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Cuanto mas de cerca mira uno estas actuaciones de la
materia en los organismos vivos, mas impresionante le
parece la funcion. La célula viva mas sencilla se convierte en
una caja magica de sorpresas llena de elaboradas y
cambiantes moléculas, y supera de lejos a todos los
laboratorios quimicos del hombre en la capacidad de sintesis
organica llevada a cabo con expedicion y buen juicio de
balance... Cualquier célula viva lleva consigo las
experiencias de un billén de afios de experimentacién por
sus ancestros. No puedes esperar explicar un pajaro tan viejo
en unas pocas palabras.

MAX DELBRUCK, Un Fisico mira la Biologia
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Introduccion

1. LA RESPUESTA AL ESTRES EN Saccharomyces
cerevisiae

1.1. - La respuesta celular al estrés

La supervivencia de una célula puede depender de su capacidad para
adaptarse con rapidez a los cambios en el ambiente que le rodea. Esto, que es
cierto para todas las células, cobra quiza una especial importancia en el caso
de los organismos unicelulares, los cuales han de sobrevivir en ambientes
generalmente poco constantes, enfrentandose frecuentemente a situaciones
nuevas en las que deberan reencontrar su ritmo de crecimiento optimo. Se
entiende por condicion de estrés cualquier factor ambiental que tenga un
efecto adverso sobre el crecimiento celular. Algunos ejemplos de situaciones
estresantes para la célula son, por ejemplo, cambios en la temperatura, la
osmolaridad, el pH, la disponibilidad de nutrientes, o la presencia de
intermediarios reactivos del oxigeno.

La reaccion celular ante los cambios ambientales, y los mecanismos
que desarrolla para protegerse contra el dafio producido por éstos es lo que
se conoce, en general, como la "Respuesta celular al estrés".

El primer caso descrito en la literatura de respuesta molecular a un
factor de estrés fue la respuesta al choque térmico (Ritossa,1964, citado en
Mager y Moradas-Ferreira, 1993). El breve calentamiento de larvas de
Drosophila hydei producia un cambio visible en los patrones de bandas de
los cromosomas politénicos de las glandulas salivares, lo que reflejaba un
cambio dramatico en la actividad génica. En 1974, Tissiéres et al. descubrian
que en respuesta al choque térmico se producia la sintesis de un grupo
especifico de proteinas, que recibieron el nombre de proteinas de choque
térmico (heat shock proteins, 6 HSPs).

Pronto se descubrieron proteinas similares en otros eucariotas y
procariotas, con un grado de homologia entre proteinas de diferentes
especies muy elevado. La respuesta al choque térmico es, por consiguiente,
un proceso ampliamente conservado en la evolucion, y por tanto debe ser
fundamental para la célula viva.

La respuesta al choque térmico es la respuesta a estrés mas
estudiada, hasta el punto de que en ocasiones ambos términos se consideran
equivalentes, pero no es la unica. Cualquier tipo de estrés desencadena una
respuesta celular, que suele tener dos componentes: de un lado, aquellos
elementos celulares que se encargan de la proteccion especifica contra esa
forma de estrés; del otro, aquellos elementos que se ocupan de proteger a la
célula contra dafios mas generales, que se producen de forma comun por
formas de estrés muy diferentes.
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Durante los ultimos afios, el interés por alcanzar un conocimiento
mas profundo de los mecanismos moleculares de respuesta a estrés ha ido en
aumento, fundamentalmente por las implicaciones que puede tener en
campos tan diversos, como la medicina, la agricultura o la economia. Se ha
comprobado que los factores de estrés contribuyen al envejecimiento celular,
estan implicados en la etiologia del cancer, y juegan un papel importante
cuando los tejidos se exponen a hipoxia (por ejemplo en casos de isquemia
coronaria o cerebral) (Young y Elliot, 1989; Welch, 1993; Ames et al.,
1993). En el campo de la agricultura, lograr un aumento de la resistencia de
las plantas superiores a las condiciones de estrés provocadas por la elevada
salinidad, el calor o la sequia podria tener importantes consecuencias
econdmicas (Boyer, 1982).

1.2. - La respuesta al estrés en Saccharomyces cerevisiae

La levadura Saccharomyces cerevisiae se ha perfilado como un
organismo modelo muy adecuado para el estudio de la regulacion de la
respuesta a estrés, por su facilidad de manipulacién genética, y por las cada
vez mayores homologias encontradas entre los sistemas de sefalizacion por
estrés de este organismo y los de eucariotas superiores. Asi por ejemplo, al
igual que en levadura (ver apartados 1.2.2.3. y 1.2.3.1. de esta introduccion),
se han identificado sistemas de dos componentes en plantas superiores, que
también podrian desempefiar un papel en la transduccion de sefales de estrés
(Chang et al., 1993). El importante papel que desempefian algunas rutas de
MAP quinasas en la transduccion de sefiales de estrés en Saccharomyces
cerevisiae podria tener su contrapartida en mamiferos, donde se han
identificado diferentes MAP quinasas activadas por estrés (Cooper, 1994).
Dos de estas quinasas (p38 y JNKI1) se activan en situaciones de alta
osmolaridad, y pueden complementar parcialmente una mutacion en HOGI,
gen que codifica la MAP quinasa implicada en la ruta de percepcion del
estrés hiperosmotico en Saccharomyces cerevisiae (Galcheva-Gargova et al.,
1994 y Han et al., 1994). Otro sistema de sefializacion activado por estrés en
mamiferos, en el que participa la proteina quinasa activada por AMP, guarda
homologias estructurales y funcionales con un sistema de sefalizacion de
levadura. El dominio N-terminal de esta quinasa y el de la quinasa Snflp de
S. cerevisiae, implicada en la respuesta de la levadura a fuentes de carbono
distintas a la glucosa, presentan un 60% de identidad, y parecen compartir
algunas funciones (Hardie, 1994). Todo apunta a que iran descubriéndose
nuevas similitudes entre los sistemas de respuesta al estrés de diferentes
clases de eucariotas. Por ello, la utilizacion de Saccharomyces cerevisiae
como modelo para el estudio de los sistemas de percepcion del estrés y de
las respuestas desencadenadas puede aportar importante informacion sobre
los mecanismos que, en general, ha utilizado la naturaleza para permitir a las
células adaptarse a un ambiente hostil.
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(Qué tipo de respuestas celulares desencadena el estrés? Ademas de
alteraciones fisico-quimicas del ambiente celular, la respuesta principal es la
induccion de proteinas cuyas funciones ejercen una proteccion frente a los
efectos dafiinos del estrés. En la tabla I se citan algunas de las proteinas
inducidas por estrés en levadura. En la tabla se han incluido proteinas que se
expresan de forma constitutiva, por desempefiar funciones necesarias para la
célula en condiciones normales de crecimiento, pero que también (o ellas o
proteinas homologas de la misma familia) pueden sufrir un aumento en su
expresion en condiciones de estrés. Se detalla la localizacion de la proteina y
su funcidn, caso de ser conocida, asi como los diferentes factores de estrés

que inducen su expresion.

Tabla |

Proteinas de estrés en Saccharomyces cerevisiae:

PROTEINA LOCALIZACI FUNCION EXPRESION
ON CELULAR
Hsp150 secretada desconocida T
Hsp104 nucleolo tolerancia a estrés constitutiva, T, C,
Est.
Hsp83 citosol/nucleolo carabina molecular T
Hsp70
Ssal citosol carabina molecular constitutiva, Ox
Ssa2 citosol carabina molecular constitutiva
Ssa3 citosol carabina molecular T, Est.
Ssa4 citosol carabina molecular T
Ssbl desconocida desconocida T
Ssb2 desconocida desconocida T
Sscl mitocondria carabina molecular constitutiva
Ssd1 reticulo carabina molecular constitutiva
endoplasmico
Hsp60 mitocondria carabina molecular constitutiva, T
Hsp30 membrana desconocida T,E
plasmatica
Hsp26 citosol/ntcleo desconocida T, E, C, Est, Ox...
Hspl12 citosol? desconocida T, Est.,C, E, Ox...
ubiquitina citosol proteolisis no T
lisosomal
enolasa citosol glicolisis T
gliceraldehido- 3-P citosol glicolisis T
deshidrogenasa
fosfoglicerato quinasa citosol glicolisis T
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catalasa citosol defensa antioxidativa Ox, T, O, C
glutation sintetasa citosol defensa antioxidativa  Ox
glutation reductasa citosol defensa antioxidativa ~ Ox
metalotioneina citosol defensa antioxidativa  Ox, M, C
superoxido dismutasa citosol, mitocondria defensa antioxidativa  Ox
Ddr2 desconocida desconocida T,C,D
tioredoxina citosol defensa antioxidativa  Ox
tioredoxina peroxidasa  citosol defensa antioxidativa ~ Ox
glucosa-6-P- citosol reducciéon de NADP®  Ox
deshidrogenasa
trehalosa fosfato sintasa  citosol sintesis de trehalosa T, O, Ox
trehalosa fosfato citosol sintesis de trehalosa T
fosfatasa
trehalasa citosol degradacion trehalosa T
glucogeno sintetasa citosol sintesis de glucogeno C, T
glucdgeno fosforilasa citosol degradacion de CT
glucogeno

T: choque térmico, C: ayuno de fuente de carbono, E: etanol, Est: fase estacionaria, Ox:
estrés oxidativo, M: metales pesados, O: choque osmotico, D: dafio al DNA

1.2.1-Respuesta al choque térmico en levadura. Comparacion con otros
organismos

1.2.1.1.-El factor de choque térmico: HSF

En eucariotas, los genes heat shock se regulan por la accion del
factor transcripcional de choque térmico, el Heat Shock Factor (HSF), que
interacciona con una secuencia de DNA conocida como elemento de
respuesta al choque térmico (Heat Shock Element, o HSE) (revisado por
Sorger, 1991).

En Saccharomyces cerevisiae o en Drosophila. melanogaster, hay
un Unico gen que codifica para el HSF, el gen HSFI (Clos et al., 1990;
Wiederrecht et al., 1988), que es esencial. En otros eucariotas superiores, en
cambio, se han descrito familias génicas que codifican este factor,
compuestas por un nimero variable de genes (3 en tomate, 4 en humanos,
por ejemplo) (Scharf et al., 1990; Scheutz et al., 1991). Los factores de
choque térmico de diversas especies no tienen una homologia de secuencia
demasiado elevada, pero la organizacion en dominios y el plegamiento
tridimensional si que son bastante similares (revisado en Mager y De Kruijff,
1995).

El factor de choque térmico se une al HSE en forma de trimero
(Perisic et al., 1989, Sorger y Nelson, 1989). En la mayoria de eucariotas, la
trimerizaciéon y unién al DNA se produce tras una activacién por calor
(Sorger et al., 1987). En Saccharomyces cerevisiae, en cambio, el HSF se
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encuentra unido al HSE, en forma de trimero, constitutivamente, pero sus
dominios activadores de la transcripcion sélo quedan expuestos tras la
induccion por calor (Jakobsen y Pelham, 1988; Gross ef al, 1990).

Por lo que respecta a la regulacion del factor, en levadura y otros
eucariotas se han descrito cambios en el estado de fosforilacion de la
proteina, entre el estado basal y el inducido (Sorger, 1990 y 1991). Aunque
la actividad transcripcional del factor esta estrechamente relacionada, en un
extenso rango de temperaturas, con el nivel de fosforilacion del mismo, no
se conoce exactamente el mecanismo por el cual la fosforilacion podria
activar al HSF. En algunos casos se ha sugerido que el estado de
fosforilacion del HSF afectaria a su capacidad de unirse al DNA y activar la
transcripcion: Asi mismo, se ha propuesto un modelo de regulacion del HSF
en eucariotas superiores segun el cual la proteina Hsp70p se uniria al HSF,
actuando como represor en condiciones de no estrés. Con el choque térmico,
la demanda de Hsp70p aumentaria como consecuencia del nivel elevado de
proteinas dafnadas. Esto causaria la disociacién del complejo Hsp70-HSF,
recuperando su capacidad de activar la transcripcion. A su vez, el aumento
de la sintesis de Hsp70p produciria la reasociacion del complejo, dando
lugar a que la respuesta sea transitoria (Morimoto et al., 1990; Sorger, 1991).
En consistencia con esto, se ha propuesto que Hsp70p actia como el
“termometro celular”, de manera que sus niveles indicarian la necesidad de
activar la respuesta al choque térmico (Craig y Gross, 1991). Sin embargo,
no hay evidencias directas de la interaccion entre HSF y Hsp70p.

Por su parte, en procariotas, la respuesta al choque térmico esta
mediada por un factor o especifico, inducido por calor, o que se une al
core de la RNA polimerasa y hace que ésta transcriba a partir de los
promotores de choque térmico (Grossman et al., 1984). La RNA polimerasa,
con el factor ¢'° transcribe constitutivamente el gen rpoH, que codifica el
factor o>, pero esta proteina es muy inestable. Cuando hay un choque
térmico, la transcripcion de rpoH se induce (Tilly et al., 1989), aumenta la
eficacia de traduccion del mensajero de 6™y la proteina se estabiliza (Straus
et al., 1987). La interaccién de o>>con una de las proteinas que se producen
en estas condiciones, dnak, que parece afectar negativamente a su actividad,
podria estar implicada en la finalizacion de la respuesta (Liberek ef al.,
1992).

1.2.1.2.- El elemento de respuesta al choque térmico: HSE

La estructura basica del HSE es una repeticion, de 3 a 6 veces, de la
secuencia 5'-nGAAn-3'. Cada una de estas unidades se dispone contigua a la
anterior, e invertida con respecto a las adyacentes: 5'-
nGAANTTCnnGAAn-3' (Xiao y Lis, 1988). Dentro de la unidad de
repeticion, la G estd muy conservada, mientras que algunas veces se pueden
observar cambios de alguna de las A a T.
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1.2.1.3.- Las proteinas de choque térmico: HSPs

En Saccharomyces cerevisiae se han descrito proteinas de choque
térmico pertenecientes a las principales familias descritas para la mayoria de
organismos, y que se suelen denominar por su peso molecular aproximado.

La proteina Hspl04p es homologa a HSPs de alto peso molecular
descritas en procariotas, como son las proteinas clpA y clpB de Escherichia.
coli, asi como a otras proteinas similares de eucariotas, que constituyen la
familia de las HSP100. Hsp104p es esencial para la termotolerancia inducida
en levadura (Sanchez et al, 1992; Linquist y Kim, 1996). La funcion
proteolitica de ClpA (que no tiene actividad proteasa por si misma, pero
interacciona con la proteasa ClpP, activdndola) llevd a sugerir, en un
principio, que Hsp104p pudiera desempefiar su funcion protectora frente al
estrés ayudando a eliminar las proteinas desnaturalizadas por el calor
mediante proteolisis. Pero esta funcion se ha descartado para Hspl104p,
proponiéndose una nueva funcion especifica de las HSP100, no descrita para
otras HSPs: la de renaturalizar proteinas, resolubilizandolas a partir de
agregados insolubles, funcion que requiere la hidrolisis de ATP (Parsell et
al, 1994, Schirmer et al, 1996). Otras HSPs, como HSP60 y HSP70, actian
previniendo la desnaturalizacion de proteinas, pero son incapaces de actuar
una vez éstas han formado agregados. Hsp104p, que no parece participar en
la prevencion del dafo por calor, seria la encargada de reparar el dafio una
vez causado. Ademas, se ha propuesto también para Hspl04p un papel
regulador, actuando sobre la proteina Sup35p, subunidad del factor de
terminacién de la transcripcidon, cuyos agregados actuan y se transmiten
como priones, recibiendo el nombre de [PSI+]. Los agregados de esta
proteina pueden captar las proteinas Sup35p que se estan sintetizando de
nuevo, y disminuyen la concentracion de factor libre; esto produce en los
ribosomas la capacidad de leer a través de codones sin sentido con una
frecuencia alta. La solubilidad de Sup35p, y por tanto su capacidad de
formar priones [PSI+], depende de la relacion Sup35p/Hsp104p en la célula
(Schirmer et al., 1996).

La familia génica de HSP90 tiene dos ejemplos en levadura, la
proteina Hsc82p, que se expresa de forma constitutiva, aumentando
ligeramente su expresion por el calor, y Hsp82p, que se expresa
fundamentalmente tras un choque térmico. En mamiferos se ha descrito la
capacidad de Hsp90p de interaccionar con receptores de hormonas
esteroideas (Dougherty et al., 1984; Renoir et al., 1986; Sanchez et al.,
1986). Tras la disociacion del mismo, se produce un aumento en la actividad
de union al DNA del receptor. En levaduras transformadas con el gen que
codifica un receptor de hormonas esteroideas y con un gen reporter inducible
por esteroides, se ha podido demostrar la capacidad de las HSP90 endogenas
de interaccionar con el receptor (Metzger et al., 1988; Schena y Yamamoto,
1988). Por ello, se ha propuesto que la funcion de HSP90 seria la de
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interaccionar transitoriamente con proteinas, estabilizando conformaciones
particulares de las mismas.

Las HSP70 son una familia de proteinas con capacidad de unir ATP
y con una débil actividad ATPasa, que se estimula cuando se unen a
péptidos. En Saccharomyces cerevisiae se han descrito ocho genes
pertenecientes a esta familia, que se expresan en diferentes condiciones
fisiologicas y en diferentes localizaciones celulares, y que a su vez se
agrupan en varios subgrupos. Ssal-4p son una familia de proteinas
citoplasmicas esenciales, que se pueden sustituir, al menos parcialmente,
unas a otras (Craig y Jacobsen, 1984; Werner-Washburne et al., 1987).
Ssalp y Ssa2p se expresan en condiciones normales de crecimiento, mientras
que Ssa3p y Ssadp lo hacen inducidas por choque térmico o, en el caso de
Ssa3p, en fase estacionaria. Este grupo de proteinas parece estar implicado
en la translocacion post-traduccional de proteinas al reticulo endoplasmatico
y a la mitocondria. Las proteinas Ssblp y Ssb2p, también citoplasmaticas,
son funcionalmente diferentes de las Ssa, y su funcion es desconocida (Slater
y Craig, 1989; Werner-Washburne et al.,, 1989). Ssclp es una proteina
esencial, localizada en la matriz mitocondrial, donde actua ayudando a la
translocacion de proteinas hacia el interior del organulo (Kang et al., 1990).
Este mismo proceso lo desempefia la proteina Ssdlp en el interior del
reticulo endoplasmico.

Hsp60p es otra proteina mitocondrial, perteneciente al grupo de las
chaperoninas, proteinas que ayudan al ensamblaje de proteinas oligoméricas
(Reading et al., 1989). También parece estar implicada en el procesamiento
de proteinas del espacio intermembrana.

Por tultimo, en la mayoria de eucariotas el aumento de la temperatura
induce también la sintesis de una serie de HSPs de pequefio tamafio, que
constituyen el grupo mas diversificado, y menos claro en cuanto a su
funcion. En Saccharomyces se han descrito dos proteinas de este tipo,
Hsp26p y Hspl2p, cuya funcion se desconoce (Praekelt y Meacock, 1990;
Susek y Lindquist, 1989). Hsp26p, aunque no Hspl2p, comparte con otras
proteinas del grupo la presencia en su extremo carboxilo terminal de zonas
de identidad de secuencia o alta homologia con la proteina a-cristalina de
mamiferos. También posee la capacidad, descrita para otras Hsps pequeias,
de formar agregados de alto peso molecular conocidos como granulos de
choque térmico (Susek y Lindquist, 1989; Bentley et al., 1992). Ambas
proteinas se inducen por una amplia variedad de estreses: choque osmético,
oxidativo, etanol, fase estacionaria.. pero hasta el momento no se ha podido
elucidar la funcion que desempefian (Susek y Lindquist, 1989; Praekelt y
Meacock, 1990).

Ademas de las proteinas de choque térmico de las familias descritas,
existen otras que también se inducen por este tipo de estrés, participando en
la defensa frente al mismo, y que por tanto pueden ser consideradas HSPs.
Entre ellas estd la ubiquitina, proteina muy conservada en todos los
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eucariotas, que participa en la degradacion selectiva de proteinas
intracelulares, con la ayuda de diversos enzimas. En levadura existen cuatro
genes que codifican la ubiquitina, que se sintetiza en forma de proteinas
hibridas, formadas por la ubiquitina fusionada en su extremo carboxilo
consigo misma, (poliubiquitina, producto del gen UBI4), o con proteinas
ribosomales (productos de UBII, UBI2 y UBI3) (Ozkaynak et al., 1984 y
1987). De estos genes, UBI4 es inducible por calor, y su delecion produce un
fenotipo de sensibilidad a altas temperaturas, asi como a privacion de
carbono o nitrogeno, y a analogos de aminoacidos (Finley et al., 1987).
UBI4 se requiere también para el mantenimiento de la viabilidad de las
esporas. Recientemente, Watt y Piper (1997) han descrito que este gen se
encuentra sometido a desrepresion por catabolito, a través de los factores
Hap2/3/4p y Haplp, que suelen activar genes con funciones mitocondriales
(respiratorias). La induccion de UBI4 durante el crecimiento respiratorio
podria reflejar la contribucion de Ubidp a la tolerancia frente a estrés
oxidativo. El papel de la ubiquitina seria el de degradar las proteinas que no
pueden ser reparadas por las carabinas moleculares.

1.2.2.- Respuesta al estrés oxidativo y por metales

Durante el metabolismo celular normal se generan especies reactivas
del oxigeno que son tdxicas para la célula. También se generan especies de
este tipo por la presencia de pro-oxidantes, como H,0, menadiona,

paracuato, por aumentos en la presion de oxigeno, o por exposiciéon a
radiaciones ionizantes. Las principales especies reactivas del oxigeno son el
radical superéxido (O;”), el radical hidroxilo, (OH’), el peroxido de
hidrogeno, o el oxigeno singlete ('O,). El peréxido de hidrogeno no suele
ser toxico por si mismo, sino por su capacidad de reaccionar con el radical
superoxido, por la reaccion de Fenton/Haber-Weiss, (O,” + H,O,~>'OH +
OH + O,), catalizada por metales, en la que se genera radical hidroxilo,
especie que si que es capaz de reaccionar directamente con, por ejemplo,
DNA, lipidos y proteinas, en los que puede ocasionar dafios importantes que
afecten a su funcion.

El DNA puede sufrir dafios oxidativos en bases y azucares, roturas
de simple cadena, aparicion de sitios abasicos, como 8-hidroxiguaninas
(Woodford et al., 1995), o entrecruzamientos DNA-proteinas (Frankenberg
etal., 1993).

La peroxidacion de lipidos afecta a la integridad de membranas,
generando cadenas de acidos grasos mas cortas, y aumentando la fluidez de
las membranas (Steels et al., 1994). Ademas, durante la peroxidacion de
lipidos se producen a su vez otros productos, como epoxidos, aldehidos o
alcanos que pueden dafiar al DNA e inactivar proteinas (Halliwell y
Gutteridge, 1989).
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Las proteinas pueden suftrir dafios por oxidacion de algunas cadenas
laterales de aminodcidos, o por entrecruzamientos con otras proteinas, lo que
aumentara su susceptibilidad proteolitica y puede disminuir su actividad
biologica (Levine et al., 1994). Las proteinas modificadas por oxidacion
podrian ser sustratos del sistema de la ubiquitina, ya que cuando se
disminuyen los niveles de ubiquitinacién por inactivacion de UBI4 se
produce un aumento de la sensibilidad a H,O, (Cheng et al., 1994).

1.2.2.1.- Defensas no enzimaticas contra el estrés oxidativo

El ejemplo mas conocido de defensa no enzimatica contra los
cambios en el estado redox de la célula es el glutation (GSH), un tripéptido
v-L-glutamil-L-cistinilglicina. Esta molécula reacciona con los oxidantes a
través de su grupo sulthidrilo para producir glutatién reducido (GSSG). El
gen que codifica en levadura la y-L-glutamil-L-cisteina sintetasa, uno de los
enzimas implicados en la biosintesis de GSH es GSHI, gen cuya expresion
se induce por estrés oxidativo (Ohtake ef al., 1991).

Otras moléculas pequeiias con propiedades antioxidativas son las
metalotioneinas, pequefias proteinas ricas en cisteinas que tienen la
capacidad de unir diferentes iones metalicos (Hamer, 1986). Estas proteinas
son un ejemplo de la fuerte relacion existente entre los sistemas de defensa
antioxidativa y los sistemas de destoxificacion u homeostasis de iones
metalicos. Hemos visto como el radical OH" se produce a partir de H,O; en
una reaccion catalizada por metales, lo cual constituye uno de los principales
efectos toxicos de los mismos. Una de las formas que tiene la célula de
minimizar la formacion de radicales superoxido es mediante el secuestro de
metales como cobre y hierro, papel desempefiado, entre otras proteinas, por
las metalotioneinas. Estas estan implicadas, entre otras funciones, en
contrarrestar la toxicidad de metales y radiaciones desionizantes,
homeostasis de metales y destoxificacion frente a radicales libres. En
levadura se han encontrado por el momento dos metalotioneinas. La primera
descrita fue la codificada por el gen CUPI, inducido por estrés oxidativo y
por la presencia de metales pesados, asi como por la ausencia de fuente de
carbono. CUPI esta regulado transcripcionalmente por secuencias en su
promotor reconocidas por el factor Acelp, que es dependiente de cobre
(Thiele, 1988 y 1992). El factor Ace2p se encarga de mantener los niveles
basales de CUPI (Butler et al., 1991). Por otro lado, se ha descrito que la
regulacion de CUPI por estrés oxidativo se da a través del heat shock factor,
que interacciona con las HSEs presentes en su promotor. El Hsflp también
regula la expresion de CUPI por choque térmico y por ayuno de fuente de
carbono, aunque parece que diferentes dominios del Hsflp estan implicados
en la regulacion por estos diferentes estreses (Tamai et al., 1994). Mas
recientemente, Liu y Thiele (1996) han descrito que la induccidon por
menadiona de CUPI (compuesto que causa estrés oxidativo, debido a la
generacion de radicales superdxido) es también dependiente de Hsflp.
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Recientemente se ha descrito una segunda metalotioneina en
levadura, codificada por el gen CRS5. Este gen esta regulado negativamente
por oxigeno, y esta represion aerobica implica a iones cobre y al factor
Acelp. La represion aerdbica se suprime cuando se trata con
concentraciones altas de cobre (Strain y Culotta, 1996).

Otras proteinas implicadas en la homeostasis de metales y que
también tienen un efecto antioxidativo son Bsdlp, Bsd2p y Atx2p
(homeostasis de Mn, Cu/Cd, y Cu, respectivamente ) (Liu y Culotta, 1994;
Lapinskas et al., 1995; Lin y Culotta, 1995).

A su vez el glutation, ademas de su funcion antioxidativa, parece
también ser importante para la  homeostasis del Cd*" en
Schizosaccharomyces pombe (Coblenz y Wolf, 1994).

1.2.2.2.- Defensas enzimaticas contra el estrés oxidativo

Entre las defensas antioxidativas de la célula se incluyen algunos
enzimas capaces de eliminar radicales de oxigeno y los productos derivados
de los mismos.

Saccharomyces cerevisiae tiene dos tipos de catalasa, el enzima que
cataliza la rotura de H,O, a O, y H,O: la catalasa A y la catalasa T,
codificada por CTAl y CTTI, respectivamente (Cohen et a/, 1988; Hartig y
Ruis, 1986). La catalasa A se localiza en el peroxisoma, eliminando el H,O,
producido por la B-oxidacion de acidos grasos. El papel fisiologico de la
catalasa T, en cambio, no esta del todo claro, aunque la expresion de CTT1
esta regulada por un numero muy amplio de estreses: choque oxidativo,
choque osmotico, choque térmico, ausencia de fuente de carbono, acidos
débiles, etanol, etc. (Marchler ef al.,1993).

La levadura tiene también dos tipos de superoxido dismutasa (Sod),
enzima que cataliza la dismutacion del radical superoxido a H,O,y O;" la
MnSod, localizada en la mitocondria y codificada por SOD2, y la Cu/ZnSod,
citoplasmatica (posiblemente también peroxisomal), codificada por SODI
(Bermingham-McDonogh et al., 1988; VanLoon et al., 1986). El papel de la
MnSod mitocondrial parece ser proteger a la mitocondria de los aniones
superdxido generados durante la respiracion. Cu/ZnSod se ocupa de la
eliminacion de superoxido del citoplasma y, probablemente, del peroxisoma.
Recientemente, Culotta ef al. (1995) han propuesto un papel fisiologico de la
Cu/Zn Superoxido dismutasa en la regulacion de los niveles de cobre. Se ha
comprobado que el gen SODI es inducido transcripcionalmente por Cu” y
por Acelp, y que esta induccion es necesaria para la proteccion contra la
toxicidad del cobre, pero no para la proteccion contra radicales libres de
oxigeno. Cu/ZnSod parece funcionar en la homeostasis del cobre
independientemente de su funcion eliminadora de radicales superoxido.

Otra proteina implicada en la homeostasis del cobre es Cup9p. La
sobreexpresion de CUP9 permite crecer a las células en elevadas
concentraciones de cobre. Este gen tiene secuencias reguladas por cobre
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independientes de Acelp. Ademas, la proteina tiene un 47% de identidad
con el dominio homeobox de PBXI (protooncogén humano), por lo que se
especula si es una proteina de union a DNA (Knight et al., 1994).

El enzima glutation peroxidasa cataliza la reduccion de
hidroperdxidos utilizando GSH como reductor. Aunque se ha encontrado
actividad glutation peroxidasa en levadura, todavia no se ha identificado el
gen que codifica este enzima. (Galiazzo et al., 1987).

Otras proteinas con actividad antioxidante son la glutation reductasa
(codificada por GLRI), la tioredoxina (7RX! y TRX2), la tioredoxina
peroxidasa (TPX1), la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (ZWF1I), o la S-
adenosilmetionina descarboxilasa, implicada en la sintesis de poliaminas
(SPE2).

1.2.2.3.- Factores transcripcionales implicados en la respuesta al estrés
oxidativo y por iones metalicos

Se han descrito varios factores transcripcionales que regulan la
transcripcion de una serie de genes que codifican proteinas con actividad
antioxidante. Algunos de ellos (Acelp, Ace2p, Maclp), son metaloproteinas,
y todos estan implicados en regular la expresion de genes que codifican
metaloproteinas, o en regular algiin aspecto de la homeostasis de metales.

Yaplp

Yaplp codifica un factor transcripcional homdlogo a c-jun,
(producto de un oncogén de mamiferos que, como homodimero, o como
heterodimero con c-fos, forma el activador transcripcional AP-1) y es capaz
de unirse a sitios AP-1 in vitro e in vivo. Cepas que llevan este gen en alto
nimero de copias son hiperresistentes a una gran variedad de agentes
toxicos, como agentes alquilantes, cicloheximida, cadmio, queladores de Zn
y Fe*', etc. (Hussain y Lenard, 1991; Hertle et al., 1991, Schnell y Entian,
1991) ademas de producirse un aumento en la expresion de superdxido
dismutasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, glutation reductasa, y en los
niveles de glutation en general. YCFI, PDR5 y SNQ2 (transportadores
ABC), GSHI, GLRI, TRX2, TRRI (tioredoxina reductasa), 7PS/ (trehalosa
fosfato sintetasa) y SS41, entre otros genes, estan regulados por Yaplp, y se
han localizado posibles sitios de union en los promotores de SODI y ZWF'1
(Wu y Moye-Rowley, 1994; Kuge y Jones, 1994; Wemmie et al., 1994;
Morgan et al., 1997; Gounalaki y Thireos, 1994; Stephen et al., 1995)

También se ha descrito en levadura la existencia de un segundo
factor similar a AP-1, Yap2p (Cadlp) (Wu et al., 1993). Yap2p puede
considerarse un homologo funcional de Yaplp, pero su papel en cuanto a la
activacion de la transcripcion parece ser secundario (Stephen ef al., 1995).

Recientemente Kuge et al. (1997) han descrito el mecanismo de
regulacion de Yaplp por estrés oxidativo. En condiciones de estrés, la
capacidad de union al DNA del factor sufre un ligero aumento, pero el
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principal foco de regulacion lo constituye la translocacion desde el
citoplasma al nucleo tras la aparicion de condiciones causantes de estrés
oxidativo. Para la regulacion de la translocacion al nucleo es necesaria la
presencia del extremo carboxilo terminal de la proteina, un dominio rico en
cisteinas que al ser delecionado produce localizacién nuclear constitutiva.

Acelp

Acelp es un factor transcripcional perteneciente al grupo de los
factores transcripcionales metaloreguladores. Acelp es capaz de unir Cd*" y
Cu' en distintas configuraciones, pero solo el conformero Cu’ puede formar
un complejo especifico y de alta afinidad con el DNA (Dameron et al.,
1993). Acelp esta implicado en la regulacion por cobre de toda una serie de
genes implicados en la homeostasis de este metal, como son CUPI (Zhou et
al., 1992), CRS5 (Strain y Culotta, 1996) 6 SODI (Gralla et al., 1991),
uniéndose a las llamadas Secuencias Dependientes de Cobre presentes en sus
promotores.

Maclp

Esta proteina regula la transcripcion de genes implicados en la
reduccion de iones hierro y cobre, como el gen FRE! (codifica un enzima
implicado en la reduccion de Fe'" en la superficie celular, y que parece
mediar también la incorporacion y reduccion de Cu’). Regula también la
induccion mediada por H,O, de CTT1.

Los mutantes mac! tienen un crecimiento lento y son deficientes en
respiracion, asi como hipersensibles a diferentes estreses: calor, H,0,, Cd*",
Zn**, Pb*". No son hipersensibles, en cambio, a Cu" (Jungman et al., 1993).

Skn7p

Skn7p (Pos9p/Brylp) es un putativo factor transcripcional que
parece estar implicado en la regulacion de la biosintesis de pared celular (su
sobreexpresion suprime defectos en pared celular causados por mutaciones
en KRE9 o la delecion de PKC1, genes implicados en dicho proceso) y del
ciclo celular (su sobreexpresion suprime la letalidad debida a pérdida de los
factores transcripcionales de G1, SBF y MBF). Recientemente, se ha
descrito que la disrupcion de este gen produce también un fenotipo de
sensibilidad a perdxido de hidréogeno, y se ha comprobado que participa
directamente en la regulacion de la expresion génica como respuesta al estrés
oxidativo (Morgan ef al., 1997).

La delecion de SKN7 produce sensibilidad a agentes oxidantes como
tert-butil hidroperoxido, cadmio o menadiona. Si se combina esta delecion
con la delecion de YAPI no se observa un aumento de la sensibilidad a
diamida, peréxido de hidrégeno, cadmio o menadiona respecto a la de una
cepa yaplA, indicando que ambos genes funcionan en la misma ruta. Se ha
comprobado que Skn7p se requiere para la expresion de los genes TRX2 y
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TRR1, y que hay una union directa de Skn7p al promotor de TRX2 in vitro.
Yaplp y Skn7p son capaces de unirse a este promotor independientemente
de la presencia del otro y, ademas, in vitro se observa también la union
conjunta de las dos proteinas en una misma banda de retardo en gel. Sin
embargo, no se ha podido demostrar la interaccion entre estas dos proteinas
por coinmunoprecipitacion o por el sistema del doble hibrido. Aunque en
general se observa una epistasis entre YAPI y SKN7, en el caso concreto de
estrés por diamida se observa un mayor efecto de la delecion en YAPI.
Ademas, este tipo de estrés produce un aumento de la unidon al DNA en
Yaplp, pero no en Skn7p, indicando al menos cierta divergencia en la
funcion de estas proteinas.

Por ultimo, Skn7p tiene un dominio homologo a los dominios
receptores caracteristicos de los llamados "sistemas de dos componentes", de
procariotas. Estos sistemas de transduccion de sefiales constan de una
primera proteina, generalmente un homodimero histidina quinasa presente en
la membrana celular, que detecta la sefial y fosforila un residuo conservado
de histidina en la segunda proteina. Este fosfato se transfiere luego a un
residuo acido aspartico del dominio receptor de esta segunda proteina, la
proteina reguladora de la respuesta. Este segundo componente, en
procariotas, suele ser un factor transcripcional capaz de activar directamente
la expresion génica tras recibir la sefial. El aspartico fosforilable de Skn7p es
el 427, siendo esta fosforilaciobn necesaria para su participacion en los
procesos de biosintesis de pared o en el ciclo celular, pero se ha comprobado
que esta fosforilacion no es necesaria para realizar su funcion en la respuesta
a estrés oxidativo. Por otra parte, Skn7p es el primer "segundo componente"
de eucariotas para el que se ha demostrado una funciéon de activacion
transcripcional directa.

1.2.3.- La respuesta a estrés osmético

1.2.3.1.- Respuesta a estrés hiperosmotico

Al ser sometidas a un medio extracelular hiperosmotico, las células
acusan una pérdida importante de agua citoplasmatica. Para contrarrestar
este efecto, Saccharomyces cerevisiae produce una rapida acumulacion de
glicerol, posible gracias a la expresion de una serie de genes especificos. El
facilitador de glicerol Fpslp, que permite la difusion facilitada de glicerol a
través de la membrana, se cierra en estas condiciones, impidiendo asi la
salida de glicerol del interior celular (Luyten et al., 1995).

La percepcion del osmoestrés, en levadura, se produce por un
"sistema de dos componentes", como los existentes en procariotas, aunque
con algunas caracteristicas particulares, ya que este sistema esta formado por
tres componentes. El sensor unido a la membrana plasmatica, corresponde
en este caso a la proteina SInlp (Ota y Varshavsky, 1993), y en un primer
momento se creyo que el regulador citosdlico al cual el sensor transmite la
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sefial era la proteina quinasa Ssklp. Pero recientemente se ha descrito que
Sinlp no fosforila directamente a Sskl1p, sino a través de la histidina quinasa
Ypdlp (Posas et al., 1996). Ssk1p se considera todavia parte del “sistema de
dos componentes” porque posee un dominio receptor y un putativo dominio
emisor de la sefal similares a los encontrados en las correspondientes
proteinas de procariotas. En general, en procariotas, el estimulo produce una
autofosforilacion del sensor en una histidina, y esto hace al sensor capaz de
fosforilar al regulador, que transmitira la sefial al nucleo. En eucariotas, la
sefial no se transmite directamente a la maquinaria transcripcional, sino a un
regulador de una cascada de proteina quinasas, que en ultimo término
pueden regular la actividad transcripcional (una excepcion seria la proteina
Skn7p de levadura, que si que es un factor transcripcional).

En el sistema SInlp/Ypdl1/Ssklp, el estimulo (estrés hiperosmotico)
no produce una activacion, sino una inhibicion de la autofosforilacion de
Sinlp (Maeda et al., 1994). Al impedirse esta autofosforilacion, se inhibe la
fosforilacion de Ypdlp y, en tltimo lugar, de Ssklp, con la particularidad de
que Ssklp es activo solo en su forma desfosforilada, por lo que es en esta
situacion cuando puede transmitir la sefal.

Se ha propuesto que Ssklp desfosforilado activa a una cascada de
MAP quinasas, homologas a las de mamiferos. En esta ruta participan Pbs2p
(MAP KK) y Hoglp (MAP K) (Brewster et al., 1993, Maeda et al., 1995),
que constituyen, junto a los anteriores componentes, la. ruta HOG (High
Osmolarity Glicerol Response).

Por otro lado, la activacion de Pbs2p tras un cambio a alta
osmolaridad también se puede producir por la interaccion con el dominio
SH3 de la proteina de membrana Sholp (Maeda et al., 1995).

Entre los genes activados por la ruta HOG, se encuentran GPD1, que
codifica la glicerol-3-fosfato-deshidrogenasa, (Albertyn et al., 1994), CTTI,
la catalasa citosdlica (Schiiller et al., 1994), HSP12, de funcion desconocida
(Varela et al., 1995) y CYC7, que codifica el iso-2-citocromo ¢ (Evangelista
et al., 1996). En los tres ultimos casos, se ha comprobado que la induccion
por la ruta HOG se realiza via el elemento STRE (CCCCT, ver mas
adelante), presente en los promotores de estos genes.

1.2.3.2.- Estrés hiposmoético

Ante una disminucion en la osmolaridad externa, las células de
levadura dejan de acumular glicerol, y empiezan a liberar el existente al
medio (Blomberg y Adler, 1992). Este flujo de glicerol hacia el exterior
parece estar mediado por un facilitador de glicerol, la proteina Fpslp
(Luyten et al., 1995).

Por otro lado, la respuesta a estrés hiposmotico esta regulada por la
protein quinasa C, participando una nueva cascada de MAP quinasas.
Protein quinasa C, activada por la proteina Sttdp, fosforila a la MAP quinasa
quinasa quinasa Bck1p. Por debajo se encuentran dos MAP quinasa quinasas
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funcionalmente redundantes, Mkk1p y Mkk2p, y por ultimo la MAP quinasa
Mpklp (Torres et al.. 1991 Lee y Levin, 1992).

Estrés hiposmotico y Estrés hiperosmético

choque térmico /

Sho1p
Sin1p Exterior
L I Membrana plasmatica
v "
c Interior
Stdp
Dominio SH3
. Bckip . "Ssk2p 6 Ssk22p *
Mkk1p 6 Mkk2p Pbs2p
~ Mpkip *, ~ Hoglp ",
P PR
Dianas (¢ factores transcripcionales?) Factores de transcripcion
Sintesis de pared celular Respuesta a osmoestrés

Figura A. Rutas de transduccion de sefial por estrés hiposmoético e hiperosmotico en
Saccharomyces cerevisiae.

La ruta de la protein quinasa C también parece estar implicada en la
percepcion de otros estreses, como el choque térmico o la ausencia de
nutrientes (en este ultimo caso, independientemente del cAMP) (Costigan y
Snyder, 1994). Por otro lado, por su homologia con las protein quinasas C de
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humanos, se ha propuesto que la activacion por estrés de la ruta se podria
deber a un influjo de Ca** en la célula, aunque esto no ha sido demostrado
(Kamada et al., 1995).

1.2.3.3.- Estrés por sodio

En altas concentraciones de NaCl, el i6n sodio entra en la célula via
los canales de K* (codificados por TRKI y TRK?2), y probablemente otros
transportadores de cationes (Rodriguez-Navarro y Ramos, 1984; Gaber et
al., 198; Ko et al., 1990). La alta toxicidad que presenta este ion parece
deberse a que interfiere con los procesos celulares que requieren K, puesto
que si se aumenta la relacion K'/ Na' intracelular (por ejemplo
sobreexpresando el gen HAL 1) aumenta la tolerancia a sal (Haro et al., 1993;
Gaxiola et al., 1992).

Ante una concentracién de Na' elevada, y para evitar la entrada
excesiva de Na', se produce un cambio en el sistema de transporte de K,
que pasa de un estado de baja afinidad, para el que se requiere Trk2p, a otro
de alta afinidad, determinado por Trk1p (Rodriguez-Navarro y Ramos, 1984;
Gaber et al., 1988; Ko et al., 1990). Por otra parte, se activa el bombeo de
iones sodio al exterior por la ATPasa de tipo P codificada por los genes
ENAI-ENA4, de los cuales ENAI esta inducido por sal (Garciadeblas et al.,
1993).

La induccion de ENAI esta mediada por diferentes rutas de
transduccion (Marquez y Serrano, 1996). A bajas concentraciones de sal
(NaCl 0.3 M), la induccién es mediada por la ruta HOG, sistema que se
activa por un estrés osmotico no especifico. A elevadas concentraciones de
sal (NaCl 0.8 M), la induccion de ENAI requiere calcineurina, una proteina
fosfatasa de tipo 2B que requiere Ca>" y calmodulina para su activacion, y en
este caso la induccion es especifica de sodio. La protein quinasa dependiente
de AMP ciclico (PKA), y Hal3p/Sis2p regulan la expresion de ENAI como
factores negativos y positivos, respectivamente, aunque Hal3p no participa
en la transduccion de la sefial por sal. Cuando se expresa en multicopia el
gen PDEI, que codifica la fosfodiesterasa de cAMP de baja afinidad, se
suprime el fenotipo de sensibilidad a Li" y Na" de mutantes en calcineurina.
Por otra parte, en un mutante bcy! se inhibe la induccion de ENAI por alta
concentracion de sodio. Todo parece indicar que calcineurina y cAMP
actlan antagénicamente en una ruta comun para la adaptacion a estrés salino
(Hirata et al., 1995).

1.2.4.- La respuesta general al estrés en Saccharomyces cerevisiae

1.2.4.1.- Rasgos comunes en la respuesta a estreses diferentes

Uno de los primeros acontecimientos que se producen tras la
exposicion a estreses diferentes, es el aumento en la produccion de trehalosa
(a-D-glucopiranosil a-D-glucopiranésido), disacarido que ejerce un efecto
protector de los componentes celulares (Mackenzie et al., 1988; Singh et al.,
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1991). Al mismo tiempo, se activan sistemas de sefializaciéon que produciran
la posterior induccién de proteinas adecuadas para responder al estrés
(Mager y Moradas-Ferreira, 1993; Mager y de Kruijff, 1995).

Hemos visto como, ademas de proteinas especificas para responder a
un tipo de estrés concreto, aparecen una serie de proteinas que son inducidas
por un amplio rango de estreses, y cuya funcién concreta es util para la
célula en muy diferentes condiciones. Esto es debido a que diferentes
agentes estresantes pueden causar efectos similares en la célula, como
pueden ser la desnaturalizaciéon de proteinas, el desordenamiento de
membranas, el dafio al DNA o la aparicion de agentes oxidantes (Piper,
1993, Mager y Moradas-Ferreira, 1993, Moradas-Ferreira, 1996). Por ello,
las proteinas encargadas de responder a estos efectos comunes seran
inducidas ante cualquier condicion adversa, formando parte de la respuesta
general al estrés.

Por ejemplo, muchas HSPs son inducidas no sélo por calor, sino
también en otras condiciones de estrés, lo que concuerda con su papel de
carabinas moleculares, necesario para la reparacion de proteinas alteradas
debido al estrés (Mager y Moradas-Ferreira, 1993).

En el mismo sentido, otro gen expresado en diferentes condiciones
de estrés es el gen de la poliubiquitina, UBI4 (Finley et al., 1987). Esta
proteina, implicada en la proteolisis no lisosomal de proteinas es util para
que la levadura se libere de proteinas danadas, que podrian ser toxicas para
la célula.

También el gen DDR2 se induce, ademas de por dafio al DNA, por
calor (Kobayashi y McEntee, 1993). Aunque su funcién no esta clara, quiza
ayude a evitar los efectos dafiinos del estrés sobre el DNA celular.

Una de las respuestas mas inmediatas a la mayoria de estreses es,
como hemos dicho, el aumento en la sintesis de trehalosa. Esto se consigue
de forma rapida por la activacidon postraduccional de los enzimas implicados
en su sintesis, pero ademas, se produce una induccion transcripcional de los
genes que codifican estos enzimas.

Ademas, un efecto bastante comin del estrés es el aumento de
intermediarios reactivos del oxigeno, que causan dafios oxidativos. Acorde
con esto, la catalasa T de Saccharomyces se induce en muy diferentes
condiciones: choque térmico, choque osmotico, estrés oxidativo, acidos
débiles (Piper, 1993, Marchler et al., 1993, Schiiller et al., 1994). Otros
genes, como CUPI, se inducen, ademas de por estrés oxidativo, por la
ausencia de glucosa y por el choque térmico.

1.2.4.2.- Proteccion inducida y proteccion cruzada

Otro factor a favor de la existencia de una respuesta general al estrés
es el fendmeno de la proteccion cruzada frente a diferentes estreses.

Las células pueden sobrevivir a un estrés severo mas facilmente si
antes han sido expuestas a una forma suave del mismo estrés, fendmeno que
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se conoce como resistencia adquirida al estrés, o tolerancia inducida. Por
ejemplo, células sometidas a un pequefio aumento de temperatura, pueden
sobrevivir después a una exposicion a temperaturas habitualmente letales
para la célula (Coote et al., 1991). De igual manera, si sometemos
previamente las células a un choque osmdtico suave (por ejemplo, 0.7 M
NaCl) aumentara la supervivencia frente a un choque osmoético a 1.4 M NaCl
(Trollmo et al., 1988, Varela et al., 1992). La explicacion mas probable es
que el previo desencadenamiento de la respuesta por el choque suave
permita que la célula se encuentre mas preparada para enfrentarse al choque
severo.

Sin embargo, no es tan facil explicar el fenomeno de la proteccion
cruzada, por el cual la exposicion a una forma suave de un determinado
estrés puede proteger frente a la posterior exposicion a otro estrés, aplicado
de forma severa. Por ejemplo, el pretratamiento de células con un choque
térmico suave puede conferir resistencia a un elevado choque osmético
(Trollmo et al., 1988; Varela et al., 1992). Igualmente, la exposicion de
levadura a concentraciones elevadas de etanol o acidos débiles confiere
termotolerancia (Coote et al., 1991). Este hecho podria indicar la existencia
de una ruta comun de respuesta, pero no en todos los casos se produce la
adquisicion de tolerancia cruzada. Por ejemplo, un suave choque osmotico
no confiere termotolerancia (Trollmo et al., 1988; Varela et al., 1992), ni
tampoco el tratamiento con H,O, confiere resistencia a menadiona, droga
generadora de superoxidos (aunque lo contrario si sucede) (Jamieson, 1992).
También la preexposicion a choque térmico aumenta la tolerancia a etanol,
aunque lo contrario no se produce.

Asi pues, una parte de la respuesta a estrés de las células de levadura
puede ser compartida por distintos estreses, dando lugar a la proteccion
cruzada, pero al mismo tiempo observamos respuestas que son especificas
del propio estrés y que son necesarias en caso de encontrarse con ese estrés
en forma severa.

1.2.4.3.- Influencia de las condiciones metabdlicas: regulacion negativa de la
respuesta a estrés por la protein quinasa A

Se sabe desde hace tiempo que la tolerancia de Saccharomyces
cerevisiae al estrés esta influenciada por las condiciones de crecimiento
celular. Las células que estan cerca de la fase estacionaria son maés
resistentes al calor y a otros estreses, comparadas con células en fase
exponencial (Werner-Washburne et a/.,1993 y 1996) y, por ejemplo, células
crecidas en acetato son mas tolerantes al calor que las células crecidas en
glucosa, aunque en cambio acumulan menos trehalosa (Gross et al, 1996).

Esta relacion entre estrés y condiciones de crecimiento se explica, al
menos en parte, por el hecho de que la ruta de sefalizacion Ras-PKA (ver
figura B), implicada en el control del metabolismo, también regula
negativamente la transcripcion de muchos de los genes inducidos de forma
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general por estrés, como son SS43, CTT1, DDR2, HSP12, HSP26, HSP104,
HSC82 6 CYC7 (Engelberg et al., 1994; Siderius y Mager, 1997).

Membrana

hidrdlisis de GTP

-
@ » @ Proteina Ras activa
_GDPs CGTPY  (unidaaGTP)
4 " .

Proteina Ras A 5 g .
intercambio de Subunidades
*?Tpk?_

inactiva In
(unida a GDP) GDP/GTP o+ el cataliticas de
B,  PKA libres

Aumento de la fosforilacion
de proteinas diana

cAMP

1.transcripcion alterada Fosfodiesterasa
2.cambios metabdlicos
3.crecimiento y proliferacion

Subunidades
reguladoras de PKA
(unidas a cAMP)

Holoenzima Proteina
quinasa A (inactivo)

Figura B. Componentes de la ruta Ras-PKA.

Bissinger et al., en 1989, demostraron que una fusion del promotor
de CTTI con el gen lacZ estaba regulada por la ruta Ras-PKA. Mutantes en
CDC25 y RAS?2 producian un aumento de las actividades [3-galactosidasa y
catalasa T en condiciones de no estrés, y ademas se producia una
acumulacion de glucogeno y trehalosa.

Fueron Boorstein y Craig (1990) quienes demarcaron un primer
elemento cis que conferia la regulacion negativa por PKA, presente en el
promotor de SSA3. Este elemento de 35 pb, UASppg, era necesario ademas,
junto al HSE de SSA3, para la expresion tras el cambio diduxico. También se
requerian ambos elementos para la expresion por choque térmico de este
gen.

Posteriormente, otros estudios en los genes C77T1 (Marchler et al,
1993), DDR?2 (Kobayashi y McEntee, 1993) y HSP12 (Varela et al., 1995)
han proporcionado una informacién mas detallada sobre los elementos de
respuesta a estrés y su relacion con PKA.

1.2.4.4.- El elemento de respuesta a estrés (STRE)

El analisis del promotor de CT7TI revelo un elemento de 13 pb que
conferia la induccion de la expresion por ayuno de nitrogeno y por choque
térmico, y la represion por alta actividad PKA (Marcher et al., 1993). Este
elemento fue denominado STRE (General Stress Responsive Element).
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Posteriormente, Kobayashi y McEntee (1993), y Varela et al., (1995)
delimitaron en DDR2 y HSPI2, respectivamente, un elemento de cinco
nucleotidos capaz por si solo de inducir esta respuesta. Este elemento,
CCCCT 6 AGGGG (puede funcionar en ambas orientaciones), es el que
ahora se define como STRE.

En Ia tabla II se citan una serie de genes de respuesta a estrés en
cuyos promotores se han identificado diferentes STREs, tomando como
positiva la orientacion CCCCT, y como negativa AGGGG. Solo en algunos
de estos casos se ha demostrado que estas STREs sean funcionales, como es
el caso de CTTI (Marchler et al.,1993), CYC7 (Evangelista et al., 1996),
DDR?2 (Kobayashi y McEntee, 1993), HSP12 (Varela et al., 1995), 6 TPS2
(Gounalaki y Thireos, 1994). En cambio, en otros genes, como ENAI, se ha
demostrado lo contrario (Alepuz et al., 1997).

Tabla ll

STREs presentes en diversos genes de Saccharomyces cerevisiae.

Gen N° de STREs Posicién y orientacion

ADH?2 2 -576(-), -563(+)

ALD3 2 -239(+), -362(+)

CTTI 3 -100 (+), -345(-), -330(-)

cycy 3 -192(-), -276(-), -336(+)

DDR2 4 -175(+), -203(+), -248(+), -472(+)

ENAI 1 -651(+)

GACI 1 -659(-)

GLC3 3 -213(-), -282(+), -374(-)

GLK1 4 -113(-), -165(+), -172(-), -700(-)

GPDI 4 -34(+), -286(+), -330(+), -791(+)

GPHI 3 -326(-), -357(-), -545(-)

GSY2 2 -196(+), -377(+)

HALI 1 -399(+)

HSPI2 7 -190(+), -232(+),-377(-), -414(-), -435(-)
HSP26 4 -328(+), -466(+), -484(+), -659(-)

HSPS§2 1 -149(+), -396(+)

HSP104 3 -172(-), -220(-), -252(-)

HXK1 5 -337(-), -478(+), -499(+), -536(+), -592(+)
MDJ1 7 -345(+), -372(+), -589(+), -610(+), -647(+), -792(-), -834(-)
PGM2 7 -215(-), -259(-), -305(-), -359(-). -406(+), -535(+), -724(-)
PTP2 2 -114(+), -105(+)

SOD2 2 -141(+), -925(+)
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SSAI -160(-), -211(-)

5544 -179(), -432(-), -467(+)

TKL2 -77(+), -732(-)

TPSI 2239(-), -249(-), -278(-), -305(+), -359(-), -472(-)

TPS3 217(+), -235(+)

TSL1 2165(-), -179(-), -231(), -326(+), -378(-), -606(+), -984(+)

UBI4 -252(-), -666(+)

2
3
2
6
TPS2 5 7308(-), -421(+), -441(+), -490(+), -523(+)
2
7
2
1

YBRI49W -101()

CCCCT: (+), AGGGG: ()
1.2.4.5.- Un ejemplo de regulacion positiva via STRE: la ruta HOG

(,Como se transmiten las distintas sefiales de estrés a las STREs?
Una posibilidad es que las diferentes condiciones de estrés creen una sefial
primaria comun, que se transmita al elemento de respuesta a estrés. Otra, que
existan diferentes rutas de transduccion de sefial para los diferentes estreses.
El hecho de que una ruta de sefializacion, la ruta HOG, parece transmitir
especificamente la sefial de aumento de la osmolaridad externa a las STREs,
apoya la teoria de que las diferentes sefiales se transmiten por diferentes
rutas, convergiendo en la STRE (Schiiller et al., 1994).

En algunos casos, como C771, mutaciones en la ruta HOG parecen
afectar a la induccion por otros estreses, como acidos débiles, estrés
oxidativo y etanol, pero en estos casos la influencia no parece ser directa,
pues no se detecta fosforilacion de la MAP quinasa (Schiiller et al., 1994).
Por otro lado, otros genes, como GACI, UBI4 6 CYC7, parecen tener cierta
induccion por osmoestrés independiente de Hoglp (Frangois et al., 1992;
Schiiller et al., 1994), lo que indica que quiza existan otras rutas para la
deteccion del estrés osmotico.

1.2.4.6.- Factores transcripcionales implicados en la respuesta general a
estrés

Otra cuestion abierta hasta el momento es si existe un Unico factor
transcripcional, en el que convergen las diferentes rutas de sefializacion por
estrés, o si cada ruta de estrés activa a factores especificos. Durante mucho
tiempo, el/los factores que se unen a la secuencia STRE han permanecido
elusivos, aunque se han identificado diversos factores transcripcionales
implicados en la respuesta general al estrés.

Kobayashi y McEntee, en 1993, describieron la existencia de una
proteina de aproximadamente 140 kDa, presente en extractos totales de
levadura que se unia especificamente a oligonucledtidos que incluian el
elemento CCCCT. Pero la identidad de esta proteina sigue sin ser conocida.

Mas recientemente, Gounalaki y Thireos (1994) describieron la
implicacion del factor transcripcional Yaplp en la respuesta general al
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estrés. En un mutante yap/A4 la expresion via STRE por choque térmico de
un gen reporter lacZ se ve fuertemente disminuida, y lo mismo sucede
cuando se estudia la induccion via STRE del gen TPS2. Pero en cambio, la
expresion de CTTI no se ve inducida por H,O,, agente que estimula la
actividad de Yaplp, y tampoco la induccion de HSP12 por estrés osmotico o
térmico parece estar afectada en un doble mutante yapl yap2. En cualquier
caso, no se ha podido observar unién directa de Yaplp a la secuencia STRE,
por lo que su efecto sobre la respuesta general a estrés podria ser indirecto, y
tampoco parece ser general, ya que encontramos expresion génica via STRE
independiente de Yaplp y Yap2p.

Otro factor nuclear que ha sido implicado recientemente en la
respuesta general al estrés es Rox3p. Cepas con este gen delecionado son
sensibles a la temperatura, y practicamente desaparece la induccion por calor
y osmostrés de CYC7. La expresion de ROX3 se ve aumentada durante
anaerobiosis y otros estreses, mediante un nuevo elemento de respuesta a
estrés no descrito anteriormente: GA;(GGAA (Evangelista et al., 1996).
Como supresor en multicopia de alelos rox3" se encontrd el gen RTSI, que
codifica una proteina homologa a la subunidad B' de la serina-treonina
proteina fosfatasa PP2A. La delecion de este gen también afecta seriamente
la respuesta a estrés de CYC7. Evangelista et al. proponen un modelo segun
el cual tanto Rox3p como Rtslp estan implicados en mediar multiples
sefiales de estrés, con Rox3p actuando por debajo de Rtslp.

Por tultimo, en el presente trabajo se van a mostrar evidencias que
apuntan a Msn2p y Msn4p, dos factores transcripcionales con dedos de cinc,
como los factores transcripcionales que se unen directamente a la secuencia
STRE, mediando la respuesta general al estrés de Saccharomyces cerevisiae
(Martinez-Pastor et al., 1996). MSN2 y MSN4 fueron aislados como
supresores en multicopia de mutantes termosensibles en la proteina quinasa
Snflp (Estruch y Carlson, 1993), implicada en la desrepresion de los genes
reprimidos por glucosa en Saccharomyces cerevisiae .

Msn2p y Msndp presentan cada una dos dedos de cinc del tipo C,H,,
que guardan gran homologia entre si, y también con los dedos de cinc de
otras proteinas, como son Miglp, la proteina de Saccharomyces cerevisiae
que actia como represor en la represion por glucosa, las proteinas Egrl y
Egr2, de mamiferos (genes Early Growth Response, que actiian en las
primeras etapas tras la exposicion a factores de crecimiento), o la proteina
del tumor de Wilms.
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2. LA REGULACION DE LA TRADUCCION EN
Sacharomyces cerevisiae

2.1.- El control general de la biosintesis de aminoacidos en
Saccharomyces cerevisiae.

La levadura Saccharomyces cerevisiae es capaz de sintetizar los 20
aminoacidos que necesita para vivir. Los genes que codifican los enzimas
implicados en la biosintesis de aminoacidos en Saccharomyces cerevisiae
estan sometidos a una regulacion que se da, al menos, a dos niveles.

Por una parte, hay mecanismos de regulacion que son especificos de
las diferentes rutas de biosintesis (Hinnebusch, 1992).

Por otra parte, gran parte de los genes implicados en estas rutas estan
sometidos a un sistema de regulacién comun, conocido como el "control
general de la biosintesis de aminoacidos" (Hinnebusch, 1986 y 1990). Este
sistema se activa por la carencia de algin aminoacido, de forma que se
activara la expresion de toda una serie de enzimas, no so6lo los implicados en
su ruta biosintética, sino también los que llevan a la sintesis de otros
aminoacidos.

Todos los genes sometidos a este tipo de control se caracterizan por
la presencia en sus promotores de secuencias cis presentes en multiples
copias y en diferentes orientaciones, que corresponden a la secuencia
consenso 5'-TGACTC-3'. A esta secuencia se une el factor transcripcional
Gendp (Hinnebusch, 1986, 1990, y 1992).

Ademas de Gendp, se han identificado otra serie de reguladores en
trans del sistema, que se han repartido en dos grupos:

a) Reguladores positivos: las mutaciones en dichos genes producen
un fenotipo de incapacidad de desrepresion del sistema en ayuno de
aminoacidos. Son los llamados genes Gcn, (de general control non-
derepressible), entre los cuales se incluiria GCN4 (Hinnebusch y Fink, 1983;
Hinnebusch, 1990).

b) Reguladores negativos: las mutaciones en estos genes producen
un fenotipo de alta expresion constitutiva de los enzimas del sistema,
independientemente de la presencia o no de aminoacidos. Estos genes se
conocen como Gced (de gemeral control derepressed) (Harashima y
Hinnebusch, 1986; Hinnebusch, 1990).

La situacion de todos estos factores en la ruta de regulacion se
describe en la figura C.

La regulacion de la expresion de GCN4 se da fundamentalmente a
nivel traduccional. El hecho de que las mutaciones en algunos de los genes
que regulan su expresion, como GCDI y GCD2, sean letales, indica que se
requieren para alguna funciéon esencial. Harashima y Hinnebusch, (1986)
sugirieron que ésta podia ser la sintesis de proteinas, debido al nivel al que
regulan la expresion de Gendp. Posteriormente se vio que mutaciones en
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SUI2 Y SUI3, que codifican las subunidades o y B, respectivamente, del
factor de iniciacion de la traduccion elF-2, también afectaban al control
general de la sintesis de aminoacidos, en el mismo sentido que las
mutaciones gcd (Williams et al., 1989; Castilho-Valavicius et al., 1990).
Todo esto indicaba que la regulacion traduccional de GCN4 se daba a nivel
del inicio de la traduccion.

GCD1
GCD2 HIS
GCD3 ARG
GCD4 TRP
A . _ y + GCN1 - GCD5 - cone + %LSJ
yuno de aminoacidos g GCN2 4| GCD6 4| —_—
GCN3 GCD7 ILvV
GCD10 GLN
GCD11 ARD
GCD12 MET
GCD13 THR
sur2 HoMm
SuI3

Figura C. Genes implicados en el control general de la biosintesis de aminoacidos.
2.1.1.- El inicio de la traduccion en las células eucariotas y su regulacion.

En eucariotas se han descrito tres mecanismos por los que acontece
el inicio de la traduccion.

a) El mas frecuente seria el de rastreo o barrido (scanning), segin el
cual las subunidades ribosomales 40S se unen al extremo cap 5' del
mensajero, y rastrean la secuencia lider en direccién 5'-3' hasta que
encuentran un codéon AUG apropiado, a partir del cual iniciaran la
traduccion (Hershey, 1991a; Kozak, 1989; Moldave, 1985).

b) El mecanismo de reiniciacion seria una variante del anterior, que
se daria en mensajeros con mas de una pauta de lectura abierta (uORFs) en
la secuencia lider. En este caso las subunidades 40S no se disociarian al
llegar al codén de parada de las uORFs, sino que seguirian el rastreo,
procediendo a la traduccion de las siguientes ORFs (Diaz et al., 1993;
Hinnebusch, et al., 1984).

¢) El mecanismo de iniciacion interna se daria en mensajeros sin
cap, pero que poseen en su extremo 5' secuencias capaces de dirigir la
iniciacion de la traduccion. Ejemplos de este mecanismo se han descrito
también en levaduras (Hzuka et al., 1994; Oh et al, 1993).

El proceso de biosintesis de proteinas estd sumamente regulado y
coordinado con el resto de procesos celulares, sufriendo alteraciones en
determinadas condiciones de estrés, como pueden ser la ausencia de
nutrientes, la mitosis, etc. La regulacion de la tasa de traduccion en estos
casos es sumamente rapida, y un papel importante en este proceso lo
desempefia la fosforilacion de algunos factores de iniciacion y de
elongacion.

La regulacion de la iniciacion de la traduccion en eucariotas por la
fosforilacion del factor elF-2a es el mecanismo mejor estudiado hasta el
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momento. El factor elF-2a es una de las tres subunidades del factor elF-2
(o, By 7), que participa en la formacion de un complejo ternario con una
molécula de GTP y un RNA de transferencia iniciador, el tRNAM® Este
complejo ternario se asocia con la subunidad ribosomal 40S formando el
complejo de preiniciacion 43S, que se unird al mensajero en su extremo cap
5'y migrara en direccion 3' hacia el codon de iniciacion AUG.

Durante la descodificacion del codon de iniciacion, se hidroliza el
GTP a GDP, y se libera elF-2.GDP, complejo binario inactivo, que no puede
participar en un nuevo proceso de iniciacion. Para volver a estar en forma
activa, el GDP debera ser intercambiado por GTP, proceso que no es
favorable, pues la afinidad de elF-2 por GDP es mucho mayor, y se requiere
la actuacion de un factor adicional, elF-2B, que cataliza el intercambio de
nucledtido de guanina (revisado por Merrick, 1992).

En mamiferos se ha descrito que la fosforilacion de elF-2a. en su
serina 51 por las quinasas DAI (inducida por interferén, o por RNA de doble
cadena) y HCR (inducida por carencia de hierro, o grupos hemo, en
reticulocitos) provoca una estabilizacién de la union elF-2-elF2B. Asi, las
formas fosforiladas secuestran el factor e[F-2B presente, que se encuentra en
defecto, ¢ impiden el recambio de nucledtido de otros factores elF-2,
produciéndose una inhibicion del proceso de traduccion (revisado en
Hershey, 1991 y London et al., 1987).

2.1.2.- La quinasa Gcen2p fosforila al factor de iniciacion de la
traduccion elF-2a en Saccharomyces cerevisiae

Gcen2p es una serina-treonina proteina quinasa de levadura, que es
capaz de fosforilar la Serina 51 del factor elF-2a, codificado por el gen
SUI2, produciendo un efecto similar al que se produce por la fosforilacion de
elF-2a de mamiferos por las quinasas DAI y HCR: estabilizan el complejo
con elF-2B e inhiben el recambio de nucledtido.

La proteina Gen2p tiene 2 dominios diferenciados: uno de ellos es
homologo a las histidil-tRNA-sintetasas, y se cree que sirve para detectar la
existencia en las células de tRNA descargados; el otro es un dominio
proteina quinasa, que tiene homologia con los dominios proteina quinasa de
DAI y HCR. Estas quinasas son capaces de fosforilar a elF-2a de levadura
in vitro € in vivo, y pueden sustituir funcionalmente a Gen2p (Dever et al.,
1993).

La diferencia entre mamiferos y levadura es que en los primeros, la
fosforilacion de elF-2a en la Ser51 produce una parada practicamente total
de la traduccion, mientras que en levadura sélo se produce una disminucion
en la tasa de la misma, pero no un bloqueo total. En mamiferos un 25-30%
de forma elF-2a fosforilada en Ser51 bloquea totalmente el inicio de la
traduccion, mientras que en levadura ese porcentaje se da en condiciones
normales, y tiene que aumentar mucho para que se inhiba la traduccion. Una
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posible explicacion seria que, cuando elF-2a esta fosforilado, el complejo
elF-2a-elF-2B de levadura sea mas inestable que el de mamiferos, y por
tanto para observar un efecto sobre la traduccion tendria que haber mas
formas fosforiladas.

2.1.3.- Regulacién traduccional de Gen4p. Papel de la quinasa Gen2p.

La regulacion de la traduccion del mensajero de GCN4 se produce
debido a la presencia de cuatro uORFs situadas en el lider del mensajero, en
5" de la ORF que codifica el gen. Este es un hecho habitual en levadura, y la
presencia de uORFs se relaciona con una disminuciéon en la tasa de
traduccion, lo que es compatible con un modelo de rastreo para la iniciacion
de la sintesis. Asi, en levadura, la subunidad 40S del ribosoma se unira al
extremo 5' del mRNA, y rastreara en direccion 3' hasta encontrar el primer
codon AUG. Cuando existe una uORF en el mRNA, la traduccion se iniciara
en ese sitio, y debido a la baja eficiencia que el proceso de reiniciacion tiene
en eucariotas, la tasa de traduccion de las siguientes ORFs bajara.

La delecion de las 4 uORFs presentes en el lider de GCN4 produce
una expresion elevada y constitutiva de Gendp, independiente de los factores
GCN y GCD, lo que implica que el control traduccional se efectia a través
de estas secuencias. Pero no todas las uORFs tienen el mismo efecto: la
uORF1 (y también la 2) genera un alto porcentaje de ribosomas
reiniciadores, que no se disocian del lider una vez han alcanzado el codon de
terminacioén, por lo que tiene un efecto positivo sobre la traduccion de
GCN4. Las uORF2, 3 y en especial la 4 tienen en cambio un efecto negativo,
pues sus secuencias 3' facilitan la disociacion del ribosoma una vez se ha
traducido la ORF, por lo que no se llega a traducir GCN4. Para que se
traduzca GCN4 es necesario que los ribosomas hayan llegado al primer AUG
del gen tras barrer el sitio uORF4 sin traducirlo.

En condiciones normales de crecimiento, el reciclaje de elF-2 por
elF-2B se produce de forma eficiente, y habra elevados niveles de la forma
activa. Por esto, los ribosomas que han traducido la uORF1 podran
readquirir el complejo ternario a tiempo para traducir la uORF4 (pero no las
2 y 3), tras lo cual el ribosoma se disociard y no se traducira GCN4 (o lo
hace a niveles muy bajos). En condiciones de carencia de aminoacidos, la
presencia de tRNAs descargados activa a la quinasa Gen2p, que fosforila al
factor elF-2a. Esta forma fosforilada se unird con mayor afinidad al factor
elF-2B, formado en levadura por los productos de los genes GCDI, GCD2,
GCD6, GCD7 y GCN3, y bajara la concentracion de elF-2 activo. Debido a
esto, los ribosomas que han traducido uORF1 no podran readquirir el
complejo ternario a tiempo de reiniciar la traduccion de uORF4, por lo que
pasaran de largo a través de esta uORF sin traducirla, y podran llegar al
coddn de iniciacion de GCN4.
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Condiciones de no-ayuno

elF2 elF-2 @™ elF2 @™
O O O O [ cone |

Condiciones de ayuno

tRNAs descargados

[ c] HisR

[ N] PK |

elF-2.GDP —L>e|F-2®.GDP
Ir_ _eFm |

eI!Z GTP

f bajos nivelés
elFR  elF-2 O/J eI 2

O O & O

Figura D. Modelo sobre el papel de elF-2 en la regulacion traduccional de GCN4 (Dever et
al., 1992).

2.2.- Gendp: factor de estrés.

La ausencia de aminoacidos es una condicion de estrés, y por tanto
Gendp puede ser considerado un factor de estrés. Pero, ademds, Gendp ha
sido implicado en la respuesta a irradiacion UV, que es distinta de la
respuesta a dafio al DNA (Engelberg et al., 1994). La activacion
transcripcional de HIS3 y HIS4 se produce a través de Gendp, siendo
inducida por la radiacion UV de forma dependiente de la ruta Ras-cAMP.
Esta respuesta mediada por Gendp es, sin embargo, independiente de la
quinasa Gen2p.
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2.3.- En Saccharomyces, elF-20. es fosforilado en las serinas
292, 294 y 301 por la proteina quinasa Caseina quinasa Il

Ademas de la fosforilacion por Gen2p, en levadura se ha demostrado
que elF-2a es fosforilado in vitro y, al parecer, también in vivo por caseina
quinasa II, y que esta fosforilaciéon es necesaria para el funcionamiento
optimo de elF-2 en levadura. (Feng et al., 1994). El factor elF-2a de
levadura tiene tres sitios de posible fosforilacion por caseina quinasa II, en
las serinas 292, 294 y 301, y en la especie salvaje, estos tres sitios se
encuentran constitutivamente fosforilados, independientemente de la quinasa
Gen2p.

Todos los datos apuntan a que caseina quinasa II fosforila a elF-2a
en multiples sitios o, al menos, media la capacidad de elF-2a de ser
fosforilado, quiza activando a otras quinasas o inhibiendo fosfatasas.

La mutacion de los dos 0 tres sitios, por si sola, no tiene efecto
visible sobre la funcién de elF-2 (medida por el crecimiento celular), pero si
se combina con otras mutaciones (por ejemplo, GCN2¢, alelo que produce la
activacion constitutiva de Gen2p) que afectan a la funcion de elF-2a, se ve
un empeoramiento importante del defecto que presentan estas otras
mutaciones aisladas.

Otros autores (Romero y Dahlberg, 1993), han descrito que en
ausencia total de glucosa elF-2a. pasa a estar en una forma totalmente
desfosforilada, lo que podria deberse a la pérdida o reduccion de la
fosforilacion por caseina quinasa II.

En humanos caseina quinasa Il no fosforila a elF-2a (el factor
humano no tiene sitios consenso de fosforilacion), pero si fosforila la
subunidad B de elF-2, y la subunidad ¢ de elF-2B, produciendo un aumento
de su actividad. Por otro lado, la desfosforilacion de esta subunidad de elF-
2B disminuye unas cinco veces la actividad de elF-2B.

Queda por estudiar si también en levadura se produce la
fosforilacion del equivalente de la subunidad € de elF-2B (u otros posibles
factores implicados en la actividad de eIF-2B), y si estos cambios en la
fosforilacion afectan a su funcion.

En cualquier caso, todo indica que la fosforilacion de factores de
iniciacion, como es el caso de elF-2a, constituye un sistema de regulacion
de la tasa de traduccion en levaduras.
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1. Cepas de levadura y E.coli. Métodos genéticos.
Plasmidos

En el presente trabajo se han utilizado las siguientes cepas de
Saccharomyces cerevisiae:

Cepa genotipo procedencia
W303-1A MATa, SUC2, ade2, canl, his3, leu2, trpl, ura3 Thomas y Rothstein, 1989
Wmsn2 msn4 W303-1A msn2-A3::HIS3, msn4-1::TRPI Estruch y Carlson, 1993
H2524 MATo,inol,leu2-3,leu2-112,ura3-52, A.G. Hinnebusch
gen2 A,<HIS4-lacZ>@ura3-52
MCY 829 MATa, his3-4200, lys2-801, ura3-52 M. Carlson
Whbcyl W303-1A bey.:LEU2 Este trabajo
GG18 MATa, leu2, ura3, his3, trpl, ade8, ctal-2, Marchler et al., 1993
CTT1-18/7x-LEU2-lacZ
GG18msn2msn4 GG18 msn2-A3::HIS3, msn4-1::TRP1 Martinez-Pastor ef al., 1996

La cepa de Escherichia coli utilizada en todos los experimentos fue
DH5a (Hanahan, 1985).

Las disrupciones génicas msn2-A3::HIS3 y msn4-1::TRP1 , descritas
en Estruch y Carlson, 1993, se introdujeron en las cepas W303-1A y GG18
para reemplazar los alelos salvajes, segin el método de disrupcion génica
descrito por Rothstein, 1983.

Los plasmidos utilizados en el presente trabajo se describen a
continuacion:

Plasmido Descripcion Procedencia

pAdh1-Msn2 El fragmento Kspl-Sall de pMsn2-Notl se W. Gorner
reemplazé por un fragmento Kspl-Sall del
promotor del gen ADH1 de Saccharomyces
cerevisiae, generado por PCR

pAdh1-Msn2-myc9 El cassette myc9 Nosl (Piatti et al., 1996) se W. Gorner
introdujo en el sitio Not I de pAdh1-Msn2

pBluescript SK/KS  Vector de clonacion en E. coli. Seleccion a Stratagene
ampicilina

pEL32 Fragmento gendmico Xbal-Sall conteniendo el gen  Estruch y Carlson
MSN2, clonado en YEp24 1993

pEL45 Fragmento genémico EcoRI-EcoRI conteniendo el Estruch y Carlson
gen MSN4, clonado en YEp24 1993

pG3 Plasmido episomal de Saccharomyces. Contiene el ~ Schena et al., 1991

promotor de la gliceraldehido-3P deshidrogenasa en
posicion 5' respecto al polylinker. TRPI como
marcador seleccionable
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pG3MSN2 Subclonacion del gragmento Bg/II (posicion -8
respecto al codon ATG)-HindlII (posicion +68
desde el codon de parada) de MSN2 en el sitio

Martinez-Pastor et
al., 1996

BamHI de
pG3

pG3MSN4 Contiene el fragmento HindII-EcoRI que contiene ~ Martinez-Pastor et
la al., 1996
secuencia de MSN4, en el sitio BamHI de pG3

pGEX-3x Vector de expresion en E.coli que permite la fusion Pharmacia
con el gen de la glutation-S-transferasa (GST)

pGM18/17 Plasmido que contiene 7 copias del fragmento Marchler ef al.,
-368/-356 de CTT1, (conteniendo una STRE), en 1993

diversas orientaciones, clonadas en el sitio EcoRI
de pLS9

pGPD32C Fragmento EcoRI-EcoRI (nucleétidos 1341 a 2249)
de MSN2 en Bluescript, tratado con Klenow,
clonado en el sitio BamHI de pG3

Estruch y Carlson
1993

pGPD45C Fragmento EcoRV-EcoRV de MSN4 en Estruch y Carlson
pBluescript 1993
KS (nucledtidos 1469 a polylinker), clonado en el
sitio BamHI de pG3

pLS9 Plasmido que contiene la fusion génica LEU2-lacZ, Sarokin y Carlson

con un sitio EcoRI disponible para la clonacion de
fragmentos. URA3 como marcador seleccionable

1985

PLS11 Plasmido que contiene la region promotora de Sarokin y Carlson,
SUC2 desde —900 hasta —384 insertada en el sitio 1985
EcoRI de pLS9

pMM1 Plasmido para la expresion de Msn2p. El fragmento Este trabajo

Bglll-HindlIll que contiene la pauta de lectura
abierta de MSN2 se clono en el polylinker del
vector pBluescript SK

pMM11 Contiene el promotor de HSP2, amplificado por Este trabajo
PCR (desde —593 a +249) clonado en los sitios
Xbal/BamHI de pUC19

pMsn2-Notl Fragmento Kspl-HindII (3.5 kb) de MSN2 clonado ~ W. Gorner

en el sitio EcoRI de Ycplacl11 modificado con un
oligo para dar un sitio Kspl (pMsn2). Por PCR se
introdujo un sitio Notl C-terminal en la posicion
2109 y se sustituyo el fragmento de 0.3 kb Ndel-

HindIII
pUC19 Vector de clonacion en E.coli. Seleccion a Yanish-Perron et
ampicilina al., 1985
pVZ26 Fragmento HSP26 BamHI-Pstl. S. Lindquist
Seleccion a ampicilina
pZ132-GEX3x Plasmido para expresion en E.coli. Contiene el Martinez-Pastor et

fragmento EcoRI C-terminal de MSN2 (Estruch y
Carlson, 1993), fusionado con el gen GST en el
plasmido pGEX-3x

al., 1996

pZfh45-GEX3X Plasmido para expresion en E.coli. El fragmento
Xbal-EcoRI de pEL4S5 se clono en pBluescript KS
y el fragmento EcoRV del mismo (nucleoétido 1467-
polylinker) se subcloné en el sitio Smal de pGEX-

F. Estruch
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3x

Yeplaclll Vector centromérico de Saccharomyces. LEU2 Gietz y Sugino,
como marcador seleccionable 1988

YEp24 Plasmido multicopia de Saccharomyces. URA3 Botstein et al., 197
como marcador seleccionable

YIp353 Plasmido integrativo de Saccharomyces con Myers et al., 1986

multiples sitios de clonacion para la construccion
de fusiones con lacZ. URA3 como marcador
seleccionable

YIp356R Plasmido integrativo de Saccharomyces con Myers et al., 1986
multiples sitios de clonacion para la construccion
de fusiones con lacZ. URA3 como marcador
seleccionable

12YIP Plasmido integrativo de Saccharomyces que Este trabajo
contiene el gen lacZ de E. coli bajo el control del
promotor de HSP12. Fragmento Sa/l/HindIII de
pMMI11 clonado en YIp353

26YIP Plasmido integrativo de Saccharomyces que Este trabajo
contiene el gen lacZ de E. coli bajo el control del
promotor de HSP26. Un fragmento Aatll
conteniendo el promotor de HSP26 se traté con
polimerasa T4 para hacer los extremos romos y se
cortd posteriormente con BamHI. Este fragmento se
clono en el sitio BamHI-Smal de YIp356R

2. Medios de cultivo.

Los medios de cultivo de levadura utilizados e describen en Sherman
et al. (1986). El medio rico para levadura (YPD) se compone de extracto de
levadura 1% (p/v), bactopeptona 2% y glucosa 2%. El medio sintético (S)
contiene Yeast Nitrogen Base w/o aminoacids (Difco) 0.67%, suplementado
con adenina, uracilo, triptdfano e histidina a una concentracion de 20 mg/l, y
leucina y lisina a 30 mg/l. Como fuente de carbono se afiadio glucosa 2%
(SD), rafinosa 2% (SRaf), o rafinosa 2% + glucosa 0.05% (SRafg). En los
experimentos con transformantes de levadura se omiti6 uracilo o triptéfano,
segun el caso, para el mantenimiento de plasmidos con estos marcadores.

El medio utilizado para crecer E.coli fue LB (medio Luria-Bertani):
Bactotriptona 1%, NaCl 1%, extracto de levadura 0.5%, suplementado con
ampicilina (50 mg/1) cuando se requeria para la seleccion de plasmidos.

Todos los medios solidos contenian, ademas, agar 2%.

La temperatura normal de crecimiento fue de 30°C para levaduras y
37°C para E. coli. Los cultivos en medio liquido se llevaron a cabo con
agitacion continua en un agitador orbital.
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3. Curvas de crecimiento de levadura

Se inocularon células de un cultivo en fase estacionaria en medio
SD, y se crecieron exponencialmente durante 24 horas. Las células fueron
entonces lavadas y diluidas en medio con una fuente de carbono no represora
(SRaf, SRafg 6 S) a una densidad de 2-5x10° células /ml. El crecimiento se
sigui6 midiendo la densidad optica a 600 nm (DOg).

4. Transformacién de microorganismos

Las transformaciones de E.coli se realizaron siguiendo el protocolo
descrito por Hanahan (1983).

Para la transformacion de levadura se utilizo el método del acetato
de litio segun Ito et al. (1983), con las modificaciones introducidas por Gietz
et al.(1995). La seleccidon de los transformantes se realizd en placas de SD
sin el requerimiento correspondiente en funcion del marcador incluido en el
plasmido.

5. Ensayos de viabilidad

La viabilidad se midi6 mediante el plaqueo de la dilucion apropiada
de células en placas de YPD, salvo que se especifique otro medio, y se
expresod como el porcentaje de las unidades formadoras de colonia iniciales,
medidas antes del choque de estrés. Los experimentos de viabilidad se
repitieron al menos tres veces, dando resultados similares.

6. Aislamiento de DNA

6.1. DNA plasmidico de E.coli

Para la obtencion de plasmidos a pequefia escala (cultivos de 3 ml)
se utilizo el método de la lisis alcalina, basado en el descrito por Birmboin y
Doly (1979).

Para obtener plasmidos a mayor escala (partiendo de cultivos de 100
ml), se utilizo el kit Quiagen midi, de Promega, basado también en el
método de la lisis alcalina.
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6.2. DNA genémico de levadura

Se utiliz6 el método de aislamiento de DNA gendémico de levadura
para analisis por transferencia Southern, descrito en Hoffman y Winston
(1987), con ligeras modificaciones. Se parti6é de 10 ml de cultivo de levadura
crecido hasta saturacion. Las células se rompieron en tampon de lisis (Triton
X-100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8.0, EDTA 1
mM), con un volumen de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) y un
volumen de perlas de vidrio, agitando en vortex 3-4 min. Tras centrifugar,
los acidos nucleicos libres en la fase acuosa se precipitaron con etanol. Tras
resuspender y tratar con RNasa A, se hizo una extraccion fenolica y se
volvio a precipitar.

7. Tratamientos enzimaticos del DNA

Los tratamientos habituales en la manipulacion del DNA (digestion
con endonucleasas de restriccion, desfosforilacion de los extremos de
moléculas lineales, ligacion, etc.), se realizaron segin Sambrook et al.
(1989), siguiendo ademas las recomendaciones de las compafias
suministradoras de los enzimas (Boehringer Mannheim, Promega,
Amersham, Pharmacia).

8. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

La separacion de fragmentos de DNA se llevo a cabo mediante
electroforesis en geles horizontales de agarosa sumergidos en tampén TBE
0.5x (Tris 44.5 mM, 4cido boérico 44.5 mM, EDTA 1.25 mM). Se utilizaron
geles con distintas concentraciones de agarosa, entre 0.7 y 1.5%, en funcion
del tamafio de los fragmentos a separar. Los geles y las muestras se
prepararon segin Sambrook et al. (1989). Las electroforesis se realizaron a
voltaje constante entre 2 y 10 V/cm, segln la concentracion de agarosa y la
resolucion requerida.

La recuperacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa
se realizé mediante electroelucion.

9. Extraccion de RNA total de levadura

Las células se recogieron por centrifugacion, se lavaron con agua
libre de RNasas y se congelaron a —70°C. Las células se rompieron agitando
en vortex, con perlas de vidrio, en tampon LETS (LiCl 0.1M, Na,-EDTA,
Tris-HC1 0.01M (pH 7.4), SDS 0.2%) y con un volumen de fenol saturado en
LETS. Tras dos extracciones con fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1), el RNA se precipitd con un volumen de cloruro de litio 5 M y se
guardd a —70°C durante al menos dos horas. El precipitado se lavd con
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etanol 70% y se resuspendio en agua libre de RNasas. La cantidad de RNA
se cuantificd midiendo la absorbancia a 260 nm.

10. Electroforesis de RNA en geles de agarosa
desnaturalizantes con formaldehido.

Las electroforesis de RNA se realizaron en geles sumergidos de
agarosa con formaldehido seglin se describe en Sambrook et al. (1989). La
concentracion de agarosa fue generalmente del 1.5%, y las concentraciones
finales de formaldehido y tampon MOPS fueron de formaldehido 2.2 M y
MOPS 1x (MOPS 20 mM, pH 7.5, acetato soédico 8 mM, EDTA 1 mM),
respectivamente.

Las muestras se prepararon mezclando el RNA disuelto en agua
estéril (entre 5 y 30 pg de RNA en un volumen de 4.5 ul) con 2 pl de
tampon MOPS 5x, 3.5 pl de formaldehido y 10 ul de formamida
desionizada. Se incubaron a 65°C durante 15 min y se afiadieron 2 pl de
disolvente de muestras (glicerol 50% (v/v), EDTA 1 mM, azul de
bromofenol 0.45 (p/v), xilencianol 0.4% (p/v), bromuro de etidio 0.5 pg/ul.
La preparacion de las muestras se realizd siempre inmediatamente antes de
la elecroforesis, que se desarrollo en tampon MOPS 1x a 5 V/cm durante 4
h, con una pre-electroforesis previa de 5 min.

11. Hibridacion de DNA y RNA sobre filtro con sondas
marcadas.

Para la transferencia de DNA desde geles de agarosa a membranas
de nylon se siguid el método de capilaridad descrito por Southern (1975).

Para la transferencia de RNA desde geles de agarosa a membranas
de nylon se sigui6 el método de transferencia Northern, segun se describe en
Sambrook et al. (1989).

11.1 Marcaje de sondas radiactivas de DNA

El marcaje de sondas radiactivas se realizo con el kit Rediprime, de
Amersham, que se basa en el método del cebador al azar o random primed
(Feinberg y Vogelstein, 1983, 1984), siguiendo las instrucciones del
proveedor. Como nucleétido marcado se utilizo [o->*P]-dCTP, suministrado
también por Amersham. Las sondas utilizadas fueron las siguientes:

Gen Obtencion Procedencia
HSP26 fragmento Sphl-Bg/lI de 1.4 kb obtenido del plasmido  Susek y Lindquist, 1990
pVZ26
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HSPI2 fragmento EcoRI de 0.5 kb obtenido a partir del cDNA  Praekelt y Meacock, 1990
de HSPI2

CTTI fragmentos EcoRI de 1.3 + 1.1 kb obtenidos del Spevak et al., 1983
plasmido pRB322-5109

DDR2 fragmento HindIll de 1.5 kb obtenido del plasmido McClanahan y McEntee,

pBRA2 1986
SSA3 fragmento EcoRV-BamHI obtenido del plasmido Werner-Washburne ef al.,
SSA3H 1987
SSA1 fragmento EcoRV-Pst1 de 0.3 kb, del plasmido EC551  Werner-Washburne et al.,
1989
UBI4 fragmento EcoRI-Hincll de 2 kb obtenido del plasmido Finley et al., 1987
pUB2
HSP104  fragmento EcoRI de 1.2 kb obtenido del plasmido Y.Séanchez
pUZ1

12. Obtencioén de proteinas para retardo en gel

12.1. Transcripcién y traduccioén in vitro de MSN2

Para la sintesis in vitro de Msn2p, se utilizaron 5 pg de plasmido
pMMI linearizado con Apal para transcribir in vitro con polimerasa T3. La
sintesis de RNA y el capping se realizaron segun se describe en Estruch y
Carlson (1990). El RNA se tradujo en presencia de [*°S]-metionina en un
lisado de reticulocito de conejo (Promega), segiin las instrucciones del
proveedor.

12.2. Expresion de Msn2-GSTp y Msn4-GSTp en E. coli

La fusiones Msn2-GSTp y Msn4-GSTp se expresaron en E. coli
transformada con los plasmidos pZf32-GEX3x y pZth45-GEX3x
respectivamente, y la purificacion de proteinas se realizo segin se describe
en Smith y Johnson, 1988.

12.3.Extractos de proteina total de levadura

El método utilizado fue una variacion del descrito en Schmitt y
McEntee (1996). Se crecié un cultivo durante la noche, y a partir de éste se
inocularon 100 ml de YPD a una DOygq de 0.2. Se dejo crecer hasta alcanzar
una DOgy de 1, y se recogieron las células por centrifugacion, eliminando
todo el sobrenadante. Se resuspendieron en 2 volumenes de tampoén A
(Hepes 50 mM, pH 8.0, (NH4),SO4 0.4 M, EDTA 1 mM, glicerol 5%) y,
tras afadir perlas de vidrio (hasta 2/3 del volumen total), se agitd en vortex
durante cuatro intervalos de 4 min, a 4°C, dejando reposar en hielo entre los
intervalos. Se recogieron las perlas de vidrio y restos celulares centrifugando
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5 min en microcentrifuga de mesa a 13000 rpm. El sobrenadante se clarifico
por centrifugacion a 14000 rpm durante 1 hora a 4°C. Este sobrenadante
clarificado se precipitd con (NH;),SO, hasta una concentracion final del
50% de saturacion. Se recogieron las proteinas por centrifugacion en
microcentrifuga de mesa (15 min a 13000 rpm) y se resuspendieron en 200
pl de tampon B (KCl 75 mM, Hepes 25 mM, pH 8.0, ditiotreitol 1 mM,
EDTA 1 mM, glicerol 12%). La concentracion de proteinas se midio con el
kit Bio-Rad Protein Assay, basado en el método de Bradford (1976).

13. Marcaje radiactivo de oligonucleétidos

13.1.Para retardo en gel:

Se marcaron en primer lugar 20-75 ng de una de las cadenas del
oligonucleétido, con 50-75 pCi de [y-*P]-ATP (6000 Ci/mmol, de
Amersham), y 1 unidad de polinucledtido quinasa de T4, en un volumen
total de 10 ul. La incubacién se realiz6 a 37°C durante 10 min. Una vez
finalizada la reaccion de marcaje, se hibrido el oligonucléotido marcado con
el triple de cantidad de la cadena complementaria, se incubd la mezcla a
95°C durante 2 min y se dejo que la temperatura disminuyese lentamente.
Cuando fue menor de 50°C, se completo el volumen hasta 50 ul con solucion
NaCl 0.5 M, Tris-HCI 10 mM, pH 7.5. Cuando la temperatura bajo por
debajo de los 30°C, se afiadieron 50 ul de STE (Tris-HCI 10 mM, pH 8.0,
NaCl 100 mM, EDTA 1 mM ) y se pasod la muestra por una columna de
Sephadex G-10, equilibrada en STE, en una jeringuilla de 1 ml. Se
centrifugd 10 segundos a 1000 rpm en centrifuga de mesa, y del eluido se
midi6 1 pl en un contador de centelleo. La incorporaciéon media habitual fue
entre 1-5 x 10° cpm/pl.

13.2. Para extension de cebador:

Se marcaron 20 ng de oligonucledtido con 50 uCi de [y-“P]-ATP
(6000 Ci/mmol, de Amersham), y 1 unidad de polinucleétido quinasa de T4,
en un volumen total de 10 pl. Tras incubar a 37°C durante 10 min, se
anadieron 140 pl de TE pH 7.5 (Tris-HC1 10 mM, pH 7.5, EDTA 1 mM). La
muestra se extrajo dos veces con fenol/cloroformo/isoamilico (25:24:1) y se
precipitd con 3 volimenes de etanol/0.1 volimenes de acetato sodico 3M.
Tras lavar con etanol 70% y secar la muestra, el precipitado se resuspendio
en 40 pl de agua, y se midi6 1 pl en un contador de centelleo. La marca
incorporada habitualmente fue 0.8-1 x 10° cpm/pl.
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14. Retardo en gel
Los oligonucledtidos utilizados para los ensayos de retardo en gel

son los que se describen a continuacion. En todos los casos se utilizaron
oligonucledtidos de doble cadena.

Oligonucledtido Secuencia

HSP12 5-CGA TTT TCC AGG GGC TGT-3'

hsp12 5'-CGA TTT TCC AGT GGC TGT-3'

CTT1-18 5-AATTGGTAAGGGGCC-3'

CTT1-20 5'-AAT TCA AGG GGA TCA CCG GTA AGG GGC CAA G-3'
CTT1-23 5'-AAT TCA ACT AGA TCA CCG GTA ACG AGC CAA G-3'
DDR2 S-TTGTCTTTTCTCACCCTTATGGGGAC-3'

MIG1 bs 5'-GGT AAA AAT GCG GGG AA-3'

14.1.Reaccion de union DNA-proteina

En los casos en que se utiliz6 Msn2p obtenida in vitro, o las
proteinas de fusion Msn2-GST y Msn4-GST, las reacciones de union se
llevaron a cabo en volumenes de 10 pl conteniendo el tampon Tris-HCI 30
mM (pH 7.5), KC1 90 mM, MgCl, 7 mM, DTT 1 mM, ZnSO, 10 uM, Ficoll
(Pharmacia) 4% y 1 pg de poly(dI-dC) (Pharmacia). Tras la adicion de la
proteina (0.4 pg de proteina de fusion 6 2 ul de lisado de reticulocito) y de
los competidores no marcados, las reacciones se incubaron a temperatura
ambiente durante 15 min. Se afiadieron aproximadamente 0.2 ng/carrera de
oligonucledtido marcado, y la reaccion se incubo durante 15 min adicionales
a temperatura ambiente. Las mezclas de reaccidon se aplicaron
inmediatamente en un gel de poliacrilamida 7% (acrilamida:bisacrilamida
40:1, razon en peso), glicerol 4%, en TBE 0.5x. Los geles se sometieron a
preelectroforesis durante 1 h a 20 mA en tampén TBE 0.5x, a 4°C y, tras
aplicar las muestras, la electroforesis se corrio a 20 mA a 4°C hasta que el
azul de bromofenol alcanzoé tres cuartos del final del gel. Los geles se
transfirieron entonces a papel Whatman 3M, se secaron y se
autorradiografiaron.

En los casos en que se utilizaron extractos totales de proteina, las
reacciones se llevaron a cabo en un volumen total de 20 pl, utilizando el
mismo tampon, y unos 50 pg de extracto de proteina total. En los casos en
que se afiadio anticuerpo, este se incubd con la mezcla de tampon, poly(dI-
dC) y proteinas durante 2h en hielo. Tras afiadir el oligonucledtido marcado
(la misma cantidad que en el caso anterior), la mezcla se incub6 durante 20
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minutos a temperatura ambiente. El resto del proceso se realizé exactamente
igual que en el caso anterior, a excepciéon de que el porcentaje de
poliacrilamida de los geles fue del 5%, y que éstos no contenian glicerol.

En todos los casos la competencia se realizd afiadiendo
oligonucledtido no marcado en un exceso de 200 veces.

15. Analisis de footprinting in vivo

El footprinting gendmico se realizd utilizando sulfato de dimetilo
(DMNS). Los sitios de metilacion se detectaron por extension de cebador con
Taq polimerasa.

Se crecieron 600 ml de cultivo de las cepas correspondientes en
YPD, salvo que se especifique otro medio, a 30°C, hasta una DOg de 0.6-1.
Se aplicaron las correspondientes condiciones de estrés y se recogieron las
células rapidamente por filtracion. Se resuspendieron en YPD con un
volumen final de 2-3 ml. Tras afiadir 2.5 pul de DMS/ml de células, se incubo
durante 4 min a temperatura ambiente. Las reacciones se pararon con 30 ml
de tampon TNE frio (Tris-HC1 10mM, pH 8.0, EDTA 1mM, NaCl 40 mM,
B-mercaptoetanol). Tras centrifugar, las células se lavaron una vez en 30 ml
de tampon SCE (182 g/ de sorbitol, 29.4 g/ de citrato tri-sddico di-hidrato,
2.92 g/l de EDTA pH 7, B-mercaptoetanol 100 mM), y se resuspendieron en
2 ml de tampon SCEP conteniendo 5 mg/ml de Zymolyase 20T de
Arthrobacter luteus (Seikagaku Corporation). Tras incubar a 37°C durante
45 min, las células se lisaron con 2 ml de tampon de lisis (SDS 2%, Tris-HCl
0.1 M, pH 9.0, EDTA 50 mM) incubando 5 min a 65°C. Tras afiadir 2 ml de
acetato potasico 5 M, las muestras se pusieron en hielo durante al menos 1
hora. Los restos celulares se eliminaron por centrifugacion a 13000 rpm
durante 40 min a 4°C. El DNA se precipito con 1 volumen de etanol y
NH,OAc 0.5 M a pH 5.5, lavando dos veces con etanol 50% vy
resuspendiendo en 4 ml de TE. La precipitacion de DNA se repitié varias
veces con NaOAc 0.3 M y 1 volumen de etanol, reduciendo cada vez el
volumen de resuspension. EI DNA se tratd con RNasa A (libre de DNasas)
durante 1 hora a 37°C, precipitando como anteriormente, y resuspendiendo
en 0.3 ml de TE. Para cada reaccion de extension de cebador, 50 pl de DNA
se digirieron con 25 unidades de un enzima de restriccion que cortase a unas
200-300 pb del cebador ( Bg/Il en el caso del promotor HSP26, Apal 6
Hindlll para HSPI2 y Clal para HSP104), a 37°C durante 4 horas,
extrayendo con fenol/cloroformo y precipitando. Al DNA se le afiadieron
aproximadamente 1 ng de cebador, oligonucledtido marcado en 5' con [y->"P]
ATP (unas 10° cpm), 10 ul de tampon de PCR 10x y agua hasta 96 ul. La
muestra se calentd a 95°C durante 5 min, y tras afiadir 3 pul de INTPs 10 mM
y 8 unidades de Taq polimerasa, se llevaron a cabo 40 ciclos de extension de
cebador (1 min a 94°C, 2 min a 50°C y 3 min a 72°C), seguidos de 10 min de
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extension a 72°C. Los productos de PCR se purificaron por adicion de 10 ul
de solucion al 10% de CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio) y
precipitacion en hielo durante 20 min. E1 DNA se recogi6 por centrifugacion
(30 min, 14000 rpm a 4°C), resuspendiendo en 0.2 ml de NH;OAc 0.5
M/NaOAc 0.3 M, y precipitando de nuevo con 660 pl de etanol. Tras una
segunda precipitacion con etanol, las muestras se resuspendieron en 5 pl de
NaOH 100 mM, EDTA 1 mM, y 5 pl de tampoén disolvente de muestras.
Una alicuota de 2 pl se analizd6 en un gel de secuencia al 8% en
poliacrilamida. Los oligonucledtidos utilizados para la extension son los
siguientes:

Oligonucledtido Secuencia 5°-3’ Situacion Distancia a

respecto ATG STRE

HSP12-1 cctttecttctttcaatttctag -306 a -329 80 pb
HSP26-1 acaattctcttaccttcttggcaatgtggce -584 a 555 50 pb
HSP104-1 tgaaggaattgaggcaagattacaatgecc  -104 a -132 83 pb

16. Medida de actividades enzimaticas.

16.1. Ensayos B-galactosidasa

La actividad enzimatica -galactosidasa se ensayo segun se describe
en Ausubel et al. (1994). El método se basa en el descrito previamente por
Miller (1972).

16.2. Ensayos invertasa

La actividad invertasa secretada se ensayo en células enteras segiin
se describe en Goldstein y Lampen (1975), con las modificaciones descritas
por Celenza y Carlson (1984). Tras recoger las células de los cultivos por
centrifugacion se congelaron a -20°C. Tras su descongelacion, se lavaron 2
veces con un volumen abundante de azida soédica 10 mM fria y se
resuspendieron en 250 pl de azida sodica fria, manteniendo en hielo. Se
afiadieron 100 pl de acetato sédico 0.2 M, pH 5.1 a 50 pl de estas células,
precalentando en bafio de agua a 37°C durante 3 minutos. Se afiadieron 50 pl
de sacarosa 0.5 M, preparada inmediatamente antes de su utilizacion y
precalentada. Tras mezclar se incubd 30 minutos a 37°C. Se afiadieron 300
pl de K,HPO4 0.2 M y se transfirio el tubo a un bafio de agua hirviendo,
donde se dejo hervir 3 min para inactivar el enzima. Para valorar la glucosa,
tras enfriar las muestras, se afiadieron 2 ml de una mezcla que contenia 40
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ug de glucosa oxidasa, 5 pg de peroxidasa, 30 ug de o-dianisidina y 0.2 ml
de KPO4 1 M, pH 7.0 en 2 ml de agua, y se incubo 30 minutos a 37°C. La
reaccion se par6 con 2 ml de HCl 6 M y se midio la absorbancia a 540 nm.
El mismo procedimiento se siguid con las muestras patron, que en vez de las
células contenian 0, 2.5, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 pg de glucosa. Como blanco
se utiliz6 el tubo 0 de las muestras patron. Para 50 ul de células, se interpold
la cantidad de glucosa en la recta patrén, y se dividié por 1.368, lo que nos
da las unidades invertasa. Estas se expresan en pmoles de glucosa
desprendida/min por 100 mg de peso seco de células.

17. Medida del nivel de traduccién y de incorporaciéon de
Metionina

El método utilizado fue el descrito en Varela et al.(1992). Muestras
de 2 ml de cultivo en los medios indicados (SD, SRaf, etc) fueron marcadas
con un pulso de 0.45 MBq L-[**S]-metionina (>37 TBq mmol™, Amersham),
durante 10 min a 30°C. Las muestras se pusieron inmediatamente en un bafio
de etanol-hielo a -20°C y se dividieron en alicuotas de 1 ml. Para medir la
incorporacion de metionina en células, una alicuota fue directamente filtrada
a través de filtros Whatman GF-C, que retienen las células de levadura
enteras, y lavada con medio fresco. Para medir la radioactividad incorporada
a proteinas (medida del nivel de traduccidon) una segunda alicuota se agit6 en
vortex con perlas de vidrio, tras la adicion de 0.5 ml de NaOH/H,0, (4
perlas de NaOH + 1.33 ml de H,O, hasta un volumen final de 10 ml), se
incubo a 37°C durante 10 min, se precipitd con 2 ml de 4cido tricloroacético
25% (TCA) frio durante 15 minutos, y se filtr6 a través de filtros Whatman
GF-C, lavando con TCA 10% frio (sintesis proteica).

18. Analisis de proteinas por transferencia Western e
incubacioén con anticuerpos.

Extractos de proteina total obtenidos segin el apartado 12.3 se
separaron en un gel de SDS-poliacrilamida al 8% en poliacrilamida. La
electrotransferencia (Western) de las proteinas a un filtro de nitrocelulosa se
realizo en una cubeta miniProtean II de BioRad, a 200 mA durante 90 min,
en tampon de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1%). Una
vez terminada la transferencia, el filtro fue incubado durante 1 hora a
temperatura ambiente en tampon TBST (Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, NaCl
150 mM, 0.1% Tween 20) conteniendo leche descremada en polvo al 5%. Se
incub6 con el anticuerpo primario (anti (-galactosidasa monoclonal, de
Boehringer Mannheim, dilucién 1:2000 en TBST, o anti-Msn2p, policlonal,
dilucién 1:750 en TBST) durante 2 horas a temperatura ambiente. Se
hicieron 3 lavados de 10 min con TBST, y se afiadi6 el anticuerpo
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secundario (anti-raton conjugado con fosfatasa alcalina, de Bio-Rad, diluido
1:5000, o anti-conejo conjugado con fosfatasa alcalina, de BioRad, dilucion
1:5000 en TBST), incubando 90 min mas. Tras lavar 3 veces de 10 min con
TBST, se lavo una vez en tampoén de fosfatasa alcalina (Tris-HCl 100 mM,
pH 9.5, NaCl 100 mM, MgCl, 5 mM), y se reveld con los reactivos para
fosfatasa alcalina, BCIP y NBT (ambos de Promega), parando la reaccion
con agua.
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CAPITULO I: FUNCION DE LOS FACTORES
TRANSCRIPCIONALES Msn2p Y Msndp EN LA
RESPUESTA A ESTRES DE Saccharomyces cerevisiae






Resultados

1.Caracterizacion fenotipica del doble mutante msn2 msn4.

1.1. Papel de MSN2 y MSN4 en la utilizacion de diferentes
fuentes de carbono

1.1.1. Antecedentes

El gen MSN2 fue aislado utilizando una estrategia genética disenada
para identificar genes relacionados funcionalmente con SNF/ (Estruch y
Carlson, 1990). El gen SNF1 (CAT1/CCRI) codifica una serina-treonina
proteina quinasa necesaria para la desrepresion de los genes sometidos a
represion catabolica. Snflp parece actuar inhibiendo la represion
transcripcional mediada por el complejo Ssn6p/Tuplp/Miglp (Keleher et al.,
1992; Nehlin et al., 1990 y 1991, Schultz y Carlson, 1987; Williams et al.,
1991).

En esta estrategia se utilizd una cepa de levadura portadora de un
alelo termosensible del gen SNF1 (snfl-11ts). Esta cepa se transform6 con
una genoteca genoémica de levadura en el vector multicopia YEp24 y la
seleccion de los transformantes se realizé en medio Sraf + 0.1% glucosa-ura,
a la temperatura semirestrictiva de 33°C, condiciones que no permiten el
crecimiento de la cepa mutante.

Uno de los plasmidos obtenidos mediante esta estrategia fue pEL32.
La presencia de este plasmido incrementa 3-4 veces la expresion del enzima
invertasa (requerido para metabolizar la rafinosa) en la cepa snfi-11ts. Este
incremento es mas moderado (2-3 veces) en una cepa portadora de la
mutacion snf4-A2. SNF4 codifica una subunidad del complejo de la quinasa
Snflp, necesaria para su actividad. pEL32 suprime el fenotipo Raf de snfi-
11ts a 33°C, pero no a 37°C. En una cepa portadora de una mutacion nula
snf1-A10, pEL32 sélo permite un débil crecimiento a la temperatura de 30°C.
Por otra parte, el hecho de que la presencia de pEL32 no tenga efecto sobre
la actividad quinasa in vitro de Snflp sugiere que el gen supresor actia por
debajo de Snflp en la ruta de transduccion de sefal (Estruch y Carlson,
1993).

El gen supresor de pEL32 se designé6 MSN2 (multicopy suppressor
of snf). MSN2 codifica una proteina de 77,183 KDa, que contiene dos dedos
de cinc en tandem cerca del extremo carboxilo terminal. Estos dedos de cinc
son del tipo C,H,, que fueron descritos por primera vez en el factor
transcripcional TFIID de Xenopus (Miller et al., 1985). Son homoélogos a
los dedos de cinc de las proteinas Miglp y Rgmlp de levadura, y a los de las
proteinas de mamiferos Egr (Early Growth Response: Respuesta temprana al
crecimiento): Egr-1/Zif268/Krox-24/NGFI-A y Egr-2/Krox-20 (Joseph et
al., 1988; Lemaire et al., 1988; Milbrandt, 1987, Sukhatme et al., 1988,
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Estruch, 1990) , asi como a la proteina del tumor de Wilms (Call et al., 1990,
Gessler et al., 1990). Msn2p posee un extremo amino terminal acidico, asi
como una zona acidica entre los residuos 260 y 279. El extremo carboxilo
terminal es basico y altamente cargado. Ademas, tiene un alto contenido en
serina (16%), treonina (8%) y asparagina (14%).

Cepas portadoras de mutaciones en el gen MSN2, ya fuera por
insercion (msn2-1::URA3 'y msn2-2::URA3) o por delecion (msn2-
A3::HIS3), no mostraron ningun fenotipo en cuanto al crecimiento aerdbico
en glucosa, crecimiento en rafinosa en presencia de antimicina A (inhibidor
de la respiracion) ¢ crecimiento anaerdbico en rafinosa. Esto llevo a
considerar la posible existencia de un gen homologo, funcionalmente
redundante, que explicara la ausencia de fenotipo de los mutantes msn2.

En busca de este posible gen, se rastre6 una genoteca genoémica de
levadura con una sonda correspondiente a la secuencia de los dedos de cinc
de MSN2. Mediante esta estrategia se aislo el plasmido pEL45. Este
plasmido también suprime el fenotipo Raf en snfi-11ts y snf4-A2, pero mas
débilmente que pEL32. El gen contenido en la region de pEL45 con
homologia a MSN2 se denomind MSN4.

MSN4 también posee dos dedos de cinc en el extremo C-terminal
altamente homologos a los de MSN2, y con mayor homologia que respecto a
los genes anteriormente nombrados. Ambas proteinas presentan un 41% de
identidad, y un 60% de similitud. Son similares en tamafio y composicion en
aminoacidos. Msndp también posee un alto contenido en serina (15%),
treonina (8%) y asparagina (11%). Ademas, existen dos regiones cortas
(correspondientes a los residuos 285-313 y 485-514 de Msn2p) altamente
conservadas, que presentan un 69y 71% de identidad, respectivamente.

La disrupcion de MSN4, como la de MSN2, no produjo ningun
fenotipo, observandose una expresion en invertasa normal. La doble
disrupcion  msn2-1::URA3 msn4-1::URA3, en cambio, producia una
disminucion de 2 a 3 veces en la expresion de invertasa, aunque no
suficiente para producir un defecto en crecimiento en rafinosa. Un doble
mutante por delecion de los genes (msn2-A43::HIS3 msn4-A2::URA3) crecia
mas lentamente en rafinosa y galactosa, en anaerobiosis, mientras que los
correspondientes mutantes sencillos seguian sin presentar fenotipo.

La introduccion de las mutaciones msn2-A3::HIS3 y msn4-1::TRPI
en la cepa W303-1A, que muestra un crecimiento en medios con galactosa
mas vigoroso que las cepas derivadas de S288C (utilizadas en los estudios
mencionados anteriormente), dio lugar a una cepa (Wmsn2msn4) que mostro
un defecto acusado en la capacidad de fermentar galactosa. Todos los
fenotipos indicaban que, aunque la expresion de invertasa no estaba
seriamente afectada por la ausencia de MSN2/4, si que parecia haber un
defecto en la utilizacion de azucares.
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Esto era, a grandes rasgos, lo que se conocia de los genes MSN2 y
MSN4 cuando se inicio el presente trabajo. Por un lado, se conocia que las
proteinas Msn2p y Msndp eran homologas funcionalmente, ademas de en
secuencia, ya que solo la doble delecion mostraba fenotipos relacionados con
la utilizacion de fuentes de carbono. Ambos genes podrian tener un papel en
la activacion de SUC2, pero en su ausencia el defecto no era tampoco
demasiado acusado, por lo que no estaba claro el papel fisiologico que
podian desempefiar. Una explicacion al débil fenotipo se daria si Msn2p y
Msndp contribuyeran modestamente a la activacion de SUC2, pero fueran
otras proteinas no relacionadas las principales responsables de su activacion.
También podria ser que hubieran mas proteinas de funcion redundante a la
de Msn2p y Msndp, que no hubieran sido identificadas en este rastreo. Por
ultimo, podrian estar afectando a la expresion de SUC2 indirectamente,
afectando a otro activador.

Ademas, también se podia esperar que Msn2p y Msndp afectaran a
otros genes diferentes a SUC2. Por ejemplo, los datos sugerian un posible
papel de Msn2p y Msndp en la ruta de utilizacion de galactosa, en la que
SUC?2 no participa.

Por todo ello, uno de los primeros objetivos del presente trabajo fue
el de intentar elucidar el papel que podian desempefiar MSN2 y MSN4 en la
utilizacion de fuentes de carbono diferentes a la glucosa. Se pasoé a utilizar la
cepa W303-1A y derivados como background de trabajo por su mejor
crecimiento en galactosa, siendo la utilizacion de este azucar uno de los
defectos asociados a la mutacion. En primer lugar, y puesto que los fenotipos
anteriormente descrito se habian observado en el crecimiento en placa, se
procedio a estudiar el crecimiento en medio liquido de las cepas W303-1A y
Wmsn2msn4 en presencia de diferentes fuentes de carbono.

1.1.2. Analisis del crecimiento en medio liquido con fuentes de carbono
distintas a la glucosa.

En primer lugar se estudi6 el crecimiento de ambas cepas al
transferir células creciendo exponencialmente en YPD a un medio rico (YP)
con galactosa o rafinosa como fuente de carbono (YPGal o YPRaf). En estas
condiciones no se encontraron diferencias de crecimiento entre ambas cepas
(resultados no mostrados). Sin embargo, cuando se analizo el crecimiento en
medio sintético conteniendo como fuente de carbono rafinosa o galactosa
libres de glucosa se observé un comportamiento diferente en la cepa silvestre
W303-1A y en la mutante Wmsn2msn4.

La figura 1A muestra el resultado de un experimento en el que
células de levadura en fase exponencial de crecimiento en medio sintético
con glucosa fueron transferidas a un medio sintético donde la fuente de
carbono fue sustituida por rafinosa (SRaf). El crecimiento se analizo
midiendo la densidad optica a 600 nm (DOg), mientras que la induccion del
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gen SUC?2 se midio ensayando la actividad invertasa en células enteras segun
se describe en Materiales y Métodos.

Observamos que tras el cambio brusco en la fuente de carbono, las
células que estaban en fase de crecimiento exponencial mostraron una
parada transitoria del crecimiento. La cepa silvestre W303-1A no reiniciaba
el crecimiento hasta unas 20 horas después del cambio, un periodo de
latencia sorprendentemente largo, que no habia sido anteriormente descrito.
Por esta razon, y paralelamente a nuestros estudios sobre los genes MSN2 y
MSN4 intentamos analizar las causas de esta larga parada del crecimiento,
obteniendo los resultados que se describen en el capitulo II de este trabajo.

El hecho mas destacable observado en este experimento era que el
periodo de latencia, ya de por si largo en la cepa silvestre, se alargaba en el
doble mutante msn2 msn4 hasta unas 50 horas, mas del doble que en la cepa
silvestre. No obstante, una vez iniciado, el ritmo de crecimiento era similar
en ambas cepas. Estos resultados eran cualitativamente repetibles, aunque,
segiin el experimento, el periodo de latencia podia variar en unas pocas
horas.
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Figura 1. Efecto de la doble mutacién msn2 msn4 sobre el crecimiento en fuentes de
carbono diferentes a la glucosa. A) Curva de crecimiento de la cepa silvestre W303-1A
(circulos vacios) y de la cepa mutante Wmsn2msn4 (circulos llenos) en medio sintético
conteniendo 2% rafinosa (SRaf). B) Variacion de la actividad invertasa de la cepa silvestre
W303-1A (circulos vacios) y de la cepa mutante Wmsn2msn4 (circulos llenos) en medio
sintético conteniendo 2% rafinosa (SRaf).

Cuando se midio la actividad invertasa a lo largo de la curva de
crecimiento (figura 1B), se observd que los niveles de actividad invertasa
eran nulos durante la mayor parte del periodo de latencia, empezando a
detectarse actividad antes del reinicio del crecimiento, y alcanzandose el
maximo de expresion cuando las células ya habian resumido totalmente el

56



Resultados

crecimiento exponencial (cepa silvestre) o un poco antes, en el caso del
doble mutante. Como era esperable, las células no eran capaces de reiniciar
el crecimiento hasta que expresaban en cantidad suficiente la enzima
invertasa, que permite metabolizar la nueva fuente de carbono. Y esto
sucedia asi en ambas cepas, aunque en el doble mutante se produce un
alargamiento del tiempo necesario para expresar el enzima.

Pero, ;por qué se tarda tanto en sintetizar la invertasa? Medidas de la
activacion transcripcional mostraron que tanto en la cepa silvestre como en
la cepa mutante el gen SUC2 se transcribia al mismo nivel (resultados no
mostrados). Como se discute en el capitulo II, la ausencia de actividad
invertasa no se debe a un defecto en la transcripcion sino en la traduccion.

Pero en el momento en que se llevaron a cabo estos experimentos,
desconociamos aun el hecho de la parada de la traduccion provocada por la
ausencia de glucosa, por lo que, se buscaron otras explicaciones a la
excesiva longitud del periodo de latencia.
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Figura 2. Resistencia al cambio de fuente de carbono. Eje izquierdo: Curva de crecimiento
de la cepa silvestre W303-1A (cuadrados vacios) y de las células mutantes msn2 msn4
(cuadrados llenos) en medio sintético conteniendo 2% rafinosa (SRaf). Eje derecho: En los
tiempos indicados, tras el cambio de fuente de carbono, se midi6 la viabilidad de la cepa
silvestre W303-1A (circulos vacios) y msn2 msn4 (circulos llenos) segun se indica en
Materiales y métodos

Una posible explicacion del periodo de latencia era que las células
estuvieran perdiendo viabilidad al verse bruscamente privadas de glucosa,
durante el tiempo en que atn no disponen de los enzimas necesarios para
metabolizar el nuevo azucar. Al disminuir el numero de células vivas,
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transcurriria mas tiempo hasta que pudiera observarse macroscopicamente el
reinicio del crecimiento, medido por aumento de la densidad optica a 600
nm. El alargamiento de la fase de latencia en el doble mutante podria
explicarse si esta cepa presentase una tasa de supervivencia menor que la de
la cepa silvestre en estas condiciones.

Para comprobar estas hipdtesis se realizaron medidas de viabilidad
en diferentes puntos de la curva de crecimiento en SRaf, obteniéndose el
resultado presentado en la figura 2. Se pudo comprobar que durante el
periodo de latencia de la cepa silvestre (alrededor de 24 horas, en este caso)
las células de W303-1A no sufrian una pérdida significativa de viabilidad.
Por tanto, quedaba descartado que ésta fuera la explicacion de la larga fase
de latencia en la cepa silvestre.

En la cepa Wmsn2msn4, en cambio, durante este mismo periodo se
observaba cierta disminucion de la viabilidad, en comparacion con la cepa
silvestre. Esta pérdida de viabilidad podria ser uno de los factores implicados
en el retraso respecto a la cepa silvestre, pero la magnitud de la caida de
viabilidad durante este tiempo no era lo suficientemente grande como para
que pudiera ser determinante. Por lo tanto, debian existir otros factores que
explicaran el alargamiento de la fase de latencia en el mutante msn2 msn4,
algunos de los cuales intentaremos discutirlos en el capitulo II del presente
trabajo.

Pero el hecho de que la cepa Wmsn2msn4 fuera mas sensible a la
falta de fuente de carbono disponible que la cepa silvestre era un resultado a
considerar, que nos indicaba que Wmsn2msn4 resistia peor que la cepa
silvestre la situacion de estrés creada por la ausencia de fuente de carbono
disponible. Este resultado nos indujo a caracterizar mejor este fenotipo, asi
como a estudiar la resistencia del doble mutante msn2 msn4 frente a
diferentes condiciones de estrés, con objeto de comprobar si el defecto de
resistencia se limitaba a la ausencia de carbono, o era un defecto general de
resistencia a situaciones de estrés.

1.2. Resistencia de msn2 msn4 frente a diferentes condiciones
de estrés

Para caracterizar mejor este efecto, realizamos un estudio de la
disminucion de viabilidad experimentada por la cepa silvestre W303-1A y el
doble mutante msn2 msn4 en condiciones de ausencia total de fuente de
carbono (medio sintético, S). La figura 3 muestra el resultado de un
experimento en el que células en fase exponencial de crecimiento o en fase
estacionaria fueron transferidas a medio sintético S, y durante 9 dias se
midié el porcentaje de células capaces de resistir estas condiciones de ayuno.

Como se observa en la figura 3, comprobamos que, cuando las
células que se transfieren a medio S se encuentran en fase exponencial, la
cepa Wmsn2msn4 es mas sensible a condiciones de ayuno de fuente de
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carbono que la cepa silvestre. A los 2 dias, la reduccion de viabilidad alcanza
un 30% en la cepa Wmsn2msn4, mientras que el nivel de viabilidad de la
cepa silvestre no ha disminuido. En el tercer dia se empiezan a observar
cambios, ya importantes, en W303-1A, que disminuye su viabilidad al 45%,
pero en la cepa mutante el efecto es ain mas importante, ya que solo un 7%
de las células iniciales sobreviven (una diferencia en viabilidad de casi un
orden de magnitud con respecto a la cepa silvestre). Finalmente, las pérdidas
de viabilidad empiezan a estabilizarse en ambas cepas, quedando un poo!/
mas o menos constante de células resistentes a esta situacion de estrés, que
corresponde al 8% de las células silvestres, y el 2% de las células mutantes.
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Figura 3. Resistencia al ayuno de fuente de carbono. Células de levadura de un cultivo
crecido durante la noche de W303-1A (simbolos vacios) o cepa Wmsn2msn4 (simbolos
llenos) se inocularon en YPD y se crecieron hasta saturacion (cuadrados) o se mantuvieron en
crecimiento exponencial durante 2 dias (circulos). Las células fueron entonces lavadas y
resuspendidas en medio sintético sin glucosa (S) a una DOgq de 0.3. La viabilidad se midio
segun se describe en Materiales y Métodos.

En cambio, cuando se transfirieron células en fase estacionaria no se
observaron diferencias en viabilidad entre ambas cepas, que mantuvieron su
viabilidad constante durante el tiempo estudiado. Tampoco se observaron
pérdidas de viabilidad en ninguna de las dos cepas cuando las células, ya
fuera en fase exponencial o estacionaria, fueron transferidas a un medio sin
fuente de nitrogeno, al menos durante el tiempo en que se siguid la
viabilidad (resultados no mostrados). Asi pues, la pérdida de viabilidad por
ausencia de fuente de carbono se limita a las células que se encuentran en
fase exponencial. Estos experimentos son repetibles cualitativamente,
aunque la curva de pérdida de viabilidad puede variar segun el experimento.
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Para comprobar si la mayor sensibilidad de msn2 msn4 se extendia a
otras condiciones de estrés, pasamos a estudiar el crecimiento de esta cepa
en medio liquido (YPD), en condiciones de estrés osmoético (YPD + NaCl
0.8 M) y oxidativo (H,O, 1 mM). En ambos casos, la cepa Wmsn2msn4 tuvo
un ritmo de crecimiento similar al de la cepa silvestre, sin que se detectaran
diferencias en el reinicio del crecimiento, tras la parada transitoria del
crecimiento que ocurre tras el cambio de medio. Esta parada es de tan solo 3-
4 horas, siendo por tanto mucho mas corta que la observada en medio SRaf.

Las condiciones de estrés estudiadas son bastante suaves, mientras
que la ausencia total de fuente de carbono, donde habiamos observados
diferencias entre ambas cepas, constituye una situacion de estrés muy
severo. Por ello, decidimos someter a las cepas W303-1A y Wmsn2msn4 a
condiciones de estrés mas severas que las anteriormente descritas, para
comprobar si en este caso se observaban diferencias de sensibilidad.

1.3. Resistencia de msn2 msn4 frente a condiciones severas de
estrés

La termotolerancia se estudid sometiendo a las células a una
temperatura de 45°C en bafio termostatizado, y midiendo la viabilidad a
diferentes tiempos. La figura 4 muestra que el comportamiento de las dos
cepas es diferente. Podemos observar que la viabilidad de la cepa
Wmsn2msn4 es inferior a la de la cepa silvestre desde los primeros minutos,
alcanzandose a los 100 minutos una diferencia de un orden de magnitud en
la tasa de supervivencia (un 0,03% de células mutantes sobreviven, frente a
un 0,3% de células silvestres).
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Figura 4. Termotolerancia. Células de levadura de un cultivo crecido durante la noche de
W303-1A (simbolos vacios) o cepa Wmsn2msn4 (simbolos llenos) se inocularon en medio
SD y se mantuvieron en crecimiento exponencial durante 24 horas a 30°C. A una DQOgqy de
0.3, las células se dividieron en alicuotas y se transfirieron a un baflo de agua a 45°C,
midiéndose la viabilidad en los tiempos indicados.
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La diferencia de viabilidad entre cepa silvestre y mutante fue todavia
mayor cuando el choque térmico se produjo en ausencia de glucosa en
condiciones similares de temperatura y tiempo de incubacion.

Cuando se pretrataron las células a 37°C durante una hora,
previamente al experimento, los niveles de viabilidad de ambas cepas
aumentaron, pero se mantuvieron las diferencias entre silvestre y doble
mutante (resultados no mostrados).

Otra condicion de estrés utilizada fue el choque osmético. En la
figura 5SA se muestra la supervivencia de células en fase exponencial de la
cepa msn2 msn4d tras la exposicion durante 7 horas a NaCl 3 M). La
severidad del estrés provoca la muerte de un elevado porcentaje de células,
solo un 0,01% de las células con la doble mutacion msn2 msn4 sobreviven,
frente al 1% de las células silvestres.
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Figura 5. Supervivencia tras exposicion a estrés osmético y estrés oxidativo. A) Estrés
osmotico. Sin pretratamiento: Cultivos crecidos durante la noche de W303-1A (barras llenas)
y Wmsn2msn4 (barras rayadas) se diluyeron con YPD a una DOy, de 0.1 y se crecieron hasta
una DQOggg de 1.0. Los cultivos fueron entonces diluidos hasta una DOgyy de 0.2 en YPD NaCl
3 M, ¢ incubados a 30°C durante 7 horas. Pretratamiento térmico: Previamente al choque
osmotico, se incubaron las células durante 1 hora a 37°C. Pretratamiento osmotico: Se
incubaron las células durante 1 hora en YPD NaCl 0.3 M, antes del choque osmdtico severo.
B) Estrés oxidativo. Cultivos crecidos durante la noche de W303-1A (barras llenas) y
Wmsn2msn4 (barras rayadas) se inocularon en YPD y se crecieron hasta una DOy de 0.3. Se
afiadio peroxido de hidrogeno hasta una concentracion final de 5 mM, y se incubaron durante
1 hora con agitacion vigorosa a 30°C.

El tratamiento de las células a 37°C durante 1 hora, 6 en YPD
suplementado con NaCl 0.3 M durante 1 hora, previamiente al estrés
osmotico, increment6 la resistencia de ambas cepas, pero se mantuvieron
(choque osmético previo), o incluso aumentaron las diferencias entre W303-
1A y Wmsn2msn4 (pretratamiento con choque térmico). En este caso, el
pretratamiento con choque osmotico suave aumenta la tasa de supervivencia
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de W303-1A y Wmsn2msn4hasta el 10% y 1%, respectivamente (2 6rdenes
de magnitud). El choque térmico suave a 37°C produce una proteccion
cruzada que aumenta la resistencia de W303-1A hasta el 7%, y el 0,5% en la
cepa Wmsn2msn4.

En cuanto al comportamiento frente a altas concentraciones de
oxidantes, en la figura 5B se muestra la resistencia de las cepas W303-1A 'y
Wmsn2msn4 tras ser sometidas durante 1 hora a la presencia de H,O, 5 mM
en el medio, concentracion de peroxido de hidrogeno que produce un estrés
oxidativo importante. En estas condiciones, un 5% de las células de W303-
1A iniciales sobreviven, frente a s6lo un 0,004% de las células con la doble
mutacion msn2 msn4.

De los resultados anteriores podemos concluir que la ausencia de los
genes MSN2 y MSN4 produce una sensibilidad pleiotropica a diferentes
formas de estrés severo.

1.4. Efecto de la sobre-expresion de los genes MUSN2 y MSN4
sobre la resistencia al ayuno de glucosa y choque térmico

Se investigd si la sobre-expresion de estos genes, por separado, hacia
a las células mas resistentes al estrés. Para ello, las regiones codificantes de
MSN2 'y de MSN4 se fusionaron con el promotor del gen de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de S. cerevisiae, (Schena et al.,
1991) y los plasmidos resultantes (pG3MSN2 y pG3MSN4) se utilizaron
para transformar la cepa silvestre W303-1A. Sorprendentemente, el tiempo
requerido para la aparicion de transformantes fue significativamente mayor
cuando la cepa W303-1A se transformé con los plasmidos pG3MSN2 y
pG3MSN4 que cuando se transformd con el control, pG3. Este efecto era
mas acusado con el plasmido pG3MSN2. Es decir, la presencia de estos
plasmidos parece tener un efecto negativo sobre el crecimiento celular. Sin
embargo, cuando se compar6 la supervivencia de las cepas que sobre-
expresaban Msn2p 6 Msndp con la de la cepa control en condiciones de
estrés, se observo que la sobre-expresion de ambos genes incrementa la
resistencia frente a las condiciones de estrés estudiadas. Los resultados
obtenidos al someter a estas cepas a estrés por ausencia de glucosa y estrés
térmico se muestran en la figura 6.

Se sigui6 durante 13 dias la viabilidad de las cepas W303-1A (pG3),
W303-1A (pG3MSN2) y W303-1A (pG3MSN4) en ausencia de glucosa
(Figura 6A). Por otro lado se observo que la cepa W303-1A transformada
con el plasmido control pG3 presenta una viabilidad superior a la observada
habitualmente en la cepa W303-1A. Atribuimos este hecho no a la presencia
del plasmido en si, sino al hecho de que para mantener el plasmido esta cepa
se crece siempre en medio selectivo, sin el requerimiento correspondiente al
marcador del plasmido, en este caso triptofano (medio SD-Trp). Sabemos
que el medio sintético, también llamado medio minimo, no es el medio ideal
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para el crecimiento de las células, puesto que en estas condiciones se
produce la induccion de algunos genes inducibles por estrés, como
comentaremos en el apartado 2 de los resultados. Por ello, es posible que el
mantenimiento constante en medio sintético, al inducir algunos genes de
resistencia a estrés, sea capaz de inducir una proteccion cruzada que aumenta
la resistencia a situaciones posteriores, o adicionales, de estrés.
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Figura 6. Resistencia al ayuno de fuente de carbono (A) y termotolerancia (B) en cepas
que sobre-expresan los genes MSN2 o MSN4. Cultivos crecidos durante la noche de W303-
1A transformada con pG3 (cuadrados llenos), pG3MSN2 (circulos abiertos) o pG3MSN4
(circulos llenos) fueron inoculados en medio SD-Trp y mantenidos en crecimiento
exponencial durante 24 horas. Entonces fueron transferidos a medio S-Trp a una DOgq de 0.3
(A) o transferidos a un bafio de agua a 45°C (B). La viabilidad se midi6 en los tiempos
indicados.

En cualquier caso, a pesar del ligero aumento de la resistencia de la
cepa control, es evidente que la presencia de los genes MSN2 o MSN4 en
sobre-expresion (debida, por una parte, a un mayor niamero de copias, y por
otra, a la elevada expresion que produce el promotor del gen GPDI),
produce un aumento de la resistencia al estrés por ausencia de carbono
respecto al control. Las cepas que sobre-expresan MSN2 y MSN4 apenas
sufren disminucion de la viabilidad durante los 13 dias, presentando al final
una tasa de supervivencia del 75% (W303-1A (pG3MSN2) y del 35%
(W303-1A (pG3MSN4)), frente al 7% de la cepa control.

La sobre-expresion de MSN2 parece tener un mayor efecto protector
que la de MSN4, hecho que se observd repetidamente en los distintos
experimentos realizados. Este hecho concuerda con resultados anteriores,
que parecen conferir a Msn2p un papel preponderante respecto a Msn4p, ya
que tanto la ausencia como la sobre-expresion del primero tienen efectos
mas claros.
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En la figura 6B se muestra el efecto de la sobre-expresion de MSN2
y MSN4 sobre la resistencia al choque térmico. Al cabo de 100 minutos de
permanencia a 45°C, s6lo un 0,45% de las células control sobreviven, frente
a un 7% de las células que sobre-expresan MSN4, y un 15% de las que
sobre-expresan MSNZ2. De nuevo se observa un aumento de la resistencia al
estrés térmico por la sobre-expresion de los genes MSN2 o MSN4, siendo el
efecto ligeramente mayor al sobre-expresar MSN2.

Llegados a este punto, parecia claro que MSN2 y MSN4, que en un
principio parecian estar implicados en la utilizacion de azlcares,
desempefiaban un papel importante en la resistencia al estrés de la levadura
Saccharomyces cerevisiae. Por un lado, la ausencia simultanea de estos
genes, de funcidon aparentemente redundante, produce una sensibilidad
pleiotropica a toda una serie de condiciones de estrés severo. Por otro lado,
la sobre-expresion de estos genes aumenta la resistencia de la levadura a
estas condiciones de estrés. Todo ello apuntaba a que los factores MSN2 y
MSN4 eran protagonistas importantes de la respuesta a estrés de levadura.
Faltaba por elucidar la funcién molecular concreta de estos factores
transcripcionales, aspecto que se analiza en el siguiente apartado.

2. Funcion de las proteinas codificadas por los genes
MSN2y MSN4

21. MSN2 y MSN4 son requeridos para la transcripcién de
distintos genes inducidos por estrés.

Al pensar en una posible funcion de MSN2 y MSN4 en la respuesta a
estrés era logico esperar, dada su estructura, que estuvieran actuando como
factores transcripcionales, regulando la expresion de otros genes.

Msn2p y Msndp poseen, como se ha descrito, dos dedos de cinc del
tipo Cys,His,, motivo tipico de uniéon a DNA que se encuentra en numerosos
factores transcripcionales cuya capacidad de regular la expresion génica se
ha demostrado.

Asi, las proteinas Egr, de mamiferos, que poseen dedos de cinc
homologos a los de Msn2p y Msndp, parecen estar implicadas en la
transduccion de sefal en respuesta a estimulos mitogénicos y especificos de
diferenciacion. Los genes de respuesta a crecimiento temprano (EGR) se
inducen rapidamente en respuesta a factores de crecimiento, suero y otras
sefiales, y sus productos actian como reguladores transcripcionales de unioén
a DNA, implicados en modular la proliferacion celular y la diferenciacion
(Christy et al., 1989; Joseph et al., 1988; Lemaire et al., 1988; Milbrandt et
al., 1987; Sukhatme et al., 1988).
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El gen supresor del tumor de Wilms codifica una proteina con un
dominio de union al DNA, también homodlogo, y actia como represor
transcripcional (Madden ef al., 1991).

En cuanto a las proteinas con homologia a Msn2p y Msndp en
levadura, Miglp estd implicado en la respuesta celular a la glucosa,
requiriéndose para la represion por glucosa de, entre otros genes, SUC2,
GALI1 y GAL4 (Flick y Johnston, 1992; Griggs y Johnston, 1991; Nehlin et
al., 1991; Nehlin y Ronne, 1990). Se ha propuesto que su papel es unir al
DNA al complejo represor Ssn6p-Tuplp.

También la proteina Rgmlp parece ser un represor transcripcional,
pero se desconocen sus dianas (Estruch, 1991).

Parecia logico esperar que Msn2p y Msndp, al igual que sus
homoélogos, pudieran desempefiar un papel activo en la regulacion
transcripcional. De hecho, Estruch y Carlson (1993) demostraron, mediante
fusiones con LexA, que Msn2p y Msn4p podian actuar como activadores de
la transcripcion. Lo mas razonable era suponer que el papel de Msn2p y
Msndp en la respuesta al estrés seria el de activar transcripcionalmente uno o
mas genes implicados en la proteccion frente a diferentes estreses.

Por ello se estudié la induccion transcripcional de diversos genes
implicados en la respuesta a estrés, en las cepas silvestre y doble mutante
msn2 msn4. Como condiciones de induccion se eligieron, inicialmente, el
choque térmico (1 hora a 37°C), y la ausencia de glucosa (1 hora en medio
S), ya que a nivel fenotipico el mutante Wmsn2msn4 mostraba una
resistencia defectuosa a estos estreses.

El primer gen en el que encontramos un defecto de expresion fue
HSP26, que codifica una de las HSPs de pequefio tamafio en levadura, de
funcién desconocida. El defecto era muy dramatico en condiciones de ayuno
de glucosa, pues en la cepa mutante no se observaba ninguna expresion, que
sin embargo era muy elevada en la cepa silvestre. A 37°C se observaba cierta
induccion en el mutante, pero a niveles mucho menores que los observados
en la cepa silvestre.

Un defecto similar se observo en la induccion de HSPI2, que
codifica otra de las HSPs de pequefio tamafio. En cambio, no se observaron
defectos en la expresion de HSPs mas grandes, como SSA/ 6 SS43, de la
familia de las HSP70. Esto nos indujo a pensar que la accion de MSN2 y
MSN4 podria restringirse a la regulacion de las proteinas de choque térmico
de pequefio tamafio, cuya funcion concreta en la respuesta a estrés no se
conoce.

Sin embargo, al ampliar nuestro analisis se encontraron otros genes
afectados que no pertenecian a esta familia, y fue quedando claro que Msn2p
y Msn4p tenian un papel mucho mas general en la regulacion de genes de
estrés. Entre los genes regulados por MSN2/4 estaban CTT1, que codifica la
catalasa citosdlica, DDR2, inducido por dafio al DNA, pero de funcion
desconocida, 6 GPH1, que codifica la glucdgeno fosforilasa.
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En la figura 7 se muestran los resultados del primer rastreo de genes
regulados por MSN2 y MSN4. Podemos ver que el estrés por ayuno de
glucosa produce una ausencia practicamente total de la expresion de genes
como HSP26, HSP12, CTTI 6 DDR2. Estos mismos genes presentan una
expresion afectada frente al choque térmico, aunque el efecto no es tan
drastico como en ausencia de glucosa.

En cambio, vemos otros genes, como SSA17, SSA3, UBI4 6 HSP104,
cuya expresion no se ve afectada, en ninguna de estas condiciones de estrés,
por la ausencia de MSN2 y MSN4.

Wm Wm Wm

=1 | 3
o 58 8]~

SSA1 |i |E CTT1 5_
SSA3 E I! DDR2 -
Choque  Ayuno de Choque Ayuno de

térmico glucosa térmico glucosa

Figura 7. Efecto de la doble mutacion msn2 msn4 sobre la expresion de genes inducibles
por estrés. Choque térmico: Células en fase exponencial de crecimiento de las cepas W303-
1A (W) y Wmsn2msn4 (m) fueron transferidas a un bafio de agua a 37°C e incubadas durante
1 hora. Ayuno de glucosa: Células en fase exponencial de crecimiento de las cepas W303-1A
(W) y Wmsn2msn4 (m) fueron transferidas a medio S e incubadas durante 1 hora a 30°C. Tras
ambos tratamientos, se recogieron las células y se extrajo RNA total, segun se describe en
materiales y métodos. 4 g de cada muestra fueron fraccionados en un gel de agarosa al 1.6%
y analizados por transferencia Northern e hibridacion con las sondas indicadas.

Con el fin de determinar si el defecto de transcripcion de los genes
afectados era completo o, por el contrario, se trataba tan s6lo de un retraso
en el tiempo de induccion, se analizaron los niveles de transcrito a diferentes
tiempos de induccion (figura 8).

Se sigui6 durante 5 horas la expresion de HSPI12, HSP26, CTTI,
DDR?2 y SSA3 en ausencia de glucosa (figura 8A). Mientras que en W303-
1A alas 5 horas ya se empezaba a acusar una disminucion de los niveles de
mensajeros de la mayoria estos genes (con la excepcion de DDR?2, cuya
expresion parece ir en aumento, y HSP12, de expresion mantenida), durante
este periodo de tiempo no se pudo observar ninguna expresion de HSPI2,
CTTI, DDR2 6 HSP26 en el doble mutante. En cambio la induccion de SSA43
se produce a niveles similares a los de la cepa silvestre.
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También se sigui6 durante 5 horas la induccion de diversos genes
por choque térmico a 37°C (figura 8B). En los genes HSP26 y HSPI2, se
observa un pequefio pico de induccién en el doble mutante, a la media hora
de choque térmico, pero los niveles de mensajero estan muy reducidos con
respecto a la cepa silvestre. En la cepa W303-1A, aunque también se observa
un pico de induccion a las 0.5 horas, la expresion se mantiene durante varias
horas. En el gen SS43 de nuevo no se aprecian diferencias entre las cepas
W303-1A y Wmsn2msn4, coincidiendo el pico de expresion a los 30
minutos. Por tltimo, el gen DDR?2 sigue una cinética de induccion diferente
a los anteriores genes, con un maximo de expresion a las 3 horas. En este
caso, no se aprecia induccion en la cepa Wmsn2msn4.

A W303-1A  msn2 msn4 B

W303-1A msn2 msn4

01 23501 25
t(horas) 0 51 23 5051 2 3 5

HSP26 ~ S®== Hspze S
HSP12 “oee nsp1z '
SSA3 S®e- ®--- SSA3 %
CTT1 vow - DDR2 d
DDR?2 ey

Figura 8. Efecto de la doble mutacién msn2 msn4 sobre la activacion dependiente del
tiempo de genes inducibles por ayuno de fuente de carbono y por choque térmico. Se
extrajo RNA total a partir de las cepas W303-1A o Wmsn2msn4 tras la incubacion en los
tiempos indicados en medio S (A) o a 37°C (B). 4 pg de cada muestra fueron fraccionados en
un gel de agarosa al 1.6% y analizados por transferencia Northern e hibridacion con las
sondas indicadas. La aplicacion y transferencia de cantidades iguales de RNA se verificaron
por tincion con bromuro de etidio.

Asi pues, de los genes inducibles por estrés cuya expresion pudimos
estudiar, un ntimero importante de los mismos resulté tener una induccion
defectuosa por ambos estreses en el doble mutante. Un hecho que nos llamo
la atencion es que todos los genes afectados por la ausencia de MSN2 y
MSN4 eran genes que tenian secuencias STRE en su promotor, habiéndose
demostrado para al menos tres de ellos (HSP12, CTTI y DDR?2) que estas
secuencias estan implicadas en la induccion por estrés de los mismos (Varela
et al., 1995; Marchler et al., 1993, Kobayashi y McEntee, 1993). El STRE es
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un elemento regulador de la transcripcion que media la induccion por
multiples estreses. Esto nos llevo a estudiar la respuesta de Wmsn2msn4
frente a otros estreses que inducen la respuesta de estos genes a través del
elemento STRE, como son el estrés osmotico o el estrés oxidativo.

Para ello estudiamos los niveles de mensajero de HSP12 y HSP26 en
células de W303-1A y Wmsn2msn4 sometidas a estrés osmotico (figura 9A)
y estrés oxidativo (figura 9B). En este caso los niveles de mensajero
detectados en la hibridacion Northern se analizaron densitométricamente, y
se representaron los porcentajes respecto al nivel maximo.

La ausencia de MSN2 y MSN4 produjo una reduccion del 35% en los
niveles de mensajero de HSP12 inducidos por estrés osmotico, respecto a la
induccion producida por el mismo tratamiento en la cepa silvestre (figura
9A). En el caso de HSP26, el efecto fue mucho mas drastico, disminuyendo
la expresion en un 95%.

En condiciones de estrés oxidativo, los niveles de HSP12 y HSP26
se redujeron en un 72% y 70%, respectivamente, en el doble mutante msn2
msn4.
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Figura 9. Efecto de la doble mutacion msn2 msn4 sobre la activacion de genes inducibles
por estrés osmotico y estrés oxidativo. Se extrajo RNA total a partir de las cepas W303-1A
o msn2 msn4 tras la incubacion durante 1 hora en medio YPD NaCl 0.7 M (A) o YPD H,0,
0,,008% (B).4 ng de cada muestra fueron fraccionados en un gel de agarosa al 1.6% y
analizados por transferencia Northern e hibridacion con las sondas de los genes HSPI2 y
HSP26. En la figura se muestra el resultado del andlisis densitométrico de las bandas
obtenidas en la autorradiografia, expresado como porcentaje del maximo nivel de expresion.
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En otras condiciones de estrés, como por ejemplo la presencia de
sorbato 10 mM, o etanol 7%, los niveles de mensajero de HSPI12, CTTI 6
DDR?2 resultaron indetectables en el mutante msn2 msn4 (resultados no
mostrados).

Asi pues, la induccion transcripcional de genes que contienen en su
promotor elementos STRE, por condiciones de estrés que activan la
transcripcion a través de dicho elemento, esta fuertemente afectada en la
cepa mutante Wmsn2msn4.

Por todo ello, resultaba tentador aventurar que MSN2 y MSN4
pudieran ejercer su accion a través de este elemento, del cual hasta el
momento se habian buscado infructuosamente el/los factores reguladores. En
este momento establecimos una colaboracién con uno de los grupos que
estaban trabajando en la induccion via STRE, el grupo del Dr. Ruis, en
Viena, que fue uno de los primeros grupos en describir este elemento
(Marchler et al., 1993), y el que le dio su actual nombre. Una construccion
realizada por este grupo, el plasmido pGM18/17, nos permitio estudiar
directamente la expresion génica via STRE en el doble mutante msn2 msn4.

2.2. MSN2 y MSN4 estan implicados en la expresion inducida por
estrés via STRE.

El plasmido pGM18/17, descrito en Marchler et al., 1993, contiene
siete copias de uno de los elementos STRE del promotor de CT7TI, en
diversas orientaciones, colocados en tandem en posicion 5' respecto a una
fusion LEU2-lacZ. Este plasmido, integrativo, permite medir la actividad f3-
galactosidasa dependiente de STRE inducida por diversas condiciones de
estrés. Se delecionaron los genes MSN2 y MSN4 en la cepa GG18 (Marchler
et al., 1993), que lleva una tUnica copia integrada cromosémicamente del
plasmido pGM18/17, obteniéndose la cepa GG18msn2msn4.

Células en fase de crecimiento exponencial de ambas cepas fueron
sometidas a diferentes condiciones de estrés, y se midi6é la actividad B-
galactosidasa (figura 10).

Como se observa en la figura 10, en el mutante el nivel de
transcripcion basal se vio reducido en un factor de 10 veces. Por otro lado, la
induccion de la transcripcion por choque térmico, bajo pH, acido soérbico y
elevadas concentraciones de etanol estaba completamente abolida en el
doble mutante. En el caso de los estreses osmotico y oxidativo, asi como
cuando las células fueron crecidas en un medio de desrepresion (YPE) se
detectaron bajos niveles de transcripcion en el doble mutante. Sin embargo,
el factor de induccion fue comparable con el de la cepa silvestre.

69



Capitulo 1

basal

NaCl 0.4 M

Sorbato 10 mM

H202 0.4 mM
Etanol 7%
pH 2.8
37°C
3665
YPE . 361 "
0 200 400 600 3600

Actividad B-galactosidasa

Figura 10. Efecto de la doble mutacion msn2 msn4 sobre la expresion de un gen reporter
LEU2-lacZ bajo el control del elemento STRE. Cultivos en fase exponencial de
crecimiento de las cepas GG18 (barras llenas) y GG18msn2msn4 (barras vacias), crecidos en
medio YPD, fueron sometidos a diferentes estreses durante 1 hora, y se midi6 la actividad [3-
galactosidasa en los extractos crudos. Los datos presentados son la media de al menos tres
experimentos independientes.

Asi pues, la activacion transcripcional de un gen reporter LEU2-lacZ
regulado por STRE se encuentra dramaticamente afectada en el doble
mutante. En algunos tipos de estrés la induccion via STRE es totalmente
dependiente de la presencia de MSN2/4. En otros casos (estrés osmotico y
oxidativo, crecimiento en YPE) hay induccion de STRE independiente de
MSN2/4, pero los niveles tanto basal como inducido estan reducidos unas 10
veces respecto a la cepa silvestre, indicando que MSN2/4 son necesarios para
la correcta activacion en respuesta a estos estreses.

Para corroborar que los efectos de MSN2 y MSN4 sobre la respuesta
a estrés se debian a su papel en la regulacion de la expresion génica a través
del elemento STRE, se estudi6 el efecto de la sobre-expresion de los genes
MSN2 vy MSN4 en el vector pG3, anteriormente descrito, sobre la expresion
[-galactosidasa a partir del reporter STRE-LEU2-lacZ.

En consistencia con un posible papel de estos factores en la
regulacion via STRE se encontré que la sobre-expresion de MSN2 y MSN4
produce una activacion de este reporter en condiciones de ausencia de estrés
(Tabla I). Sin embargo, el nivel relativamente bajo de actividad, comparado
con los niveles detectados bajo condiciones de estrés, sugiere que la
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regulacion de la funcion de Msn2p y Msndp incluye mecanismos post-
traduccionales. Estos resultados son también consistentes con la expresion
constitutiva de MSN2 (P. M. Alepuz y F. Estruch, resultados no publicados).

Este resultado indica que la sobre-expresion de estos genes induce la
expresion via STRE del reporter STRE-LEU2-lacZ en condiciones de no
estrés.

Tabla |

Efecto de la sobre-expresion de Msn2p y Msndp sobre la induccién transcripcional
del gen reporter STRE-LEU2-lacZ.

Plasmido Actividad B-galactosidasa (nmol/min/mg proteina)
pG3 22.9

pG3MSN2 85

pG3MSN4 44

La induccion de genes regulados via STRE en ausencia de estrés por
la sobre-expresion de MSN2 y MSN4 también esta apoyada por el
experimento que se muestra en la figura 11. Se encontrdo que las células
transformadas con pG3MSN2 expresan los genes CTT/ y HSP26 incluso
bajo condiciones de ausencia de estrés. En las células que sobre-expresan
MSN4 se observo una débil induccion de CTT1, pero no de HSP26.

HSP26

CTT1

' ..

Figura 11. Expresion constitutiva de genes inducidos por estrés en células que sobre-
expresan MSN2 6 MSN4. Se analizaron células silvestres transformadas con pG3 (1),
pG3MSN2 (2) o pG3MSN4 (3). El RNA total se extrajo de células creciendo
exponencialmente en medio SD-Trp y se analizaron por transferencia Northern e hibridacion
con sondas de los genes HSP26 y CTTI. La aplicacion y transferencia de cantidades iguales
de RNA se verifico por tinciéon con bromuro de etidio.

1 2 3

Estos resultados aportan, ademds, una posible explicacion del
defecto en el crecimiento observado en las cepas W303-1A (pG3MSN2) y
W303-1A (pG3MSN4), que se ha mencionado en el apartado 1.4. Es posible
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que la activacion indebida de mecanismos de defensa en condiciones de no
estrés, tenga efectos negativos sobre el crecimiento celular.

Los anteriores resultados indican que Msn2p y Msndp se requieren
para la expresion mediada por STRE y apoyan fuertemente la hipotesis de
que MSN2 y MSN4 sean los factores de union a STRE (STRFs), pero en
cualquier caso, quedaba por demostrar que la accion de Msn2p/4p sobre la
STRE fuera directa. En 1994, Gounalaki y Thireos describieron un caso
similar al aqui detallado: la actividad de un promotor dirigido por STRE,
basado en un oligobmero que contenia una de las STRE del gen DDR2
(Kobayashi y McEntee, 1993) estaba seriamente afectada en un mutante
yaplA, que carece del factor transcripcional Yaplp. Sin embargo, no se pudo
demostrar que hubiera union in vitro de Yaplp a dicho promotor, por lo que
se concluy6 que su accion sobre la transcripcion via STRE era de naturaleza
indirecta. Esta posibilidad cabia también para Msn2/4p.

2.3. Prediccion tedrica de la secuencia de union de Msn2/4p

La cristalizacion de complejos DNA-proteina se ha conseguido para
diferentes proteinas con dedos de cinc, y esto ha permitido por comparacion
de secuencias realizar predicciones teodricas de la secuencia de unidén de
Msn2p y Msndp, entre otras proteinas. En la figura 12 se muestra la
comparacion de secuencias de los dedos de cinc de Msn2p, Msndp, Miglp y
Egrl(1zaa). Las predicciones de la secuencia de uniéon mostradas se basan en
los datos obtenidos a partir de los dedos de cinc Il y III de EGRI, de los
cuales se dispone de una estructura cristalizada de la proteina unida al DNA
(Pavletich y Pabo, 1991).

Msn2p [646]|BFHC g DEKEFSRSONLSQHIKTH [698]
Msndp [572]BEFKC EKKFISRSONLSQHLKTH [624]
Miglp [36]PHACPICHR. FISRSDELTRHERRIH [90]
lzaa [34][EFQCR ICMRI HTKIH [86]

lzaa (ZIF268, kroxz4)
Miglp

Msn2/Msnédp

Figura 12. Prediccion de la secuencia de DNA reconocida por los dedos de cinc de
Msn2p y Msndp. Alineamientos multiples de secuencia muestran los dos dedos de cinc de
Msn2p, Msndp y Miglp comparados con la secuencia de dos dedos de cinc (II) y (II) de la
proteina de respuesta a crecimiento temprano Egrl (krox24, 1zaa) de raton. Se dispone de la
estructura cristalina de Egrl, accesible bajo el codigo de entrada 1zaa del PDB. Los niimeros
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dados para lzaa se refieren a la numeracion en la entrada de PDB. Las posiciones
completamente conservadas en el alineamiento se seflalan en gris. Se indica la coordinacién
de los dos iones de cinc. Se ha encontrado que Arg46, His49 y Arg74 establecen puentes de
hidrégeno especificos con pares G/C (sombreado en gris). Su conservacion global sugiere
contactos similares para los dedos de cinc de Miglp, Msn2p y Msndp. Thr52, que es
responsable del reconocimiento de un par de bases T/A en Egrl, es reemplazado por arginina
en las otras tres proteinas. Se predice, por analogia con las otras argininas, especificidad por
un par G/C en la posicion respectiva. El dedo III de Egrl y el dedo II de Miglp son idénticos
con respecto a sus residuos de contacto con el DNA. Aparentemente, su especificidad de
union a DNA es la misma. En Msn2p y Msndp, Glu77 es reemplazada por una asparagina,
mientras que Arg80 es reemplazada por una glutamina. En un modelo tridimensional del
complejo Msn2p-STRE, generado por ordenador, se puede demostrar que la asparagina y la
glutamina son capaces de establecer interacciones directas por puentes de hidrégeno con pares
A/T en las posiciones respectivas del STRE (datos no mostrados). La especificidad de
asparagina por pares A/T en la posicion media de este tipo de dedos de cinc es bien conocida
(Choo et al., 1994). La seleccion de pares AT en la posicion 5' del STRE a través de la
respectiva glutamina podria no ser tan fuerte, y permitir cierta variacion.

El dedo II de EGR1 se une a la secuencia de nucleodtidos
[3'1GGT[5']. En la estructura cristalina, los residuos Arg46 y His49
establecen contactos especificos con pares G/C. Cuando se alinea esta
secuencia con la del dedo de cinc I de Msn2p, Msndp y Miglp, se observa
que estos residuos estan conservados. Thr52, responsable de la especificidad
del dedo II de EGR1 por el par T/A en 5', esta reemplazada por un residuo
de arginina en Msn2p, Msndp y Miglp. De acuerdo con los cddigos de
reconocimiento establecidos para los dedos de cinc Cys,His, (Choo et al.,
1994), se puede predecir que los dedos de cinc I de Msn2p, Msndp y Miglp
se uniran especificamente a la secuencia de nucleétidos [3'|GGG[5'].

El dedo III de Egrlp se une a la secuencia de nucledtidos
[3"1GCG[5']. Los residuos Arg74, Glu77 y Arg80 de la estructura del cristal,
que determinan la especificidad de secuencia, estan conservados en el dedo
II de Miglp, por lo que se puede predecir que éste se unira a la misma
secuencia. Los residuos respectivos en Msn2p y Msndp son arginina,
asparagina y glutamina. Segun los codigos de reconocimiento, se puede
predecir una union especifica del dedo de cinc II de Msn2p/Msndp a la
secuencia de nucledtidos [3'|GAN]S']. Los resultados de la modelizacion por
homologia del complejo Msn2p/STRE (resultados no mostrados) indican
una especificidad por un par A/T en la posicion 5' de la secuencia de
nucleotidos reconocida por Msn2p y Msndp. Sin embargo, la seleccion por
la respectiva glutamina podria no ser tan fuerte, y permitir una cierta
variacion. A partir de estos datos, se puede predecir que los dedos de cinc de
Msn2p y Msndp serian capaces de unirse a la secuencia STRE con alta
especificidad, y que la union ocurriria de una manera muy similar a la
observada en la estructura cristalizada de Egrlp.
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2.4. Las proteinas Msn2p y Msn4p se unen in vitro a la secuencia
STRE.

Los resultados presentados anteriormente indicaban claramente que
MSN2 'y MSN4 se requieren para la induccion de la transcripcion por
diferentes estreses mediada por STRE y que la regulaciéon se produciria por
union directa de los factores a este elemento, pero quedaba por demostrar
experimentalmente que esta unidon se producia realmente. Para demostrar
experimentalmente este ultimo punto, se intentaron diferentes
aproximaciones in vitro, utilizando el método de retardo en gel. Se estudio la
union entre oligonuledtidos que contenian secuencias STRE y proteinas
Msn2p y Msndp obtenidas de diferentes formas.

2.4.1. Unién de las proteinas purificadas

Una de las aproximaciones fue sintetizar la proteina Msn2p completa
in vitro, a partir del plasmido pMMI. Los intentos por obtener Msn4p de la
misma manera fueron infructuosos, por lo que en este caso se expreso el
dominio de union a DNA de Msndp en forma de una fusion a GST, en
Escherichia coli. También se hizo el mismo tipo de construcciéon para
Msn2p.

Las proteinas fueron usadas para ensayos de retardo en gel con un
oligonucledtido que incluye la secuencia de una STRE funcional del
promotor de HSP12 (pares de bases -221 a -241; Varela et al., 1995). La
figura 13 muestra que tanto Msn2p como Msn4-GSTp y Msn2-GSTp son
capaces de unirse a este oligonucledtido (carreras 2A, 8A y 2B). La
naturaleza especifica de esta interaccion se determind mostrando la
reduccion del complejo de unidén en presencia del mismo oligonucleo6tido sin
marcar radiactivamente (carreras 3A, 9A, 3B) en un exceso molar de 200
veces. Para probar que las proteinas Msn2p y Msn4p reconocen la secuencia
AGGGG dentro del oligonucledtido, y no el resto de la secuencia, se
introdujo una mutacion puntual en el elemento STRE, generando la
secuencia AGTGG. Este oligonucledtido no puede competir con la secuencia
STRE del oligonucleétido original (carreras 4A, 10A, 4B), lo que demuestra
que Msn2p y Msn4p no son capaces de unirse a la secuencia mutada. Otros
experimentos de competicion apoyaron el reconocimiento especifico de la
secuencia STRE por Msn2p y Msn4-GSTp. Oligonucleodtidos con elementos
similares procedentes de los promotores de CTT! (carreras 5A, 11A, 5B) y
DDR2 (6A, 12A, 6B) compitieron efectivamente por la unioén, pero un
oligonucledtido con el sitio de union de la proteina Miglp (carreras 7A,
13A, 7B) fue incapaz de competir con eficiencia. Por lo tanto, Msn2p y
Msndp son capaces de reconocer la secuencia STRE presente en
oligonucledtidos procedentes de diferentes promotores, pero no reconocen,
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en cambio, la secuencia de union de la proteina Miglp, a pesar de que los
dedos de cinc de Msn2p y Msndp guardan una homologia elevada con los de
Miglp.
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Figura 13. Las regiones de los dedos de cinc de Msn2p y Msndp se unen a
oligonucledtidos que contienen secuencias STRE. El retardo en gel se llevo a cabo con un
oligonucledtido derivado del promotor de HSPI2 (nucledtidos -241 a -221), marcado
terminalmente con **P. Las proteinas utilizadas fueron Msn2p sintetizada in vitro (carreras 2-
7, figura 13A) o fusiones con GST purificadas por cromatografia de afinidad, que contienen el
dominio de uniéon a DNA de Msn4p (carreras 8-13 figura 13A) o Msn2p (carreras 2-7, figura
13B) fusionado con la glutation S-transferasa. Como control se afiadio en la carrera 1A lisado
de reticulocito. Los oligonucledtidos no marcados se anadieron como competidores en un
exceso de 200 veces: HSP12 (carreras 3 y 9 de A, 3 de B), HSP12 mutado (hsp12) (carreras 4
y 10de A,y 4 de B), CTT1-18 (carreras 5y 11 de A, y 5 de B), DDR2 (carreras 6y 12de A'y
6 de B) y MIG1 (carreras 7y 13 de Ay 7 de B).

2.4.2. Unién de Msn2p a partir de extractos totales de proteina de
levadura

La siguiente aproximacion para estudiar la interaccion Msn2p-STRE
consistid en utilizar extractos totales de proteina de levadura como fuente de
Msn2p. Los primeros intentos no permitieron detectar ninguna interaccion
especifica (resultados no mostrados), hecho que atribuimos a la posible baja
concentracion de esta proteina en los extractos totales. Para evitar este
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problema se utilizaron extractos totales obtenidos a partir de cepas que
producian cantidades elevadas de Msn2p. Para ello se transformé la cepa
mutante Wmsn2msn4 con los plasmidos pAdh1-Msn2, pAdh1-Msn2-myc9,
y pAdhl-msn2::AEcoRI-myc9, que colocan el gen MSN2 bajo el control del
promotor del gen ADH]I, de alto nivel de expresion. En el segundo caso, se
afladieron ademas 9 copias de un fragmento del gen myc, de mamiferos, que
constituye un epitopo reconocible por anticuerpos especificos. pAdhl-
msn2::AEcoRI-myc9 tiene delecionado el fragmento interno EcoRI-EcoRI
del gen MSN2.

La incubacion del oligonucledtido CTT1-20 marcado con unos 60
ug de proteina total extraida de las cepas anteriores, permitid observar la
aparicion de una banda de retardo que aparentemente correspondia a Msn2p
(carrera 4), pues no aparecia en el doble mutante msn2 msn4 (carrera 2) y
presentaba mayor tamafio en la cepa que expresaba Msn2-myc (carrera 3).
La banda de retardo correspondiente a Msn2-AEcoRI-myc (carrera 5)
presentaba un tamafo similar a la proteina Msn2p silvestre, pues el tamafio
de la delecion es similar al fragmento anadido 9xmyc.

Figura 14. Unién de la proteina Msn2p presente en extractos totales de levadura, con
diferentes modificaciones, a un oligonucleéotido que contiene secuencias STRE. El retardo
en gel se realizd con un oligonucleétido derivado del promotor de CTT! (nucledtidos -382 a -
355) (CTT1-20), que contiene dos secuencias STRE. Se utilizaron extractos proteicos totales
de la cepa Wmsn2msn4 (carrera 2) y de Wmsn2msn4 transformada con plasmidos que dan
lugar a la sobre-expresion de la proteina Msn2p-myc (carrera 3), Msn2p (carrera 4), o Msn2p-
AEcoRlI (carrera 5). En la carrera 1 se muestra el oligonucleétido libre.
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El posible efecto de las condiciones de estrés sobre la capacidad de
uniéon de Msn2p se analizd6 obteniendo extractos de proteinas a partir de
células en fase exponencial de crecimiento y sometidas a estrés por acidos
débiles (sorbato sodico 10 mM). La cantidad de Msn2p en los extractos se
comprobd por electrotransferencia Western e inmunodeteccion con
anticuerpo anti-Msn2p, sin que se detectaran diferencias significativas entre
los extractos (resultados no mostrados). En las condiciones en que las
proteinas fueron extraidas, no se observaron diferencias claras en la unién
entre extractos obtenidos en condiciones de estrés y no estrés (Figura 15),
como se puede ver al comparar la banda de Msn2p en las carreras 2 y 3, y la
banda correspondiente a Msn2-myc en las carreras 6 y 7. El tratamiento se
realiz6 en presencia de inhibidores de fosfatasas, para que se conservaran los
posibles cambios en el estado de fosforilacion de la proteina, pero si hubo
cambios de este tipo en la proteina, estos no parecen afectar a la capacidad
de unién de la misma.

12 3 45 6 7 8 9 10

Figura 15. Unién de las proteinas Msn2p y Msn2p-myc presentes en extractos totales de
levadura a oligonucleodtidos que contienen secuencias STRE. Efecto de las condiciones de
estrés sobre la union. El retardo en gel se realizd con el oligonucledtido CTT1-20. Se
utilizaron extractos proteicos totales de la cepa Wmsn2msn4 (carrera 1) y de Wmsn2msn4
transformada con plasmidos que producen la sobre-expresion de la proteina Msn2p (carreras
2-5) o la proteina Msn2p-myc (carreras 6-10). Los extractos proteicos utilizados en las
carreras 3 y 7 se obtuvieron en condiciones de estrés por sorbato 10 mM. Como competidores
se afiadieron el oligonucledtido CTT1-20 no marcado (carreras 4 y 8) y el oligonucledtido
CTT1-23, que contiene mutaciones puntuales en las dos STRE, no marcado (carreras 5y 9 ).
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En la carrera 10 se afiadié anticuerpo monoclonal anti-myc al extracto proteico antes de
incubar con el oligonucledtido marcado.

Como control, para comprobar que las bandas observadas en
realidad correspondian a Msn2p, se incubd la mezcla de reaccion del
extracto que contenia Msn2-myc con anticuerpo anti-myc, y se observod la
aparicion de un super-retardo (supershift) debido al mayor tamafio molecular
del complejo (Msn2-myc)-(anti-myc) (carrera 10). Se realizd un ensayo
similar con anticuerpo anti-Msn2p, y se observo un efecto similar de retraso
de la banda (resultado no mostrado).

Para comprobar la especificidad de la unién se afiadid un exceso de
oligonucledtido CTT1-20 sin marcar, en un exceso molar de 200 veces. La
desaparicion de la banda de union correspondiente a Msn2p en la carrera 4, y
de Msn2-myc en la carrera 8 indicaba que la unién era especifica. Por otro
lado, cuando se intentd competir con el oligonucledtido CTT1-23, que
contiene mutaciones puntuales en las dos STRE, no hubo competencia
(carreras 5 y 9), indicando de nuevo que las secuencias reconocidas por
Msn2p dentro del oligonucledtido CTT1-20 son las STRE.

2.5. Las secuencias STRE estan protegidas in vivo de una
manera dependiente de Msn2p y Msn4p

Los resultados de retardo en gel demostraban que Msn2p y Msndp
reconocen de forma especifica la secuencia STRE in vitro. Para analizar si la
interaccion también se produce in vivo se la técnica de footprinting in vivo
con DMS. El sulfato de dimetilo es una sustancia capaz de atravesar in vivo
las membranas celulares e interaccionar con el DNA, dando lugar a una
metilacion de las guaninas del DNA, que se dara en mayor o menor grado
segun la accesibilidad de las mismas. Asi, si una zona de secuencia estd
protegida por una proteina in vivo, la metilacion de las guaninas de esa zona
se producira en menor proporciéon que si la secuencia estuviera libre de
proteinas.

Se estudiaron los niveles de metilacion de los promotores de HSP26,
HSP104 y HSPI2 en las cepas W303-1A y Wmsn2msn4 sometidas a
diferentes estreses. Nuestro objetivo era analizar, por un lado, la ocupacién
de las STRE in vivo en ambas cepas, y por otro, comprobar si el nivel de
ocupacion varia debido a la exposicion al estrés. Células de tipo silvestre y
células que carecian de Msn2p y Msndp crecieron logaritmicamente durante
cinco generaciones a 25°C. El cultivo se dividio, y una alicuota se expuso a
condiciones de estrés (NaCl 0.4 M 6 sorbato 10 mM), mientras la otra se
mantuvo a 25°C. Ambas muestras se trataron con DMS, en condiciones en
que este compuesto metila las guaninas y, en menor proporcion, las adeninas
del DNA cromosémico. El DNA cromosémico metilado se extrajo, y se
determind la metilacion de promotores que contienen secuencias STRE
mediante extension de cebador.
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Figura 16. Efecto de la doble mutacién msn2 msn4 sobre la proteccién in vivo de
secuencias STRE presentes en los promotores de HSP104 y HSP26, en condiciones de
estrés osmotico y por acidos débiles. Las cepas W303-1A (W) y Wmsn2msn4 (m) fueron
crecidas hasta fase logaritmica (E) y tratadas con NaCl 0.4 M (N) 6 con acido sorbico 10 mM
(S) durante 20 minutos Las células control (E) y las sometidas a condiciones de estrés (N y S)
fueron tratadas con DMS y posteriormente se aislo el DNA. Se llevaron a cabo reacciones de
extension de cebador con los oligonucle6tidos HSP104-1 y HSP26-1, se separ6 el DNA en un
gel de secuenciacion (acrilamida/urea) y se autorradiografié. Las flechas indican la posicion
de las secuencias STRE, asi como de algunas guaninas o adeninas cuya metilacion se
encuentra protegida en estas condiciones. La identificacion de la posicion de las bases se hizo
mediante comparacion con la secuencia obtenida mediante el método de Sanger et al. (1977),
utilizando como cebadores los oligonuledtidos HSP104-1 y HSP26-1.

En la figura 16 se muestran los efectos del estrés osmotico (N) y
estrés por sorbato (S), sobre la proteccion de zonas concretas en los
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promotores de HSP104 y HSP26. En el promotor de HSP104 se observa un
aumento de la proteccion de metilacion en presencia de acido sorbico en la
cepa silvestre, pero no en la cepa Wmsn2msn4. La proteccion se restringe a
dos zonas que se corresponden con las STRE presentes en las posiciones —
220 y —252 del promotor de HSP104. Por lo tanto, al menos dos elementos
STRE de este promotor (existe un tercero en —172) se encuentran protegidos
in vivo de una forma dependiente de MSN2/4. El estrés por alta osmolaridad
causado por adicion de NaCl 0.4 M produjo un similar aumento de la
proteccion de estas dos STRE, de nuevo so6lo en las células silvestres, pero
en este caso el nivel de proteccion fue menos pronunciado. También se
observo algo de proteccion en ausencia de estrés, lo que es consistente con
una transcripcion basal mediada por STRE dependiente de MSN2/4.

En el promotor de HSP12 se observaron protecciones similares de
las STRE en las posiciones —377, -414 y —435 (resultados no mostrados). En
cambio, en el promotor de HSP26 se pudieron observar hechos diferenciales
con respecto a los anteriores promotores (figura 16).

Por un lado, en la cepa silvestre, se observa una proteccion de las
STRE presentes en —451 y —479, tanto por estrés osmdtico como por estrés
oxidativo. Pero en este caso se observan protecciones adicionales: ademas de
los elementos STRE, se encuentran protegidas un par A/T en la posicion —
417, un par G/C en la posicion —444 y las G comprendidas entre —487 y —
496.

En el DNA de la cepa Wmsn2msn4, ademas, se observd otra
diferencia con respecto a los casos anteriores: en presencia de sorbato, hay
una cierta proteccion tanto de las STRE como de las guaninas que se han
indicado anteriormente. Este hecho se observd repetidamente sélo en el
promotor de HSP26, y exclusivamente en el caso de estrés por sorbato. Este
resultado podria indicar la existencia de un factor, diferente a Msn2p y
Msndp, aunque quiza homoélogo a estas proteinas, que se une a las
secuencias STRE (entre otras) del promotor de HSP26 en presencia de
sorbato.

En la figura 17 se muestran los footprinting in vivo correspondientes
a los promotores de HSP12 y HSP104 en los que se analizan los posibles
cambios originados por condiciones de ayuno de glucosa (S). De nuevo se
observa una proteccion de los elementos STRE presentes en ambos
promotores en la cepa silvestre, bajo dichas condiciones de estrés. En este
caso las condiciones control corresponden al crecimiento en medio minimo
con glucosa, SD, que como hemos indicado anteriormente puede
considerarse que produce un cierto nivel de estrés celular. Como se puede
observar, en estas condiciones hay una cierta proteccion de las STRE, que,
aunque menor que en ausencia de glucosa, es importante, sobre todo en el
caso del gen HSPI2. En concreto HSPI2 es un gen que presenta un nivel
importante de induccién en medio SD, lo que concuerda con estos datos de
proteccion de STRE in vivo.

80



Resultados

STRE, -435— >

STRE, -414 —?

< STRE,-252

<4— STRE,-220

Figura 17. Efecto de la doble mutacién msn2 msn4 sobre la proteccion in vivo de
secuencias STRE presentes en los promotores de HSP12 y HSP104, en condiciones de
ayuno de glucosa. Las cepas W303-1A (W) y Wmsn2msn4 (m) fueron crecidas hasta fase
logaritmica en medio SD y transferidas a medio minimo sin glucosa (S) durante 20 minutos.
Las células control (SD) y las estresadas (S) fueron tratadas con DMS y posteriormente se
aislo el DNA. Se llevaron a cabo reacciones de extension de cebador con los oligos HSP12-1
y HSP104-1, se separ6 el DNA en un gel de secuenciacion y se autorradiografio. Las flechas
indican la posicion de las secuencias STRE. La identificacion de la posicion de las bases se
hizo mediante comparacion con la secuencia obtenida mediante el método de Sanger et al.
(1977), utilizando como cebadores los oligos HSP12-1 y HSP104-1.

En la cepa mutante, en ninguno de los dos promotores, bajo las dos
condiciones estudiadas, se observa proteccion de las STRE.
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Todos los resultados anteriores nos muestran que in vivo existen
diferentes grados de ocupacion de STRE en condiciones de estrés y no
estrés. Esta ocupacion es dependiente de la presencia de Msn2/4p en todos
los casos, excepto en el del gen HSP26 en presencia de sorbato. Por lo tanto,
aunque estos resultados indican que podrian existir factores adicionales que
actuen a través de este elemento, confirman que Msn2p y Msn4p son STRFs,
es decir, factores que regulan la expresion inducida por el elemento STRE,
mediante la union directa al mismo.

2.6. La sobre-expresion de los dedos de cinc de Msn2p y Msn4p
produce un aumento de la expresion via STRE

Entre los experimentos iniciales realizados con MSN2 y MSN4, para
caracterizar un posible papel en las rutas de utilizacion de azucares, se
estudio el efecto de la sobre-expresion de los dedos de cinc de Msn2p y
Msn4p sobre la expresion de SUC?2 (actividad invertasa). Al sobre-expresar
los dedos de cinc de Msn2p y Msndp cabia esperar que compitieran con los
dedos de cinc de las proteinas nativas por la unidon al DNA. Se esperaba
encontrar un efecto sobre la expresion invertasa, y en caso de existir
proteinas homologas, este efecto podria ser mayor que el producido por la
delecion de MSN2 y MSN4.

Se construyeron plasmidos que expresaban las regiones C terminal
de MSN2 (codon 492 hasta el final) y MSN4 (codon 493 hasta el final) a
partir del promotor de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GPDI) en
el vector pG3, que ya ha sido descrito anteriormente. Estos plasmidos,
pGPD32C (para la sobre-expresion de los dedos de cinc de Msn2p) y
pGPD45C (para la sobre-expresion de los dedos de cinc de Msndp) se
utilizaron para transformar la cepa silvestre W303-1A y la cepa
Wmsn2msn4. Se observd que la presencia de dichos plasmidos tenia un
efecto negativo sobre el crecimiento en medio selectivo con glucosa,
respecto al mostrado por la misma cepa transformada con el pldsmido
control pG3. Este efecto ya fue observado cuando se sobre-expresaron los
genes MSN2 y MSN4 completos.

El papel de Msn2p y Msndp en la induccién via STRE hizo
sugerente el estudio del efecto que la sobre-expresion de los dominios de
union al DNA podria tener en la expresion dependiente de STRE. Las
hipotesis de partida fueron que la sobre-expresion de los dominios de unién
podria tener un efecto dominante negativo al impedir la union de las
proteinas de tipo silvestre sin poder activar la transcripcion por si mismas, o
bien que la unién podria activar la transcripcion incluso en condiciones de
ausencia de estrés. La actividad dependiente de STRE se midi6 de dos
formas: a partir de promotores completos (los de los genes HSP12 y HSP26)
fusionados con lacZ, y a partir de la fusion STRE-LEU2-lacZ anteriormente
descrita.
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Como se observa en la figura 18, en condiciones de no estrés (medio
SD-Trp), la expresion del gen HSP26 es 9 veces mayor en presencia de
pGPD32C. El efecto de los dedos de cinc de Msndp es mas modesto,
produciéndose un incremento de 3 veces en la expresion. Sin embargo,
cuando se analiz6 el efecto de estas sobre-expresiones en una cepa mutante
msn2 msn4 no se observd ningun incremento de actividad por la sobre-
expresion de los dedos de cinc de Msn2p 6 Msn4p, en ausencia de estrés.

En condiciones de estrés (medio SD-Trp, 1 hora a 37°C), los valores
absolutos de actividad B-galactosidasa en la cepa silvestre con pGPD32C y
pGPD45C fueron superiores a los de la cepa control, sin embargo los niveles
de induccion eran menores (12 veces al sobre-expresar el dominio de union
al DNA de MSN2, y 24 veces al sobre-expresar el dominio de unién al DNA
de MSN4, frente a las 50 veces de induccion de la cepa control). En la cepa
mutante Wmsn2msn4 se observo una cierta induccidén por choque térmico
del promotor de HSP26, que es independiente de MSN2 y MSN4, y que
podria deberse al heat shock factor. Esta induccion fue de 4 veces en la cepa
control, y de 15 y 8 veces al sobre-expresar los dedos de cinc de Msn2p y de
Msn4p, respectivamente.
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Figura 18. Efecto de la sobre-expresion de los dedos de cinc de MSN2 y MSN4 sobre la
expresion del gen lacZ bajo el control del promotor de HSP26. Cultivos en fase
exponencial de crecimiento de las cepas W303-1A y Wmsn2msn4 cotransformadas con el
plasmido integrativo 26YIp y los plasmidos episomales pG3, pGPD32C 6 pGPD45C,
crecidas en medio SD-Trp (medio selectivo para los plasmidos derivados de pG3), fueron
sometidos a estrés térmico durante 1 hora, y se midio la actividad B-galactosidasa en los
extractos crudos, antes y después del estrés. W303-1A (26YIp)(pG3): barras llenas; W303-1A
(26YIp) (pGPD32C): barras punteadas, W303-1A (26YIp) (pGPD45C): barras rayadas en
diagonal; Wmsn2msn4 (26YIp)(pG3): barras vacias; Wmsn2msn4 (26YIp) (pGPD32C):
barras rayadas en horizontal; Wmsn2msn4 (26Y1Ip) (pGPD45C): barras grises.

Resultados similares se obtuvieron al estudiar el efecto de estas
sobre-expresiones sobre la induccion de la fusion génica HSPI2-lacZ
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(construccion 12YIp), aunque en este caso en la cepa mutante no se observo
ninguna induccion por choque térmico del gen HSPI2 que fuera
independiente de Msn2p y Msndp (figura 19). Los valores absolutos de
actividad fueron de nuevo superiores cuando se sobre-expresaron los
dominios de unioén al DNA de MSN2 y MSN4, pero en ninguno de los casos
se produjo una induccion por estrés.

Cuando se midi6 la induccion estrictamente via STRE en la cepa
W303-1A transformada con las sobre-expresiones y con la construccion
pGM18/17, se observo el mismo efecto cualitativo que sobre los promotores
completos (Figura 20). La sobre-expresion de los dedos de cinc de Msn2p
produjo un aumento de 5 veces respecto al control en los niveles basales de
expresion via STRE (en ausencia de estrés), y la sobre-expresion de los
dedos de cinc de Msn4p produjo un aumento de 4 veces.

Al inducir la expresion por choque térmico, de nuevo se alcanzaron
valores absolutos superiores con las sobre-expresiones, aunque los niveles de
induccioén siguieron siendo menores.

50
45

Unidades Btgalactosidasa

SD-Trp SD-Trp 1h 37°C

Figura 19. Efecto de la sobre-expresion de los dedos de cinc de MSN2 y MSN4 sobre la
expresion del gen lacZ bajo el control del promotor de HSPI2. Cultivos en fase
exponencial de crecimiento de las cepas W303-1A cotransformada con el plasmido
integrativo 12YIp y el plasmido episomal pG3, y Wmsn2msn4 cotransformada con el
plasmido integrativo 12YIp y los plasmidos episomales pG3, pGPD32C 6 pGPD45C,
crecidas en medio SD-Trp (medio selectivo para los plasmidos derivados de pG3), fueron
sometidos a estrés térmico durante 1 hora, y se midio la actividad B-galactosidasa en los
extractos crudos, antes y después del estrés. W303-1A (12YIp)(pG3): barras llenas;
Wmsn2msn4 (12YIp)(pG3): barras vacias; Wmsn2msn4 (12YIp) (pGPD32C): barras grises;
Wmsn2msn4 (12YIp) (pGPD45C): barras ralladas.
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Figura 20. Efecto de la sobre-expresion de los dedos de cinc de MSN2 y MSN4 sobre la
expresion de un gen reporter LEU2-1acZ bajo el control del elemento STRE. Cultivos en
fase exponencial de crecimiento de la cepa W303-1A cotransformada con el pldsmido
integrativo pGM18/17 y los plasmidos episomales pG3 (barras llenas), pGPD32C (barras
ralladas) y pGPD45C (barras vacias), respectivamente, crecidos en medio SD, fueron
sometidos a estrés térmico durante 1 hora, y se midio la actividad B-galactosidasa en los
extractos crudos, antes y después del estrés.

Asi pues, los anteriores resultados muestran que la sobre-expresion
de los dedos de cinc de Msn2p y Msndp incrementa la expresion basal (en
ausencia de estrés) de promotores con secuencias STRE.

Una posible explicacion es que los dedos de cinc por si mismos
tuvieran acceso al DNA y de alguna manera facilitaran (quizé favoreciendo
una apertura de la cromatina) la union de los factores completos al DNA,
que serian los que tendrian un efecto activador. Hay que excluir que los
dedos de cinc por si mismos tengan capacidad de activar la transcripcion, ya
que en la cepa Wmsn2msn4 no hay incremento de la expresion cuando se
sobre-expresan estos dominios. Es decir, hace falta que estén los factores
completos para que se alcancen niveles elevados de transcripcion.
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CAPITULO lI: LA PRIVACION BRUSCA DE FUENTE DE

CARBONO BLOQUEA LA TRADUCCION, PERO NO LA

TRANSCRIPCION, EN LA LEVADURA Saccharomyces
cerevisiae






Resultados

1. Respuesta de la levadura al cambio en la fuente de
carbono.

En el capitulo I de este trabajo hemos descrito como, durante la
caracterizacion fenotipica del doble mutante msn2 msn4, se observd un
fenémeno sorprendente en la cepa W303-1A. Tras la transferencia de células
en fase exponencial de crecimiento en medio con glucosa (SD) a un medio
con rafinosa como fuente de carbono (SRaf) se producia una parada del
crecimiento extremadamente larga (20 a 25 horas), de la cual no pudimos
encontrar ninguna descripcion en la literatura. Anteriormente, y como ya se
ha descrito, se habia observado que cuando el cambio se efectuaba a un
medio rico con rafinosa, YPRaf, no se producia esta fase de latencia. Las
diferencias entre el medio rico y el sintético se deben, en parte, a la presencia
de glucosa u otros azlicares facilmente metabolizables en el medio rico, ya
que cuando se afiadié una pequefia cantidad (0.5%) de glucosa al medio
sintético con rafinosa, el tiempo requerido para reiniciar el crecimiento
exponencial se redujo a niveles similares a los observados en medio rico.

Como vimos en el primer apartado de los resultados, hasta poco
antes de reiniciarse el crecimiento no se aprecian niveles significativos de
invertasa, el enzima codificado por el gen SUC2, y que permite el uso de
rafinosa como fuente de carbono. Era 16gico por tanto, asumir que la fase de
latencia es el tiempo requerido para desreprimir el gen SUC2 y sintetizar el
enzima.

Por tanto, estudiamos los niveles de mRNA de SUC?2 en diferentes
puntos de la curva de crecimiento en SRaf (Figura 21C). Al poco tiempo de
producirse el cambio a condiciones no represoras se encontrd una expresion
transitoria de SUC2. Esta expresion inicial no produce niveles detectables de
invertasa (Figura 21B) y no es suficiente para producir el crecimiento celular
(Figura 21A). Una segunda activacion de SUC2 se produce poco tiempo
antes de que empiece el crecimiento exponencial. Los niveles de mRNA
observados son bastante similares a los observados en el primer pico, pero
esta vez dan lugar a niveles medibles de actividad invertasa (Figura 21B) y
crecimiento celular (Figura 21A).

Para comprobar si este comportamiento observado es comun a otros
azucares, medimos el crecimiento celular tras transferir células en fase
exponencial a medio minimo sintético con galactosa como fuente de carbono
(SGal). Los resultados fueron similares a los obtenidos con rafinosa, siendo
incluso mas larga la fase de latencia. Del mismo modo, al afiadir 0.05% de
glucosa al medio con galactosa (SGalg), la fase de latencia desaparecio.
También se midio en este medio la expresion de una fusion GALI0-lacZ, a
través de la actividad B-galactosidasa. De nuevo la actividad se observo
unicamente justo antes del reinicio del crecimiento. Asi pues, el fenémeno
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observado no es exclusivo de la expresion de invertasa, sino que se extiende
a los productos de otros genes reprimidos por glucosa.
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Figura 21. Expresion del mRNA de SUC2 y actividad invertasa a lo largo de la curva de
crecimiento en medio SRaf. (A) Crecimiento de la cepa de levadura W303-1A en medio
SRaf (cuadrados) y en SRafg (circulos). (B) Actividad invertasa a diferentes tiempos de
incubacion en SRaf (cuadrados) y SRafg (circulos). La actividad invertasa se expresa como
pmol de glucosa liberado/min/100 mg (peso seco) de células. (C) mRNA de SUC2 a
diferentes tiempos de incubacion (en horas ) en medio SRaf. 4 pug de cada muestra se
fraccionaron en geles de agarosa al 1.6% y se analizaron por transferencia Northern e
hibridacion. La aplicacion y transferencia de cantidades iguales de RNA se verificd por
tincion con bromuro de etidio.

2. Expresion del gen SUC2 en completa ausencia de
glucosa.

Para tratar de explicar las diferencias en la actividad invertasa
observadas a tiempos cortos entre células transferidas a SRaf y a SRafg, se
compard la cinética de desrepresion de SUC2 en ambos medios por
transferencia Northern e hibridacion. La figura 22 muestra que el nivel de
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mensajero de SUC2 a los 30 minutos y 1 hora tras la transferencia a
condiciones no represoras no esta afectada por la presencia de glucosa en el
medio, ya que las cantidades de transcrito de SUC2 son similares en las
c€lulas desreprimidas en SRaf y en SRafg. A tiempos mas largos se observa
una caida en la cantidad de mRNA de SUC2 cuando la desrepresion ocurre
en medio SRaf (figura 22, carrera 6).

tiempo (horas) 0 0.5 1 2

1 2 3 4 5 6 7

Suc2 ' !

rRNA

Figura 22. La expresion de SUC2 no depende de la presencia de glucosa en el medio. El
RNA total se prepar¢ a partir de la cepa silvestre W303-1A, previamente crecida en medio SD
(carrera 1), tras incubar los tiempos indicados en SRaf (carreras 2, 4 y 6) o medio SRafg
(carreras 3, 5y 7). La aplicacion y transferencia de cantidades iguales de RNA se verificd por
tincion con bromuro de etidio.

Un analisis mas detallado de la actividad invertasa durante este
periodo se muestra en la figura 23A. La actividad invertasa se detecta s6lo
cuando la desrepresion se lleva a cabo en presencia de una baja
concentracion de glucosa. Es decir, a pesar del hecho de que en las células
desreprimidas en SRaf y SRafg hay cantidades iguales de mensajero de
SUC2 alos 30 min y 1 h, no se detecta ninguna actividad invertasa cuando
nos encontramos en completa ausencia de glucosa. Para excluir la
posibilidad de una inactivacion inespecifica de la invertasa en ausencia total
de glucosa, se examind la expresion de una fusion génica SUC2-LEU2-lacZ
contenida en el plasmido pLS11 integrado en el locus URA3 cromosomico.
Esta fusion génica esta regulada por represion por glucosa de manera
analoga a la del gen SUC?2 silvestre (Sarokin y Carlson, 1985). La figura
23B muestra que la actividad (3-galactosidasa se detecta solamente en medio
SRafg.

También se analizd por electrotransferencia Western e
inmunodeteccion con anticuerpo anti-f-galactosidasa la presencia de f-
galactosidasa en estas condiciones. Como cabia esperar, la presencia de la
proteina se detect6 unicamente en el medio SRafg (resultados no mostrados).
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Figura 23. Expresion de invertasa y [B-galactosidasa dirigida por el promotor de SUC2
depende de la presencia de glucosa en el medio. La actividad invertasa (A) y B-galactosidasa
(B) se midieron a diferentes tiempos de incubacion en medios SRaf (barras llenas) y SRafg
(barras vacias).

3. La privacion de glucosa produce una parada de la
sintesis de proteinas.

Puesto que los niveles de transcrito de SUC2 en medio SRaf'y SRafg
eran similares, pero s6lo se observaba actividad invertasa en presencia de
glucosa, pensamos que las diferencias se debian encontrar en los niveles de
traduccion. Pasamos a estudiar si la incorporacion de aminoacidos y/o la
sintesis proteica estaban afectadas por la ausencia de glucosa durante la
desrepresion. Siguiendo la metodologia descrita en Materiales y Métodos, se
midié la cantidad de [3*S]-Metionina captada por las células e incorporada en
proteinas en diferentes puntos de la cinética de crecimiento en medio SRaf.
Como se observa en la figura 24, la transferencia de la levadura a medio
SRaf reduce la incorporacion de metionina en las células a un 40% de la
inicial, pero esta reducciébn no explica por si misma los resultados
comentados anteriormente. En cambio, la incorporacion de metionina en
proteinas , que utilizaremos como indicativo de la tasa de traduccion, si que
sufre una fuerte caida en estas condiciones, similar a la que se produce en
presencia de cicloheximida, inhibidor de la traduccién utilizado como
control. A las 1.5 horas del cambio de medio el nivel de traduccion se ha
reducido a un 7,1% del nivel inicial, en presencia de glucosa. El mismo nivel
de bloqueo de la traduccion (un 7,5% de tasa de traduccion inicial) se
consigue con la adicion de cicloheximida en presencia de glucosa (control).
Por tanto, podemos decir que existe una parada practicamente total de la
traduccion. Este bloqueo total de la traduccion es transitorio, pues a partir de
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las 10 horas del cambio de medio se puede observar que se han recuperado
niveles importantes de traduccion, aunque estos son inferiores a los
observados inicialmente. El que no se alcancen tasas de traduccion similares
a las existentes en presencia de glucosa puede deberse a la menor
incorporacion de aminoacidos existente en estas condiciones, que de hecho
esta reducida en un porcentaje similar al de la caida del nivel de traduccion.
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Figura 24. Incorporacién de [*°S] metionina y sintesis proteica en ausencia de glucosa.
Células creciendo exponencialmente en medio SD se transfirieron a medio SRaf'y se midi6 la
incorporaciéon de [*>S] metionina (barras llenas) y su incorporacién en proteinas (barras
vacias) tras los tiempos indicados de incubacién en dicho medio. La incorporacion basal
(control) se midi6 anadiendo a las células 0.1 mg/ml de cicloheximida antes de la adicién de
[33S] metionina.

Asi pues, llegamos a la conclusion de que la ausencia de actividad
invertasa cuando las células se transfieren a medio de desrepresion sin
glucosa es consecuencia de un defecto general en la sintesis de proteinas. La
capacidad de traduccion se reestablece al cabo de varias horas de incubacion,
permitiendo entonces la sintesis de invertasa cuando se produce el segundo
pico de expresion de SUC2.
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4. Efecto de la presencia de 2-desoxiglucosa 0.05% sobre
el bloqueo de la traduccion por ausencia de fuente de
carbono

La 2-desoxiglucosa es un derivado de la glucosa no metabolizable.
Para comprobar si la deteccion de glucosa en el medio era suficiente para
impedir la parada de la traduccion, se anadidé 2-desoxiglucosa 0.05% al
medio, y se midieron los niveles de incorporacion de metionina y traduccion.
Segiin se muestra en la figura 25, se produjo una parada de la traduccioén
incluso algo menor que la observada en ausencia total de glucosa
(disminucion de la tasa de traduccion a un 2,4% del control). Esto sugiere
que no es la no deteccion de glucosa lo que produce la parada de la
traduccion.

SD S$+0.05% glucosa

Figura25. Incorporacion de [**S] metionina y sintesis proteica en presencia de 2-
desoxiglucosa. Células creciendo exponencialmente en medio SD se transfirieron a medio S +
0.05% 2-desoxiglucosa y se midi6 la incorporacién de [*°S] metionina (barras llenas) y su
incorporacion en proteinas (barras vacias) tras 90 minutos de incubacion en dicho medio.

5. El bloqueo de la traduccion no es dependiente de la
quinasa Gecn2p

La cepa H2524 contiene una delecion del gen GCN2, que codifica
una proteina quinasa implicada en la fosforilacion del factor de iniciacion de
la traduccion elF-2a.. Gen2p ha sido implicada en la regulacion traduccional
de la expresion de la proteina Gendp, activador general de los genes de
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biosintesis de aminoacidos. En ausencia de aminoacidos, la fosforilacion de
elF2a por Gen2p en su serina 51 produce una estabilizacion de la union de
elF-2a con elF-2B, el factor catalizador del intercambio de nucleétido de
guanina. El factor elF-2B, que se encuentra en defecto respecto a elF-2a,
queda asi secuestrado, y se produce una disminuciéon de la tasa de
traduccién, por la menor capacidad de formar los complejos ternarios de
iniciacion. Asi, esto permite que el complejo 40S, en su rastreo del mRNA,
se salte las uORFs 2, 3 y 4 anteriores al codon AUG de GCN4, e inicie la
traduccion en la ORF que codifica este gen.

La fosforilacion de elF-2a en su Ser 51 por diversas quinasas, ha
sido descrita en mamiferos como un mecanismo de regulacion de la
traduccion. En este caso, la fosforilacion se produce en diversas condiciones
de estrés, como la privacion de hemo o la infeccion viral, y, al contrario de
lo descrito en levaduras, donde la parada de la traduccion es parcial, en
mamiferos se produce un bloqueo total de la traduccion.

Aunque en levadura s6lo se ha descrito la fosforilacion de elF-2a en
su serina 51 por el estrés concreto de privacion de aminoacidos, decidimos
estudiar si el factor Gen2p podria estar implicado en la regulacion de la
traduccién por otros tipos de estreses, como el que nos ocupa, la privacion de
glucosa.

cpm

%

SDt=0 h SRaft=1.5h

Figura 26. Incorporacién de [*°S] metionina y sintesis proteica en ausencia de la quinasa
Gen2p. Células creciendo exponencialmente en medio SD de las cepas MCY829 y H2524
(gen2-) se transfirieron a medio SRaf y se midié la incorporacion de [*°S] metionina
(MCY829: barras llenas; H2524: barras grises) y su incorporacion en proteinas (MCY829:
barras ralladas: H2524: barras vacias) tras 90 minutos de incubacion en dicho medio.
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Para ello se llevo a cabo un ensayo de incorporacion de metionina y
traduccidon en las cepas MCY829 (cepa silvestre) y H2524 (gcn2-). La
delecion de GCN2 no impidio que se produjera el bloqueo de la traduccion
por privacion de fuente de carbono, obteniéndose un porcentaje de
traduccion respecto al control sélo ligeramente superior al obtenido en la
cepa silvestre, diferencia que puede ser consecuencia del distinto fondo
genético de las cepas MCY 829 y H2524 (figura 26).

Por tanto, concluimos que la presencia de GCN2 no es
imprescindible para que se produzca la parada de la traduccion debida a este
tipo de estrés. Sin embargo, no podemos descartar que la inhibicion de la
traduccion se deba a una variacion en el estado de fosforilacion de elF-2 por
la accion de otras quinasas o fosfatasas.

En levadura se ha determinado que el estado normal de elF-2a en la
célula es una forma trifosforilada, fosforilacion que parece ser dependiente
de la caseina quinasa Il (Feng et al, 1994). En presencia de un estrés severo
por ausencia de glucosa, Romero y Dahlberg (1986) describen la aparicion
de una especie no fosforilada de elF-2a.. El cambio de medio SD a medio
SRaf constituye un estrés severo por ausencia de glucosa durante el tiempo
en que las células no son capaces de metabolizar la rafinosa. Esta
desfosforilacion podria ser, al menos, uno de los factores que contribuyen al
bloqueo de la traduccion, a través de la actuacion de una fosfatasa
desconocida.

6. El bloqueo de la traduccién no esta regulado por la ruta
RAS-cAMP.

Se llevd a cabo un estudio de la incorporacion de metionina
y traduccion en las mismas condiciones anteriores, pero en un mutante bcyl.
La mutacion en el gen BCYI, que codifica la subunidad reguladora de la
protein quinasa A (dependiente de AMP ciclico) produce una desregulacion
de la quinasa por el AMP ciclico, de modo que la quinasa se encuentra activa
independientemente de las condiciones del medio. Puesto que la ruta RAS-
cAMP actiia como un sensor de la disponibilidad de nutrientes en el medio,
al estar activa la quinasa la célula actGa como si hubiera nutrientes,
independientemente de que los haya o no. Por ello se decidié comprobar si la
parada de la traduccion esta regulada por esta ruta, y si se producia o no la
parada de la traduccion al estar la quinasa constitutivamente activa.

En la figura 27 se muestra que en el mutante bcy! la parada de la
traducciéon se produce de un modo similar al de la cepa silvestre. Si en la
cepa W303-1A Ia tasa de traduccion disminuye hasta el 3,2%, en la cepa
Whbcyl lo hace hasta el 2,6%. Esto parece indicar que esta ruta no esta, al
menos directamente, implicada en la regulacion de este proceso. Aunque un
mutante bcyl actia como si el nivel de nutrientes en el medio fuera siempre
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elevado, sigue siendo indispensable la presencia de una fuente de carbono
metabolizable que permita obtener la energia necesaria para llevar a cabo el
proceso de traduccion.

Y

cpm
—_—
o

SDt=0 h SRaft=1.5h

Figura 27. Incorporacion de [**S] metionina y sintesis proteica en un mutante beyl. Células
creciendo exponencialmente en medio SD de las cepas W303-1A y Wbcylse transfirieron a
medio SRaf y se midio la incorporacion de [**S] metionina (W303-1A: barras llenas; Wbeyl:
barras grises) y su incorporacion en proteinas (W303-1A: barras ralladas; Wbcyl: barras
vacias) tras 90 minutos de incubacién en dicho medio.

7. El bloqueo de la traducciéon en el doble mutante msn2
msn4

Debido a que la fase de latencia tras la transferencia de células en
fase exponencial a un medio sin glucosa es mucho mas extensa en la cepa
Wmsn2msn4, decidimos estudiar si este retardo del crecimiento estaba de
alguna manera relacionado con la parada de la traduccion descrita en los
apartados anteriores.

En la figura 28 se observa que, efectivamente, el periodo de parada
de la traduccion es mas largo en la cepa Wmsn2msn4. Mientras a las 10
horas de la transferencia a medio Sraf la cepa W303-1A ya ha recuperado
gran parte de los niveles iniciales de traduccion (un 30%), la cepa
Wmsn2msn4 sufre todavia un bloqueo total de la traduccion (un 4,5% de la
tasa inicial en SD). A las 23 horas, ambas cepas tienen tasas de traduccion
similares (un 25-30%), por lo tanto, una vez superado el bloqueo de la
traduccion, no hay diferencias entre las dos cepas.

97



Capitulo 11

10

10 F [

cpm

10

SDt=0h SRt=1,5h SRt=10h SRt=23 h

Figura 28. Incorporacion de [*°S] metionina y sintesis proteica en un mutante msn2 msn4 en
ausencia de glucosa. Células creciendo exponencialmente en medio SD de las cepas W303-
1A y Wmsn2msn4 se transfirieron a medio SRaf y se midié la incorporacion de [*°S]
metionina (W303-1A: barras llenas; Wmsn2msn4: barras grises) y su incorporacion en
proteinas (W303-1A: barras rayadas; Wmsn2msn4: barras vacias) tras los tiempos indicados
de incubacion en dicho medio.

Estos resultados implican que el defecto en MSN2 y MSN4 dificulta
la restauracion de la sintesis de proteinas tras la parada inicial de la
traduccion, hecho que podria deberse a la mayor dificultad de esta cepa para
superar el estrés causado por la ausencia de glucosa. Esto podria producir
una respuesta mas lenta a la nueva situacion, de manera que tardasen mas en
restablecerse las condiciones adecuadas para el desbloqueo de la traduccion.
Aunque desconocemos las causas exactas por las que el hecho se produce,
este resultado permite explicar el retraso en el crecimiento de la cepa
Wmsn2msn4 en Sraf. Aunque las diferencias en la expresion de SUC2 no
son importantes entre ambas cepas (resultado no mostrado), el mayor
periodo de parada traduccional en el doble mutante retrasa la expresion de
invertasa en cantidades suficientes para metabolizar la rafinosa y reiniciar el
crecimiento.
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Discusion

Msn2p y Msn4p participan en la respuesta a estrés de
Saccharomyces cerevisiae

En la levadura Saccharomyces cerevisiae, se ha descrito una nueva
ruta de induccion por estrés, hasta ahora no descrita en otros organismos. Al
comprobar la induccion por calor de ciertos genes que no contenian
secuencias HSE en sus promotores, en concreto el gen DDR2 y el gen de la
catalasa citosolica, CTTI, se identificoO un nuevo elemento en cis, de
secuencia consenso AGGGG 6 CCCCT, al que se comprobd que no se unia
el HSF. Este elemento, que se induce por multiples factores de estrés, recibiod
el nombre de Elemento de Respuesta al Estrés (Stress Response Element, 0
STRE). Algunas de las condiciones de estrés que pueden activar la expresion
a través de este elemento son el choque térmico, el ayuno de nitrégeno, el
choque osmotico y el choque oxidativo, el pH externo acido, los acidos
débiles, como el sorbico, y la presencia de etanol. Por esta amplia capacidad
de induccion por estrés, se ha hipotetizado que esta UAS podria ser un
componente de la Respuesta General al Estrés en la levadura
Saccharomyces.

En la introduccién de este trabajo se ha intentado recoger una vision
general de los conocimientos que se han obtenido en los ultimos afios sobre
la respuesta al estrés de Saccharomyces a nivel transcripcional, tanto de las
rutas de respuesta especificas, como de la respuesta general a estrés, cuya
existencia se ha discutido y en la que parece tener un papel importante el
elemento STRE. En general, aquellas condiciones de estrés que inducen
tolerancia al estrés activan las STRE, y asimismo, las condiciones que
activan este elemento inducen resistencia cruzada contra otros tipos de estrés
(Marchler et al., 1993; Schiiller et al., 1994). Es mas, de los pocos genes
para los cuales se ha demostrado un papel significante en la resistencia al
estrés severo, como son HSPI104, CTTI 6 los SSA, los dos primeros
contienen secuencias STRE en su promotor y parecen estar bajo el control de
este elemento, y el gen SS43 esta controlado por el elemento PDS, del cual
se ha propuesto que podria ser una variante del STRE (Boorstein y Craig,
1990). También parece haber una relacién directa entre la ruta RAS-PKA,
que ha sido relacionada con la resistencia celular al estrés y el elemento
STRE, al que regula negativamente (Marchler et al., 1993). Varios de los
genes de la biosintesis de trehalosa, cuyo aumento en los niveles de sintesis
ha sido relacionado con la adquisicion de tolerancia a estrés, estan también
bajo el control de secuencias STRE (Winderickx et al., 1996).

Todo ello indica una correlacion entre la funcion del elemento STRE
y la tolerancia a estrés severo. Por consiguiente, el fenotipo esperable para
un mutante en el gen que codifica el factor transcripcional que actlia a través
de dicho elemento (que podemos llamar STRF 6 Stress Response Factor)
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seria la hipersensibilidad pleiotropica a condiciones de estrés. Sin embargo,
durante varios anos se ha intentado, sin éxito, descubrir cual es el factor o los
factores que se unen a este elemento. Varios factores transcripcionales, como
Yaplp 6 Rox3p, parecen ser importantes para la induccion via STRE, pero
en ningun caso se ha demostrado una unién directa de los mismos a la
secuencia CCCCT (Gounalaki y Thireos, 1994; Evangelista et al., 1996).

En el presente trabajo se han presentado evidencias que indican que
Msn2p y Msndp son los factores transcripcionales que regulan la expresion
génica a través del elemento STRE o STRF, sin descartar que puedan existir
otros STRF adicionales.

Las lineas de evidencia que apoyan esta hipdtesis son diversas. En
primer lugar, la ausencia de las proteinas Msn2p y Msndp produce un
fenotipo de sensibilidad general al estrés severo, que concuerda con el que
cabria esperar en un mutante que careciese del STRF. Aunque no se
observaron defectos en el crecimiento del doble mutante msn2 msn4
sometido a condiciones suaves de estrés, cuando se sometié a condiciones
severas de estrés térmico, estrés osmotico, estrés oxidativo o estrés por
ayuno de glucosa, entre otras, la viabilidad de Wmsn2msn4 resulto
seriamente disminuida frente a la de una cepa silvestre. Los fenotipos
encontrados en el doble mutante msn2 msn4 pueden ser explicados por la
ausencia de transcripcion dependiente de STRE. En las células silvestres, los
genes activados por este elemento se expresan a bajo nivel cuando las
células se encuentran en fase exponencial de crecimiento en medio con
glucosa como fuente de carbono, pero se inducen rapidamente por
condiciones de estrés. Los productos de estos genes podrian constituir una
primera linea de defensa contra la agresion, de la que careceria el mutante
msn2 msn4. En consistencia con este papel fisiologico de Msn2p y Msn4p, la
sobre-expresion de MSN2 y MSN4 produce la expresion constitutiva de
genes regulados por STRE en condiciones de no estrés, asi como un aumento
de la resistencia general al estrés.

El hecho de que en fase estacionaria no se observen defectos en la
resistencia al estrés de Wmsn2msn4 indicaria que en esta fase del
crecimiento celular otros mecanismos de defensa independientes de los
activados por Msn2p y Msn4p son los que contribuyen al elevado nivel de
resistencia observado en estas células. Asi mismo, en condiciones de estrés
suave no hay defecto de crecimiento en el doble mutante, lo que sugiere la
existencia de mecanismos independientes de STRE que permiten el
crecimiento bajo estas condiciones desfavorables.

Al estudiar la expresion de diversos genes regulados por estrés,
hemos encontrado que varios de ellos presentaban una expresion afectada (o
en algunos casos, nula) en el doble mutante msn2 msn4. Los genes afectados
contienen secuencias STRE en su promotor, habiéndose determinado el
papel activo de estas secuencias en la regulacion de algunos de ellos, como
CTTI1, HSP12 y DDR2. Un caso especial lo constituye el gen HSP104, gen
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que presenta un patron de regulacion tipico de genes controlados por STRE,
y cuya expresion no parece afectada en condiciones de choque térmico o
ausencia de glucosa, en la cepa Wmsn2msn4. Esta situacion esta en aparente
contradiccion con el hecho de que estas proteinas se unen in vivo a las
secuencias STRE de este gen. Quiza el hecho de que no se observen defectos
en su expresion en ausencia de fuente de carbono o frente a choque térmico,
se deba a que en estas condiciones de estrés estén actuando otras rutas de
transduccion de sefial que actien a través de otros factores. Una posibilidad
es que la induccion se produzca a través del Heat Shock Factor. En este
sentido, el promotor de HSPI104 contiene elementos HSE, y se ha
comprobado que el HSF puede inducir la expresion en condiciones de
ausencia de glucosa, como sucede en el caso del gen de la metalotioneina,
CUPI (Tamai et al., 1994). En nuestro laboratorio se esta trabajando en la
obtencion de un triple mutante Asfl msn2 msn4 que perimita estudiar la
redundancia de las dos rutas en la induccién de la transcripcion de HSP104
en estas condiciones.

Otro gen cuya expresion no estd afectada en el doble mutante es
SSA43. En este gen se han descrito dos tipos de elementos reguladores: uno de
ellos es el elemento PDS (T/AGGGA) (Boorstein y Craig, 1990), que se
induce tardiamente en la curva de crecimiento de levadura tras el cambio
diauxico, y que es similar en secuencia al STRE, estando igualmente
regulado por cAMP. Se ha propuesto que quiza constituya una variante del
STRE, pero en todo caso nuestos datos indican que su regulacion es
independiente de MSN2/4, y por tanto su funcion podria ser distinta de la de
las STRE. El segundo elemento descrito en SSA3 es el HSE, capaz de mediar
la induccidn por choque térmico y ayuno por glucosa, como hemos indicado
anteriormente (Tamai ef al., 1994).

En cuanto al defecto en la expresion de genes regulados por STRE
en el doble mutante msn2 msn4, éste se produce en todas las condiciones de
estrés estudiadas, lo que sugiere un papel general de Msn2p y Msndp en la
activacion a través de STRE, y concuerda con el defecto en la tolerancia
general a estrés que se produce en el mutante Wmsn2msn4.

Las funciones de Msn2p y Msndp en la respuesta a estrés parecen
ser parcialmente redundantes. Hemos encontrado defectos parciales en la
tolerancia a estrés y en la transcripcion STRE-dependiente en el mutante
sencillo msn2 (resultados no mostrados), pero en todos los casos el fenotipo
del doble mutante Wmsn2msn4 es mas severo que el de cualquier mutante
sencillo.

Una importante linea de evidencia que apoya el papel de Msn2p y
Msndp en la respuesta a estrés via STRE la constituye el hecho de que la
activacion transcripcional de un gen reporter LEU2-lacZ regulado via STRE
estd dramdticamente afectada en el mutante Wmsn2msn4. En el doble
mutante, la expresion basal esta reducida en un factor de 10 veces respecto a
la cepa W303-1A, y no se produce ninguna induccién por choque térmico, ni
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por bajo pH, sorbato, o altas concentraciones de etanol. En cambio, en
células sometidas a estrés osmético u oxidativo (H,0,), o en células crecidas
en medio rico con etanol como fuente de carbono (condiciones de
desrepresion), aunque los niveles de expresion son inferiores en la cepa
mutante, el factor de induccidn es similar al de las células silvestres. Estos
datos podrian apuntar a la presencia de otros factores necesarios para la
induccion via STRE en estas condiciones de estrés. Otra pregunta que cabe
hacerse es si las diferentes condiciones de estrés que activan la induccion via
STRE lo hacen a través de una tUnica ruta de transduccion de senal, o si
existen diferentes rutas. La implicacion de la ruta HOG en la activacion de
STRE por estrés osmético, pero no por otros tipos de estrés, parece indicar
que la segunda opcion es cierta, aunque no se puede descartar que existan
otras rutas de sefalizacion que sean comunes a varios estreses. La
observacion de que todavia existe induccion osmdtica dependiente de la ruta
HOG en un mutante msn2 msn4 (Martinez-Pastor et al., 1996), apoya tanto
la existencia de multiples rutas en la inducciéon via STRE como la
posibilidad de que otros factores se unan a este mismo elemento.

La ultima linea de evidencia que apoya a Msn2p y Msn4p como los
STREF es su capacidad de unirse in vitro e in vivo a estas secuencias.

En primer lugar, se han obtenido resultados in vitro. Utilizando
Msn2p traducida in vitro, y Msn2p y Msndp expresadas en E.coli como
fusiones con GST, hemos demostrado que ambas proteinas son capaces de
unirse especificamente a oligonucledtidos que contienen secuencias STRE.
La unién no se observa, en cambio, en un oligonucledtido mutado en una
sola base de la STRE, apoyando asi la especificidad de la unién a este
elemento. Tampoco se observa ninguna uniéon a un oligonucleétido que
contiene el sitio de union de Miglp, contrariamente a lo que se habia
sugerido (Estruch y Carlson, 1993).

Ademas, se han obtenido evidencias de la union al STRE de la
proteina Msn2p presente en extractos totales de levadura. La presencia de
Msn2p en los complejos DNA-proteina se ha demostrado mediante la union
de anticuerpos anti-Msn2p, y anticuerpos anti-myc, que reconocen un
epitopo de la proteina myc, de mamiferos (Piatti et al., 1996), incorporado
en 9 copias en el extremo C terminal de Msn2p. Se ha demostrado la
especificidad de la union de esta proteina a la secuencia STRE, mediante
competencia con oligonucleétidos silvestres y mutados en los elementos
STRE.

En segundo lugar, los datos de footprinting apoyan la unién in vivo
de estos factores a la secuencia STRE. En la cepa silvestre W303-1A, la
metilacion de las guaninas por DMS en las secuencias STRE de HSPI2,
HSP26 y HSPI04 esta protegida en células sometidas a estrés. Esta
proteccion es dependiente de MSN2/4, puesto que desaparece cuando estas
proteinas no estan presentes (mutante Wmsn2msn4). Aunque en condiciones
de no-estrés (crecimiento exponencial en YPD) ya se observa una ligera
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proteccion de las STRE en la cepa silvestre, hay un claro aumento de la
proteccidon en condiciones de estrés, sugiriendo que la unidn estd regulada, y
no es constitutiva como ocurre en el caso de la uniéon del HSF al HSE en
Saccharomyces cerevisiae.

Todos los datos aportados apoyan la hipodtesis de que Msn2p y
Msndp son los STRF (Factores de uniéon a STRE) largo tiempo buscados,
aunque la existencia de induccion por choque osmético en un doble mutante
Wmsn2msn4 puede indicar el requerimiento de otros factores, especificos de
algunas de las condiciones de estrés que activan la STRE. En cualquier caso,
el descubrimiento de factores transcripcionales que se unen especificamente
a la STRE ha abierto ya el camino a analisis mas detallados de las rutas que
pueden transmitir las diferentes sefiales de estrés a este elemento.

Una pregunta que parece obvio hacerse, llegados a este punto, es por
qué estos genes, implicados en la respuesta a estrés, fueron clonados como
supresores en multicopia de un mutante termosensible snfl. Sobretodo si
tenemos en cuenta que la protein quinasa Snflp no estd, aparentemente,
implicada en la regulacion de STRE, ya que la activacion inducida por estrés
de STRE se produce también en mutantes snfl (C. Schiiller y H. Ruis,
observacion no publicada). Hemos descrito como en la levadura la completa
ausencia de fuente de carbono utilizable produce una parada metabdlica que
retrasa fuertemente la capacidad de utilizar rafinosa o galactosa como fuente
de carbono. Nuestra sugerencia es que, durante esta crisis, que constituye
una situacion de estrés celular, la activacion de genes de respuesta a estrés
puede aumentar la resistencia celular, y este efecto seria facilitado por la
sobre-expresion de MSN2 y MSN4, incrementando la resistencia a esta
situacion de estrés y facilitando la superacion de dichas condiciones, tanto a
nivel transcripcional como traduccional y, posiblemente, metabdlico.

Regulacion de Msn2p y Msnd4p. Conocimientos actuales y
perspectivas

Una cuestion importante, una vez determinado el/los factores que
median la regulacién de un sistema de induccion transcripcional es: jquién y
como se regula al regulador? En nuestro caso, diversos estudios se han
realizado en nuestro laboratorio y en el del Dr. Ruis, en Viena, que han
aportado nuevas luces sobre los mecanismos por los que se regula la
actuacion de Msn2p. Estos estudios se han centrado fundamentalmente en
Msn2p, y no en Msndp, porque todo parece indicar que Msn2p es el factor
que lleva el peso principal en la induccion via STRE. Como se ha
mencionado, MSN2 y MSN4 son funcionalmente redundantes en el sentido
de que el fenotipo del doble mutante es mas acusado que el de los mutantes
sencillos. No obstante, el mutante sencillo msn2 muestra un grado moderado

105



Discusion

de sensibilidad al estrés, y es parcialmente defectuosa la activacion
transcripcional via STRE. Por el contrario, los fenotipos del mutante sencillo
msn4 y el de la cepa silvestre son indistinguibles en cuanto a sensibilidad a
estrés e induccion dependiente de STRE. Estas observaciones son repetibles,
y apoyan la idea de que Msn2p es el factor principal en la induccion via
STRE, mientras que el papel de Msndp seria secundario, quizd actuando
solamente en ausencia de Msn2p, al que no puede suplir totalmente.

(Como se regula Msn2p en funcion del estrés? Sabemos que los
niveles de mensajero de MSN2 se mantienen constantes independientemente
de las condiciones de estrés. Por tanto, cabe suponer que toda la regulacion
se da a nivel post-transcripcional.

Un posible punto de regulacion seria la variacion de la capacidad de
union al DNA de la proteina, en funcién de las condiciones de estrés. Este es
el mecanismo de regulacion del heat shock factor en mamiferos, donde es la
presencia de un choque térmico lo que induce la trimerizacion y capacidad
de union al HSE. No ocurre asi en Saccharomyces cerevisiae, donde la union
es constitutiva, y lo que varia es la capacidad de activacion del factor,
seguramente por cambios en el estado de fosforilacion del mismo (Jakobsen
y Pelham, 1988; Gross et al., 1990) . En el caso que nos ocupa, los ensayos
de retardo en gel nos llevan a concluir que la afinidad de uniéon a DNA de
Msn2p es independiente de las condiciones de estrés, al menos en las
condiciones estudiadas. También podemos concluir que es independiente de
Msndp, ya que en una cepa que carece de dicha proteina, Msn2p es capaz de
unirse a la STRE. Caso de que la union se produjera en forma de multimero
(por ejemplo un dimero), indicaria que Msn2p es capaz de unirse en forma
de homodimero, aunque ello no excluiria que fuera capaz de formar
heterodimeros con Msndp, en el caso de encontrarse éste presente.

Como hemos indicado anteriormente, los ensayos de footprinting in
vivo muestran que la proteccion de la STRE varia de forma dependiente del
estrés por lo que concluimos que la unién no es constitutiva, como sucede
con el HSF de Saccharomyces. Puesto que la afinidad de uniéon no parece
estar afectada, una posible explicacion es que la regulacion se de a nivel de
la localizacion celular del factor transcripcional.

Los estudios realizados por el grupo del Dr. Ruis demuestran que, en
efecto, existe una regulacion de la entrada al nucleo de Msn2p en funcion del
estrés, que parece constituir el principal punto de regulacion de este factor.
Utilizando la version de Msn2p que lleva el epitopo myc9 (Piatti et al.,
1996) y que ha sido utilizada en los estudios de retardo en gel del presente
trabajo, se ha seguido por inmunolocalizacion la presencia de Msn2p en la
célula. También se ha podido seguir en vivo la presencia de Msn2p
utilizando una version que sustituye el epitopo myc9 por la proteina
fluorescente verde (Green fluorescent protein 6 GFP). Ambas fusiones estan
ademas, bajo el control del promotor de ADHI, de levadura, puesto que la
sefial bajo el control del promotor nativo de MSN2 era muy baja en
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condiciones de no estrés. En células en condiciones optimas de crecimiento
se puede observar como la sefal de Msn2p-myc9 6 Msn2p-GFP (por
inmunofluorescencia indirecta, o fluorescencia directa, respectivamente),
aparece distribuida difusamente por el citoplasma, y parcialmente excluida
del nucleo. Tras someter a diversas condiciones de estrés, en todos los casos
se observa una clara acumulacién de la proteina en el nticleo, desapareciendo
la sefial citoplasmatica. Por medio de la fusion con GFP se ha podido
observar que la entrada al nticleo de Msn2p es rapida, y se revierte también
répidamente al eliminar las condiciones de estrés, produciéndose una
exportacion del nticleo al citoplasma. La translocacion en ambos sentidos se
puede producir en ausencia de sintesis de proteinas.

Ademas, se ha comprobado que la translocacion al ntcleo se realiza
de forma dependiente de la proteina quinasa A y de los niveles de AMP
ciclico. Es un hecho conocido que la ruta de la proteina quinasa A regula
negativamente la induccion via STRE, pero sigue sin conocerse el
mecanismo por el cual se ejerce esta regulacion. Gorner y colaboradores
proponen que la regulacion por PKA podria ejercerse a través del control de
la localizacion de Msn2p. En condiciones de baja actividad protein quinasa
A (mutante bcyl pkl” k2 pk3) Msn2p se encuentra localizado
constitutivamente en el nucleo, y en cepas en las que se puede inhibir la
produccion de cAMP interno y se afiade cAMP exogeno, se observa que en
presencia de cAMP la localizacion de Msn2p es citoplasmatica,
produciéndose un transporte al nlcleo cuando se elimina el cAMP del
medio. Por lo tanto, parece haber una clara relacion entre la actividad de
PKA, regulada a través de los niveles de cAMP, y la localizacion celular de
Msn2p. Un hecho que queda por determinar es si el papel de PKA es directo
o indirecto, para lo cual sera necesario determinar si Msn2p esta fosforilado
por la proteina quinasa A. Existen datos que apoyan este hecho, pues se ha
conseguido copurificar Msn2p y PKA en experimentos de
coinmunoprecipitacion (G. Griffioen, comunicacion personal), indicando
que ambas proteinas pueden interaccionar.

(Como se regula la localizacion nuclear de Msn2p? Cabe esperar
dos posibles modos de regulacion: la localizacion nuclear puede ser el
resultado de un mecanismo de importacion dependiente del estrés, o bien
acontecer como consecuencia de una exportacion regulada. En los ultimos
afos, se han descrito diferentes formas de control de la importacion al nticleo
de factores transcripcionales (Nigg, 1997), que podrian ser aplicables a este
caso. Uno de los mecanismos descritos implica la retencion del factor
transcripcional en el citoplasma a través de un anclaje especifico, por
interaccion con otra proteina. Este es el caso del factor NF-xB, que
interacciona con IkB en el citoplasma (Baldwin, 1996). El hecho de que los
estudios de localizacion de Msn2p se han realizado sobreexpresando la
proteina, implicaria que, caso de ser este el tipo de regulacion ejercido sobre
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Msn2p, el factor citoplasmatico regulador deberia encontrarse en un gran
exceso.

El segundo tipo de regulacion del transporte al nicleo implica el
bloqueo de las sefiales de importacion al nucleo por medio de
fosforilaciones. Algunos de estos casos han sido descritos en Saccharomyces
cerevisiae. La proteina SwiSp se expresa en la transicion G2/M del ciclo
celular, pero entra en el nucleo solo durante la anafase tardia, cuando se
inactivan las quinasas de ciclinas tipo B. SwiSp es fosforilado por la quinasa
dependiente de ciclinas B (CDK-B) cerca de su sefial de localizacion
nuclear, y la ausencia de fosforilacion permite la acumulacion en el nicleo
(Moll et al., 1991; Nasmyth et al., 1990). Otro factor, Pho4p, inductor de la
respuesta a bajas concentraciones de fosfato, es fosforilado por un complejo
ciclina-CDK, y esta fosforilacion parece ser necesaria para su anclaje en el
citoplasma (O’ Neill et al., 1996). Si éste es el modo de regulacion de Msn2p
cabria preguntarse cuales son las posibles quinasas implicadas en este
proceso. Una posible candidata, dada la estrecha relacion entre su actividad y
la localizacion de Msn2p, seria la proteina quinasa A. La fosforilacion por
PKA podria ser el hecho que impida el importe al niicleo de Msn2p. De
hecho, se pueden encontrar varios sitios consenso para PKA cerca del
dominio de unién al DNA de Msn2p, en una region que contiene varias areas
cargadas positivamente. Sin embargo, estas areas carecen de homologia con
otras NLSs descritas.

Asi pues, son aun muchas las incognitas que quedan por despejar en
este proceso, y que requerirdn experimentos adicionales para su elucidacion.
Algunos de estos experimentos estan siendo ya llevados a cabo, y quiza en
poco tiempo podamos conocer nuevos datos sobre el mecanismo de
regulacion de Msn2p, el factor de union a STRE. Este conocimiento puede
tener multiples implicaciones, no so6lo sobre los estudios de la respuesta
celular al estrés, sino también, por ejemplo, nos permitird obtener
informacion sobre como ejerce la proteina quinasa A su funcion reguladora
sobre la expresion génica.

El bloqueo de la traduccién por ausencia de glucosa. Posibles
respuestas

El punto de inicio de este estudio sobre la traduccién fue la
observacion de que la expresion de invertasa se veia fuertemente retardada
cuando se producia la desrepresion en ausencia total de glucosa. La
utilizacién de rafinosa por la levadura depende de la actividad de la
invertasa, que es codificada por el gen SUC2, regulado por represion por
glucosa. A tiempos cortos tras el cambio a condiciones no represoras, la
activacion transcripcional de SUC2 es similar en medio minimo con rafinosa
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y en rafinosa suplementada con una cantidad no represora de glucosa. Sin
embargo, la actividad invertasa solo se detecta durante las primeras horas en
el medio que contiene glucosa. Nuestros resultados indican que la causa del
retraso observado en la expresion de invertasa cuando la desrepresion se
lleva a cabo en completa ausencia de glucosa es la inhibicion de la
traduccioén. En ausencia de una fuente de carbono metabolizable la tasa de
incorporacion de metionina en proteinas (tasa de traduccion) es similar a la
observada en presencia de cantidades inhibitorias de cicloheximida. La
inhibicion de la traduccion es totalmente responsable de la ausencia de
proteina, puesto que en presencia de glucosa el mismo nivel de mRNA
produce cantidades detectables de proteina y actividad enzimatica.

En las células eucarioticas, el factor de iniciacion de la traduccion
2a (elF-2a) ha sido implicado en la regulacion de la traduccion en respuesta
a condiciones de estrés (Hinnebusch, 1993 y 1994). Factores adversos para
el crecimiento celular, como la deficiencia de hemo, las infecciones virales,
o la presencia de glutation oxidado producen, en mamiferos, la fosforilacion
de elF-2a en su serina 51, provocando una inhibicion total de la sintesis
proteica. En levadura se ha mostrado que la privacion de aminoacidos activa
a la protein quinasa Gen2p, que, a su vez, fosforila a elF-2a también en la
serina 51. Esta reaccion tiene un efecto inhibitorio en la sintesis general de
proteinas, que especificamente estimula la traduccion de Gendp, un
activador transcripcional de los genes biosintéticos de aminoacidos
(Hinnebusch, 1994). Al contrario de lo que sucede en mamiferos, la parada
de la traduccion no es total. Ademds de la privacion de aminoacidos, otras
condiciones tienen un efecto sobre el estado de fosforilacion de elF-2a.
Romero y Dahlberg (1986) han analizado el estado de fosforilacion de elF-
2a en distintas condiciones de crecimiento, por electroforesis bidimensional.
Se observa una forma fosforilada de la proteina durante el crecimiento
logaritmico en fuentes de carbono fermentables y no-fermentables, choque
térmico, ayuno de aminoacidos esenciales, fase estacionaria y esporulacion.
Solamente con aquellas células que fueron privadas de fuente de carbono, se
aislo elF-2a en estado no fosforilado.

Ademas, Feng et al., (1994) han determinado que el estado normal
de elF-2a en la célula de levadura es una forma trifosforilada, en las serinas
292,294 y 301. Esta triple fosforilacion es dependiente de la caseina quinasa
II. La mutacion de los tres sitios de fosforilacion de elF-2o. por caseina
quinasa II no produce una parada del crecimiento por si sola (no inhibe la
traduccion). So6lo cuando la desfosforilacion de elF-2a. se combina con una
disminuciéon de la actividad de intercambio de nucleétido se observa una
parada total de la traduccion (Feng ef al, 1994). También en humanos se ha
descrito que la fosforilacion de la subunidad € de eIF-2B por caseina quinasa
IT produce una disminucién de la actividad de este factor, y por tanto una
disminucion de la tasa de traduccion. Asi pues, vemos que hay ejemplos de
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alteraciones de la tasa de traduccion por cambios en el estado de
fosforilacion de alguno de los factores de iniciacidon de la traduccion. Por lo
tanto, no descartamos que la parada de la traduccion debida a la privacion
brusca de glucosa pudiera deberse a un cambio en el estado de fosforilacion
de elF-2a, aunque éste no fuera causado por la quinasa Gen2p, o en otro de
los factores participantes en el inicio de la traduccion. La observacion de una
forma totalmente desfosforilada en condiciones de ausencia de glucosa
(Romero y Dahlberg, 1986), podria apuntar a la actuacion de una fosfatasa
sobre elF-2a como posible mecanismo causante de la parada de la
traduccion observada.

Independientemente del mecanismo por el que se efectia el bloqueo
de la traduccion, la causa inicial de que este se produzca parece ser la
incapacidad de la célula de obtener la energia necesaria para mantener el
metabolismo celular, debido a la ausencia de una fuente de carbono
utilizable. Asi, la deteccion de una fuente de carbono no metabolizable,
como es la 2-desoxiglucosa, no previene el bloqueo de la traduccion.

Esto nos lleva a considerar cuales pueden ser las causas que
producen un bloqueo de la traducciéon mas largo en el tiempo en la cepa
Wmsn2msn4. Si la causa del bloqueo es la ausencia de glucosa en el medio,
cabe pensar que uno de los primeros pasos sera la movilizacion de las
reservas celulares de glucosa, como es el glucogeno, o la sintesis de glucosa
via gluconeogénesis. La primera de estas vias, la movilizacion del
glucogeno, depende del enzima glucdgeno fosforilasa, codificado por el gen
GPHI. Este es un gen dependiente de estrés, que se activa a través del
elemento STRE, y cuya induccién es defectuosa, o en muchos casos nula, en
el mutante Wmsn2msn4 (resultados no mostrados). Este, entre otros, podria
ser un factor que alargue la parada de la traduccion en el doble mutante. La
expresion de diversos genes de respuesta a estrés puede ser necesaria para
superar la situacion adversa creada por el cambio de fuente de carbono y,
como hemos comprobado, muchos de estos genes dependientes de estrés no
se expresan, o lo hacen minimamente, en Wmsn2msn4.

Aunque aun son muchas las incognitas que quedan por despejar,
consideramos que la descripcion de este fendmeno de inhibicion de la
traduccion en ausencia de glucosa es en si importante. No hay que descartar
que otras condiciones de estrés (aparte de la ya mencionada privacion de
aminoacidos) puedan producir un fenomeno similar en levadura. De hecho,
el cambio a unas condiciones adversas para el crecimiento suele ir
acompanada, en muchos casos, de una parada transitoria del crecimiento.
Este es el caso, por ejemplo, del sometimiento a un choque osmoético o
térmico de cierta magnitud. Cabria estudiar si la causa de la parada temporal
del crecimiento es de nuevo un bloqueo de la traduccion. Este hecho puede
tener ademas, una importancia practica, pues muy a menudo la induccion
transcripcional se mide indirectamente por la actividad enzimatica de un gen
reporter. Esto puede conducir a error, ya que como nuestros resultados
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muestran , la ausencia de actividad enzimatica no siempre es sinénimo de la
ausencia de transcripcion.

111






CONCLUSIONES






Conclusiones

La doble mutacion msn2 msn4 produce una sensibilidad pleiotropica al
estrés en la levadura Saccharomyces cerevisiae.

Este aumento de la sensibilidad esta relacionado con la expresion
defectuosa de diversos genes implicados en la respuesta general al
estrés. Los genes afectados estdn regulados por el Elemento de
Respuesta a Estrés (STRE), que induce la transcripcion de los mismos en
respuesta a multiples formas de estrés.

La expresion a través del elemento STRE requiere la presencia de los
factores transcripcionales Msn2p y Msn4p.

Msn2p y Msndp se unen in vitro e in vivo, de forma especifica al
elemento STRE.

Los anteriores puntos nos llevan a concluir que Msn2p y Msn4p son los
factores transcripcionales que regulan la induccion a través del elemento
STRE, 6 STRF.

La privacion brusca de glucosa produce, en la levadura Saccharomyces
cerevisiae, una parada transitoria de la traduccion, pero no de la
transcripcion. La parada de la traduccion se debe a la ausencia de una
fuente de carbono utilizable para la obtencion de energia metabolica.

Esta parada de la traduccion no depende de la proteina quinasa Gen2p ni
de la proteina quinasa dependiente de AMP ciclico.
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