6.4 Sonicado
La cromatina se fragmenté colocando el tubo en hielo y sonicando con un
sonicador marca Branson 3 veces durante 10 segundos a una amplitud de 15%

con intervalos de 15 segundos en hielo entre cada pulso. Luego, los extractos

se centrifugaron a 17.000 x g durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante se
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transfirié a otro tubo y se centrifugd nuevamente a 4°C durante 15 minutos. El
sobrenadante se guard6 a -80°C.

La amplitud y el tiempo de sonicado se pusieron a punto de manera de que la
mayoria de los fragmentos fueran de 500 pares de bases. Para controlar el
tamano de los fragmentos se mezclaron 30 pl de extracto con 1 pl de SDS
10% y 0,75 pl de proteinasa K (18,7 mg/ml), se incubd una hora a 37°C para
permitir la actividad de la proteinasa K y dos horas a 65°C para revertir la
fijaciébn. EI ADN se purificé y se sometié a electroforesis en gel de agarosa
1,5%.

6.5 Inmunoprecipitacion

Los extractos se descongelaron en hielo y las proteinas se cuantificaron
utilizando el método de Bradford (Bradford, 1976). Para cada condicion se
utilizaron 2 mg de proteinas y se ajustd el volumen a 1,6 ml con buffer FA
conteniendo PMSF 2 mM. A dichos extractos se les agregaron 10 pl de bolitas
magnéticas acopladas a proteina G (Dynabeads) lavadas tres veces con PBS-
BSA 5 mg/ml y se incubaron por tres horas en rotacion a 4°C. El extracto se
separé de las bolitas. Un 1% del extracto se reservé para utilizar como control
antes de la Inmunoprecipitacion o Input (IN). El resto se dividié en dos tubos: a
uno se le agregaron 4 pg de anticuerpo anti HA (Santa Cruz F-7) y al otro, 4 ug
de IgG de ratén no especifica (Santa Cruz), y se incubd durante toda la noche
en rotacion a 4°C. A cada tubo se le agregaron 25 ul de bolitas magnéticas
acopladas a proteina G lavadas tres veces con PBS-BSA 5 mg/ml. Luego de
una incubacion de tres horas en rotacion a 4°C, los complejos inmunes se
lavaron cinco veces con Buffer FA conteniendo PMSF 2 mM, cuatro veces con
buffer FA conteniendo NaCl 500 mM y PMSF 2 mM, cinco veces con buffer de
lavado (ver Apéndice) y dos veces con buffer TE (ver Apéndice). Las proteinas
se eluyeron de las bolitas agregando 150 ul de buffer de elucién (ver Apéndice)
y se incubd 15 minutos a 65°C. El crosslinking se revirtié por incubacién a 65°C
durante toda la noche en presencia de proteinasa K (0,25 mg/ml). Se purificé el
ADN utilizando el kit de purificacién de productos de PCR QIAquick PCR
purification Kity se eluyé en 100 pl de buffer EB (provisto por el kit).
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Las reacciones de PCR en tiempo real se llevaron a cabo en una mezcla
conteniendo Buffer (Invitrogen), MgCl, 3 mM, primers 0,5 pM, dNTPs 0,2 mM,
SYBR green 1:300000 (Roche) y Taqg polimerasa 0,6 unidades/25 ul
(Invitrogen), utilizando un ciclador Opticon Monitor 3 (MJ Research). Como
ADN molde se utilizaron 2 ul de Input 0 5 pl de inmunoprecipitado (IP) o 5 ul del
control de IgG. Cada muestra se analizé por triplicado.

El programa utilizado en todos los casos fue el siguiente: 5 minutos a 94 °C, 40
ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 56°C y 30 segundos a 72°C,
efectudndose una lectura de fluorescencia luego de cada ciclo. Se corroboré la
presencia de un solo producto de PCR por andlisis de la curva de melting. Para
cada par de primers se evalud la eficiencia de la reaccién realizando una curva
de calibracién con diluciones seriadas al medio de una muestra de Input,
debiendo cumplir con una eficiencia cercana a 2. Los primers para la PCR
cuantitativa (Tabla 6) se disenaron usando el programa Beacon Designer 7.

El inmunoprecipitado (IP) se normalizé con el Input (IN) y se calculé un
cociente de sefal sobre ruido con el control de IgG (IgG). Para calcular la unién
a los promotores de interés o enriquecimiento se utilizé el método de AACy
(Livak & Schmittgen, 2001).

Los resultados se presentan como la media = EE (error estandar) o como la
media + SD (desvio estandar) de 2 o mas experimentos independientes segun
se indica en cada caso en la leyenda de cada figura. Para el analisis
estadistico se realiz6 un ANOVA con disefio en bloques seguido por la prueba
de Tukey. En algunos casos fue necesario realizar transformaciones aplicando
raiz cuadrada o logaritmo a los datos para que éstos cumplieran con los
supuestos requeridos para el analisis estadistico. Las barras con letras

diferentes (a, b, ¢) son significativamente diferentes entre si (p < 0,05).
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7. Western Blot

7.1 Extraccion de proteinas

Células de un cultivo en fase exponencial de crecimiento en medio minimo
(densidad o6ptica a 600 nm de 0,8 — 1,0) se transfirieron al mismo medio fresco
conteniendo o no leucina 1,3 mM y se incubaron durante media hora.
Transcurrido este tiempo se agregé GABA 0,1 mM y luego de incubar durante
30 minutos las células se cosecharon. De cada muestra se cosechd un
volumen tal que multiplicado por la densidad éptica del cultivo diera 3. Para la
extraccion de proteinas, se siguid el protocolo descripto por Liu y col. (Liu et al.,
2008). Las células se lisaron con una solucion de NaOH 1,85 N y B-
mercaptoetanol 7,5%, incubando 10 minutos en hielo. Luego, las proteinas
totales se obtuvieron por precipitacion con acido ftricloroacético 8%. Se
centrifugd y se descart6 el sobrenadante. Los pellets se resuspendieron en 200
ul de loading buffer con SDS (ver Apéndice), 10 ul de dithiotreitol 1M y 10 pl de

Tris 1M. Finalmente, las muestras se calentaron a 100 °C durante 3 minutos.

7.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida

Las muestras correspondientes a los extractos de proteinas totales se
resolvieron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 6% o 12%. Las
electroforesis se realizaron a 40 V hasta que el frente de corrida ingresara al

gel separador y luego, a 80 V.

7.3 Transferencia de proteinas y revelado de la membrana

Las proteinas separadas por electroforesis se transfirieron a una membrana de
PVDF (Hybond-P, GE Healthcare) a 90 V durante 90 minutos. La membrana se
incubd durante toda la noche a 8°C con solucibn de bloqueo (leche
descremada en polvo 5% en PBS con Tween 20 0,1%). Luego, se incubd
durante 1 hora con una diluciéon 1:1000 de anticuerpo anti HA (hecho en rata,

clon 3F10, Roche). Finalizada la incubacién, se realizaron 3 lavados de 15
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minutos a temperatura ambiente con PBS conteniendo Tween 20 0,1%. A
continuacién, se incubd durante 1 hora con una diluciéon 1:3000 de anticuerpo
anti IgG de rata conjugado a la enzima peroxidasa de rabanito (hecho en cabra,
Santa Cruz). Luego de lavar la membrana, se detectaron las especies inmuno-
reactivas incubando con una mezcla de partes iguales de solucién A (ver
Apéndice) y solucién B (ver Apéndice). Las imagenes se obtuvieron por medio
del analizador de imagenes FUJIFILM LAS-1000 Reader.

Luego del revelado, las membranas se incubaron durante 30 — 45 minutos con
la solucién de tincidbn conteniendo el colorante Coomassie Blue R250 (ver
Apéndice). Luego se realizaron lavados con una solucion destefidora (ver
Apéndice) hasta que se visualizaron bandas. Luego de dejar secar, se adquirié
la imagen de la membrana utilizando un escaner y se cuantificaron las
proteinas de cada calle utilizando el programa Image-J.

La senal obtenida para cada muestra se normalizd con las proteinas totales

cargadas en cada calle.
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ANTECEDENTES

El andlisis funcional de genes de Saccharomyces cerevisiae ha tenido un gran
avance en los ultimos anos debido al desarrollo de técnicas que permiten
delecionar o etiquetar genes por recombinacién homodloga en el genoma de
dicho organismo de forma rapida y sencilla (Sheff & Thorn, 2004). En un
procedimiento estandar seria necesario clonar fragmentos del gen de interés
flanqueando a un determinado marcador de seleccion. Luego de transformar a
las células con esta construccion, ocurre recombinacion homologa entre las
regiones flanqueantes lo que resulta en la delecion del gen y la simultanea
integracion del marcador de seleccion. Debido a la elevada frecuencia de
recombinacion en la levadura S. cerevisiae, ha sido posible reducir estas
regiones flanqueantes a secuencias de 35 — 40 pares de bases, permitiendo la
construccion de moédulos de delecién utilizando la técnica de PCR. Este
sistema permite entonces la construccién de modulos de delecién sin pasar por
el paso del clonado (Baudin et al., 1993, Manivasakam et al., 1995).

Existe un gran numero de marcadores de seleccién, incluyendo marcadores de
auxotrofia o marcadores de resistencia a drogas. La obtencién de mutantes de
delecion se facilita cuando se utilizan marcadores heterélogos ya que se
disminuye la recombinacién del marcador con el genoma de la célula huésped.
Por esta razon se han desarrollado numerosos moédulos con marcadores
heterélogos, como por ejemplo marcadores basados en el gen kan" de
Escherichia coli (confiere resistencia a geneticina o G418) y el gen his5" de
Schizosaccharomyces pombe (complementa la mutacidén his3 de S. cerevisiae)
(Wach, 1996, Wach et al., 1994, Longtine et al., 1998, Goldstein & McCusker,
1999). También se han desarrollado sistemas para rescatar los marcadores de
seleccion lo que permite reutilizarlos en un subsiguiente proceso de
mutagénesis. Estos sistemas incluyen marcadores de seleccion flanqueados
por secuencias con repeticiones directas (Wach et al., 1994, Alani et al., 1987,
Langle-Rouault & Jacobs, 1995) o flanqueados por secuencias /oxP donde el
marcador se escinde por recombinacién homaologa mediada por la recombinasa
Cre (Gueldener et al., 2002, Guldener et al., 1996).

77



Capitulo |

Por otra parte, existe un gran nimero de modulos para generar proteinas de
fusion, los cuales incluyen epitopes para inmunohistoquimica, purificacion de
proteinas, microscopia de fluorescencia, etc. (Janke et al., 2004, Gauss et al.,
2005, Longtine et al., 1998). El hecho de que los epitopes se introduzcan
directamente por recombinacion homéloga en el genoma permite modificar a
los genes blanco en su contexto natural sin perturbar su regulacion nativa
(Sheff & Thorn, 2004). El uso de esta técnica permite la expresién de proteinas
en niveles enddgenos y evita los problemas asociados al uso de proteinas de
fusion expresadas en plasmidos que podrian generar patrones no homogéneos
de expresién en una poblaciéon celular (Gauss et al., 2005).

Para llevar a cabo los experimentos planteados durante este trabajo fue
necesario construir varias cepas mutantes. Estas cepas se construyeron a
partir de la cepa > 1278, o derivadas de la misma. La eleccién de esta cepa
tuvo varios motivos; en primer lugar, la cepa Y 1278 es la cepa de referencia en
gran parte de los estudios que guiaron a establecer el concepto de NCR
(Godard et al., 2007, Andre et al., 1995), asi como también los mecanismos de
regulacion de los genes UGA (Andre, 1990, Andre et al., 1993, Andre &
Jauniaux, 1990b, Grenson, 1987, Vissers et al., 1989, Vissers et al., 1990,
Bermudez Moretti et al., 1995, Correa Garcia, 2000, Correa Garcia et al., 1997,
Luzzani et al., 2007, Moretti et al., 2001) y los mecanismos de accién y
activacion del sensor SPS (Bermudez Moretti et al., 2005, Abdel-Sater et al.,
2004a, Abdel-Sater et al., 2004b, Iraqui et al., 1999, Wielemans et al., 2010,
Bernard & Andre, 2001b). Mas aun, la cepa > 1278 presenta diferencias con
respecto a la cepa S288c, cuyo genoma fue secuenciado, en cuanto a la
sensibilidad a NCR de los genes que codifican para enzimas y transportadores
involucrados en la utilizacion de fuentes pobres de nitrégeno (Godard et al.,
2007). Por otra parte, existen colecciones de mutantes de delecion en casi
todos los marcos de lectura abiertos de las levaduras. Dichas cepas poseen un
gran numero de auxotrofias y es debido a esto que no pudieron ser utilizadas
para este trabajo ya que la mayor parte de los aminoacidos utilizados para
suplementar los medios para el crecimiento de las cepas auxotréficas son

capaces de inducir sefiales mediadas por el sensor SPS.
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RESULTADOS

1. Mutantes de delecion
1.1 Reemplazo del gen de interés por un marcador de seleccién

Las cepas SBCYO01 (leu3h), SBCYO0O3 (gcn4h), SBCY0S5 (leud4A leubh),
SBCY20 (leu3A uga35A), SBCY22 (leu3A 6HA-UGA3) y SBCY23 (leu3A 6HA-
UGAS35) se construyeron utilizando la estrategia de delecion de genes basada
en PCR (Wach et al., 1994, Wach, 1996), tal como se describi6 en la seccién
Materiales y Métodos. Esta técnica permite el reemplazo del gen de interés por
un marcador de seleccion.

En la Figura 15 se muestra a modo de ejemplo cémo se llevdé a cabo la
construccion de la cepa SBCYO01 (leu3A). Se utilizé el plasmido pFA6a-
kanMX4 (Wach, 1996, Wach et al., 1994) (ver Apéndice) como templado para
la PCR y primers disefiados de tal manera que en sus extremos 3" poseen 18 -
19 nucledtidos complementarios a secuencias adyacentes al marcador de
seleccion kanMX4 y en sus extremos 5° poseen secuencias de
aproximadamente 40 bases homoélogas a LEU3. Se generé entonces un
fragmento de PCR que contiene al marcador de seleccion kanMX4, que
confiere resistencia a G418, flanqueado por dos regiones de homologia al gen
LEU3. Con este producto de PCR se transformaron células wild type y se
seleccionaron las mutantes de delecién que se obtuvieron por recombinacion
homologa en placas de YPD con G418. La verificacion del reemplazo correcto

del gen se realiz6 también por PCR (Figura 15B y C).
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Figura 15. Construccion de la cepa SBCY01 (leu3A). (A) Esquema de la técnica utilizada
para la construccion de la cepa leu3A. (B) Primers para la verificacion de la correcta delecion
del gen LEU3. (C) Electroforesis en gel de agarosa para verificar la insercién del médulo
kanMX4 en el locus LEU3 por PCR colony. Una colonia positiva presenta un producto de 707
pares de bases en la reaccion de PCR con los primers F-LEU3 prom y R-kan int (calle 5) y
ningun producto con los primers F-LEU3 prom y R-LEU3 int (calle 4). Una colonia negativa o
células wild type presentan una banda de 342 pares de bases, correspondiente al producto
obtenido con los primers F-LEU3 prom y R-LEU3 int (calle 2) y no presenta ningin producto
con los primers F-LEU3 prom y R-kan int (calle 3). En la calle 1 se muestra el marcador de
peso molecular (Ladder 100 pares de bases (PB-L)).

Las células deficientes en la proteina Leu3 (SBCY01, SBCY20, SBCY22 y
SBCY23) asi como también las cepas deficientes en Gcn4 (SBCYO03)
presentan una disminucién en su tasa de crecimiento luego de cinco
generaciones en un medio sin triptofano (Giaever et al., 2002). Este fenotipo

caracteristico se aproveché para verificar estas mutaciones.
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El fenotipo de la cepa SBCYO05 (leu4A leu5)) se corrobord por su incapacidad
de crecer en medio minimo sin leucina ya que al ser deficiente en los genes

LEU4y LEUS5 esta cepa es incapaz de sintetizar leucina (Kohlhaw, 2003).

1.2 Reemplazo del gen de interés por un marcador de seleccion y
posterior escision del mismo

La cepa SBCY04 (leu4A) se construyd utilizando una modificacién de la
estrategia de delecién de genes basada en PCR (Guldener et al., 1996), tal
como se describié en la seccion Materiales y Métodos. Esta técnica permite el
reemplazo del gen de interés por un marcador de seleccion con la posterior
escisién del mismo mediada por la recombinasa Cre.

En la Figura 16 se muestra como se llevé a cabo la construccién de dicha
cepa. El plasmido pUG6 (Guldener et al., 1996) (ver Apéndice) se utiliz6 como
templado para la PCR. Dicho plasmido contiene el marcador de seleccion
kanMX4 flanqueado por secuencias loxP. Los primers fueron disefiados de tal
manera que en sus extremos 3" poseen 18 - 19 nucleétidos complementarios a
secuencias adyacentes al marcador de seleccidén y en sus extremos 5" poseen
secuencias de aproximadamente 40 bases homoélogas al gen LEU4. Se gener6
entonces un fragmento de PCR que contiene la secuencia loxP-kanMX-loxP
flanqueada por dos regiones de homologia a LEU4. Con este producto de PCR
se transformaron células wild type y se seleccionaron las mutantes de delecion
que se obtuvieron por recombinacion homéloga en placas de YPD con G418.
La verificacion del reemplazo correcto del gen se realizé6 también por PCR
(Figura 16B y C). Una vez obtenida la mutante leu4A::loxP-kanMX-loxP las
células se transformaron con el plasmido pSH47 (Guldener et al., 1996) (ver
Apéndice) que contiene el gen que codifica para la recombinasa Cre rio abajo
del promotor inducible por galactosa GAL7. Luego de la induccién con
galactosa se verificd la correcta escisidn del marcador de resistencia al
antibidtico tanto por incapacidad de crecimiento en medio conteniendo G418
como por PCR (Figura 16B y C).
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Figura 16. Construccion de la cepa SBCY04 (/eu4A). (A) Esquema de la técnica utilizada
para la construccién de la cepa leu4A. (B) Primers para la verificacién de la correcta delecién
del gen LEU4 por recombinacion homologa y posterior escision del marcador de seleccion. (C)
Electroforesis en gel de agarosa para verificar la insercién y escision del fragmento loxP-
kanMX4-loxP en el locus LEU4 por PCR colony. Una colonia negativa o células wild type
presentan una banda de 794 pares de bases correspondiente al producto obtenido con los
primers F-LEU4 prom y R-LEU4 int (calle 2) y no presenta ningun producto con los primers F-
LEU4 prom y R-kan int (calle 3). Una colonia positiva donde se inserté el fragmento /oxP-
kanMX4-loxP presenta un producto de 676 pares de bases en la reaccién de PCR con los
primers F-LEU4 prom y R-kan int (calle 5) y ningin producto con los primers F-LEU4 prom y R-
LEU4 int (calle 4). Si la escision del médulo loxP-kanMX4-loxP ocurrié correctamente luego de
la expresién de la recombinasa Cre, se obtiene un fragmento de 322 pares de bases con los
primers F-LEU4 prom y R-LEU4 down (calle 8), mientras que si la recombinacién no ocurri6 se
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obtiene un fragmento de 1863 pares de bases (calle 7). En las calles 1 y 6 se muestra el
marcador de peso molecular (Ladder 100 pares de bases (Biodynamics)).

La cepa SBCY04 (leu4h), que fue utilizada para la construccion de las cepas
SBCYO05 (leu4A leush) y SBCYO08 (his3A leu4l), no presenta un fenotipo
caracteristico.

2. Cepas que expresan proteinas de fusion con el epitope HA en el
extremo C-terminal

Las cepas SBCY02 (LEU3-3HA), SBCY31 (UGA4-3HA) y SBCY37 (ssy1A
UGA4-3HA) se construyeron utilizando una modificaciéon de la técnica de
delecion de genes basada en PCR (Longtine et al., 1998) tal como se describid
en la seccibn Materiales y Métodos. Esta técnica permite realizar una
modificacion en el genoma de la cepa a construir donde se inserta una
secuencia que codifica para un epitope en el extremo 3" del gen de interés. De
esta forma se obtiene un gen en su posicion original en el genoma que codifica
para una proteina de fusién bajo el control de su promotor natural, permitiendo
asi tener niveles de expresion similares a los fisiolégicos.

En la Figura 17A se muestra a modo de ejemplo como se llevé a cabo la
construccion de la cepa SBCY02 (LEU3-3HA). Brevemente, se amplifico por
PCR el modulo de seleccion 3HA-kanMX6 utilizando como templado el
plasmido pFA6a-3HA-kanMX6 (Longtine et al., 1998) (ver Apéndice) y primers
disefiados de tal manera que en sus extremos 3" poseen 18 - 19 nucledtidos
complementarios a secuencias adyacentes al médulo kanMX6 y en sus
extremos 5° poseen secuencias de aproximadamente 40 bases homdlogas al
extremo 3" del gen LEUS. Con este producto de PCR se transformaron células
wild type y las mutantes que se obtuvieron por recombinacién homologa se
seleccionaron en placas de YPD con G418. La verificacion de la obtencién del

gen de fusion se realizé también por PCR (Figura 17B y C).
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Figura 17. Construccion de la cepa SBCY02 (LEU3-3HA). (A) Esquema de la técnica
utilizada para la construccion de la cepa LEU3-3HA. (B) Primers utilizados para corroborar la
correcta formacién del gen de fusién. (C) Electroforesis en gel de agarosa para verificar la
insercion del fragmento 3HA-kanMX6 en el locus LEU3 por PCR colony. Una colonia positiva
presenta un producto de 602 pares de bases en la reaccién de PCR con los primers F-LEU3
int y R-kan int (calle 6) y un producto de 2118 pares de bases en la reaccién que contiene los
primers F-LEU3 int y R-LEU3 down (calle 5). Una colonia negativa o células wild type presenta
una banda de 584 pares de bases, correspondiente al producto obtenido con los primers F-
LEU3 int y R-LEU3 down (calle 2) y no presenta producto con los primers F-LEU3 int y R-kan
int (calle 3). En las calles 1 y 4 se muestra el marcador de peso molecular (Ladder 100 pares
de bases (Biodynamics)).

Como se menciond anteriormente, las cepas deficientes en la proteina Leu3
presentan una disminucién en su tasa de crecimiento luego de cinco
generaciones en un medio sin triptofano (Giaever et al., 2002). Para verificar la
funcionalidad de la proteina Leu3-3HA se realizaron pruebas de crecimiento en

medio sin triptofano.
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3. Cepas que expresan proteinas de fusion con el epitope HA en el
extremo N-terminal

La fusion del epitope HA al extremo C-terminal de las proteinas Uga3 vy
Uga35/Dal81 afecta su funcién (comunicacion personal con el Dr. Bernard
Turcotte, Department of Medicine, Royal Victoria Hospital, McGill University,
Montréal, Québec, Canada), por lo que se decidié en estos casos realizar la
fusion en el extremo N-terminal.

Las cepas SBCY09 (6HA-LEU3), SBCY10 (6HA-UGA35), SBCY13 (6HA-
UGA3), SBCY24 (ssy1A 6HA-UGA35), SBCY25 (uga35A 6HA-UGA3),
SBCY26 (ssylA 6HA-UGA3), SBCY27 (uga3A 6HA-UGA35), SBCY33
(UGA4::UAScasamut 6HA-UGA3), SBCY34 (UGA4::UAScasadel 6HA-UGAS3),
SBCY35 (UGA4::UASgasamut 6HA-UGA35) y SBCY36 (UGA4::UASgasadel
6HA-UGA35) se construyeron utilizando una modificacién de la técnica de
delecion de genes basada en PCR (Gauss et al., 2005), que permite la fusién
de un epitope al extremo N-terminal del gen de interés en su posicién original
en el genoma. De esta manera se obtiene una cepa que expresa una proteina
fusionada al epitope HA en su extremo N-terminal bajo el control de su
promotor natural.

En la Figura 18 se muestra a modo de ejemplo cémo se llevdé a cabo la
construccion de la cepa SBCY10 (6HA-UGA35). El plasmido pOM10 (Gauss et
al., 2005) (ver Apéndice) se utiliz6 como templado para la PCR tal como se
describio en la seccién Materiales y Métodos. Dicho plasmido contiene al gen
de resistencia a antibiético, kanMX4, flanqueado por secuencias loxP y 6
epitopes HA en tandem. Los primers fueron disefiados de tal manera que en
sus extremos 3 poseen 18 - 19 nuclebtidos complementarios a secuencias
adyacentes al médulo de seleccién y a los epitopes HA y en sus extremos 5°
poseen secuencias de aproximadamente 40 bases homodlogas a la regién 5°
del gen UGA35. Se gener6 por PCR un fragmento que contiene la secuencia
loxP-kanMX4-loxP-6HA flanqueada por dos regiones de homologia a UGA35.
Con este producto de PCR se transformaron células wild type y se

seleccionaron las mutantes que se obtuvieron por recombinacion homéloga en
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placas de YPD con G418. La verificacion de la insercion se realizd también por
PCR (Figura 18B y C).
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Figura 18. Construccion de la cepa SBCY10 (6HA-UGA35). (A) Esquema de la técnica
utilizada para la construccion de la cepa 6HA-UGA35. (B) Primers utilizados para corroborar la
correcta insercion del epitope HA y la escision del médulo de seleccién por recombinacion
homéloga. (C) Electroforesis en gel de agarosa para verificar la insercién del fragmento loxP-
kanMX4-loxP-6HA en el locus UGA35 y posterior escision del fragmento loxP-kanMX4-loxP
por PCR colony. Una colonia negativa o células wild type presentan una banda de 399 pares
de bases correspondiente al producto obtenido con los primers F-UGA35 prom y R-UGA35 int
(calle 2) y no presenta ningun producto con los primers F-UGA35 prom y R-kan int (calle 3).
Una colonia positiva, donde se inserté el fragmento loxP-kanMX4-loxP-6HA, presenta un
producto de 775 pares de bases en la reaccion de PCR con los primers F-UGA35 prom y R-
kan int (calle 5) y un producto de 2218 pares de bases con los primers F-UGA35 prom y R-
UGA35 int (calle 4). Si la escision del médulo loxP-kanMX4-loxP ocurrié correctamente se
obtiene un fragmento de 677 pares de bases con los primers F-UGA35 prom y R-UG35 int
(calle 7) y ninguin producto con los primers F-UGA35 prom y R-Kan int (calle 8). En las calles 1
y 6 se muestra el marcador de peso molecular (Ladder 100 pares de bases (PB-L)).
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Una vez obtenida la mutante loxP-kanMX4-loxP-6HA::UGA35, las células se
transformaron con el plasmido pSH47 (Guldener et al., 1996) (ver Apéndice),
que contiene el gen que codifica para la recombinasa Cre rio abajo del
promotor inducible por galactosa GAL1. Luego de inducir con galactosa, se
verifico la escisidon del marcador de seleccion tanto por su incapacidad de
crecimiento en medio conteniendo G418 como por PCR (Figura 18B y C).

Las cepas deficientes en la proteina Uga3 y/o Uga35/Dal81 son incapaces de
crecer en medios conteniendo GABA como Unica fuente de nitrégeno. Para
verificar la funcionalidad de las proteinas 6HA-Uga3 y 6HA-Uga35/Dal81 se
realizaron pruebas de crecimiento para verificar que las cepas mantuvieran la

capacidad de crecer en presencia de GABA como unica fuente de nitrégeno.

4. Intercambio de marcadores de seleccion

Las cepas SBCY17 (uga35A) y SBCY18 (ssy1A) se construyeron
intercambiando el médulo kanMX de cada cepa por el médulo natMX obtenido
a partir del plasmido pAG25 (Goldstein & McCusker, 1999) (ver Apéndice).
Ambos mdédulos de seleccion comparten homologias presentes en las regiones
promotoras y terminadoras por lo cual se produce la recombinacién homodloga
con el consiguiente cambio de modulo.

En la Figura 19 se muestra a modo de ejemplo cémo se llevdé a cabo la
construccion de la cepa SBCY18 (ssy1A::natMX). El reemplazo correcto del
marcador kanMX por natMX se verificd por pérdida de la capacidad de crecer

en medio con G418 y capacidad de crecer en medio con ClonNAT.
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Figura 19. Esquema de la técnica utilizada para la construccion de la cepa SBCY18
(ssy1A::natMX).

5. Cepas auxotrofas para histidina

La cepa SBCY08 se construy6 utlizando la técnica de intercambio de
marcadores de seleccion descripta por Voth et. al. (Voth et al., 2003).

En la Figura 20 se muestra como se llevé a cabo la construccion de la cepa
SBCYO08 (his3A leu4l). Se transformaron células leu4A con el plasmido M3929
(Voth et al., 2003) (ver Apéndice) previamente digerido con la enzima de
restriccion BamHI. Este pladsmido contiene el gen HIS3 interrumpido por el
marcador de seleccion kanMX. Las mutantes obtenidas por recombinacion
homologa se seleccionaron en medio YPD conteniendo G418. La correcta
interrupcién del gen HIS3 se corroboré por incapacidad de crecimiento en

medio minimo sin histidina.
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Figura 20. Esquema de la técnica utilizada para la construccion de las cepas auxétrofas
para histidina.

6. Construccion de cepas por mutagénesis sitio-dirigida in vivo o
“Delitto Perfetto”

Para la construccion de las cepas SBCY29 (UGA4::UASgasamut) y SBCY30
(UGA4::UASgasadel) se utilizé la técnica de mutagénesis sitio-dirigida in vivo o
“Delitto Perfetto” (Storici et al., 2001) con algunas modificaciones, tal como se
describi6 en la seccién Materiales y Meétodos. Esta técnica permite la
generacion de una determinada mutacién en el genoma de la cepa que se
quiere modificar sin que queden rastros de los marcadores de seleccién en la
secuencia.

En la Figura 21 se muestra a modo de ejemplo como se llevé a cabo la
construccion de la cepa SBCY29 (UGA4::UASgasamut). En una primera etapa
(Figura 21A), se insertd el modulo de seleccion kanMX-KIURAS3 en el promotor

del gen UGA4 por recombinacion homéloga. Para esto se utilizé el plasmido
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pCORE (Storici et al., 2001) como templado para la PCR y primers disefiados
de tal manera que en sus extremos 3" poseen 18 - 19 nucledtidos
complementarios a secuencias adyacentes al médulo de seleccion y en sus
extremos 5" poseen secuencias de aproximadamente 40 bases homdélogas al
promotor del gen UGA4. Se gener6o por PCR un fragmento que contiene la
secuencia kanMX-KIURA3 flanqueada por dos regiones de homologia al
promotor de UGA4 y se lo utilizd para transformar células wild type. Las
mutantes donde se produjo la insercibn del médulo kanMX-KIURA3 se
seleccionaron en placas de YPD con G418. La verificacién de la insercién se
realiz6 también por PCR (Figura 21C y D).

A P B .
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= UAS, . mut
‘ Pyga
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Genoma de :. ",-;: %
e Pucas UAScaps  IUIGAR—
B

Seleccion de la mutante en 7 Selaccian de la mutante en
YPD + G4td MM + URA + 5-FOA
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ugad::URAI-kanhdx UGA4:UAS, L mut UAS,..mut

RGN KIURAS veas - m——
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Pusas UASgama ueAs ™ ——

Cepa F-UGAL-780 F-kan int
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KGNS  KIURA3 NUGAEE—
Cepa F-LIGAS -TBO R-LIGAS ChiP
UGAL:UAS . muf — +—
Pocas W lueAs—
UAS it

Figura 21. Técnica de mutagénesis sitio-dirigida in vivo o “Delitto perfetto”. (A) Esquema
de la técnica utilizada para la construccién de la cepa SBCY28 (uga4::kanMX-KIURA3). (B)
Esquema de la técnica utilizada para la construccion de la cepa SBCY29 (UGA4::UASgasamut)
(C) Esquema de los primers utilizados para corroborar la correcta insercién del médulo pCORE
y el posterior reemplazo por la secuencia UGA4::UASgasamut. (D) Electroforesis en gel de
agarosa para verificar la insercion del médulo pCORE vy el posterior reemplazo por la secuencia
UGA4::UASgasamut en el locus UGA4 por PCR colony. Una colonia donde se inserté el médulo
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pCORE presenta un producto de aproximadamente 800 pares de bases en la reaccion de PCR
con los primers F-UGA4 -780 y F-kan int (calle 3) y no presenta ningin producto con los
primers F-UGA4 -780 y R-UGA4 ChIP (calle 2). Células que incorporaron la mutacién
UGA4::UASgasamut o células wild type presentan una banda de 437 pares de bases
correspondiente al producto obtenido con los primers F-UGA4 -780 y R-UGA4 ChIP (calle 4) y
no presenta ningun producto con los primers F-UGA -780 y F-kan int (calle 5). En la calle 1 se
muestra el marcador de peso molecular (Ladder 100 pares de bases (PB-L)). (E) Alineamiento
de secuencias comparando la secuencia del promotor UGA4 wild type con la secuencia
obtenida para el promotor UGA4::UASgasamut.

Luego, se amplificd la secuencia correspondiente al promotor mutado del gen
UGA4 a partir del plasmido YEp357-UASgasamut y se transformaron células de
la cepa SBCY28 (uga4::kanMX-KIURA3) con dicho fragmento de PCR (Figura
21B). La contra-seleccion se realiz6 en medio minimo conteniendo uracilo y 5-
FOA. Sélo aquellas células auxotrofas para uracilo son capaces de crecer en
un medio conteniendo 5-FOA, o sea que se seleccionaron aquellas mutantes
que intercambiaron el marcador de seleccion URA3 por el fragmento del
promotor del gen UGA4 mutado. Se seleccionaron aquellas colonias capaces
de crecer en medio conteniendo 5-FOA e incapaces de crecer en medio
conteniendo G418, se les realizo6 una PCR colony para corroborar el
intercambio del pCORE por la versién mutada del promotor de UGA4 (Figuras
21C y D) y luego se secuencié para corroborar la generacién de la mutacién
(Figura 21E).

7. Construccion de la cepa que expresa la proteina Leud™

La enzima a-isopropilmalato sintasa (a-IPM sintasa) codificada por el gen LEU4
cataliza la sintesis de a-IPM, siendo ésta la primera reacciéon del proceso de
biosintesis de la leucina. Su actividad es inhibida por el producto final del
proceso, leucina (Kohlhaw, 2003). Mutaciones en esta enzima generan cepas
resistentes al andlogo téxico de la leucina 5°-5°-5"-trifluoro-leucina (TFL)
(Satyanarayana et al., 1968, Bussey & Umbarger, 1970).

Para construir la cepa que expresa la proteina Leu4 resistente al feedback por
leucina (Leud4™) se clond el gen LEU4™ a partir de una cepa mutante

espontanea aislada por crecimiento en TFL (cepa XK14-15D gentilmente
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provista por el Dr. Anders Brandt (Carlsberg Laboratory, Copenhagen Valby,
Denmark)) en el plasmido centromérico pRS413 (Christianson et al., 1992) (ver
Apéndice), generando el plasmido pSBC-LEU4™. Los detalles del clonado se
describen en la seccién Materiales y Métodos. La cepa XK14-15D no se utilizé
para hacer los ensayos en este trabajo porque, ademas de no ser isogénica
con la cepa Y 1278, no contiene las auxotrofias necesarias para llevar a cabo
los ensayos propuestos.

Estudios previos realizados sobre varias mutantes aisladas a partir de
crecimiento espontdneo en TFL demostraron que los aminoacidos presentes en
la region de unién a la leucina, o regidn regulatoria, de la proteina Leu4 son los
responsables de la inhibicion por este aminoacido. Entre los residuos
identificados, se encuentran los siguientes: Glysi4, Glysis, Sersig, Sersig, Sersaz,
Sersqsg y Alasse (Figura 22) (Cavalieri et al., 1999).

Wild-type DNA GGT ——-- GGT  w=eeeeeTCT  emeees GAG --mmm- CAT -—---TCT TCT - GCT
Protein Glyg g——--Glys g -------8erg g —-----Glugyy ------- Hisgy) ——--- Sersys Sersyy-----—--Ala.g,

Mutants DNA GAT - GAT -------ACT —--—-AAG - CCT - TCT  eeeeeee ACT
Protein Asps y——-—ASpPgyg———-Thrs g —-—Lyssgq ——--—-Progy —--- Sersyyy --—---Thrss;

Alleles LEU4-2  LEU4-3  LEU4-4  LEU4-5 LEU4-6 LEU4-1 LEU4-7

Figura 22. Esquema de las mutaciones identificadas en el gen LEU4 a partir de cepas
mutantes aisladas a partir de crecimiento espontaneo en TFL (Cavalieri et al., 1999).

Como no se conocia la mutacion causante de la resistencia a TFL en la cepa

XK14-15D se procedié a secuenciar el gen LEU4™

. Para esto se amplific6 por
PCR la region codificante del gen LEU4™ a partir de ADN genémico de la cepa
XK14-15D y se secuencié con varios primers complementarios a la secuencia
del gen LEUA4. El ensamblaje de las secuencias obtenidas se realiz6 utilizando
el programa CAP3 (http:/pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php) y su analisis mostré la
presencia de una mutacion con respecto a la secuencia de LEU4 disponible en
la base de datos SGD (Saccharomyces Genome  Database
www.yeastgenome.org/) que produce el cambio de la serina de la posicion 547

por prolina. Si bien ya se habia descripto una mutacion en la Sersq7 (Cavalieri et
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al., 1999), ésta consistia en una delecion y no en un cambio por prolina.
Publicamos esta secuencia en la base de datos GenBank del NCBI (Numero de
acceso GU598519).

Una vez obtenido el plasmido pSBC-LEU4™, se lo utilizd para transformar la
cepa SBCYO08 (leu4A his3A). Para verificar que los niveles de a-IPM estuvieran
efectivamente modificandose en esta cepa, se cloné el promotor del gen BAP2
rio arriba del gen lacZ en el plasmido YEp357, tal como se describié en la
seccion Materiales y Métodos, ya que se sabe que la expresion de la permeasa
Bap2 es modulada por el factor de transcripcion Leu3 en una forma
dependiente de a-IPM, siendo elevados sus niveles de expresion en
condiciones donde se acumula este intermediario (Nielsen et al., 2001). Para
ello se determiné actividad de la enzima p-galactosidasa en células wild type y
LEU4™ transformadas con el plasmido que contiene la construccion BAP2-lacZ
crecidas en medio minimo conteniendo amonio como fuente de nitrégeno. Se
observé que los niveles de expresion de BAP2-lacZ en la cepa LEU4™ son 5
veces mayores que en la cepa wild type. Estos resultados concuerdan con los
publicados (Nielsen et al., 2001) e indican que en esta cepa los niveles de a-

IPM estan siendo efectivamente modificados.
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CAPITULO I
Mecanismos moleculares que llevan a la regulacion por aminoacidos del
gen UGA4
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ANTECEDENTES

Como se menciond en la introduccién, la regulacién transcripcional del gen
UGA4 es compleja, ya que, su expresion es inducible por GABA, esta sujeto a
NCR y ademas esta regulado por el pH, por la calidad de la fuente de carbono
y por los aminoacidos extracelulares disponibles. Los experimentos realizados
durante este trabajo se llevaron a cabo en presencia de una fuente pobre de
nitrégeno, en este caso prolina, debido a que UGA4 es un gen sensible a NCR,
y se utilizé glucosa como fuente de carbono. Ademas, se utilizé un medio con
pH controlado ya que la acidificacion del mismo puede generar aumentos en la
expresion de UGA4.

En cuanto a la regulacion por aminoacidos extracelulares del gen UGA4, se
sabe que el agregado de una mezcla de aminoacidos al medio de cultivo,
previo al agregado de GABA, inhibe la induccion del gen en una forma
dependiente del sensor de aminogcidos SPS. Asimismo, estudios globales
revelaron pequefios cambios en los niveles de expresion de UGA4 en cepas
deficientes en los factores de transcripcion Stp1 y Stp2 (Eckert-Boulet et al.,
2004).

No todos los aminoacidos son capaces de activar de la misma forma al sensor
SPS (Iraqui et al., 1999). Por ejemplo el GABA vy la prolina no son capaces de
inducir su activacion. Esto convierte a la prolina en una fuente pobre de
nitrégeno ideal para este estudio.

La induccion del gen UGA4 depende de los factores de transcripcién Uga3 y
Uga35/Dal81, los cuales actuan a traves del elemento UASgaga presente en el
promotor de este gen. El hecho de que mutaciones en el dominio Zn(ll).-Cyse
presente en la proteina Uga3 resulte en una pérdida de su actividad in vivo,
junto con evidencias que demuestran que dicha proteina es capaz de unirse in
vitro a sondas conteniendo las secuencias correspondientes a los elementos
UASGasa de los genes UGA71 y UGA4, indican que Uga3 es capaz de
interactuar con los promotores de dichos genes para ejercer su accién en
respuesta al GABA. Por otra parte, el dominio Zn(ll).-Cyse de la proteina

Uga35/Dal81 no es necesario para que cumpla con su funcioén en la activacion
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de de los genes DUR1 y DUR2, sin embargo, en un estudio global se reporté
interaccién in vivo de dicho factor con el promotor de UGA4 (Harbison et al.,
2004).

El factor Uga35/Dal81 posee un rol sinérgico e importante en la amplificacion
de la expresion inducida de genes de varias vias para la utilizacién de fuentes
de nitrégeno, y en todas las ocasiones, actua junto con un factor especifico de
inductor. En el caso del catabolismo del GABA, este factor es Uga3, mientras
que para la induccién del gen AGP1 (catabolismo de aminoéacidos), es Stp1.
Por todo lo expuesto, los objetivos de este capitulo fueron identificar las
regiones regulatorias del promotor UGA4 involucradas en la respuesta a los
aminoacidos extracelulares mediada por el sensor SPS e identificar los factores
de transcripcion involurados en dicha regulacion. También se evalud la
interaccién de algunos de estos factores con el promotor del gen UGA4 asi

como también la posible interaccidén de algunos de estos factores entre si.
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RESULTADOS

1. El sensor SPS media el efecto negativo de los aminoacidos sobre la
induccién del gen UGA4

Estudios previos demostraron que la induccion por GABA del gen UGA4 de
Saccharomyces cerevisiae es inhibida por el agregado de una mezcla de
aminoacidos al medio de cultivo y que este efecto es mediado por el sensor de
aminoacidos SPS (Bermudez Moretti et al., 2005). Para estudiar los
mecanismos moleculares por los cuales los aminoacidos producen este efecto,
células wild type y células deficientes en una de las proteinas componente del
sensor SPS, Ssyi1, ftransformadas con un plasmido que contiene la
construccion UGA4-lacZ, se trataron con distintos aminoacidos activadores del
sensor SPS como leucina, fenilalanina, triptofano o metionina (lraqui et al.,
1999) y se realizaron ensayos de B-galactosidasa. Los resultados mostrados
en la Figura 23A indican que cada uno de los distintos aminoacidos
activadores del sensor también inhiben la induccion del gen UGA4. Ademas,
esta inhibicién depende del sensor SPS ya que este efecto disminuye cuando
la proteina Ssy1 esta ausente (Figura 23B).

A wild type | UGA4-lacZ B ssy1A | UGA4-lacZ
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Figura 23. Efecto de los aminoacidos sobre la transcripcion dirigida por la construccion
UGA4-lacZ en células wild type y células ssy1A. Células wild type (23344c) (A) y ssy1A
(30995b) (B) transformadas con el plasmido que contiene la construccion UGA4-lacZ
provenientes de medio minimo (MM) se cosecharon y transfirieron a medio fresco con el
agregado o no de leucina, fenilalanina, metionina o triptofano 1,3 mM. Luego de 30 minutos de
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incubacion, se agregé GABA 0,1 mM, se tomaron muestras a los 60 minutos y se midi6
actividad de la enzima B-galactosidasa. Los resultados se expresan en Unidades Miller como
la media = EE de 2 experimentos independientes.

A partir de estos resultados se continué trabajando con leucina como
aminoacido activador del sensor SPS debido a que es un aminoéacido
ampliamente utilizado en este tipo de estudios y es un fuerte activador de
dicho sensor (Forsberg et al., 2001a).

Para corroborar los resultados obtenidos mediante ensayos de genes
reporteros, se utilizaron también las técnicas de RT-PCR cuantitativa (RT-
qPCR) y Western blot. Células wild type y deficientes en SSY1 se trataron con
leucina y/o GABA y se procedié a la extraccion del ARN o de proteinas, tal
como se describio en la seccién Materiales y Métodos. Para realizar el ensayo
de Western blot se construyeron dos cepas, una wild type y la otra ssy1A, que
expresan a la proteina Uga4 fusionada al epitope HA en su extremo C-
terminal, tal como se describié en la seccién Materiales y Métodos y en el
Capitulo |, seccion 2. Los resultados obtenidos al analizar la expresién de
UGA4 utilizando genes reporteros se confirmaron tanto por RT-gPCR (Figura
24A) como por Western blot (Figura 24B), es decir, que la leucina inhibe la
induccion por GABA del gen UGA4 y que este efecto es mediado por el sensor
SPS.
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Figura 24. Efecto de la leucina sobre la expresion del gen UGA4 en células wild type y
células ssy71A. (A) Niveles de ARN mensajero del gen UGA4 en células wild type (23344c) y
ssy1A (30995b). Células provenientes de medio minimo se cosecharon y transfirieron al mismo
medio fresco con el agregado (barras negras) o no (barras blancas y grises) de leucina 1,3
mM. Luego de 30 minutos de incubacion se agregd GABA 0,1 mM (barras grises y negras), se
tomaron muestras a los 30 minutos, se extrajo el ARN y se realizaron reacciones de RT-qPCR.
Los niveles de expresion de UGA4 se normalizaron con respecto a los niveles de expresion del
gen de expresion constitutiva TBP1. Los datos representan la media + EE de 3 experimentos
independientes. Las barras con diferentes letras (a, b) son significativamente diferentes entre
si (p < 0,05). (B) Niveles de expresion de la proteina Uga4-HA en células wild type (SBCY31) y
ssy1A (SBCY37). Células que expresan la proteina Uga4-HA provenientes de medio minimo,
se transfirieron al mismo medio con el agregado o no de leucina 1,3 mM. Luego de 30 minutos
de incubaciéon se agregé GABA 0,1 mM, se tomaron muestras a distintos tiempos, se
extrajeron proteinas y se realiz6 una electroforesis en un gel desnaturalizante de poliacrilamida
12%. Debajo de cada calle se grafican los valores de expresion de la proteina Uga4 calculados
normalizando la expresién de dicha proteina a las proteinas totales cargadas en cada calle. La
cuantificacién se llevo a cabo utilizando el programa Image-J.

99



Capitulo 1l

2. Anadlisis de la region regulatoria del gen UGA4

2.1 Busqueda in silico de sitios consenso de union de factores de
transcripcion

El promotor del gen UGA4 contiene dos regiones regulatorias bien
caracterizadas denominadas UASgasa Y UASGaTa. Los factores de transcripcion
Uga3 y Uga35/Dal81 actuan a través del elemento UASgasa en respuesta al
inductor GABA (Andre et al., 1995, Talibi et al., 1995), mientras que los factores
GATA actian a través del elemento UASgata regulando la expresion
dependiente de la fuente de nitrdgeno (Coffman et al., 1997, Soussi-Boudekou
et al., 1997).

Con el objeto de identificar las regiones regulatorias del gen UGA4
involucradas en la respuesta a aminoacidos extracelulares se realizé una
busqueda in silico de sitios consenso de unién de factores de transcripcion
sobre el promotor de este gen. Para esto se utilizaron las bases de datos
SCPD (http://rulai.cshl.edu/SCPD/) (Figura  25) e YEASTRACT
(http://www.yeastract.com/) (Figura 26).
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Figura 25. Sitios consenso de union de factores de transcripcion presentes en el
promotor del gen UGA4 obtenidos utilizando la base de datos SCPD.
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La busqueda realizada con la base de datos del SCPD (Figura 25) no mostré
presencia de sitios consenso de unién para ninguno de los factores de
transcripcion efectores de la sefnal disparada por el sensor SPS como son Stp1,
Stp2 o0 Uga35/Dal81.

La busqueda realizada utilizando la base de datos del YEASTRACT (Figura 26)
no soélo incluye los factores de transcripcion potenciales sino que también
incluye aquellos factores de transcripcion cuya participacion en la regulacion de
UGA4 se encuentra documentada. Esta busqueda mostré la participacién de
los factores Stp1, Stp2 y Uga35/Dal81 en la regulacion del gen UGA4. En el
caso de los factores Stp1 y Stp2 la evidencia proviene de estudios globales de
transcripcién donde se compard la expresion del gen UGA4 en células wild type
y células deficientes en estos factores (Eckert-Boulet et al., 2004); sin embargo
no aporta informacion acerca de la forma en que estos factores regulan al gen
UGA4 ni de si su efecto sobre el promotor UGA4 es directo o indirecto. En el
caso del factor de transcripcion Uga35/Dal81, las evidencias de su participacion
en la regulacion de UGA4 a través del elemento UASgasa son indirectas
(Vissers et al., 1989, Andre et al., 1993). Por otra parte, a partir de estudios
globales se postul6 su interaccién con el promotor de UGA4 (Harbison et al.,
2004).
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Considering documented regulations suported by direct or indirect evidence.
| | Documented | Potential Potential

ORF/Gene Name | Transcription Factor | Transcription Factor
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Transcription Factor - Reference

[¥DL210w/UGA4  |Dal8lp - Reference i [aehtp - Promoter - ¥TGAT :

i IMot3p - Promoter - WAGGTA
|Back ko top « T

Calgip - Reference | #\Lﬂg - Promoter - AASAGASA |Mot3p - Promater - AaccKA
Gatlp - Reference (Azfip - Promoter - AAGAAMAL [MotSp - Promoter - cAGEVA
Gln3p - Reference . %"_'\_,ad ip - Promoter - TTACTAA MD - Bromoter - AAGAGGE
Gzf3p - Reference ICin5p - Promoter - TTACTAS -Il\1sr',2|:: - Bromoter - CCCCT
Sfpip - Reference m - Promoter - RyMAAYS EME - Promoter - COCET
SokZp - Reference %FKth - Promoter - RYMARYA Nﬂ‘;ﬁ_} - Promoter - COCTC
SthSp - Refersnce f(_Eat'-.p - Bromoter - GATAAG |Nraip - Promoter - CCCCT.
Stel2p - Reference M - Promoter -~ TGATTCA |Rqtip - Promoter - CEGANNA,
Stplp - Reference |Gendp - Promoter - TTECECAR E;tuhll:‘ - Bromoter - COCCT
Stp2p - Reference :Gcr'-. - Bromoter - CT1CC E;E - Promoter - GETAC
Uga3p - Refererice éGcrlB - Promoter - CWTCC ﬁiﬁ - Promoter - GETAC
Umetp - Reference M - Promoter - AGGGEGE |StbSp - Promoter - CC—ENE“
Yoxip - Reference ) M - Bromoter - GATAAG |Swidp - Promoter - CACGARAS

;G|I’|3D - :.'!omoter - GATTAG [Teclp - Promoter - CATTCS

|Gemip - Promoter - COEMNNNNNNNCEG | |11 p - Prometer - CATTCT

G—ZfSQ — BRdmier - SR TARS |Uga3p - Promoter - SECGGNWTTT

{Haplp - Promoter - CGGN{61CEG |%beip - Promoter - CTCGA

- Pri = GNI4Y 35 ..
Leudp - Promoter - CCGN{4YCGE |¥apip - Promoter - TTACTAA
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Figura 26. Sitios consenso de union de factores de transcripcion presentes en el
promotor del gen UGA4 obtenidos utilizando la base de datos YEASTRACT. En la
segunda columna se muestran los factores cuya participaciéon en la regulacion de UGA4 se
encuentra reportada, mientras que en la tercera y cuarta columna se muestran los factores de
transcripcion potenciales de acuerdo con la presencia de sitios consenso para su interacciéon en
el promotor de UGA4.

2.2 Estudio de los elementos presentes en la region regulatoria del
gen UGA4 involucrados en la respuesta a aminoacidos

Para estudiar las regiones regulatorias involucradas en la respuesta del gen
UGA4 a los aminoacidos extracelulares se construyeron distintas versiones
mutadas del promotor de UGA4, las cuales se clonaron rio arriba del gen
reportero lacZ en el plasmido YEp357 (Figura 27), tal como se describié en la
seccion Materiales y Métodos.
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UASwn  UASuu -~
A -583 N Wiacz | UGA4-lacZ
A;;AACCGCCGGCGGC:A;‘AT
UAS ..e
B -406 || l lacz | GATAA-lacZ
C -385 | IIacZ | UASA-lacZ
UAS,.. UAS.,mut I->
D -583 I T lacz | UAS,,,mut-lacZ

AAAAACCATTAGTAATAAT

UAS..,  UAS.del

E 583 T = W JacZ| UAS;,,,del-lacZ

AAAAACCAAT

Figura 27. Deleciones y mutaciones realizadas sobre el promotor del gen UGA4. (A)
Construccién UGA4-lacZ que contiene la regién 5’-regulatoria y parte de la region codificante
de UGA4 (-583 a +15, con respecto al coddn de iniciacién ATG). (B) Construccion UASgatalA-
lacZ que carece del elemento UASgata (-406 a +15, con respecto al codén de iniciacion ATG).
(C) Construccion UASA-lacZ que carece de los elementos UASgata Y UASGgasa (-385 a +15, con
respecto al coddn de iniciacién ATG). (D) Construccién UASgasamut-lacZ donde se alteré la
secuencia central del elemento UASgass cambiando la secuencia GCCGGCGGC por la
secuencia ATTAGTAAT. (E) Construccion UASgasadel-lacZ donde se escindié la secuencia
central del elemento UASgas4 GCCGGCGGC.

Una vez obtenidos los plasmidos con las construcciones, se transformaron
células wild type y ssy1A y se realizaron ensayos de medicion de actividad de
B-galactosidasa a partir de células tratadas con leucina y/o GABA (Figura 28).
Los resultados muestran que cuando el elemento UASgara No esta presente,
se siguen observando tanto la induccion por GABA como el efecto negativo de
la leucina (Figura 28C). En la cepa deficiente en Ssy1, en cambio, el efecto
negativo de la leucina desaparece (Figura 28D), tal como se habia observado
para el promotor completo (Figura 28A y B). Por lo tanto, el elemento UASgata

no parece estar involucrado en la respuesta a la leucina extracelular.

103



Capitulo 1l

A wild type | UGA4-lacZ B ssy1A | UGA4-lacZ
g 800- g 800 - MM+ GABA
= i -= MM+ Leu + GABA
2 600- 2 800
I B
3 =
S 400+ S 400
° =
= 2004 S 200
z z
0 20 a0 60 0 20 40 60
Tiempo (minutos) Tiempo (minutos)
C wild type | GATAA-lacZ D ssy1A | GATAA-lacZ
3 600+ 3 600+
o o
= =2
8 8
T 4004 T 400+
= =
o ]
ki 2
B 200+ 2 200+
= =
= 2
2 o . : : g : : :
20 40 60 0 20 40 60
Tiempo (minutos) Tiempo (minutos)
E wild type | UAS A-lacZ F ssy1A | UASA-lacZ
g 600 3 600
1]
= =
- [’3
<]
£ 4004 3 4
= =
] o
? 2
= 200- o 200
§ Y 3 2 )
= 2'0 4'9 a:u o 2'0 -i.il S'CI
Tiempo {minutos) Tiempo (minutos)
G wild type | UASgagamut-lacZ H ssy1A | UASgagamutlacZ
3 800 3
- o
= =
“ [}
g 6004 8
: ; ! g
Bof——— 1 :
‘§ 200+ ‘E
= 2
< ; , : 2 20l : . .
20 40 60 0 20 40 60
Tiempo (minutos) Tiempo (minutos)
| wild type | UASgagadel-lacZ J ssy1A | UASgagadel-lacZ
g 800 g 8007
L o
-4 =4
g s00- 8 s00-
8 - &
% 4004 3 & 4004
= 4 2 = L ;::b#
% 2001 ) 3 200
2 =
© °
< 0 T T T < 0 T T T
20 40 60 20 40 60
Tiempo (minutos) Tiempo (minutos)

Figura 28. Efecto de la leucina sobre la transcripcion dirigida por distintas versiones del
promotor UGA4 en células wild type y ssy1A. Células wild type (23344c) y ssy1A (30995b)
transformadas con los plasmidos que contienen las construcciones UGA4-lacZ, UASgatalA-
lacZ, UASA-lacZ, UASgasamut-lacZ y UASgagadel-lacZ provenientes de medio minimo (MM)
se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco con el agregado (cuadrados) o no
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(circulos) de leucina 1,3 mM. Luego de 30 minutos de incubacion se agregé GABA 0,1 mM, se
tomaron muestras a distintos tiempos y se midi6é actividad de la enzima B-galactosidasa. Los
resultados se expresan en Unidades Miller como la media £+ EE de 5 experimentos
independientes.

El hecho de que los niveles basales de expresién se reduzcan cuando el
elemento UASgata estd ausente (comparar Figura 28A con Figura 28C)
correlaciona con lo descripto por Talibi y col. (Talibi et al., 1995), quienes
demostraron que el elemento UASgata €S capaz de producir niveles
significativos de expresion en ausencia de inductor cuando las células estan
creciendo en presencia de una fuente pobre de nitrdgeno como prolina.

En ausencia de ambos elementos regulatorios (UASgata Y UASgasa), NO se
observa induccién por GABA del gen UGA4 ni efecto de la leucina en ninguna
de las dos cepas ensayadas (Figura 28E y F). El elemento UASgasa ha sido
identificado como el blanco de los factores responsables de la induccion por
GABA del gen UGA4 (Talibi et al., 1995), por lo que no se esperaba observar
induccion al utilizar la construccion UASA-lacZ.

Por dltimo, se estudié la participacion de la regién central del elemento
UAScasa en la respuesta a aminodcidos. El factor de transcripcion
Uga35/Dal81 actua, junto con el factor Uga3, a través del elemento UASGasa
del gen UGA4 induciendo su transcripcion en respuesta al GABA (Andre et al.,
1995, Talibi et al., 1995). Ademas, Uga35/Dal81 es necesario para la induccién
de la permeasa de aminoacidos AGP71 en respuesta a los aminoacidos
extracelulares (Boban & Ljungdahl, 2007, Abdel-Sater et al., 2004b, Iraqui et
al.,, 1999). Por otra parte, se ha reportado que las secuencias blanco de la
respuesta a aminoacidos, denominadas UASa,, presentes en los promotores
de los genes BAP3, BAP2 y AGP1, tienen en comun la presencia de dos
secuencias CGGC espaciadas por entre tres y seis nucleétidos (Abdel-Sater et
al., 2004b) y que en el caso del gen de la permeasa AGP1 ésta secuencia
seria también blanco del factor de transcripcion Uga35/Dal81 (Boban &
Ljungdahl, 2007). La secuencia central del elemento UASgasa del gen UGA4
contiene dos repeticiones CGGC similares a las presentes en los elementos
UAS,. pero espaciadas solamente por una base. Teniendo en cuenta esos

antecedentes se decidi6 alterar esta secuencia y asi estudiar su participacion
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en la regulacién por aminoacidos del gen UGA4. En la Figura 28G se observa
que al alterar el elemento UASgasa del gen UGA4 los niveles de expresién
aumentan significativamente inclusive en ausencia de inductor. Este resultado
sugiere la presencia de un represor actuando a través del elemento UASgasa
en el promotor wild type cuyo sitio de unidn se alter6 al realizar la mutagénesis
dirigida. Para confirmar que los valores elevados de expresién eran causados
por la alteracion del elemento UASgaga y no por la secuencia generada luego
de la mutacion, se deleciond la secuencia central de dicho elemento. En la
Figura 28| se puede ver que la expresion dirigida por la construccion
UAScgasadel-lacZ también es elevada en ausencia de inductor, confirmando los
resultados obtenidos con la construccion UASgasamut-lacZ.

En células wild type (Figura 28G e I), y en menor medida en células ssy1A
(Figuras 28H y J), se puede observar que la transcripcion dirigida por ambas
construcciones, UASgasamut-lacZ y UASgasadel-lacZ, se ve levemente
afectada por el agregado de leucina al medio. El gen /acZ ha sido ampliamente
utilizado como gen reportero en levaduras para estudiar sistemas inducibles
donde se requiere sintesis de novo de la enzima B-galactosidasa (Serebriiskii
& Golemis, 2000). Como las construcciones UASgasamut-lacZ y UASgasadel-
lacZ generan niveles basales de expresién altos, es de esperar que haya una
acumulacion de la enzima B-galactosidasa, la cual podria estar impidiendo la
visualizacién de disminuciones en los niveles de transcripciébn a tiempos
cortos. Para determinar si existe una represion causada por el agregado de
leucina al medio sobre la transcripcién de las versiones mutadas del promotor
UGA4, UASgasamut'y UASgasadel, se decidié medir los niveles de expresion a
nivel de ARN mensajero de las versiones mutadas del promotor UGA4. Para
ello, se construyeron dos cepas que contienen dichas mutaciones en el
promotor del gen UGA4 en el genoma, tal como se describidé en la seccion
Materiales y Métodos y en el Capitulo |, seccion 6. Los resultados (Figura 29)
muestran que los niveles basales de expresion del gen UGA4 bajo el control
de los promotores UGA4::UASgasamut 'y UGA4::UASgasadel son
significativamente mayores con respecto a la expresion de UGA4 bajo el
promotor wild type y el agregado de GABA no produce una expresion mayor

confirmando los resultados observados en los ensayos de [B-galactosidasa
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(Figura 28G e 1). Cuando se pre-incuban las células con leucina antes del
agregado del GABA se observa una disminucién en la expresion similar a la
observada en los ensayos de 3-galactosidasa. Esta represién de la expresion
constitutiva del promotor mutado parece ser menor a la inhibicién de la
induccion observada para el promotor wild type (comparar con Figura 24A), por
lo que la secuencia central del elemento UASgasa podria ser en parte
responsable del efecto de la leucina sobre el promotor del gen UGA4. Cabe
aclarar que una represién de la expresién constitutiva no es comparable a una
inhibicién de la induccion por lo que es necesario utilizar otro abordaje
experimental para estudiar la participacion del elemento UASgasa en la
respuesta a aminoacidos extracelulares.

A RT-gPCR UGA4 B RT-gPCR UGA4
wt UGA4::UAS g agamut wt UGA4::UAS g gadel
0.6+ b 0.6 :
T b
i b —
& 044 e & 0.4 T b
E E =
_— ! =
:&; | c :_&; c
0.24 a 0.24 a
= 2
= i =} i s
1
0.0 S v 0.0 — 1 T
Leu - - - + Leu - - - +
GABA - - C: + GABA » - + +

Figura 29. Transcripcion del gen UGA4 bajo el control de versiones mutadas de su
promotor. Se midieron los niveles de ARN mensajero del gen UGA4 en células
UGA4::UASgasamut (SBCY29) (A) y UGA4::UASgasadel (SBCY30) (B). En ambos casos se
graficaron también los niveles basales de expresién de UGA4 en células wild type para facilitar
el andlisis. Células provenientes de medio minimo se cosecharon y transfirieron al mismo
medio fresco con el agregado (barras negras) o no (barras blancas y grises) de leucina 1,3 mM.
Luego de 30 minutos de incubacion se agregé GABA 0,1 mM (barras grises y negras). Se
tomaron muestras a los 30 minutos, se extrajo el ARN y se realizaron reacciones de RT-qPCR.
Los niveles de expresién de UGA4 se normalizaron con respecto a los niveles de expresion del
gen de expresion constitutiva TBP1. Los datos representan la media + EE de 3 experimentos
independientes. Las barras con diferentes letras (a, b, c) son significativamente diferentes entre
si (p < 0,05).
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3. El factor de transcripcion Leu3 actua como represor sobre el elemento
UASGasa del promotor UGA4 de forma indirecta e independiente de a-
IPM

A partir de los resultados obtenidos alterando el elemento UASgasa del
promotor UGA4 por mutagénesis dirigida se decidié realizar un analisis in silico
buscando posibles factores de transcripcion que pudieran estar actuando
negativamente sobre esa region. Si bien se sabe que los factores de
transcripcién Uga3 y Uga35/Dal81 actuan a través del elemento UASgasa NO
se los consider6 posibles represores del gen UGA4 ya que la ausencia de
estos factores produce niveles indetectables de expresiéon (Andre, 1990, Talibi
et al., 1995).

Utilizando la base de datos SCPD (http://rulai.cshl.edu/SCPD/) se compararon
los sitios consenso de unién de factores de transcripcion presentes en el
promotor del gen UGA4 y en la version del mismo que tiene la secuencia
central del elemento UASgasa mutada (Figura 30). Identificamos un factor de
transcripcidbn denominado Leu3 cuyo sitio consenso de unién al ADN coincide
con la secuencia central del elemento UASgasa, cOmo ya se habia reportado
(Talibi et al., 1995, Noel & Turcotte, 1998). Inicialmente se habia vinculado a
Leu3 con la regulacién transcripcional de genes involucrados en la biosintesis
de aminoé&cidos ramificados (Zhou & Kohlhaw, 1990, Friden & Schimmel,
1988), aunque luego se descubrié que también participa en la regulacién de la
transcripcidén de la permeasa de aminoacidos ramificados BAPZ2 (Nielsen et al.,
2001) y del gen GDH1, responsable principalmente de la asimilacién de amonio
(Hu et al., 1995), entre otros genes. Estudios globales realizados utilizando
células leu3A creciendo bajo condiciones limitantes de nitrégeno reportaron
variaciones en los niveles transcripcionales de varios genes, entre los que se
incluye UGA4 (Boer et al., 2005).
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Sitios consenso presentes en el promotor UGA4,,,,

Figura 30. Comparacion de los sitios consenso de unidon de factores de transcripcion
presentes en el promotor UGA4y en el promotor UGA4,,,,..

El hecho de que alterar el sitio consenso de union del factor de transcripcion
Leu3 presente en la secuencia central del elemento UASgasa produzca niveles
elevados de transcripcion en ausencia de inductor, junto con los resultados
publicados por Boer y col. (Boer et al., 2005), nos llevaron a postular a Leu3
como un posible represor del gen UGA4. Para confirmarlo generamos una
cepa deficiente en dicha proteina tal como se describié en la seccién
Materiales y Métodos y en el Capitulo I, seccion 1.1.

Células leu3A transformadas con el plasmido que contiene la construccion
UGA4-lacZ se trataron con leucina y/o GABA y se realizaron ensayos de
medicidén de actividad de B-galactosidasa. En la Figura 31A se observa que los
niveles de expresion de la construccion UGA4-lacZ en la cepa leu3A son
elevados inclusive en ausencia de inductor. Este patron de expresién se
asemeja al observado en la Figura 28G e | donde se analiz6 la actividad del
promotor UGA4 con el elemento UASgasa mutado o la del promotor incompleto
pero en la cepa wild type. Estos resultados nos indican que el factor de
transcripcion Leu3 estd actuando directa o indirectamente como un represor
sobre el gen UGA4.
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Figura 31. Regulacion del gen UGA4 por el factor Leu3. (A) Células /eu3A (SBCYO01)
transformadas con el plasmido que contiene la construccién UGA4-lacZ provenientes de medio
minimo (MM) se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco con el agregado (cuadrados)
0 no (circulos) de leucina 1,3 mM. Luego de 30 minutos de incubacion se agregé GABA 0,1
mM, se tomaron muestras a distintos tiempos y se midié actividad de la enzima f-
galactosidasa. Los resultados se expresan en Unidades Miller como la media £ EE de 5
experimentos independientes. (B) Se midieron los niveles de ARN mensajero del gen UGA4 en
células leu3A (SBCYO01). Células provenientes de medio minimo, se cosecharon y transfirieron
al mismo medio fresco con el agregado (barras negras) o no (barras blancas y grises) de
leucina 1,3 mM. Luego de 30 minutos de incubacion se agregé GABA 0,1 mM (barras grises y
negras). Se tomaron muestras a los 30 minutos, se extrajo el ARN y se realizaron reacciones
de RT-gPCR. Los niveles de expresion de UGA4 se normalizaron con respecto a los niveles de
expresion del gen de expresion constitutiva TBP1. Se graficaron también los niveles basales de
expresion de UGA4 en células wild type para facilitar el andlisis. Los datos representan la
media = EE de 3 experimentos independientes. Las barras con diferentes letras (a, b, ¢) son
significativamente diferentes entre si (p < 0,05).

Los niveles de expresion de UGA4-lacZ no parecen aumentar a lo largo del
tiempo luego del agregado de GABA ni tampoco parecen afectarse por el
agregado de leucina (Figura 31A). Para confirmar estos resultados se midieron
los niveles de ARN mensajero del gen UGA4 en células de la cepa leu3A
tratadas con leucina y/o GABA. Los resultados (Figura 31B) muestran que los
niveles basales de expresion de UGA4 son mayores en la cepa leu3A que en
la cepa wild type, tal como se habia observado en los ensayos de -
galactosidasa (Figura 31A). Si bien en ausencia del factor Leu3 existe
induccion por GABA del gen UGA4 (3 veces de induccion), esta induccion es
menor que en una cepa wild type (23 veces de induccién) (Figura 24A). Por
otra parte, no se observa efecto de la leucina sobre la expresién de UGA4-lacZ
(Figura 31A) pero si sobre los niveles de ARN mensajero (Figura 31B). Estas

diferencias probablemente se deban a la acumulacion de la enzima f-
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galactosidasa causada por la expresion constitutiva de UGA4-lacZ en la cepa
leu3A, la cual enmascara la induccion en respuesta al GABA. En cuanto al
efecto inhibitorio de la leucina sobre la induccion, este efecto es dos veces
menor en la cepa leu3A (Figura 31B) que en la cepa wild type (Figura 24A).
Estos resultados sugieren que el factor Leu3 podria estar mediando parte del
efecto de la leucina sobre el gen UGAA4.

Con el objetivo de determinar si la accion del factor Leu3 sobre el gen UGA4 es
directa a través de su interaccion con el promotor de este gen se realizaron
ensayos de Inmunoprecipitacion de la Cromatina (ChIP). Para esto fue
necesario construir una cepa que expresa la proteina Leu3 fusionada en su
extremo C-terminal al epitope HA, tal como se describi6 en la seccion
Materiales y Métodos y en el Capitulo 1, Seccién 2. Las células que expresan
la proteina de fusion Leu3-HA se trataron o no con leucina y se realizé el
ensayo de ChlIP tal como se describi6 en la seccion Materiales y Métodos. No
se detect6 unién significativa del factor Leu3 al promotor de UGA4 en las
condiciones ensayadas (Figura 32). Por el contrario, si se detecté unién de

Leu3-HA al promotor del gen utilizado como control positivo, LEU2.
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Figura 32. Analisis de la interaccion del factor de transcripcion Leu3 con el promotor de
UGA4. Células que expresan la proteina Leu3-HA (SBCY02) provenientes de medio minimo
(MM) se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco con el agregado o no de leucina 1,3
mM. Los ensayos de ChIP se llevaron a cabo usando anticuerpos contra el epitope HA. La
PCR cuantitativa (QPCR) se realiz6 utilizando primers que amplifican una regién del promotor
de UGA4 (F/R-UGA4qPCR) (barras negras), una regién del promotor de LEUZ2 (F/R-
LEU2gPCR) (barras grises) (control positivo) y una regién ubicada 2,5 kb rio abajo del
promotor de UGA4 (F/R-UCqPCR) (barras blancas) (control negativo). El inmunoprecipitado
(IP) fue normalizado con el input (IN) y se calculd el cociente de sefal versus ruido sobre el
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control (IgG). Para calcular la unién al promotor de interés o Enriquecimiento se utilizé el
método del AACt. Los datos representan la media + EE de 5 experimentos independientes.
Las letras representan la comparacion entre condiciones para el promotor UGA4. Las barras
con diferentes letras (a, b, ¢) son significativamente diferentes entre si (p < 0,05). El asterisco
representa diferencias significativas entre distintos pares de primers (p < 0,05).

Estos resultados sugieren una accién indirecta del factor Leu3 sobre el gen
UGA4, aunque no podemos descartar que la interaccién entre Leu3-HA y el
promotor de UGA4 ocurra pero no esté siendo detectada.

Resultados similares se obtuvieron utilizando una cepa que expresa la proteina
Leu3 fusionada al epitope HA en su extremo N-terminal.

Se sabe que la actividad regulatoria de Leu3 depende de los niveles de a-IPM.
En condiciones donde los niveles de a-IPM son altos, Leu3 actua como un
activador, mientras que cuando los niveles son bajos, actia como un represor
(Kohlhaw, 2003). Para determinar si el efecto represor de Leu3 sobre UGA4 es
también regulado por los niveles intracelulares de a-IPM, construimos dos
cepas con distintas capacidades de sintetizar a-IPM, tal como se describié en la
seccion Materiales y Métodos y en el Capitulo 1, secciones 1.1, 1.2,5y 7. La
primera de ellas es una cepa leu4A leu5A que es incapaz de sintetizar a-IPM
ya que carece de actividad de la enzima a-IPM sintasa. La segunda cepa
expresa una version mutada de la proteina Leu4 insensible al feedback
negativo por leucina. Dicha mutacién causa tanto acumulacién del intermediario
de la biosintesis de la leucina, el a-IPM, como de leucina, incluso en
condiciones donde hay exceso de dicho aminoacido (Hu et al., 1995).

Células wild type, leudA leusA, LEU4™ y ssy1A transformadas con el plasmido
que contiene la construccién UGA4-lacZ se hicieron crecer en medio minimo o
en medio minimo conteniendo leucina (2 mM) e isoleucina (1 mM). En esta
ultima condicion se espera una disminucion de los niveles intracelulares de a-
IPM en células wild type, pero no en células LEU4™ (Hu et al., 1995). Luego
las células se trataron o no con GABA y se realizaron ensayos de medicion de
actividad de B-galactosidasa. En la Tabla 7 se puede observar que tanto en la
cepa wild type como en la cepa mutante que expresa la enzima a-IPM sintasa
resistente a feedback por leucina (LEU4™) la expresién de UGA4-lacZ

dependiente de GABA en medio minimo es alta. Sin embargo, cuando estas

112



Capitulo 1l

dos cepas crecieron en presencia de leucina e isoleucina los niveles de
induccion dependiente de GABA se redujeron. Cuando se realizd el
experimento de la misma manera pero utilizando una cepa ssy1A, esta
reduccién no se produjo indicando que la menor induccién observada es
causada por la sefnal disparada por el sensor SPS en respuesta a los

aminoacidos y no por una disminucion en los niveles intracelulares de a-IPM.

Tabla 7. Expresion de la construccion UGA4-lacZ en células con distintas
capacidades de sintetizar a-IPM.

leud4A

wild type  ssy1A leUBA® LEU4™
MM 70 £13 80+8 45 +9 71+9
MM + GABA 506 + 80 495+ 24 59 + 7 511 +27
MM + Leu (2 mM) + lle (1 mM)° 66 + 2 44 +3 21+4 92+9

MM + Leu (2 mM) + lle (1 mM)® + GABA 284 +27 470 +22 53+5 266 + 3

? La cepa SBCYO05 requiere leucina (0,23 mM) para su crecimiento.
® Como altas concentraciones de leucina pueden causar retardo en el crecimiento, se agregé isoleucina
para aliviar este efecto (Hu et al., 1995).

Células wild type (23344c), ssy1A (30995b), leudA leu5A (SBCY05) y LEU4™ (SBCY08/pSBC-
LEU4™) transformadas con el plasmido que contiene la construccion UGA4-lacZ crecieron en
medio minimo (MM) o medio minimo con el agregado de leucina (2mM) e isoleucina (1 mM).
Cada cultivo se dividié en dos partes y sélo una mitad fue incubada con GABA 0,1 mM durante
60 minutos. Pasado este tiempo se tomaron muestras y se midié actividad de la enzima -
galactosidasa. Los resultados se expresan en Unidades Miller como la media £ EE de 4
experimentos independientes.

Por otra parte, cuando se analizaron los niveles de expresion de UGA4-lacZ en
la cepa leu4A leu5A, donde se espera que Leu3 actie como un fuerte represor
debido a que esta cepa carece de actividad a-IPM sintasa (Kohlhaw, 2003), se
observé una drastica disminucion en la induccion en comparacion con la
observada para la cepa wild type indicando que la actividad represora de Leu3
sobre UGA4 es mayor en estas condiciones.

Debido a la falta de induccién por GABA del gen UGA4 en células leu4A leu5A,
se decidio estudiar los niveles de expresion de los factores de transcripcion
responsables de esta induccion, Uga3 y Uga35/Dal81, en condiciones de bajo
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a-IPM y en ausencia de Leu3. Para esto se midi6 la actividad de la enzima f3-
galactosidasa en cepas deficientes en Leu3 y en Leu4 y Leu5 transformadas
con los plasmidos que contienen las construcciones UGA3-lacZy UGA35-lacZ.
En la Tabla 8 se observa que cuando Leu3 esta ausente o cuando los niveles
de a-IPM son bajos los niveles de expresion de UGA35-lacZ son practicamente
indetectables. Por otra parte los niveles de expresion de UGA3-lacZ también
disminuyen en ausencia de Leu3 y practicamente no se detectan cuando los
niveles de a-IPM son bajos. Estos resultados sugieren que el efecto represor
fuerte de Leu3 cuando los niveles de a-IPM son bajos podria ser en realidad
un efecto indirecto a través de la regulacién de la expresion de los factores de
transcripcién positivos Uga3 y Uga35/Dal81.

Tabla 8. Expresion de las construcciones UGA35-lacZ y UGA3-lacZ en células
wild type, leu3A 'y leudA leu5A.

wild type leu3A leudA leu5A
UGA35-lacZ 47 + 3 <10 <10
UGA3-lacZ 128 + 8 36 +2 <10

Células wild type (23344c), leu3A (SBCY01) y leudA leusbA (SBCYO05) transformadas con los
pldsmidos que contienen las construcciones UGA35-lacZ y UGA3-lacZ provenientes de medio
minimo, se cosecharon y se midi6 actividad de la enzima -galactosidasa. Los resultados se
expresan en Unidades Miller como la media + EE de 4 experimentos independientes.

4. Gcn4 no interviene en la regulacion del gen UGA4 por leucina

La expresion del factor de transcripcion Leu3 se encuentra positivamente
regulada por los mecanismos generales de control de aminoacidos (GAAC), los
cuales son mediados por el factor de transcripcion Gcn4 (Natarajan et al.,
2001). También se ha sugerido que GCN4 es un blanco directo del factor Leu3
y que entre ambos factores existe una mutua retroalimentacion positiva (Tang
et al., 2006).

La existencia de una regulacién mutua entre los factores de transcripcion Leu3
y Gcn4, junto con el hecho de que el andlisis in silico del promotor de UGA4
reveld la presencia de multiples sitios consenso de unién al ADN para este
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ultimo factor (Figuras 25 y 26), nos impulsé a estudiar su participacion en la
regulacion de la transcripcion del gen UGA4 por leucina.

Para esto, se construyé una cepa deficiente en el factor Gen4 (ver seccidn
Materiales y Métodos y Capitulo 1, seccién 1.1) donde se analiz6 el patrén de
expresion de la construccion UGA4-lacZ. Los resultados que se muestran en la
Figura 33 indican que los patrones de induccion y de respuesta a la leucina
extracelular en la cepa gnc4A son similares a los observados en la cepa wild
type, es decir que se observa induccion por GABA y efecto negativo de la
leucina. Por lo tanto Gcn4 no estaria invulocrado en el efecto de los

aminoacidos sobre UGAA4.

gcndA / UGA4-lacZ
600~
-~ MM + GABA
-% MM + Leu + GABA

400+

2004

Actividad [ -galactosidasa

— —
c! L L] L]

20 40 60
Tiempo (minutos)

Figura 33. Efecto del factor Gen4 en la expresion de UGA4. Células gcn4A (SBCY03)
transformadas con el plasmido que contiene la construccién UGA4-lacZ provenientes de medio
minimo (MM), se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco con el agregado
(cuadrados) o no (circulos) de leucina 1,3 mM. Luego de 30 minutos de incubacién se agreg6
GABA 0,1 mM, se tomaron muestras a distintos tiempos y se midi6 actividad de la enzima -
galactosidasa. Los resultados se expresan en Unidades Miller como la media £ EE de 4
experimentos independientes.

Llamativamente, el efecto de la leucina sobre la construccién UGA4-lacZ en la
cepa gcn4A fue de mayor que en la cepa wild type, donde se observa una
induccion residual luego de la pre-incubacién con dicho aminoacido (comparar

Figura 33 con Figura 28A).
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5. Los factores Stp1 y Stp2 estan involucrados en la respuesta de UGA4
a los aminoacidos extracelulares

Se sabe que permeasas de aminoacidos, como por ejemplo BAP2 y AGP1,
responden a aminoacidos via SPS a través de los factores de transcripcion
Stp1 y Stp2 (Ljungdahl, 2009) y que el factor de transcripcion Uga35/Dal81 es
necesario para la completa induccion de estos genes en respuesta a los
aminoacidos (Abdel-Sater et al., 2004b, Bernard & Andre, 2001b, Iraqui et al.,
1999, Boban & Ljungdahl, 2007). Para estudiar la participacion de los factores
Stp1, Stp2 y Uga35/Dal81 en la regulacion por leucina del gen UGA4 se
transformaron cepas deficientes en cada uno de estos tres factores (stp1A,
stp2A y uga35A) con el plasmido que contiene la construccién UGA4-lacZy se
realizaron ensayos de medicién de actividad de B-galactosidasa en presencia
de leucina y/o GABA. Si se compara el resultado obtenido para la cepa wild
type (Figura 28A) con el obtenido con cada una de las mutantes simples sip1A
y stp2A (Figuras 34A y B), se podria pensar que ninguno de estos factores
interviene en la regulacion por leucina del gen UGA4 ya que en ambos casos
se sigue observando un efecto inhibitorio causado por dicho aminoacido. Sin
embargo, cuando el ensayo se realiza utilizando una cepa deficiente en ambos
factores (Figura 34C) el efecto de la leucina se pierde casi por completo de
forma similar a lo observado para la cepa ssy 1A (Figura 28B). Estos resultados
indican que al menos uno de los dos factores tiene que estar presente para que
se produzca el efecto inhibitorio de la leucina. Estos resultados también
refuerzan la propuesta de que Stp1 y Stp2 poseen funciones parcialmente
redundantes (Andreasson & Ljungdahl, 2002).

Para estudiar la funcion del factor de transcripcion Uga35/Dal81 en el efecto de
aminoacidos sobre UGA4 no es posible utilizar la metodologia de genes
reporteros ya que cuando este factor esta ausente los niveles de induccién de
UGA4 son préacticamente nulos (Figura 34D).
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Figura 34. Efecto de la leucina sobre la transcripcion dirigida por la construccion UGA4-
lacZ en células stp1A, stp2A, stp1A stp2A y uga35A. Células stp1A (KWO018) (A), stp2A
(KW021) (B), stp1A stp2A (KW023) (C) y uga35A (FA050) (D) transformadas con el plasmido
que contiene la construccién UGA4-lacZ, provenientes de medio minimo (MM), se cosecharon
y transfirieron al mismo medio fresco con el agregado (cuadrados) o no (circulos) de leucina
1,3 mM. Luego de 30 minutos de incubacién se agregé GABA 0,1 mM, se tomaron muestras a
distintos tiempos y se midi6 actividad de la enzima [B-galactosidasa. Los resultados se
expresan en Unidades Miller como la media = EE de 4 experimentos independientes.

6. La union de los factores de transcripcion Uga3 y Uga35/Dal81 al
promotor de UGA4 depende de GABA y de leucina

El factor de transcripcion Uga35/Dal81 es requerido para la induccién de varias
permeasas de aminoacidos en respuesta a sefnales disparadas por el sensor
SPS (Boban & Ljungdahl, 2007, Abdel-Sater et al., 2004b) y ademas es
requerido para la induccion de los genes UGA en respuesta al GABA (Talibi et
al., 1995). Por esto, se decidi6 estudiar la unién in vivo del factor de
transcripcién Uga35/Dal81 al promotor del gen UGA4 y establecer si este factor
esta involucrado en el efecto de la leucina extracelular sobre la transcripcion de
UGA4.

117

- MM+ Leu + GABA



Capitulo 1l

Para llevar a cabo este objetivo se generd una cepa que expresa la proteina
Uga35/Dal81 fusionada en su extremo N-terminal al epitope HA bajo el control
de su propio promotor tal como se describié en la seccion Materiales y Métodos
y en el Capitulo I, seccion 3. Dichas células se trataron con leucina y/o GABA y
se llevaron a cabo ensayos de ChlIP. Como se muestra en la Figura 35A, no se
detect6 unién del factor de transcripcion HA-Uga35/Dal81 al promotor de UGA4
ni en medio minimo ni luego del agregado de leucina. Sin embargo, si se
detect6 union al promotor del gen UGA4 luego de incubar las células con
GABA (Figura 35A). Llamativamente, la pre-incubacién de las células con
leucina antes del agregado del GABA impidi6 esta union, lo que correlaciona
con los niveles menores de induccién observados en estas condiciones
(Figuras 23A, 24 y 28A).

A B
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Figura 35. Efecto del GABA y la leucina sobre el reclutamiento de los factores de
transcripcion Uga35/Dal81 y Uga3 al promotor de UGA4 en células wild type y ssy1A.
Células wild type que expresan las proteinas HA-Uga35/Dal81 (SBCY10) (A) o HA-Uga3
(SBCY13) (B) y células ssy1A que expresan las proteinas HA-Uga35/Dal81 (SBCY24) (C) o

118



Capitulo 1l

HA-Uga3 (SBCY26) (D) provenientes de medio minimo se cosecharon y transfirieron al mismo
medio fresco con el agregado o no de leucina 1,3 mM y/o GABA 0,1 mM. Los ensayos de ChIP
se llevaron a cabo usando anticuerpos contra el epitope HA. La PCR cuantitativa (QPCR) se
realiz6 utilizando primers que amplifican una regién del promotor de UGA4 (F/R-UGA4gPCR)
(barras negras) y una regién ubicada 2,5 kb rio abajo del promotor de UGA4 (F/R-UCqPCR)
(barras blancas) (control negativo). El inmunoprecipitado (IP) fue normalizado con el input (IN)
y se calcul6 un cociente de sefal versus ruido sobre el control (IgG). Para calcular la unién al
promotor de interés o Enriquecimiento se utiliz6 el método del AAC+. Los datos representan la
media + EE de 3 experimentos independientes. Las letras representan la comparacion entre
condiciones para el promotor UGA4. Las barras con diferentes letras (a, b, ¢) son
significativamente diferentes entre si (p < 0,05).

Uga35/Dal81 actua junto con un factor de transcripcion especifico de inductor
(Abdel-Sater et al., 2004b) en distintos procesos de induccién: en la
transcripcién de genes controlados por el camino de sefializacién SPS y en la
induccion por GABA de los genes UGA. En el caso de la respuesta al GABA
del gen UGA4, este factor es Uga3. Por esta razdén se decidid investigar la
union in vivo del factor de transcripcion Uga3 al promotor del gen UGA4 en las
mismas condiciones ensayadas para estudiar la unién del factor Uga35/Dal81.
Para llevar a cabo este objetivo se generd una cepa que expresa la proteina
Uga3 fusionada al epitope HA en su extremo N-terminal bajo el control de su
propio promotor tal como se describié en la seccién Materiales y Métodos y en
el Capitulo |, seccién 3. Los resultados obtenidos muestran que la proteina HA-
Ugas3 interactia con el promotor de UGA4 en forma similar a HA-Uga35/Dal81
(Figura 35B), es decir que Uga3 también se une al promotor de UGA4 en una
forma dependiente de GABA y que la leucina debilita esta interaccién.

Para determinar si el efecto de la leucina sobre la union al promotor de UGA4
de los factores HA-Uga3 y HA-Uga35/Dal81 depende del sensor SPS, se
estudio la interaccion de dichos factores con el promotor de UGA4 en cepas
deficientes en la proteina Ssyl. Para llevar a cabo este objetivo se
construyeron cepas deficientes en la proteina Ssy1 que expresan versiones
etiquetadas de las proteinas Uga3 y Uga35/Dal81 en su extremo N-terminal, tal
como se describié en la seccion Materiales y Métodos y en el Capitulo |,
secciones 3 y 4.

Las células ssy1A que expresan las proteinas de fusion HA-Uga35/Dal81 o HA-
Uga3 se trataron con leucina y/o GABA vy se realizaron ensayos de ChIP. Se

detect6 que ambos factores de transcripcion se unen al promotor de UGA4 en
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una forma dependiente de GABA aun en presencia de leucina (Figura 35C y
D), confirmando que la menor capacidad de unién de las proteinas HA-Uga3 y
HA-Uga35/Dal81 al promotor de UGA4 observada en células wild type (Figuras
35A y B) es causada por la sefal disparada por la leucina a través del sensor
SPS.

7. Los factores de transcripcion Uga3 y Uga35/Dal81 se requieren
mutuamente para la union al promotor del gen UGA4

En la literatura no existen reportes que relacionen al factor de transcripcion
Uga3 con los caminos de sefalizacion disparados en respuesta a aminoacidos.
Una posible explicacién al hecho de que dicho factor no se una al promotor de
UGA4 en respuesta al GABA cuando las células son pre-incubadas con
leucina, podria ser que Uga3 necesitara al factor Uga35/Dal81 para unirse
apropiadamente al promotor de UGA4. Para estudiar esta hipdtesis se
construyé una cepa deficiente en la proteina Uga35/Dal81 que expresa la
proteina Uga3 fusionada al epitope HA en su extremo N-terminal tal como se
describié en la secciébn Materiales y Métodos y en el Capitulo I, seccién 3.
Dichas células se trataron o no con GABA y se realizaron ensayos de ChlP.
Los resultados obtenidos (Figura 36A) muestran que en ausencia del factor
Uga3d5/Dal81, el factor Uga3 no es capaz de interactuar con el promotor del
gen UGA4 en respuesta al GABA, indicando que el factor Uga3 necesita al
factor Uga35/Dal81 para interactuar con promotor de UGA4. Estos resultados
son similares a los observados para el gen AGP1, donde se demostrd que el
factor Uga35/Dal81 es necesario para que ocurra la interaccién de Stp1 con
dicho promotor (Boban & Ljungdahl, 2007).
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Figura 36. Requerimiento mutuo de los factores de transcripcion Uga3 y Uga35/Dal81
para la union al promotor del gen UGA4. Células uga35A HA-UGA3 (SBCY25)
transformadas (B) o no (A) con el plasmido pPB71 y células uga3A HA-UGA35 (SBCY27) (C)
provenientes de medio minimo se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco con el
agregado o no de GABA 0,1 mM. Los ensayos de ChlIP se llevaron a cabo usando anticuerpos
contra el epitope HA. La PCR cuantitativa (QPCR) se realizé utilizando primers que amplifican
una regioén del promotor de UGA4 (F/R-UGA4gPCR) (barras negras) y una region ubicada 2,5
kb rio abajo del promotor de UGA4 (F/R-UCqPCR) (barras blancas) (control negativo). El
inmunoprecipitado (IP) fue normalizado con el input (IN) y se calculé un cociente de senal
versus ruido sobre el control (IgG). Para calcular la unién al promotor de interés o
Enriquecimiento se utiliz6 el método del AACy. Los datos representan la media + EE de 3
experimentos independientes. Las letras representan la comparacién entre condiciones para el
promotor UGA4. Las barras con diferentes letras (a, b, ¢) son significativamente diferentes
entre si (p < 0,05).

Cuando se restituye la expresion de la proteina Uga35/Dal81 (Figura 36B)
transformando la cepa uga35A HA-UGAS3 con el plasmido pPB71, que contiene
al gen completo UG35/DAL81, se puede ver que se recupera la capacidad de
la proteina HA-Uga3 de unirse al promotor del gen UGA4 en respuesta al
GABA.

Se ha reportado que el dominio de unién al DNA Zn(Il),-Cyss de la proteina
Uga35/Dal81 no es necesario para que cumpla con su rol en la transcripcion de
los genes DAL inducibles por alofanato (Bricmont et al., 1991). Si esto tambiéen
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se cumpliera para la induccion por GABA del gen UGA4, el factor Uga35/Dal81
podria estar uniéndose al promotor de dicho gen a través de otra proteina,
como por ejemplo Uga3. Para probar si la union de Uga35/Dal81 al promotor
de UGA4 depende de Uga3 se construyé una cepa deficiente en la proteina
Uga3 que expresa la proteina Uga35/Dal81 fusionada al epitope HA en su
extremo N-terminal, tal como se describié en la seccion Materiales y Métodos y
en el Capitulo 1, seccion 3. Dichas células se trataron o no con GABA y se
realizaron ensayos de ChlP. Los resultados obtenidos (Figura 36C) indican que
el factor Uga35/Dal81 depende de la presencia del factor Uga3 para unirse al
promotor de UGA4 en presencia de GABA.

8. El dominio de unién al ADN Zn(ll).-Cyse de la proteina Uga35/Dal81 no
es necesario para que cumpla su rol en la induccion por GABA del
gen UGA4

Nuestros resultados muestran que el factor de transcripcién Uga35/Dal81 se
une al promotor del gen UGA4 en respuesta al GABA pero que necesita la
presencia del factor Uga3 para poder hacerlo. Dichos resultados, junto con las
evidencias que indican que el dominio de unién al ADN Zn(Il)>-Cyss de la
proteina Uga35/Dal81 no es necesario para cumplir con su rol en la
transcripcién inducida por alofanato (Bricmont et al., 1991), sugieren que
posiblemente el factor Uga35/Dal81 se esté uniendo al promotor del gen UGA4
a través del factor Uga3. Para probar si la regulacion del gen UGA4 por GABA
mediada por el factor Uga35/Dal81 tampoco requiere de su dominio de unién al
ADN Zn(ll)o-Cyse, se transformaron células deficientes en la proteina
Uga35/Dal81 con una serie de plasmidos que codifican para versiones mutadas
de la proteina Uga35/Dal81 (Figura 37A).
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Figura 37. Efecto de distintas mutaciones en la proteina Uga35/Dal81 sobre la
transcripcion del gen UGA4. (A) Esquema de los plasmidos que codifican para versiones de
la proteina Uga35/Dal81 con mutaciones en su motivo Zn(I)o-Cysg y en sus motivos de
poliglutamina (Bricmont et al., 1991). Estos plasmidos fueron gentilmente cedidos por el Dr.
Terrance Cooper, Universidad de Tennessee, Memphis, Tennessee. (B) Niveles de RNA
mensajero del gen UGA4 en células uga35A (SBCY17) transformadas o no con los distintos
plasmidos que codifican para versiones mutadas de la proteina Uga35/Dal81. Células
provenientes de medio minimo (MM), se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco con
el agregado (barras negras) o no (barras blancas) de GABA 0,1 mM. Se tomaron muestras a
los 30 minutos, se extrajo el ARN y se realizaron reacciones de RT-gPCR. Los niveles de
expresion de UGA4 se normalizaron con respecto a los niveles de expresién del gen de
expresion constitutiva TBP1. Los datos representan la media + EE de 2 experimentos
independientes.

Dichas células se trataron o no con GABA y se midi6 la expresion del gen
UGA4 por RT-gPCR. En la Figura 37B se puede observar que los niveles de
induccion en respuesta al GABA del gen UGA4 en presencia tanto de la version
de la proteina Uga35/Dal81 que carece del dominio Zn(ll)o-Cyss (plasmido
pPB70), como de la version que carece del motivo de poliglutamina situado en
la posicion 227 a 237 (plasmido pPB68) son similares a los niveles de
induccion observados en presencia de la proteina Uga35/Dal81 completa
(plasmido pPB71). Estos resultados nos permiten concluir que ni el dominio
Zn(I),-Cysg de la proteina Uga35/Dal81, ni el motivo de poliglutamina situado
en la posicion posicion 227 a 237, son necesarios para la induccion del gen
UGA4 por GABA, tal como se habia descripto para la transcripcion de genes
inducida por alofanato. Por otra parte, el motivo de poliglutamina (residuos 73 a
94) (plasmido pPB67) es esencial para la induccion por GABA del gen UGA4,
asi como es esencial para la induccion por alofanato de la actividad de la
enzima urea amidoliasa (Bricmont et al., 1991). Teniendo en cuenta que los
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dominios ricos en glutamina forman parte de los dominios de activacion de
varios factores de transcripcion (Escher et al., 2000), es posible que la
secuencia que incluye el motivo de poliglutamina (residuos 73 a 94) forme parte
del dominio de activacion de Uga35/Dal81.

9. Uga3 y Uga35/Dal81 se unen al promotor del gen UGA4 a través de la
secuencia central del elemento UASgasa

El factor de transcripcion Uga3 se une al promotor del gen UGA4 a través de
un sitio consenso presente en la secuencia central del elemento UASgasa
(Idicula et al., 2002, Noel & Turcotte, 1998). Para confirmar que el factor de
transcripciéon Uga35/Dal81 se esté uniendo al promotor del gen UGA4 a través
del factor Uga3 se construyeron cepas mutantes donde se alteré por mutacién
o delecion en el genoma la secuencia central del elemento UASgasa del
promotor del gen UGA4 y que ademas expresan las proteinas Uga3 y
Uga35/Dal81 fusionadas al epitope HA en su extremo N-terminal tal como se
describid en la seccion Materiales y Métodos y en el Capitulo |, secciones 3y 6.
Dichas células se trataron o no con GABA y se realizaron ensayos de ChlIP.
Los resultados (Figura 38) muestran que ni el factor HA-Uga3 ni el factor HA-
Uga35/Dal81 son capaces de interactuar con los promotores mutados del gen
UGA4 en respuesta al GABA, mientras que si son capaces de hacerlo con el
promotor del control interno positivo UGAT.
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Figura 38. Efecto de la mutacidn en la secuencia central del elemento UASgas4 SObre la
union de los factores Uga3 y Uga35/Dal81 al promotor de UGA4. Células
UGA4::UASgasamut  y UGA4::UASgasadel que expresan la proteina de fusion HA-Uga3
(SBCY33 y SBCY34) o que expresan la proteina de fusién HA-Uga35/Dal81 (SBCY35 y
SBCY36) provenientes de medio minimo se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco
con el agregado o no de GABA 0,1 mM. Los ensayos de ChIP se llevaron a cabo usando
anticuerpos contra el epitope HA. La PCR cuantitativa (QPCR) se realiz6 utilizando primers que
amplifican una regién del promotor UGA4 (F/R-UGA4gPCR) (barras negras), una region del
promotor de UGAT1 (F/R-UGAT qChlIP) (barras grises) (control positivo) o una region ubicada
2,5 kb rio abajo del promotor de UGA4 (F/R-UCgPCR) (barras blancas) (control negativo). El
inmunoprecipitado (IP) fue normalizado con el input (IN) y se calculé un cociente de senal
versus ruido sobre el control (IgG). Para calcular la unién al promotor de interés o
Enriquecimiento se utiliz6 el método del AAC+. . Los resultados se expresan como la media * el
desvio estandar de triplicados dentro de uno de dos experimentos independientes.

Es de esperar que el factor Uga3 no se una al promotor del gen UGA4 cuyo
elemento UASgasa fue alterado ya que dicha secuencia coincide con su sitio
consenso de unién. El hecho de que el factor Uga35/Dal81 tampoco sea capaz
de interactuar con las versiones mutadas del promotor UGA4 en respuesta al
GABA, coincide con la idea de que el factor de transcripcién Uga35/Dal81 se

une al promotor del gen UGA4 a través del factor de transcripcion Uga3.
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10. El factor Uga35/Dal81 estaria regulando jerarquicamente los procesos
de induccion en los que participa

La sefal disparada por SPS en respuesta a la leucina extracelular activa los
factores Stp1 y Stp2 promoviendo la induccién de genes que codifican para
distintas permeasas de aminoacidos; ademas el factor Uga35/Dal81 es
necesario para que ocurra la correcta induccion de la permeasa AGP1 (Boban
& Ljungdahl, 2007). Una posible explicacion para la disminucién en el
reclutamiento del factor Uga35/Dal81 al promotor de UGA4 cuando la células
se pre-incuban con leucina podria ser que se esta produciendo un
reclutamiento de Uga35/Dal81 en los promotores de otras permeasas de
aminoacidos, disminuyendo asi su disponibilidad para la inducciéon por GABA
del gen UGA4. Estudios previos apoyan esta hipétesis y proponen una
jerarquia entre los distintos procesos de induccion mediados por el factor
Uga35/Dal81 (Abdel-Sater et al., 2004b).

Para comprobar si esta hipétesis es correcta, se cloné el gen HA-UGA35 en un
plasmido de alto numero de copias rio abajo del promotor de expresion
constitutiva GPD generando el plasmido pSBC-HA-UGA35, tal como se
describid en la seccién Materiales y Métodos. El objetivo de la sobreexpresion
de Uga35/Dal81 fue determinar si lo que causaba el efecto negativo de la
leucina sobre el promotor de UGA4 era una menor disponibilidad del factor
Uga35/Dal81. Células uga35A transformadas con el plasmido pSBC-HA-
UGAS3S5 se trataron con GABA y/o leucina y se midi6 la expresion del gen UGA4
por RT-gPCR. Los resultados (Figura 39B) demuestran que la sobreexpresion
de la proteina Uga35/Dal81 revierte el efecto negativo de la leucina sobre el
promotor de UGA4 (comparar con Figura 24A), es decir, que el efecto negativo
de la leucina sobre el gen UGA4 es causado por una menor disponibilidad del
factor Uga35/Dal81.
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Figura 39. Estudio de la participacion del factor Uga35/Dal81 como regulador jerarquico
en procesos inducibles por aminoacidos. (A) Niveles de expresion de la proteina
Uga3d5/Dal81 en células wild type HA-UGA35 (SBCY10) (calle 1) y uga35A (SBCY17)
transformadas con el plasmido pSBC-HA-UGA35 (calle 2). Células provenientes de medio
minimo se cosecharon, se extrajeron proteinas y se realizd una electroforesis en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida 6%. (B) Niveles de ARN mensajero del gen UGA4 en células
uga35A (SBCY17) transformadas con el plasmido pSBC-HA-UGA35. Células provenientes de
medio minimo se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco con el agregado (barras
negras) o no (barras blancas y grises) de leucina 1,3 mM. Luego de 30 minutos de incubacién
se agregd GABA 0,1 mM (barras grises y negras). Se tomaron muestras a los 30 minutos, se
extrajo el ARN y se realizaron reacciones de RT-qPCR. Los niveles de expresion de UGA4 se
normalizaron con respecto a los niveles de expresion del gen de expresion constitutiva TBP1.
Los datos representan la media £+ EE de 3 experimentos independientes. Las barras con
diferentes letras (a, b, ¢) son significativamente diferentes entre si (p < 0,05). (C) Ensayo de
actividad de B-galactosidasa en células wild type transformadas con la construccion AGP1-
lacZ. Células provenientes de medio minimo se cosecharon y transfirieron al mismo medio
fresco con el agregado (barras negras) o no (barras blancas y grises) de GABA 0,1 mM. Luego
de 30 minutos de incubacién se agregd leucina 1,3 mM (barras grises y negras). Se tomaron
muestras a los 60 minutos y se midi6 actividad de la enzima (B-galactosidasa. Los resultados se
expresan en Unidades Miller como la media = EE de 4 experimentos independientes.

La sobreexpresion de la proteina HA-Uga35/Dal81 se verificd por Western blot
comparando con los niveles enddgenos de la proteina HA-Uga35/Dal81 en la
cepa donde se encuentra bajo el control de su promotor natural (Figura 39A).
Otra alternativa a la falta de disponibilidad del factor Uga35/Dal81 podria ser
que la senal disparada por los aminoacidos generara una modificacion post-
traduccional en dicha proteina causando selectividad por los genes blanco.
Cabe aclarar que como la sobreexpresion de la proteina HA-Uga35/Dal81 fue
tan intensa esta hipétesis no puede ser descartada ya que al haber un exceso
tan grande de proteina es posible que la maquinaria que estaria produciendo

esta modificacion se encuentre en cantidades limitantes.
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Para descartar la posibilidad de que el efecto de la leucina sobre la induccion
por GABA del gen UGA4 sea causado por el orden en que se agregaron los
inductores y no por la jerarquia propuesta, se decidid clonar el promotor de la
permeasa AGP1 rio arriba del gen lacZ en el plasmido YEp357, tal como se
describiéo en la seccién Materiales y Métodos. Si el efecto negativo en la
induccion de UGA4 fuera causado porque la leucina se agregd antes que el
GABA, se esperaria un efecto similar sobre la induccidén por leucina del gen
AGP1 cuando las células son pre-incubadas con GABA. Para esto, células wild
type transformadas con el plasmido que contiene la construccion AGP1-lacZ se
trataron o no con GABA durante media hora y luego se agreg6 el inductor
leucina. Los resultados muestran que la pre-incubacion con GABA no afecta la
induccion de AGP1-lacZ en respuesta a la leucina (Figura 39C), reforzando la
hipotesis de una jerarquia entre los distintos procesos de induccion mediados
por Uga35/Dal81.

11. Leu3 interviene en el reclutamiento de los factores Uga3 vy
Uga35/Dal81 al promotor del gen UGA4

Las versiones UASgasamut'y UASgasadel del promotor UGA4 en células wild
type y el promotor UGA4 completo en células leu3A producen niveles altos de
expresion en ausencia de inductor. Con el objetivo de dilucidar las causas que
producen estos aumentos en los niveles de expresion, células wild type, leu3A,
uga35A y leu3A uga35A transformadas con los plasmidos que contienen las
construcciones UGA4-lacZ, UASgasamut-lacZ y UASgasadel-lacZ se trataron
con leucina y/o GABA y se realizaron ensayos de medicion de actividad de -
galactosidasa. Los niveles de expresion de UGA4-lacZ, UASgasamut-lacZ y
UASGasadel-lacZ (Figuras 40A, B y C) en la cepa leu3A uga35A son menores
que los niveles de expresion en la cepa leu3l, indicando que el factor
Uga35/Dal81 esta involucrado de alguna manera en los niveles altos de

expresion observados.
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Figura 40. Efecto de la leucina sobre las construcciones UGA4-lacZ, UASgasamut-lacZ y
UASgasadel-lacZ en células wild type, leu3A, uga35A y leu3A uga35A. Células wild type
(23344c), leu3A (SBCYO01), uga35A (SBCY17) y leu3A uga35A (SBCY20) transformadas con
los plasmidos que contienen las construcciones UGA4-lacZ (A), UASgasamut-lacZ (B) y
UASgagadel-lacZ (C) provenientes de medio minimo (MM) se cosecharon y transfirieron al
mismo medio fresco con el agregado (barras negras) o no (barras blancas y grises) de leucina
1,3 mM. Luego de 30 minutos de incubacion se agregé GABA 0,1 mM (barras grises y negras),
se tomaron muestras a los 60 minutos y se midi6 actividad de la enzima B-galactosidasa. Los
resultados se expresan en Unidades Miller como la media + EE de entre 2 y 4 experimentos
independientes.

En la Tabla 8 se mostr6 que los niveles de expresién de la construccidon
UGA35-lacZ en células leu3A estan debajo del umbral de deteccién del ensayo
de B-galactosidasa. Sin embargo, los experimentos mostrados en la Figura 40
indican que dicho factor estd de alguna manera involucrado en la generacion
de los niveles altos de expresidn observados para las construcciones UGA4-
lacZ, UASgagamut-lacZy UASgasadel-lacZ en células leu3A.

Para estudiar si los niveles altos de expresion en la cepa leu3A son causados
por diferencias en el reclutamiento de los factores de transcripcion
Uga35/Dal81 y Uga3 al promotor del gen UGA4, se construyeron cepas
deficientes en la proteina Leu3 que expresan versiones etiquetadas con el
epitope HA de las proteinas Uga3 y Uga35/Dal81 en su extremo N-terminal.
Dichas células se trataron o no con GABA y se realizaron ensayos de ChIP. La
union del factor HA-Uga35/Dal81 en respuesta al GABA al promotor de UGA4
(Figura 41A) parece estar afectada por la deficiencia en la proteina Leu3
correlacionando con los bajos niveles de expresion de la construccion UGA35-
lacZ observados en dichas células (Tabla 8). Estos resultados no explican los
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niveles basales altos de expresion de UGA4 observados en ausencia de Leu3
(Figura 31), aunque si podrian explicar los valores de induccién menores

observados en dichas células (Figura 31B).
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Figura 41. Participacion de Leu3 en la interaccion de Uga3 y Uga35/Dal81 con el
promotor del gen UGA4. Células leu3A HA-UGA35/DAL81 (SBCY23) (A) o leu3A HA-UGAS3
(SBCY22) (B) provenientes de medio minimo se cosecharon y transfirieron al mismo medio
fresco con el agregado o no de GABA 0,1 mM. Los ensayos de ChIP se llevaron a cabo
usando anticuerpos contra el epitope HA. La PCR cuantitativa (qPCR) se realiz6 utilizando
primers que amplifican una region del promotor de UGA4 (F/R-UGA4gPCR) (barras negras) y
una region ubicada 2,5 kb rio abajo del promotor de UGA4 (F/R-UCQPCR) (barras blancas)
(control negativo). El inmunoprecipitado (IP) fue normalizado con el input (IN) y se calcul6 un
cociente de senal versus ruido sobre el control (IgG). Para calcular la unién al promotor de
interés o Enriquecimiento se utiliz6 el método del AAC+ Los datos representan la media £ EE
de 3 experimentos independientes. Las letras representan la comparacion entre condiciones
para el promotor UGA4. Las barras con diferentes letras (a, b, c) son significativamente
diferentes entre si (p < 0,05).

En cambio, se observd que a pesar de que la expresion de UGAS3-lacZ
disminuye en células /leu3A (Tabla 8), su capacidad de unirse al promotor del
gen UGA4 en respuesta al GABA no se ve afectada (Figura 41B). Estos
resultados tampoco explican los niveles altos de expresién en ausencia de
inductor en células /eu3A. Llamativamente, en condiciones donde el factor Leu3
esta ausente y por ende la expresion y reclutamiento al promotor del gen UGA4
del factor HA-Uga35/Dal81 son practicamente nulas, el factor HA-Uga3 si es
capaz de unirse al promotor de UGA4 (Figura 41B). Este resultado en principio
contradictorio con nuestras propias observaciones que indican que el factor

Uga3 necesita al factor Uga35/Dal81 para unirse al promotor UGA4 (Figura
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36A), abren un nuevo interrogante acerca del rol del factor Leu3 en la
interaccién entre los factores Uga3 y Uga35/Dal81.

Por otra parte, nuestros resultados (Figura 31B) sugirieron la participacion, al
menos en parte, del factor Leu3 en la regulacion por leucina del gen UGA4. El
hecho de que el factor de transcripcion Uga35/Dal81 practicamente no esté
siendo reclutado al promotor de UGA4 en la cepa leu3A podria explicar la

menor represion de la leucina en esta cepa (Figura 41A).

En resumen, los resultados aqui presentados demostraron que el efecto de los
aminoacidos sobre la induccion del gen UGA4 es mediado por el sensor de
aminoacidos SPS y que los factores de transcripcion efectores de la senal
disparada por dicho sensor, Stp1 y Stp2, intervienen en esta regulacion. El
factor Uga35/Dal81 parece tener la funcién de activar diferencialmente la
transcripcién de genes pertenecientes a distintas vias de utilizacién de fuentes
de nitrégeno dependiendo de los inductores presentes en el medio y seria el
responsable del efecto de la leucina sobre el gen UGA4. La inhibicién de la
induccion del gen UGA4 se deberia a un menor reclutamiento de los factores
de transcripcion Uga3 y Uga35/Dal81 al promotor de dicho gen ya que es
revertida en condiciones de exceso del factor Uga35/Dal81. Ambos factores,
Uga3 y Uga35, actuan de forma conjunta en el proceso de induccién de UGA4.
Nuestros resultados sugieren que Uga35/Dal81 estaria interactuando con el
elemento UASgasa del gen UGA4 a través del factor Uga3. Por otra parte, el
factor Uga3 depende de Uga35/Dal81 para interactuar con el gen promotor de
UGA4. Demostramos ademas que el factor de transcripcién Leu3 actua como
un regulador negativo sobre el gen UGA4 y que, en ausencia de dicho factor,
los niveles basales de expresion de UGA4 aumentan significativamente. Este
factor podria cumplir entonces con alguna funcién en la relacion que existe
entre los factores Uga3 y Uga35/Dal81, ya que en su ausencia Uga3 es capaz
de interactuar con el promotor de UGA4 independientemente del factor
Uga3d5/Dal81.
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CAPITULO I

Respuesta a los aminoacidos del regulén UGA
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ANTECEDENTES

Como ya se menciond, la mayor parte de los estudios realizados acerca de la
regulacion transcripcional del regulén UGA se llevaron a cabo sobre el gen
UGA4 y en menor medida sobre el gen UGAT1. Acerca de los genes UGAT y
UGA2 se sabe que ambos responden a la induccién por GABA de la misma
forma que UGA4, es decir que requieren la acciébn de los factores de
transcripcién Uga3 y Uga35/Dal81. Sin embargo, el promotor del gen UGA2 no
posee un elemento UASgasa €n su promotor, sino que posee una sola copia de
la secuencia consenso de unién del factor Uga3 5-SGCGGNWWT-3" (Figura
42). El elemento UASgasa, que tiene dos copias de esta secuencia consenso,
ha sido identificado en los promotores de los genes UGA4 y UGA1 como
esencial para su induccién por GABA (ldicula et al., 2002).
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Figura 42. Esquema de las regiones promotoras de los genes UGA4, UGA1 y UGA2. En
rojo y azul se muestran las secuencias GATA presentes en los promotores de los genes UGA 'y
en verde se muestran los sitios consenso de union para el factor de transcripcién Uga3.

Por otra parte, los tres genes poseen secuencias 5-GAT(T/A)A-3" en sus
promotores (Figura 42) y son sensibles a NCR.

Pese a las diferencias en cuanto a la secuencia de sus promotores, los tres
genes que conforman el regulén UGA se comportan de forma similar. En el
capitulo anterior demostramos que existe un efecto negativo de la leucina

sobre la induccién del gen UGA4 causado por una sefnal disparada por el
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sensor SPS que lleva a un menor reclutamiento del factor Uga35/Dal81 al
promotor de UGA4. Por otra parte, demostramos que el factor de transcripcion
Leu3 actlia como un represor sobre este gen.

El objetivo de este capitulo fue determinar si los resultados observados para el
gen UGA4 pueden ser generalizados al regulon UGA.
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RESULTADOS

1. La leucina causa un efecto negativo sobre la induccion de los genes
UGA1y UGAZ2 a través del sensor SPS

Para estudiar si el efecto negativo de la leucina que se observé sobre la
induccion de UGA4 también se produce sobre los genes UGAT y UGA2, se
midio la expresion de dichos genes por RT-qPCR en células wild type y ssy1A,
en presencia de GABA y/o leucina. En la Figura 43A y B se puede observar
que la expresién de ambos genes, UGAT y UGA2, se induce en presencia de
GABA, y que la leucina causa un efecto negativo sobre esta induccién. Al igual
que ocurre para el gen UGA4, dicho efecto es mediado por el sensor SPS ya
qgue en ausencia de la proteina Ssy1, el efecto de la leucina desaparece (Figura
43C y D). La inhibiciéon por leucina parece ser mas intensa sobre el gen UGA4
que sobre los genes UGA1 y UGA2, aunque es estadisticamente significativa
en los tres casos (comparar Figuras 43A y B con Figura 24A).
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Figura 43. Efecto de la leucina sobre la expresion de los genes UGA7 y UGAZ2 en células
wild type y células ssy1A. Se midieron los niveles de ARN mensajero de los genes UGAT y
UGAZ2 en células wild type (23344c) y ssy1A (30995b). Células provenientes de medio minimo
se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco con el agregado (barras negras) o no
(barras blancas y grises) de leucina 1,3 mM. Luego de 30 minutos de incubacién se agregé
GABA 0,1 mM (barras grises y negras), se tomaron muestras a los 30 minutos, se extrajo el
ARN vy se realizaron reacciones de RT-qPCR. Los niveles de expresién de UGAT y UGAZ2 se
normalizaron con respecto a los niveles de expresion del gen de expresion constitutiva TBP1.
Los datos representan la media £+ EE de 3 experimentos independientes. Las barras con
diferentes letras (a, b, ¢) son significativamente diferentes entre si (p < 0,05).

2. Los factores Uga3 y Uga35/Dal81 interactuan con los promotores de
los genes UGA1y UGAZ2 en una forma dependiente de GABA

El factor Uga3 interactua in vitro con sondas conteniendo la secuencia
perteneciente al elemento UASgasa del gen UGAT (Idicula et al., 2002, Noel &
Turcotte, 1998), pero dicha secuencia no se encuentra presente en el promotor
del gen UGAZ2 que sélo posee una copia de la secuencia consenso de union
del factor Uga3 5-SGCGGNWWT-3" (ldicula, 2002) (Figura 42). Sin embargo,

no existian evidencias de interaccion in vivo de los factores de transcripcion
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Uga3 y Uga35/Dal81 con los promotores de los genes UGA1y UGAZ2. Es por
esto que se decidid estudiar la interaccién in vivo de ambos factores de
transcripcién con los promotores de los genes UGAT y UGAZ2 en respuesta al
GABA. Para estudiar esta interaccién se realizaron ensayos de ChIP utilizando
células wild type que expresan las proteinas HA-Uga3 y HA-Uga35/Dal81
tratadas o no con GABA. Los resultados (Figura 44) muestran que ambos
factores interactuan con los promotores de los genes UGAT y UGAZ2 en
respuesta al GABA de manera similar a lo observado para el promotor del gen
UGA4.
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Figura 44. Efecto del GABA sobre el reclutamiento de los factores de transcripcion Uga3
y Uga35/Dal81 a los promotores de los genes UGATy UGA2 en células wild type.
Células wild type que expresan las proteinas HA-Uga3 (SBCY13) (A) o HA-Uga35/Dal81
(SBCY10) (B) provenientes de medio minimo se cosecharon y transfirieron al mismo medio
fresco con el agregado o no de GABA 0,1 mM. Los ensayos de ChIP se llevaron a cabo
usando anticuerpos contra el epitope HA. La PCR cuantitativa (QPCR) se realiz6 utilizando
primers que amplifican una region del promotor de UGA1 (F/R-UGAT1 qChIP) (barras grises),
una regién del promotor de UGA2 (F/R-UGAZ2 qChlP) (barras negras) y una regién ubicada 2,5
kb rio abajo del promotor de UGA4 (F/R-UCqPCR) (barras blancas) (control negativo). El
inmunoprecipitado (IP) fue normalizado con el input (IN) y se calculéd un cociente de senal
versus ruido sobre el control (IgG). Para calcular la unién al promotor de interés
(Enriquecimiento) se utiliz6 el método del AAC+. Los datos representan la media + EE de 2
experimentos independientes.

Estudios previos habian reportado que los dos sitios de unién presentes en el
elemento UASgasa de los genes UGAT y UGA4 debian ser ocupados por el
factor Uga3 para que ocurriera la activacién transcripcional (ldicula et al.,
2002). El promotor del gen UGAZ2 no posee las secuencias consenso para que
ocurra la union de dos moléculas de Uga3, sin embargo se detecta union de
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dicho factor al promotor de UGAZ2 en presencia de GABA, condicién donde se
observa activacion transcripcional (Figura 43B). Mas aun, se sabe que la
induccion de UGAZ2 depende de la presencia del factor Uga3 (Coleman et al.,
2001, Vissers et al., 1990), por lo que la unién de una sola molécula de Uga3
debe ser suficiente para que ocurra la activacion de este gen. Si bien los
estudios que sugirieron que dos moléculas de Uga3 son necesarias para que
ocurra activacion transcripcional de UGA1 y UGA4 fueron realizados in vivo
(Idicula et al., 2002), las construcciones utilizadas sélo contenian las
secuencias pertenecientes a sus elementos UASgaga, 0 versiones mutadas de
los mismos, fusionadas a la regién promotora CYC1. Es posible que el contexto
del promotor completo permita la interaccién de una sola molécula de Ugas3, y

una consecuente activacion, por lo menos en el promotor UGA2.

3. El factor de transcripcion Uga35/Dal81 cumple un rol similar en la
inducciéon por GABA de los genes UGA4, UGA1y UGA2

Estudios previos (Bricmont et al., 1991) y resultados presentados en este
trabajo demostraron que el dominio Zn(ll)-Cyss presente en la proteina
Uga35/Dal81 no es requerido para la activacion de los genes DUR1y DUR2 ni
para la induccion del gen UGA4 (Figura 37B). Para probar si esto se cumple
también para los genes UGAT1 y UGAZ2, se midieron los niveles de ARN de
ambos genes por RT-gPCR en células deficientes en la proteina Uga35/Dal81
transformadas con plasmidos que codifican para versiones mutadas de dicha
proteina (Figura 37A), en presencia o no de GABA. Como era de esperar, el
dominio Zn(ll).-Cyse de la proteina Uga35/Dal81 tampoco es necesario para su
accion en la induccion de los genes UGA1y UGAZ2 (Figura 45A y B).
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Figura 45. Efecto de distintas mutaciones en la proteina Uga35/Dal81 sobre la
transcripcion de los genes UGA71y UGA2. Se midieron los niveles de ARN mensajero de los
genes UGAT1 (A) y UGA2 (B) en células uga35A (SBCY17) transformadas o no con los distintos
plasmidos que codifican para versiones mutadas de la proteina Uga35/Dal81 (Bricmont et al.,
1991). Células provenientes de medio minimo (MM) se cosecharon y transfirieron al mismo
medio fresco con el agregado (barras negra) o no (barras blancas) de GABA 0,1 mM. Se
tomaron muestras a los 30 minutos, se extrajo el ARN y se realizaron reacciones de RT-qPCR.
Los niveles de expresién de UGAT y UGAZ2 se normalizaron con respecto a los niveles de
expresion del gen de expresion constitutiva TBP1. Los datos representan la media £ EE de 2
experimentos independientes.

Por otra parte, como se observa en la Figura 45, el motivo de poliglutamina
situado en la posicion 227 a 237 (plasmido pPB68), no es necesario para la
induccion, mientras que el motivo de poliglutamina situado en la posicién 73 a
94 (plasmido pPB67) es esencial, tal como se habia observado para UGA4
(Figura 37B).

En el Capitulo Il se propuso que el efecto negativo de la leucina sobre el gen
UGA4 es causado por una menor disponibilidad del factor Uga35/Dal81, lo que
se confirmé al demostrar que la sobreexpresién de la proteina HA-Uga35/Dal81
revierte este efecto (Figura 39A y B). Nuevamente, se realizaron ensayos
similares para evaluar si esto también se cumple para los genes UGAT y
UGA2. Los resultados (Figura 46A y B) muestran que la sobreexpresion de la
proteina HA-Uga35/Dal81 también revierte el efecto negativo que la leucina
produce sobre los genes UGA1 y UGA2, lo que indica que el efecto de los
aminoacidos sobre UGAT y UGAZ2, al igual que sobre UGA4, se debe a una
menor disponibilidad del factor Uga35/Dal81.
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Figura 46. Estudio de la participacion del factor Uga35/Dal81 como regulador de los
genes del regulon UGA. Se midieron los niveles de ARN mensajero de los genes UGAT (A) y
UGA2 (B) en células uga35A (SBCY17) transformadas con el plasmido pSBC-HA-UGA35.
Células provenientes de medio minimo se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco
con el agregado (barras negras) o no (barras blancas y grises) de leucina 1,3 mM. Luego de 30
minutos de incubacién se agreg6 GABA 0,1 mM (barras grises y negras). Se tomaron muestras
a los 30 minutos, se extrajo el ARN y se realizaron reacciones de RT-gPCR. Los niveles de
expresion de los genes UGAT y UGAZ se normalizaron con respecto a los niveles de expresion
del gen de expresion constitutiva TBP71. Los datos representan la media + EE de 3
experimentos independientes. Las barras con diferentes letras (a, b, c) son significativamente
diferentes entre si (p < 0,05).

4. El factor de transcripcion Leu3 actua como represor sobre el
promotor del gen UGAT pero no sobre el promotor del gen UGA2

El promotor del gen UGAT, al igual que el de UGA4, contiene la secuencia
consenso de unién del factor de transcripcion Leu3 dentro del elemento
UASGasa. Por otra parte, dicho consenso no se encuentra presente en el
promotor UGA2.

Con el objetivo de evaluar si el factor de transcripcion Leu3 también interviene
en la regulacion transcripcional de los genes UGA1 y UGA2, se midieron los
niveles de ARN en células leu3A tratadas con leucina y/o GABA. Los
resultados (Figura 47), indican que el factor de transcripcion Leu3 actiua como
un regulador negativo sobre la expresién del gen UGAT1, de forma similar a lo
que ocurre con UGA4. Por el contrario, Leu3 no tiene ningun efecto sobre la
expresion de UGA2, de acuerdo con la ausencia de un sitio consenso para la

unién de dicho factor en su promotor.
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Figura 47. Regulacion de los genes UGA71 y UGA2 por el factor Leu3. Se midieron los
niveles de ARN mensajero de los genes UGAT y UGAZ2 en células leu3A. Células provenientes
de medio minimo se cosecharon y transfirieron al mismo medio fresco con el agregado (barras
negras) o no (barras blancas y grises) de leucina 1,3 mM. Luego de 30 minutos de incubacion
se agregd GABA 0,1 mM (barras grises y negras). Se tomaron muestras a los 30 minutos, se
extrajo el ARN y se realizaron reacciones de RT-qPCR. Los niveles de expresién de UGAT y
UGA2 se normalizaron con respecto a los niveles de expresidon del gen de expresion
constitutiva TBP1. Se graficaron también los niveles basales de expresion de ambos genes en
células wild type para facilitar el analisis. Los datos representan la media £+ EE de 3
experimentos independientes. Las barras con diferentes letras (a, b, ¢) son significativamente
diferentes entre si (p < 0,05).

A pesar de que la expresion del gen UGAT es regulada por Leu3 y la de UGA2
no, el efecto negativo de la leucina sobre la induccion por GABA de ambos
genes es similar tanto en ausencia como en presencia de dicho factor
(comparar Figuras 43A y 43B con Figura 47). En cuanto al gen UGA4, en el
Capitulo 1l se demostrd que si bien se observan diferencias en la represion por
leucina entre la cepa wild type y la cepa leu3A (comparar Figura 31B con
Figura 24A), esto puede ser en realidad una consecuencia de la baja expresiéon
(Tabla 8) y la menor interaccion del factor Uga35/Dal81 con el promotor UGA4
(Figura 41A). Todos estos resultados parecen indicar que Leu3 no participa en
la regulacion por leucina del regulon UGA, aunque no son totalmente

concluyentes.
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En resumen, en este capitulo demostramos que la induccién de los tres genes
que conforman el reguldon UGA es afectada por la presencia de leucina en el
medio. Por otra parte, los resultados aqui presentados sugieren que los
mecanismos por los cuales la leucina regula a UGAT y UGAZ2 son similares a
los que actuan sobre UGA4. En cuanto al factor Leu3, los genes UGA4y UGA1
son regulados negativamente por dicho factor, mientras que UGAZ2 no, de
acuerdo con la ausencia de un sitio consenso para el factor Leu3 en su

promotor.
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La levadura Saccharomyces cerevisiae tiene la capacidad de aprovechar al
maximo los nutrientes y es capaz de adaptarse a situaciones de falta de los
mismos para asegurar su supervivencia. El estudio de los mecanismos por
medio de los cuales este organismo es capaz de modificar sus estados
metabdlicos, transcripcionales y de ciclo celular en respuesta a la cantidad y/o
calidad de los nutrientes disponibles es de gran importancia debido a que los
hongos poseen simples pero conservados caminos de sefalizacion, que son a
menudo equivalentes a los presentes en organismos eucariotas multicelulares
(Bahn et al., 2007). Por otra parte, el sensado y utilizacion de nutrientes juega
un papel fundamental en un gran numero de aplicaciones biotecnolédgicas que
involucran a la levadura S. cerevisiae (Eckert-Boulet et al., 2004). En este tipo
de procesos es fundamental conocer en detalle los mecanismos que llevan a la
activacion y/o represién de distintas rutas metabdlicas y a la produccion de
metabolitos secundarios de interés para una determinada industria

biotecnolégica.

Partiendo del conocimiento de que los aminoacidos extracelulares inhiben la
induccion del gen UGA4 a través del sensor SPS (Bermudez Moretti et al.,
2005), nos planteamos como objetivo general para este trabajo estudiar los
mecanismos moleculares que llevan a esta regulacion. En particular centramos
nuestra atencién en el efecto de la leucina, un fuerte activador del sensor de
aminoacidos SPS, sobre la induccion del gen UGA4, asi como también sobre la
induccion de los demas genes miembros del regulén UGA, UGA1y UGA2.

En los procesos de induccion mediados por el sensor SPS, el agregado de
aminoacidos al medio activa el sensor, lo que desencadena el procesamiento
endoproteolitico de los factores Stp1 y Stp2, su translocacién al nucleo y la
activacion transcripcional de genes de permeasas de aminoacidos (Wu et al.,
2006, Liu et al., 2008, Andreasson & Ljungdahl, 2002). En el caso del gen
UGA4, el efecto es inverso, es decir que la activacion del sensor SPS por una
mezcla de aminoacidos desencadena una inhibicién de la induccion de dicho
gen (Bermudez Moretti et al., 2005).
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Al igual que al agregar una mezcla de aminoacidos, distintos aminoacidos
activadores del sensor SPS, al ser agregados individualmente, inhiben la
induccion del gen UGA4 a través del sensor SPS (Figuras 23 y 24). Por otra
parte, en ausencia de los factores de transcripcién Stp1 y Stp2, el efecto
negativo de la leucina sobre el gen UGA4 disminuye (Figura 34C), confirmando
la participacién de los principales componentes del camino de senalizacion
SPS en dicho efecto. El hecho de que ambos factores deban estar ausentes
para que se pierda el efecto negativo de la leucina sobre UGA4 refuerza la
propuesta de que Stp1 y Stp2 poseen funciones parcialmente redundantes
(Andreasson & Ljungdahl, 2002), y cuando uno de estos factores esta ausente,
el otro puede cumplir su funcién.

La induccién de los genes que conforman el regulédn UGA depende de los
factores de transcripcién Uga3 y Uga35/Dal81. Estos factores actian a través
de los elementos UASgaga presentes en los promotores de los genes UGAT y
UGA4 (Andre, 1990, Ramos et al., 1985, Talibi et al., 1995, Andre et al., 1995).
En el caso del gen UGAZ, si bien existe una secuencia consenso de union para
el factor Uga83 en su promotor (ldicula, 2002), no se sabe cudl es la secuencia
blanco de la induccion. La proteina Uga3 producida y purificada a partir de E.
coli es capaz de interactuar in vitro, y en ausencia de GABA, con sondas
correspondientes a los elementos UASgasa de UGAT y UGA4, por lo que se
habia sugerido que la interaccién de dicho factor con los promotores de los
genes que regula seria independiente de GABA (Idicula et al., 2002). En este
trabajo demostramos, no sélo que ocurre interaccion in vivo de los factores de
transcripcion Uga3 y Uga35/Dal81 con los promotores de los tres genes UGA,
UGAT1, UGA2 y UGA4, sino que ademas esta interaccion ocurre de manera
dependiente de GABA (Figuras 35A, 35B y 44).

Ademas de participar en el proceso de induccion de los genes UGA, el factor
Uga35/Dal81 participa en otros procesos de induccion de genes blanco de la
sefial disparada por el sensor SPS (Abdel-Sater et al., 2004b, Boban &
Ljungdahl, 2007). Hasta el momento se desconocen los mecanismos que
median esta regulacion, aunque se ha propuesto que Uga35/Dal81 podria ser
blanco directo de la sefal disparada por el sensor SPS (Abdel-Sater et al.,

2004b). Estudios globales han reportado la fosforilacién de distintos residuos
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de la proteina Uga35/Dal81 (Albuquerque et al., 2008, Gruhler et al., 2005,
Smolka et al., 2007), mientras que otros estudios identificaron a este factor
como un posible regulador del ciclo celular y se reportdé su fosforilacién
mediada por la quinasa Cdk1 (Ubersax et al., 2003, Yang, 2005). La proteina
Uga35/Dal81 puede estar entonces sufriendo una modificacidon post-
traduccional que modifique su actividad en respuesta a los inductores, y dicha
modificacion podria ser una fosforilacion, aunque esto necesita ser estudiado
con mayor profundidad.

Cuando se analizé la participacion de Uga35/Dal81 en la regulacion del gen
UGA4 por leucina, pudimos demostrar que la interaccién del factor
Uga35/Dal81 con el promotor UGA4 disminuye cuando las células son pre-
incubadas con leucina antes del agregado de GABA (Figura 35A). Por otra
parte, este efecto es causado por una senal disparada por el sensor SPS, ya
que en ausencia de la proteina Ssy1 el reclutamiento del factor Uga35/Dal81 al
promotor UGA4 ocurre independientemente del agregado de leucina al medio
(Figura 35C). El hecho de que la leucina impida la unién al promotor de UGA4
de uno de los dos factores responsables de su induccion por GABA,
correlaciona con la menor induccion observada en presencia de dicho
aminodcido (Figuras 23, 24 y 28A).

Como ya se mencioné Uga35/Dal81 es el factor comun que existe entre la
regulacion de genes involucrados en varias vias de utilizacién de fuentes de
nitrégeno, como GABA (Vissers et al., 1990, Coornaert et al., 1991), urea,
alantoina (Turoscy & Cooper, 1982, Jacobs et al., 1980) y aminoacidos (Abdel-
Sater et al., 2004b). La existencia de un factor de transcripcién compartido
entre estas vias de induccion podria permitir una activacion jerarquizada de las
mismas cuando varias de las fuentes de nitrbgeno antes mencionadas se
encuentran disponibles simultdneamente (Abdel-Sater et al., 2004b). Nuestros
resultados apoyan esta hipétesis, ya que en presencia de otros aminoacidos se
ve favorecida la induccién de genes involucrados en su transporte por sobre el
transporte y utilizacion del GABA. De forma similar, Abdel-Sater vy
colaboradores (Abdel-Sater et al., 2004b), reportaron que el agregado de
aminodacidos a células creciendo con urea como fuente de nitrégeno induce la

transcripcién de genes regulados por Ssy1 e inhibe la expresiéon de los genes
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DUR involucrados en la utilizacién de urea como fuente de nitrogeno. En
contraposicion, la pre-incubacién de células wild type con GABA antes del
agregado de leucina no afecta la induccion de la permeasa de aminoacidos
AGP1 (Figura 39C). Estos resultados sugieren que el efecto inhibitorio de la
leucina sobre los genes UGA es debido a una activacién jerarquizada y no es
una consecuencia del orden en que se agregaron los inductores al medio.
Nuestros resultados que muestran que la sobreexpresiéon de la proteina
Uga35/Dal81 revierte el efecto negativo de la leucina sobre el gen UGA4
(Figuras 39B), sugieren que esta regulacion diferencial podria deberse a una
menor disponibilidad del factor Uga35/Dal81 para que ocurra la induccién por
GABA de este gen. También podria ser que Uga35/Dal81 sufriera una
modificacion post-traduccional en respuesta a los distintos inductores, la cual le
brindaria mayor actividad sobre una determinada via. Debido a que el nivel de
sobreexpresion de la proteina Uga35/Dal81 fue tan elevado (Figura 39A), esta
posibilidad no puede descartarse ya que es posible que la maquinaria que
estaria produciendo esta modificacion se encuentre en cantidades limitantes.
En la literatura no existen reportes que relacionen al factor de transcripcion
Uga3 con la via de senalizacion SPS. Sin embargo, en este trabajo
demostramos que, al igual que ocurre con Uga35/Dal81, la pre-incubacién de
células wild type con leucina antes del agregado de GABA disminuye la
capacidad del factor Uga3 de interactuar con el promotor de UGA4 en una
forma dependiente del sensor SPS (Figuras 35B y 35D), también
correlacionando con la menor induccién observada en los ensayos de
expresion (Figuras 23, 24 y 28A). Estos resultados pueden ser explicados por
el hecho de que la interaccion de la proteina Uga3 con el promotor de UGA4
depende de la presencia de la proteina Uga35/Dal81 (Figuras 36A y B). Un
efecto similar se observé para el gen AGP1, donde la interaccion de Stp1 con
dicho promotor depende de la presencia de Uga35/Dal81 (Boban & Ljungdahl,
2007). Entonces, la menor disponibilidad para la induccién de los genes UGA
del factor Uga35/Dal81 causada por el agregado de aminoacidos podria ser el
impedimento para la interaccién de Uga3 con el promotor de UGA4.
Uga35/Dal81 posee un dominio de dedos de zinc Zn(ll)>-Cyse tipico de los
dominios de unién al ADN de factores de transcripcién de hongos (MacPherson
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et al., 2006). Sin embargo, Bricmont y colaboradores (Bricmont et al., 1991),
demostraron que dicho dominio no es requerido para que Uga35/Dal81 cumpla
su funcién en la induccion por alofanato de los genes DUR1y DURZ2, de forma
similar a lo que ocurre con la proteina TamA de Aspergillus nidulans, un factor
homologo a Uga35/Dal81 (Davis et al., 1996). Nuestros resultados demostraron
que el dominio Zn(ll).-Cyse tampoco es necesario para que el factor
Uga35/Dal81 actue en el proceso de induccion de los genes UGA (Figuras 37B
y 45). Sin embargo, se ha detectado interaccién de Uga35/Dal81 con los
promotores de los genes UGA (Figuras 35A y 44B), AGP1, DUR y DAL
(Harbison et al., 2004, Boban & Ljungdahl, 2007), es decir que si su dominio
putativo de union al ADN no es necesario para su funcién, es probable que
dicho factor interactlue con los promotores de los genes que regula a través de
otro factor. En el caso de la induccion por aminodcidos del gen AGP1, se ha
sugerido que la interaccion del factor Uga35/Dal81 seria a través de la misma
regién en el promotor a través de la cual interactia Stp1, sugiriendo que dicha
interaccidon podria ser a través de Stp1 (Boban & Ljungdahl, 2007). Por otra
parte, por medio de ensayos de doble hibrido, se ha demostrado interaccion
entre los factores de transcripcion Dal82 y Uga35/Dal81, responsables de la
induccion de los genes DUR y DAL (Scott et al., 2000), y se ha sugerido que
Dal82 podria estar actuando como un puente entre Uga35/Dal81 y el ADN
(Scott et al., 2000). En el caso de los genes UGA, nuestros resultados sugieren
que la interaccion de Uga35/Dal81 con el promotor de UGA4 ocurre a traves de
Uga3. Por ejemplo, Uga35/Dal81 es incapaz de interactuar con el promotor de
UGA4 en cepas deficientes en UGA3 (Figura 36C). Mas aun, mutaciones en el
sitio consenso de unién al ADN para el factor Uga3 presente en el promotor de
UGA4 no sélo impiden la interaccion del factor Uga3 con dicho promotor sino
que también impiden la interaccion del factor Uga35/Dal81 (Figura 38).

En resumen, todos estos resultados sugieren la existencia de un mecanismo de
activacion jerarquizado coordinado por el factor de transcripcion Uga35/Dal81
(Figura 47). En presencia de GABA, los factores de transcripcion Uga3 y
Uga35/Dal81 son reclutados al elemento UASgasa del promotor de UGA4 y
ocurre la induccién de dicho gen. En esas condiciones, el sensor de

aminoacidos SPS se encuentra en estado de reposo y los factores Stp1 y Stp2
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no activados se encuentran en el citoplasma. Luego del agregado de
aminoacidos al medio, ocurre la activacién del sensor SPS, los factores Stp1 y
Stp2 son procesados, translocan al nucleo y activan la transcripciéon de sus
genes blanco. Esta activacién de la transcripcion depende del factor de
transcripcion Uga35/Dal81, el cual probablemente esté siendo reclutado a los
promotores de dichos genes. En estas condiciones, el agregado de GABA es
incapaz de inducir el reclutamiento del factor Uga35/Dal81, y en consecuencia
de Uga3, al promotor de UGA4, efecto que se ve reflejado en una menor
induccion de dicho gen. De acuerdo a las evidencias presentadas en este
trabajo, el reclutamiento de Uga35/Dal81 al promotor del gen UGA4 estaria
ocurriendo a través del factor de transcripcion Uga3.

En el caso de los demas miembros del regulon UGA, UGAT y UGAZ,
demostramos que la leucina también afecta negativamente su induccién en
forma dependiente del sensor SPS. Los resultados presentados en este trabajo
sugieren que probablemente esta regulacion ocurra a través del mismo

mecanismo establecido para UGAA4.
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Experimentos de mutagénesis realizados sobre el promotor de UGA4 llevaron a
identificar al factor de transcripcion Leu3 como un posible regulador negativo
de la expresion del gen UGA4 (Figura 30). Cuando se analizd la expresion de
dicho gen en una cepa deficiente en el factor Leu3 se observaron niveles altos
de expresion en ausencia de inductor (Figura 31), en concordancia con lo
reportado por Boer y colaboradores (Boer et al., 2005), quienes observaron
niveles altos de expresion de UGA4 en condiciones limitantes de nitrdgeno, en
una mutante leu3A. Resultados similares se observaron para el gen UGAT pero
no para UGAZ2 (Figura 47), de acuerdo con la ausencia de un sitio consenso
para Leu3 en el promotor de este ultimo gen. El hecho de que se observen
patrones similares de expresion al mutar la secuencia central del elemento
UASGaga del promotor de UGA4 (Figuras 28G e 1), o al delecionar la proteina
Leu3 (Figura 31), sugieren la interaccion de dicho factor con el promotor de
UGA4. Sin embargo, estudios in vitro habian reportado que si bien los factores
de transcripcion Leu3 y Uga8 se unen a secuencias que contienen repeticiones
CGG evertidas y espaciadas por cuatro bases, Leu3 no reconoce secuencias
blanco de Uga3 ni Uga3 de Leu3, ya que la especificidad estaria dada por los
nucleétidos localizados entre los tripletes CGG (Noel & Turcotte, 1998).
Nuestros resultados (Figura 32), concuerdan con los publicados por Noel y
Turcotte en cuanto a que no se detecta interaccién de Leu3 con el promotor de
UGA4, aunque no podemos descartar que dicha interaccién ocurra y no esté
siendo detectada. Tang y colaboradores (Tang et al., 2006) observaron que
sOlo se detecta union del factor Leu3 en el 3% de los promotores de los genes
cuya expresion se ve afectada por la delecion de este factor y que si se
sobreexpresa una version de la proteina Leu3 que contiene una mutacién que
la convierte en constitutivamente activa, la cantidad de genes regulados por
Leu3 en los que se detecta unidén de dicho factor aumenta considerablemente.
Por otra parte, la regulacién de UGA4 por Leu3 parece ser independiente de
los niveles de a-IPM ya que, a pesar de que la induccion de UGA4 parece
afectarse cuando los niveles de a-IPM son muy bajos, en estas condiciones los
niveles de expresion de los dos factores responsables de la induccion de
UGA4, Uga3 y Uga3d5/Dal81, son practicamente indetectables (Tablas 7 y 8).

Esto sugiere que la falta de induccion observada en estas condiciones seria
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causada por la ausencia de dichos factores y por ende seria un efecto
indirecto. Por otra parte, el hecho de que el factor de transcripcion Uga35/Dal81
practicamente no esté siendo reclutado al promotor de UGA4 en la cepa leu3A
(Figura 41A) podria explicar la menor represion de la leucina en esta cepa,
sugiriendo que Leu3 no estaria involucrado en la regulacién por aminoacidos
del gen UGAA4.

Si bien no fue posible esclarecer completamente las causas que llevan a la alta
expresion del promotor UGA4 que contiene el elemento UASgaga mutado o a la
alta expresién del promotor wild type en células leu3A, si pudimos determinar
que parte de esta expresion constitutiva depende del factor de transcripcidén
Uga35/Dal81, ya que en ausencia de dicho factor los niveles basales
observados disminuyen (Figura 40). Por otra parte, resultados obtenidos en
nuestro laboratorio demostraron que los niveles altos de expresion de las
construcciones UASgapamut-lacZ y UASgasadel-lacZ también dependen de los
factores GATA positivos GIn3 y Gat1, ya que en ausencia de cualquiera de
estos dos factores los niveles de expresion disminuyen a la mitad. En células
creciendo en una fuente pobre de nitrogeno como prolina, el factor GATA
negativo Uga43/Dal80 se encuentra unido al promotor de UGA4 causando un
efecto inhibitorio (Georis et al., 2009). En estas condiciones, la induccion de
UGA4 es dependiente del factor GATA positivo GIn3, ya que en ausencia del
mismo, los niveles de induccién disminuyen (Luzzani et al., 2007, Talibi et al.,
1995). Sin embargo, GIn3 no tiene la capacidad de trans-activar la expresion de
UGA4 a menos que actuen los factores Uga3 y Uga35/Dal81 en respuesta al
agregado de inductor (Andre et al., 1995, Talibi et al., 1995). Se ha propuesto
que luego del agregado de GABA, la union de GIn3 podria verse favorecida por
sobre la de Uga43/Dal80, lo que incrementaria los niveles de induccién (Andre
et al., 1995, Talibi et al., 1995). Algo similar ocurre con la expresion de la
permeasa AGP1, donde GIn3 no tiene la capacidad de trans-activar la
expresion de dicho gen sin la previa accién de los factores Stp1 y Uga35/Dal81
a través del elemento UAS,, (Abdel-Sater et al., 2004b). Dada la cercania fisica
que existe entre el elemento UASgasa y el elemento UASgata Seria l6gico
esperar que ocurriera algun tipo de interaccién entre los factores que actuan

sobre una u otra secuencia. Seria interesante entonces estudiar si las
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mutaciones en el elemento UASgasa afectan la union del represor Uga43/Dal80
al elemento UASgata 0 si de alguna forma favorecen la unién del factor positivo
GIn3 causando los altos niveles de expresion. Estudios realizados sobre los
factores GIn3 y Dal82, ambos reguladores del gen DAL7, sugirieron una
interaccion entre dichos factores, aunque aparentemente no seria una
interaccién directa. Se demostré que construcciones LexA-GIn3 y LexA-Dal82
requieren distintos componentes del complejo SAGA para poder inducir la
transcripcién y se propuso que este complejo podria actuar como puente en la
interaccion GIn3-Dal82 (Scott et al., 2000).

Nuestros resultados demostraron que la secuencia central del elemento
UASGasa del gen UGA4 es el blanco de la sefal disparada por el sensor SPS
en respuesta a los aminoacidos. Esto se deduce de los resultados que indican
que ambos factores, Uga3 y Uga35/Dal81, actuan a través del elemento
UASGaBa, Y que ademas su interaccion con el promotor UGA4 disminuye en
respuesta a los aminoacidos extracelulares, en forma dependiente del sensor
SPS. Sin embargo, los resultados presentados en las Figuras 28G, 28l y 29
muestran que las construcciones que contienen la secuencia central del
elemento UASgass mutada siguen teniendo cierto grado de sensibilidad a la
leucina. Si se tiene en cuenta que la accién de los factores GATA sobre los
promotores sensibles a NCR depende de un balance entre los distintos factores
GATA positivos y negativos (Coffman et al., 1997, Soussi-Boudekou et al.,
1997) y se tiene en cuenta ademas que la expresion de los factores GATA
Gat1/Nil1 y Uga43/Dal80 es afectada por senales disparadas por el sensor
SPS (Kodama et al., 2002), podriamos pensar que el efecto residual de los
aminoacidos observado sobre las construcciones antes mencionadas podria
deberse a un efecto secundario producido por cambios en el balance de los
factores GATA.

El factor Uga35/Dal81 actua junto con Dal82 para inducir la transcripcion de los
genes DUR 'y DAL (Scott et al., 2000), de la misma forma que ocurre con Uga3
en el caso de la induccion por GABA de los genes UGA. En este trabajo
demostramos que el motivo de poliglutamina (residuos 73 a 94) (Figura 37 y
45) de la proteina Uga35/Dal81 es esencial para la induccion por GABA de los

genes UGA, asi como es esencial para la induccion por alofanato de la
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actividad de la enzima urea amidoliasa (Bricmont et al., 1991). Los dominios
ricos en glutamina son componentes integrales de muchas proteinas
involucradas en la regulacion transcripcional desde las levaduras hasta el
hombre. En mamiferos, estos dominios ricos en glutamina forman parte de los
dominios de activacion de varios factores de transcripcion y cumplen su funcién
interactuando con componentes del complejo de iniciacién de la transcripcion.
Méas aun, se ha demostrado que el dominio rico en glutaminas presente en la
proteina Snf5 de levaduras es capaz de activar la transcripcién (Escher et al.,
2000). Teniendo en cuenta esto, es posible que la secuencia que incluye el
motivo de poliglutamina (residuos 73 a 94) forme parte del dominio de
activacion de Uga35/Dal81.

Por otra parte, seria interesante evaluar si el factor Leu3 cumple algun rol en la
interaccién entre los factores Uga3 y Uga35/Dal81 o si actia de alguna manera
como nexo entre los elementos UASgasa y UASgara ¥ los factores que actuan
sobre ellos. Se ha propuesto que heterodimeros formados entre miembros de
la familia de factores de transcripcion Zn(ll).-Cyses, entre los que podemos
encontrar a Leu3, Uga3 y Uga35/Dal81, podrian unirse preferencialmente a
distintos elementos con distintas afinidades, aumentando el numero de sitios
potenciales para estos factores de transcripcion (MacPherson et al., 2006). En
células deficientes en Leu3, se observan niveles altos de expresion de UGA4,
al igual que lo observado al alterar la secuencia central del elemento UASgasa.
Sin embargo, estos valores elevados de expresiébn no son causados por un
reclutamiento independiente de GABA de los factores Uga3 y Uga35/Dal81 al
promotor de UGA4 (Figura 41). Mas aun, en ausencia de Leu3, Uga3 es capaz
de interactuar con el promotor de UGA4 independientemente de la interaccién
de Uga35/Dal81 con dicho promotor. El gen gdhA de A. nidulans codifica para
la enzima glutamato deshidrogenasa dependiente de NADP y su expresion es
regulada por los factores TamA y AreA. TamA es un factor homologo a
Uga35/Dal81 mientras que AreA es un factor tipo GATA cuya funcién es similar
a la de GIn3 (Small et al., 2001). Estudios realizados en dicho organismo
reportaron la interaccion de TamA y LeuB, una proteina que comparte
homologia con Leu3 de S. cerevisiae. Estos autores propusieron que TamA

tiene un rol importante en la regulacién de gdhA, y actuaria estabilizando las
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interacciones de AreA y LeuB con el ADN promoviendo la formacion de un
complejo capaz de aumentar o activar la expresién de gdhA (Polotnianka et al.,
2004).

Por dltimo, cuando se estudio la participacion del factor Gen4 en la regulacion
por aminoacidos de UGA4, se determind que dicho factor no esta involucrado
en esta regulacion. Sin embargo, el efecto de la leucina sobre la construccion
UGA4-lacZ en la cepa gcn4A produjo una represion muy fuerte (Figura 33), a
diferencia de lo que ocurre en células wild type donde se observa una
induccion residual luego de la pre-incubacién con dicho aminoacido (comparar
con Figura 28A). Por otra parte, en nuestro laboratorio se demostré que Gcn4
participa regulando positivamente la expresion de UGA4 cuando las células
crecen en presencia de una fuente de carbono no fermentable como acetato.
Recientemente se demostré6 que en células transferidas a un medio
conteniendo GABA como fuente de nitrégeno aumenta la fosforilacién del factor
elF2a, causando un aumento en la traduccion y actividad transcripcional del
factor Gen4. En estas condiciones se observé que Gen4 y GIn3 pueden inducir
de forma coordinada la transcripcion de genes uniéndose a diferentes
elementos presentes en sus promotores (Staschke et al., 2010). También se ha
demostrado que el factor Gen4 y el factor GIn3 forman parte de un mismo
complejo transcripcional cuando las células crecen en presencia de GABA vy
son ayunadas de aminodacidos (Hernandez et al., 2011). Existe la posibilidad de
que el complejo GIn3-Gcn4 esté involucrado en potenciar el efecto inductor del
GABA en el promotor de UGA4 ya que en dicho promotor encontramos sitios
consenso para ambos factores de transcripcién (Figuras 25 y 26). En este
caso, si uno de los componentes del complejo esta ausente podria ser la causa
de una menor activacién del gen UGA4 y por ende de un mayor efecto negativo
de la leucina. Por otra parte, cuando se midié la actividad de la construccién
UASgatalA-lacZ en células wild type, se observé una menor induccion en
presencia de leucina en comparacion con la construccion UGA4-lacZ
(comparar Figuras 28A y 28C). En este caso, esta ausente el elemento
UASgata donde se encuentra incluido el sitio consenso de union del factor GIn3
y por lo tanto tampoco estaria actuando uno de los componentes del complejo

GIn3-Gcen4 por faltar su sitio de interaccion con el ADN.
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En resumen, los resultados obtenidos durante este trabajo de tesis
contribuyeron a esclarecer los mecanismos moleculares que llevan a una
disminucién en la induccion de los genes UGA causada por los aminoacidos
extracelulares y nos permitieron proponer un modelo segun el cual el factor
Uga35/Dal81 estaria actuando como un regulador jerarquico en la utilizacion de
distintas fuentes de nitrégeno. Por otra parte los resultados aqui presentados
abren un interrogante acerca de la interaccion entre los factores que actuan
sobre los elementos UASgasa Y UASgata presentes en el promotor de UGA4
asi como también acerca de su interaccion con los factores Leu3, Gen4 y con
los componentes de la maquinaria transcripcional que llevan a la activacion de

los genes UGA en distintas condiciones de crecimiento.

Dra. Susana Correa Garcia Dra. Mariana Bermudez Moretti Lic. Sabrina Cardillo
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1. Medios de cultivo

YPD

Extracto de levadura
Peptona
Glucosa

LB

Extracto de levadura
Peptona

Cloruro de sodio

2. Buffers

Buffer Z

NasHPO4
NaH2P04

KCI

MgSOg4
B-mercaptoetanol
pH 7.0

Buffer de lisis

Tris-HCI pH 8,0
EDTA

NaCl

SDS

Tritén X-100

Buffer FA (ChIP)

HEPES/KOH pH 7,5
NacCl

EDTA

Triton X-100
Deoxicolato de sodio
SDS

PMSF

1%
2%
2%

0,5%
1%
1%

60 mM
40 mM
10 mM

1 mM
50 mM

10 mM
1 mM
100 mM
1%

2%

50 mM
150 mM
1 mM
1%
0,1%
0,1%

2 mM
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Buffer de lavado (ChlIP)

Tris-HCI pH 8

LiCl

EDTA

Nonidet P-40
Deoxicolato de sodio

Buffer de elucién (ChlP)

Tris-HCI pH 8
EDTA

SDS

Buffer TE
Tris-Cl pH 8
EDTApH 8
Buffer AE
NaAc pH 5,2
EDTA

Buffer TBS
Tris-HCI pH 7,5
NaCl

Loading buffer con SDS

Tris-HCI pH 7,5
Glicerol

SDS
B-mercaptoetanol
Azul de bromofenol

Solucién A
Tris-HCI pH 8.0

Luminol
Acido p-cumarico

10 mM
0,25 mM
1 mM
0,5 %
0,5%

50 mM
10 mM
1%

10 mM
1 mM

50 mM
10 mM

100 mM
150 mM

60 mM
10%

2%

5%
0,0025%

0,1M
0,045%
0,066%
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Solucién B

H20x
Tris-HCI pH 8,0

Solucidén de tincién

Coomassie Brillant blue R-250
I\/Ietanol
Acido acético

Soluciéon destenidora

Metanol
Acido acético

0,18%
0,1 M

0.15%
8%
7%

45%
7%
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3. Plasmidos

YEp357

PERIZE _aorigin

Bell 1400
BseHIT 1552

El plasmido YEp357 contiene un origen de replicacion bacteriano y el origen de
replicacién de levaduras 2p. También posee los genes Amp" y URA3 que
permiten la seleccibn de transformantes en bacterias y levaduras
respectivamente. Rio abajo del sitio multiple de clonado se encuentra el gen

lacZ que codifica para la enzima B-galactosidasa.
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pRS413

CENG_ARSS pGEX_3_primer
PmlI 4402
/ A
|3 el 634
I"f-]' 711
el 1008
Bcll 105
Angpf_promote
Fpdcillin pRS413
4870 bp
2\
F1_origi
M |

pERIZZ_origin

El plasmido pRS413 contiene un origen de replicacién bacteriano y el origen de
replicacion de levaduras CEN6. También posee los genes Amp" e HIS3 que
permiten la seleccion de transformantes en bacterias y levaduras,

respectivamente.
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pFAG6a-kanMX

Sp6_primer FwuIl 15
Ndel 3855 Sall 37
pGEX_3_primer BamHI 43
AatIl 3606 Smal 50
AmpR_promoter BglII 70

Hool 457

HNrul 541

ORF KanRZ (variant)

Fmpicillin pFABa—kanMX6

3938 bp

ORF

Sacl 1514
EcoRI 1516
EcoRY 1530
Spel 1540
Sacll 1560
T7_promoter
pBR32Z_origin Hpal 1612

El plasmido pFA6a-kanMX contiene un origen de replicacion bacteriano y el
gen Amp" de resistencia a ampicilina, los cuales permiten la replicacion del
plasmido en bacterias y la seleccion de transformantes, respectivamente. Este
plasmido no contiene origen de replicacion de levaduras y contiene el médulo

kanMX que confiere resistencia a geneticina (G418) en dicho organismo.
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pFA6a-3HA-kanMX6

Sph_primer Pwull 13
pGEX_3_primer S5all 35
AmpR_promoter Smal 48

pHubLex_rev_primer
yADH1_terminator
BglII 406

oy \
ORF
‘ Neol 793

MNrul 877
Ampicillin

pFAGa—-3HA-KanMx6
4276 bp

KanRZ (variant)

ORF

Sacl 1850
EcoRI 1852
EcoRY 1866
Spel 1876
SacIl 1896
T7_promoter
pBR322_origin Hpal 1948

El plasmido pFA6a-3HA-kanMX6 contiene un origen de replicacion bacteriano y
el gen Amp® de resistencia a ampicilina, los cuales permiten la replicacién del
plasmido en bacterias y la selecciébn de transformantes, respectivamente.
Posee tres epitopes HA en tandem rio arriba del médulo kanMX que confiere
resistencia a geneticina (G418) en levaduras y no contiene origen de
replicacion para dicho organismo.
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Nsil

pUG6

4009 bps Nil
Hindlll

Notl

El plasmido pUG6 contiene un origen de replicacion bacteriano y el gen Amp"
de resistencia a ampicilina, los cuales permiten la replicacion del plasmido en
bacterias y la seleccion de transformantes, respectivamente. Este plasmido
contiene el gen kanMX que confiere resistencia a geneticina (G418) en
levaduras flanqueado por secuencias loxP. No contiene origen de replicacion

para levaduras.
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poOM10 B F i 2

4231 bps

Sall 1617
Bz HI 1693
Mol 1708
bzl 1731
Baw HI 1704
Mde | 1204
Spel 1833
Not] 1846

El plasmido pOM10 contiene un origen de replicacion bacteriano y el gen Amp"

de resistencia a ampicilina, los cuales permiten la replicacién del plasmido en
bacterias y la seleccién de transformantes, respectivamente. Este plasmido
contiene el modulo kanMX que confiere resistencia a geneticina (G418) en
levaduras flanqueado por secuencias loxP rio abajo de seis epitopes HA en

tandem. No contiene origen de replicacion para levaduras.
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/SDDO 6979 bps QDOD\

CYCH1 terminator
4000 3000

\

promoter Cre %

BamH|
Smal
Pstl
EcoRlI
EcoRV
Hindll|
Clal

El plasmido pSH47 contiene un origen de replicacion bacteriano y un origen de
replicacion de levaduras. También posee los genes Amp" y URA3 que
permiten la seleccibn de transformantes en bacterias y levaduras,
respectivamente. Este plasmido contiene un gen que codifica para la

recombinasa Cre rio abajo del promotor inducible por galactosa GALT.
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2500
-

™ 3000 pAG25 Narl

3704 bps

Sphl
TEF-TER

El plasmido pAG25 contiene un origen de replicacion bacteriano y el gen Amp"

de resistencia a ampicilina, los cuales permiten la replicacion del plasmido y la

seleccion de transformantes, respectivamente. Este plasmido contiene el

moédulo natMX que confiere resistencia a nourseotricina (ClonNAT) en

levaduras pero no contiene origen de replicacion para dicho organismo.
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M3929

Hindlll KanMX

Sall Pst|

repeat
Hindlll / \

Hindlll

repeat

Pstl
Xhol

his3::KanMX3

6924 bp
HIS3 5 HIS3 3'

BamHlI
Xbal
Sall
Sall
Psil
Hindlll

BamHI7/

Smal

El plasmido M3929 contiene un origen de replicacion bacteriano y el gen Amp®

de resistencia a ampicilina, los cuales permiten la replicacién del plasmido y la
seleccion de transformantes, respectivamente. Este plasmido contiene el
médulo kanMX que confiere resistencia a G418 interrumpiendo el gen HIS3. No

posee origen de replicacion de levaduras.
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p426-GPD

pGEX_3_primer F
URAI_praomater 2micronZ_origin
Ndel 6274
Ncol 5980
BstBI 5922
Apal 5815

p426 GPD
GEME bp

El plasmido p426-GPD contiene un origen de replicaciéon bacteriano y el origen

de replicacion de levaduras 2p. También posee los genes Amp" y URA3 que

permiten la seleccibn de transformantes en bacterias y levaduras

respectivamente.
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