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Abstract

Los microroganismos que crecen en forma acrébica estan sujetos al efecto de los intermediarios reactivos
de oxigeno (ROIs), como por ¢jemplo el radical superéxido el peroxido de hidrégeno y el radical hidroxilo.
Eslas :noléculas se generan como consecuencia de los procesos metabélicos celulares normales como la
respirzcion. Como consecuencia del efecto perjudicial de estas especies reactivas de oxigeno, los
organsimos acrobicos han desarroliado una a;mplia variedad de estrategias de proteccion frente al estrés
oxidat vo. En Succharomyces cerevisiae hay varios genes que estan implicados en esa proteccion. En este
trabajc presentamos la caracterizacion fenotipica de una mutante de $. cerevisiae que no crece en agitacion.
Cuando esta cepa se incuba en condiciones aerébicas no crece y pierde viabilidad, sin embargo puede
crecer en condiciones de microacrofilia o anaerobiosis. La pérdida de viabilidad se previene si se le agrega
al mecio cl antioxidante 2-mercaptoctanol o el agente que secuesira iones Fe'. El fenotipo de esta mutante
sugicre que que la cepa es incapiz de contender con las especies reactivas de oxigeno generadas como
consccucncia del metabolismo aerdbico. Esta cepa fue complementada con una biblioteca gendmica de
levadura. Las transformantes obtenidas portan plasmidos que llevan el gen TYR], el cual codifica para una
de las cnzimas que participan en la biosintesis de tirosina. Otra mutante #y»/ monogénica proveniente del
Ycast Genetic Stock Center mostré una sensibilidad mayor al peroxido de hidrégeno en ralacion a la cepa
TYRI. Esta sencibilidad se curé cuando la cepa fue complementada con el gen TYRI. Considerando los
resultados obtenidos, nosotros proponcmos que los maninoécidos podrian tener un papel adicional al de
[ormar partc de las proteinas y que la tirosina participa en la proteccion frente al estrés oxidativo.




Abstract
All zerobically growing microorganisms encounter reactive oxygen intermediates (RQIs), including the
superoxide anion free radical, hydrogen peroxide and the hydroxil radical. These molecules are generated as
a conscquence ol normal cellular metabolic processes such as respiration. As a result of the harmful nature
of ROIs, aerolically growing organisms have developed a wide variety of strategies for protection from
oxidative stress. There are a number of genes involved in the stress response of the yeast Saccharomyces
cerevisize. In this study we report the phenotypic characterization of a S. cerevisiae mutant unable to grow
under agitated conditions is presented here. When this strain was incubated under aerobic conditions, it did
not grow and the viability of the culture decreased but growth in microarophilic o anacrobic cultures. The
loss in viability was prevented by the addition of 2-mercaptoethanol antioxidant or 1,10-phenanthroline F¢'
chelating agents to the medium. The phenotype of this mutant suggested that this strain was unable to
wilhstand (he reactive oxygen specics gencrated as a consequence of acrobic ‘metabolism. This strain was
complemented with plasmids from a yeast genomic library. The transformants that were obtained carried
plasmids harboring the TYR/ gene, which codes for one of the enzymes involved in tyrosine biosynthesis. A
monogenic 8. cerevisiae fyr! mutant obtained from the Yeast Genetic Stock Center showed higher
sensi;ivity to hydrogen peroxide than TYRI strain. This sensitivity was reverted when this strain was
complemented with the TYRJ gene. Considering this resilts, we propose that the amino acid could play
additional roles to their fundamental function in the buildup of proteins and tyrosine plays a role in the
protection against oxidative stress. 1
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RESUMEN

Para contrarrestar el efecto perjudicial de las especies reactivas de oxigeno,
generadas en los procesos metabdlicos normales, los organismos aerobios han
desarrollado en el curso de la evolucion diversas estrategias de proteccién
frente al estrés oxidativo. En Saccharomyces cerevisiae existen mecanismos
enzimaticos y no enzimaticos de proteccion. Varias enzimas como catalasas,
peroxidasas y  superdxido dismutasas participan directamente en la
destoxificacién de peréxido de hidrégeno y de radicales superéxido. Existen
también compuestos cuya proteccion se produce mediante mecanismos no
enzimaticos. El alfa tocoferol (vitamina E) y el glutation funcionan como
quelantes de radicales libres. Todos estos procesos actian en conjunto para
proteger a la célula del dafio producido por radicales libres.

En este trabajo se presenta la caracterizaciéon fenotipica de una cepa
mutante de S. cerevisize (CN50) sensible a oxigeno. Esta mutante pierde
viabilidad si se incuba en medio minimo con glutamina y en alta concentracion
de oxigeno. La pérdida de viabilidad se revierte con ¢l agente antioxidante B-
mercaptoetanol, el compuesto quelante de hierro OFA (1-10 fenanirolina), en
condiciones de microaerofilia o en anaerobiosis. Estos resultados sugieren que
la cepa CN50 tiene una mutacién que genera una condicién hiperoxidante con
la cual las células no pueden contender y se mueren. Debido a que la mutante
CN50 es estéril, no se pudo hacer un analisis genético. Con el fin de identificar
el gen responsable del fenotipo pleiotrépico que presentdé la mutante, se
complemento la cepa CN50 con un banco genémico de S. cerevisiae. De esta
forma se obtuvo el plasmido pSLS, el cual r establece el fenotipo silvestre a la

mutante. En base al mapa de restriccion del inserto se ubicé el gen que
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complementd el fenotipo y se secuencio un fragmento EcoRI-HindIII de 900pb
del mismo. La comparacién de la secuencia obtenida, con las reportadas en el
GeneBank nos permitié identificar al gen TYRJ. Este gen codifica para la
enzima prefenato deshidrogenasa, la cual cataliza la conversién de prefenato a
p-hidroxifenilpiruvato, un intermediario de la via de sintesis de tirosina. Por
otra parte la actividad de prefenato deshidrogensa que presentd la mutante fue
muy baja. Estos resultados indican que la cepa CN50 tiene una mutacién en
TYRI y que esta involucrada en la sensibilidad a oxigeno. Para investigar si
TYRI esta involucrado en la tolerancia al estrés oxidativo, y al estrés por calor,
se determiné el efecto del H,;O, y de la temperatura sobre la viabilidad de
cepas auxotrofas y protétrofas para tirosina. Las cepas auxotrofas presentaron
mayor sensibilidad tanto a peroxido de hidrogeno como al calor. Estos
resultados indican que TYR] estd involucrado en la proteccion contra el estrés
inducido por H,0, y por calor. Sin embargo el gen no se induce en estas
condiciones.

La existencia de una nueva ruta de sintesis de tirosina en S. cerevisiae se
investigd mediante la interrupcion del gen TYR/, en una cepa tyr/” revertante
no auxoétrofa para tirosina. Mediante la interrupcién se obtuvieron solo
auxotrofos de tirosina por lo tanto no existié otra ruta de biosintesis.

La tirosina podria tener un efecto protector debido a la presencia de un
grupo fenol, el cual al interaccionar con el radical hidroxilo produce un radical
fenoxilo que puede estabilizarse. Por otra parte mediante la oxidacién de la
tirosina por peroxidasas, se consume peréxido de hidrégeno. Estos dos
mecanismos contribuirian a disminuir la cantidad de radicales libres y por lo
tanto a disminuir el dafio producido por estos. Otros estudios nos permitiran

establecer cual es el papel que cumple la tirosina.
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L INTRODUCCION

La sobrevivencia de los organismos en la naturaleza depende de su capaciadad de
adaptacion a los cambios producidos en el ambiente. Para ello se han seleccionado
diversos mecanismos que permiten sensar esos cambios y responder con
adaptaciones metabdlicas. Estas implican mecanismos moleculares que se inducen en
condiciones adversas y en su conjunto se denominan respuesta al estrés. Ruis &
Schuller (1995) definen al estrés como los factores ambientales que causan una
reduccion en la tasa de crecimiento.

La respuesta al estrés permite tanto la proteccidn ante los posibles dafios
producidos por las condiciones adversas como su reparacion (Mager y Hoheman,
1997). Esta respuesta es universal e implica la inducién de cerca de 80 proteinas
denominadas proteinas de estrés. Esta induccién ocurre entre 10 y 20 minutos
después de aplicado el estrés. Si bien no se conoce exactamente la funcién de todas
las proteinas que participan en la respuesta a estrés, los estudios hechos tanto en
eucariotas como procariotas permiten correlacionar la presencia de estas proteinas
con la resistencia de los organismos a diferentes tipos de estrés. El proceso puede
considerarse como una respuesta general de las células a disturbios metabélicos
(Mager & Moradas-Ferreira, 1993).

También en la respuesta al estrés la mayoria de los genes necesarios para el
crecimiento disminuyen su expresion o no se expresan. La reduccion en la expresion
genica puede ser el resultado de la sensibilidad de los componenetes esenciales de la
magquinaria de transcripcion a condiciones de estrés (Ruis & Schuller, 1995).

Diversos factores ambientales son capaces de desencadenar la respuesta al
estrés (Tabla 1). Cuando las células se someten a diferentes tipos de estrés, se induce

la sintesis de diferentes proteinas, pero existe una respuesta cruzada a diferentes

1



clases de estrés. Por ejemplo un pretratamiento de las células no muy severo pero que
es capaz de inducir las proteinas de estrés, proteje a las células de un tratamiento
posterior a condiciones letales. La termo-resistencia se induce no solo por calor sino
también es adquirida si se somete a las células a otros tipos de estrés como es el caso
de cultivos con etanol o alta osmolaridad (Mager & Moradas-Ferreira, 1993). De la
misma forma el ayuno por nutrientes convierte a las células en resistentes a otros
tipos de estrés. Por otra parte la exposicion de las células a diversos tipos de estrés
provoca la activacién de mecanismos que normalmente estin implicados en los

procesos homeostaticos (Mager y Hohman, 1997).

Tabla 1 . Factores que causan estrés en S. cerevisiae
_(Ruis & Schuller, 1995)

Ayuno por nutrientes

Utilizacion de fuentes de carbono no fermentables

Oxigeno y metabolitos derivados

Altas y bajas temperaturas

Iones de metales pesados

Alta y baja osmolaridad

pH altos o bajos

Agentes que dafian al DNA

Altas concentraciones de etanol

Desecacion

En levaduras, el espectro de proteinas inducidas por estrés es similar al que se
induce en otros organismos. Estas proteinas estin localizadas en diferentes lugares de
la celula en relacién con la funcién que cumplen, muchas de ellas son chaperonas y

en estas condiciones participan en proteccion frente a la desnaturalizacién térmica
(Tabla 2).



Tabla 2.- Proteinas de estrés en levaduras. (Tomado de Mager & Moradas-Ferreira

1993)

Denorninacion Localizacion celular  Funcién

Hspl150 Secretada Desconocida

Hspl04 Niucleo Tolerancia al estrés

Hsp83 Citosol/miicleo Chaperonina

Hsp70 citosol/micleo Regulacion del HSF

ssal Citosol Chaperona

ssa2 Citosol Chaperona

Ssa3 Citosol Chaperona

Ssad Citosol Chaperona

Ssbl Desconocida Desconocida

Ssb2 Desconocida Desconocida

Sscl Mitocondria Chaperona

Ssdl (kar2p) Reticulo Chaperona
endoplésmico

Hsp60 Mitocondria Chaperonina

Hsp26 Citosol/nicleo Desconocida

Hspl2 Citosol Desconocida

Ubiquitina Citosol Degradacion

de proteinas

Metalotioneina Citosol Fijan iones Fe y Cu

Enzimas

enolasa Citosol Glicolisis

Gliceraldheido-3-fosfato Citosol Glicolisis

deshidrogenasa

Fosfoglicerato quinasa Citosol Glicolisis

Catalasas Citosol y Defensas antioxidantes
peroxisoma

y-glutamilcisteino sintetasa

Superdxido dismutasas Citosol Defensas antioxidantes
y mitocondria

Factores de transcripcién nucleo Induccion de la

transcripcion
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De los varios factores que inducen una respuesta a estrés, las respuestas al
estrés por calor, choque osmético y oxidativo son las mejor caracterizadas.
Probablemente estas respuestas estdn relacionadas, ya que tanto el estrés por calor
como el osmoético resultan en alteraciones en las membranas cetulares y por otra
parte el estrés por calor también resulta en un aumento de radicales libres en las

células (Moradas-Ferreira y cols., 1996; Varela & Mager, 1996).

Estrés producido por calor

La induccion de la sintesis de proteinas por calor se produce por un cambio en
la temperatura de 23°C a 37°C. La mayoria de las proteinas inducidas tienen una
estructura muy conservada, por ejemplo Hspl04, Hsp90, Hsp70 y Hsp60 fueron
encontradas tanto en procariotas como en eucariotas. Mientras que otras como la
Hsp26 se ha encontrado solamente en eucariotas (Craig, 1992). Aparentemente las
funciones que cumplen en todos los organismos estudiados, son similares.

La proteina Hspl04 es miembro de una familia muy conservada que tiene
como homologas en E. colsi las proteinas ClpA y ClpB. La proteina ClpA en E. colsi
funciona como una ATPasa, regulando a la proteasa ClpP, por lo cual se propone que
en Saccharomyces podria tener la misma funcién (Parsell y cols., 1991). Estudios
realizados en eucariotas superiores, demostraron que la proteina Hspl104, se localiza
en el nucleolo, por lo cual se le atribuye una funcién de proteccién en la formacion
de los ribosomas (Mager & Moradas-Ferreira,1993). Esta proteina es codificada por
el gen HSP104 (Sanchez y Linquist, 1990; Parsell y cols. 1991), el cual se expresa en
bajos niveles en condiciones Optimas para el crecimento pero se induce mucho en
respuesta al calor o cuando las células entran en fase estacionaria (Mager &

Moradas-Ferreira, 1993). También participa en la adquisicién de termotolerancia. La
4
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expresion del gen HSPJ04 es necesaria tanto para la termotolerancia de las células en
la fase estacionaria como de las esporas, para la viabilidad a largo término en
temperaturas bajas y para la tolerancia al etanol (Craig, 1992).

Las proteinas Hsp90 son codificadas por los genes HSC82 y HSP82 en S.
cerevisiae (Farrelly and Finkelstein, 1984; Borkovich y cols. 1989). Estas proteinas
son ideénticas entre si en un 97%. Son altamente conservadas en todos los organismos
compartiendo al menos un 50% de identidad en la composicién de aminoécidos en
eucariotas que son distantes evolutivamente y el 40% con la proteina C62.5 de E.
colsi (Craig, 1992). Se supone que estas proteinas funcionan como chaperonas, es
decir tienen la capacidad de unirse a otras proteinas y estabilizan una conformacion
particular. El gen HSC82 se expresa en forma constitutiva y sélo se induce
débilmente luego de la exposicién de las células a una condicion de estrés. En
cambio HSP82 se expresa poco a nivel basal y se induce luego de un aumento de
temperatura, en la fase estacionaria y durante la esporulacién (Kurts y cols. 1986) .
Ambos genes son esenciales y redundantes. Las cepas con mutaciones en alguno de
ellos son viables mientras que la doble mutante no lo es (Borkovich y cols. 1989).

Las proteinas Hsp70 son similares bioquimicamente, tienen 50% de identidad
en total y presentan en algunas regiones una identidad mayor (entre 50 y 97%) . Estas
proteinas son capaces de unirse a péptidos de secuencias variadas preferentemente
hidrofébicos, también unen ATP presentando una actividad de ATPasa débil. Se
supone que algunas de las proteinas Hsp70 se unen a regiones desnaturalizadas o
parcialmente desnaturalizadas de proteinas y que participan en el transporte a través
de las membranas (Craig, 1992). Las proteinas Hsp70 son codificada por una familia
multigénica subdividida en 4 subfamilias (SS4, SSB, SSC, SSD) (Craig, 1992). La
expresion de estos genes estd modulada en forma diferente en respuesta a los

cambios de temperatura y evidencian una expresién diferente en distintas

5
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condiciones. En Saccharomyces se han identificado 8 genes relacionados con los
genes HSP70 de eucariotas (Tabla 2). La subfamilia SS4 es indispensable para el
crecimiento y codifica proteinas citoplasmicas. Los genes SS47 y SS42 presentan un
nivel basal de expresion, aunque SSA/ aumenta mucho su expresiéon cuando
aumenta la temperatura. Otros genes de esta familia como SSB/ y $§B2, en cambio,
disminuyen luego de un aumento en la temperatura. La cepa doble mutante (ssb,
ssb2) presenta sensibilidad a baja temperatura. El gen SSC/ codifica para una
proteina de la matriz mitocondrial y también es esencial para el crecimiento
fermentativo y respiratorio.

La proteina Hsp60 estd localizada en la matriz mitocondrial y es codificada
por un gen nuclear (MIF4), el cual es esencial. Este gen se expresa en forma
constitutiva pero su sintesis es inducida luego de un aumento en la temperatura.
Participa en el procesamiento y plegamiento de proteina por un proceso que requiere
ATP (Craig, 1992).

Las proteinas de bajo peso molecular inducidas por calor como la Hsp26 y
Hspl2, de S. cerevisiae, pertenecen a un grupo diverso que presenta elementos
estructurales conservados y tienen la capacidad de formar estructuras poliméricas.
Los genes HSP26 y HSPI2 se expresan muy poco durante el crecimiento
exponencial pero su transcripcion se induce por un aumento brusco en la
temperatura, por ayuno, al entrar en fase estacionaria y durante la esporulacién
(Craig, 1992, Mager & Moradas-Ferreira,1993). La funcién que cumplen ¢s hasta
ahora desconocida.

La ubiquitina es una proteina encontrada en todos las células eucariotas, se
encuentra libre o unida covalentemente a otras proteinas y participa en la degradacién
selectiva, no lisosomal de proteinas. Es codificada en S. cerevisiae por una familia

multigénica UBI!, UBI2, UBI3, UBI4 (Mager & Moradas-Ferreira, 1993). El gen

6
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UBI4 codifica para un precursor de la proteina ubiquitina y es importante en la
respuesta a estrés. Este gen se induce fuertemente con el aumento brusco de la
temperatura y su transcripcion  se dispara cuando existen niveles elevados de

polipéptidos anormales (Mager & Moradas-Ferreira, 1993).

Estrés producido por alta osmolaridad

Cuando las células se someten a condiciones de alta osmolaridad ocurre un
eflujo rdpido de agua que produce una reduccion en la presion de turgor. Esta
reduccidn debe ser contrarrestada y la célula responde sintetizando o acumulando
compuestos osmoprotectores (Higgins y cols. ,1987;, Varela y cols., 1992). S.
cerevisige muestra como consecuencia al shock osmoético una reducciéon en su
viabilidad y sintesis de proteinas. También responde acumulando principalmente
glicerol y trealosa cuando crece en fuentes no fermentables de carbono
fundamentalmente en fase estacionaria (Varela y cols., 1992). Ademas de estas
adaptaciones, se ha reportado la capacidad de S. cerevisiae de adquirir tolerancia at
estrés osmotico si se somete a las células a un tratamiento previo con NaCl 0.7M
(Varela y cols., 1992). Este tratamiento con NaCl 0.7M produce un aumento en la
sintesis de 9 proteinas, dos de ellas corresponden a proteinas cuya sintesis se induce
por calor: Hspl2 y Hsp26 y una es la glicerol 3- fosfato deshidrogenasa. Este
aumnento es producido por la induccién de la sintesis de sus mensajeros. La sacarosa
(0.8M) también es capaz de producir la induccidn pero, en un grado menor (Varela y
cols., 1992).

Ademas de la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, la induccién de la
sintesis de ghcerol mediada por estrés, requiere el producto de los genes HOG! y

PBS2. Las proteinas codificadas por estos genes consituyen un sistema de sensores

7



de la osmoregulacién que intervienen en la respuesta a la alta osmolaridad (HOG,
high osmolarity glicerol response). Este sistema regula la induccién del gen CI77
mediada por estrés osmotico (Schuller y cols., 1994).

Por otra parte la capacidad de crecer en presencia de altas concentraciones de
NaCl depende de varios genes. HAL!, fue el primer gen de este tipo que pudo
relacionarse directamente con el estrés producido por NaCl (Gaxiola y cols. 1992).
Cuando HAL! se inserta en un plasmido multicopia permite el crecimiento de la
levadura en presencia de una concentracién 1M de NaCl. Gaxiola y cols. (1992)
demostraron que la expresion de HAL! se induce no solo en presencia de NaCl (1M)
s1 no también en presencia de KCI (IM) y sorbitol (1.5M) Si bien HAL! no es un
gen esencial para la viabilidad en condiciones normales de crecimiento, la
interrupcion del mismo, produce una disminucién del crecimiento en condiciones con
NaCl 1IM. Se cree que la proteina producto de HAL] interacciona con los sistemas de
transporte de K, cambiando la relacién intracelular Na'/K* aumentando asi la
concentracién interna de K. De esta forma la toxicidad por sodio se contrarresta al
mantenerse la relacién Na'/K* menor de 0.5. El gen HAL3 también participa en la
proteccién y su interrupcién aumenta la sensibilidad a la sal. HAL3 al igual que
HALI participa en la regulacién de la salida de potasio de la célula y al parecer
también regula la expresion del gen ENA/. Este gen codifica para una ATPasa, el
principal mecanismo de salida de sodio de las células (Serrano y cols. 1997). La
induccion de la expresion de ENA! esta mediada por la via HOG, una activacién
especifica por sodio a través de calcineurina y s reprimida por glucosa (Serrano y
cols. 1997; Alepuz y cols. 1997).
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Estrés oxidativo

El oxigeno es el aceptor final de la fosforilacién oxidativa y como tal ocupa un
papel esencial en muchos procesos metabolicos asociados con la existencia aerdbica.
Este proceso conduce a la formacidn de una variedad de especies reactivas de
oxigeno (ROSs, Reactive Oxigen Species) .

Las especies reactivas de oxigeno son moléculas muy inestables que tienen 1 o
més electrones desapareados. Estas especies reactivas se pueden estabilizar
extrayendo electrones de otras moléculas, lo cual resulta en la desestabilizacién de
las moléculas donadoras (Halliwell & Aruoma, 1991). Las principales especies
reactivas en S. cervisiae son: el radical superdxido (O, ), el perdxido de hidrégeno
(H;0,), el radical (OH) y el oxigeno en singulete (O). El radical superéxido es uno
de los ROSs mas comunes en las células y puede generarse de varias formas. En las
mitocondrias se genera por la reduccién del dioxigeno (O») en el complejo I (NADH-
ubiquinona) y en el complejo III (citocromo ¢) durante la respiracién. Otras fuentes
de generacion de éste radical son los eventos celulares que implican transporte de
electrones en cloroplastos o en microsomas del reticulo endoplasmico (Santoro &
Thiele, 1997) y autooxidacion en interacciones con NADH y glutatién (reductantes
celulares). El radical superdxido puede ser generado por agentes quimicos como el
paraquat y la menadiona. Si bien esta especie de oxigeno no es la mds reactiva, ésta
es capiz de generar otras especies reactivas de oxigeno, las cuales son muy
reactivas. Debido a esto, la remocion de este radical, es muy importante, Esta se lleva
a cabo por accion de las enzimas superoxido dismutasas (SOD) (Halliwell &
Aruoma, 1991; Santoro & Thiele, 1997).
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El perdxido de hidrogeno no es considerado un radical libre pero tiene la
propiedad de atravesar las membranas y generar el radical hidroxilo de varias formas.
El per6xido de hidrégeno se genera por la accion de la superdxido dismutasa o por la
accién de oxidasas que normalmente funcionan en la célula.

De todas las especies reactivas de oxigeno el radical hidroxilo (OH), es la mas
reactiva y peligrosa para las células. Se genera a través de la descomposicion
espontanea del peréxido de hidrégeno, o por aquella mediada por metales de
transicién como el Fe ", el Cu” y Ti*, via la reaccién de Fenton (Tabla 3). Luego
por la reaccion de Heber Weiss, que implica las formas oxidadas de los metales y el
anion superdxido, se generan nuevamente las formas reducidas de los metales para
acoplarse nuevamente a la reaccién de Fenton (Tabla 3). Por lo tanto cualquier
aumento en los niveles tanto de perdxido, superdxido o metales como Fe y Cu
conduce a la produccion de altos niveles de radical hidroxilo. Por otra parte, la
radiacién ionizante produce la fisién homolitica del enlace O-H del agua generando

radicales ‘OH (Halliwell & Aruoma, 1991; Santoro & Thiele, 1997).

Tabla 3.- Reacciones que participan en la formacién o destruccion
de radicales libres (Santoro, 1997)

Superéxido dismutasa 20"+ 2H - O, + H,0,

Reaccién de Fenton Metal ™Y + H, 0, Metal ™" + HO + H,0
Reacci6n de Heber-Weiss  Metal ™" + 0, - Metal ™" +0,

Catalasa 2H,0y — 2H,0+ O,

El estrés oxidativo se produce cuando las especies reactivas de oxigeno no son
adecuadamente removidas. Esto puede ocurrir si los antioxidantes se acaban o si se

incrementa la produccién de radicales libres, superando la capacidad de los
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mecanismos antioxidantes naturales.

Los intermediarios reactivos de oxigeno reaccionan con las macromoléculas
dafiandolas o poniendo en funcionamiento una reaccién en cadena en la que el
radical libre va pasando de una macromolécula a otra lo que resulta en un dafio
extenso de las estructuras celulares. Como consecuencia de ello se produce dafio
en las proteinas e inactivacion de enzimas por la oxidaciéon de los aminécidos
tirosina, fenilalanina, triptofano, histidina, metionina y cisteina (Meneghini, 1997).
También el radical hidroxilo produce peroxidacion de los lipidos en las membranas
y dafio al DNA. Este radical se genera por el peroxido de hidrogeno que llega al
nucleo y los iones Fe'? o Cu™ que se encuentran unidos al DNA (Meneghini,
1997). Las modificaciones producidas en el DNA son: 1) la ruptura de la cadena
sencilla y doble del DNA; 2) modificaciones de las bases (Halliwell & Aruoma,
1991), algunas de las cuales como la 8- oxoguanina son potencialmente
mutagénicas produciendo la transversion de G—T (Meneghini, 1997); 3) pérdidas
de purinas o de pirimidinas y 4) oxidacién del enlace fosfodiéster de los aziicares
produciendo zonas sensibles a la ruptura (Santoro & Thiele, 1997; Maneghini,
1997).

Mecanismos de proteccién frente af estrés oxidativo en S. cerevisiae

Para poder utilizar al oxigeno como ultimo aceptor de electrones en la
produccién de energia los organismos tuvieron que desarrollar sistemas muy
efectivos de defensa frente a los intermediarios de oxigeno. La vida aerdbica implica
un constante esfuerzo por mantener un balance entre la produccion fisioldgica de

radicales libres y la destoxificacion por parte de los mecanismos de defensa celulares
1
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(Buttke y Sandstrom, 1994).

De esta forma encontramos que las células han desarrollado una variedad de
mecanismos antioxidantes que funcionan como atrapadores de radicales libres y
destoxificantes. Enzimas como las superoxido dismutasas y catalasas funcionan
directamente como destoxificantes mientras que la y-glutamilcisteino sintetasa, lo
hace indirectamente.

Las superoxido dismutasas (SOD) son un grupo de metaloenzimas que
catalizan la conversion del radical superéxido en perdxido de hidrogeno y oxigeno
molecular (Tabla 3). §. cerevisiae posee una SOD citosélica y dependiente de
Cu*¥zn*? que es codificada por el gen SOD/. Esta proteina es un homodimero que
une un 4tomo de Zn'y un 4dtomo de Cu requeridos para la catalisis. S. cerevisiae posee
ademé4s una SOD mitocondrial, dependiente de Mn'2. Esta es tetramérica y estd
codificada por el gen SOD2 ( Santoro & Thiele, 1997). La localizacion de estas dos
enzimas es fundamental para la funcion que cumplen. Las mutantes de S. cervisiae en
SODI 'y SOD2 son sensibles al oxigeno y a cormpuestos que generan radicales libres.
Por otra parte las células de levaduras mutadas en SODJ presentan auxotrofias para
lisina, cisteina y metionina cuando crecen en condiciones aerdbicas y son sensibles a
los niveles atmosféricos de oxigeno y a los radicales superdxido. Mutantes carentes
de SODI son incapaces de crecer en fuentes de carbono no fermentables. Las dos
superdxido dismutasas son inducidas en condiciones de estrés oxidativo (Santoro &
Thiele, 1997).

La catalasa cataliza la reaccion que convierte el peroxido de hidrogeno en agua
y oxigeno (Tabla 3). S. cerevisiae posee dos catalasas codificadas por genes
diferentes. La catalasa T citosélica codificada por el gen CTT! (Spevak y cols. 1983)
y la catalasa A peroxisomal codificada por CTA! (Cohen y cols. 1985). La expresion

de los dos genes esta regulada positivamente por el oxigeno y por el grupo hemo
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(Hortner y cols. 1982). Por otra parte los dos genes responden en forma diferente a
otros tipos de control. Mientras que CTA/ se induce ademas por 4cidos grasos
{Hortner y cols. 1982), CTT/ esti bajo el control negativo del AMP. De esta forma la
catalasa T estd presente en bajos niveles cuando el organismo crece en condiciones
nutricionales favorables pero aumenta mucho en condiciones de bajos nutrientes. La
catalasa citosdlica también estd regulada por calor, estrés osmético y oxidativo
(Wieser y cols.,1991; Marchler y cols. 1993). Debido a que esta enzima esta regulada
por estos diferentes mecanismos se supone que su funcién es importante en
condiciones donde se combinan varios tipos de estrés (calor, oxigeno, deprivacién de
nutrientes).

La y-glutamilcisteino sintetasa es la enzima que cataliza el primer paso en la
sintesis de glutatién. El ghutation juega un rol importante en la respuesta adaptativa
en $. cerevisiae al estrés oxidativo. Wu y Myne-Rowlwy (1994) reportaron que la
expresion de GSHI, el gen que codifica para la y- glutamilcisteino sintetasa, se
induce por estrés oxidativo. El papel que juega el glutatién en la respuesta al estrés
esta relacionado con la fase de crecimiento, ya que se demostré (Izawa y cols., 1995)
que el contenido intracelular de este compuesto se incrementa tres veces en fase
estacionaria. Este aumento hace suponer que el glutatién, es parcialmente
responsable de la mayor resistencia al estrés que presentan las levaduras en fase
estacionaria. La importancia bioldgica del glutation se debe a la capacidad de
capturar radicales libres a través del grupo sulfidrilo de la cisteina. Como
consecuencia de €sto se oxida a GSSG. El glutatién se regenera por la accién de la
glutation reductasa (codificada por GLR/) que depende de NADPH. La expresién de
GLR! también se induce en presencia de oxidantes por medio del factor de
transcripcién YAP-1 (Grant y cols. 1996).

Otras proteinas como las metalotioneinas o el producto del gen ATX/,

13



participan en la homeostasis de metales (Halliwell & Aruoma, 1991; Lin y Culotta,
1995). El Cu y el Fe son metales ubicuos en las células y estan presentes en la
estuctura de muchas proteinas y enzimas. Como elementos de transicion sus formas
i6nicas participan en las reacciones de transferencia de electrones. Esa capacidad les
permite participar como grupos prostéticos de enzimas que catalizan reacciones
redox (Meneghini, 1997). Por otra parte, tienen un efecto negativo ya que intervienen
en reacciones que generan radicales libres (Tabla 3). Debido a su importancia como
cofactores y a su efecto perjudicial, las células deben tener mecanismos muy finos
que les permitan mantener la homeostasis de esos iones. En §. cerevisize la
regulacion de la homeostasis se lleva acabo por la regulacién de! transporte de Fe y
Cu y por proteinas que secuestran metales. Las metalotioneinas son proteinas
reguladas por metales que unen iones de Fe*?y Cu** secuestrandolos de forma que no
estén en exceso dentro de la célula. El gen CUP! codifica para la metalotioneina de
S. cerevisize. La transcripcion del mismo se induce en condiciones de estrés
oxidativo (Thicle, 1996). La proteina codificada por 47X/  presenta una alta
similitud e identidad con varias proteinas bacterianas que son transportadores de
metales. En . cerevisiae se piensa que participa en la homeostasis de metales a
través del transporte y/o secuestro del cobre. El gen ATX/ se induce por estrés
oxidativo, su sobreexpresion confiere a las células proteccién frente a radicales
superéxido y frente al peroxido de hidrégeno mientras que su deleccién produce

hipersensibilidad al estrés oxidativo (Lin y Culotta, 1995).

Finalmente otras moléculas no enziméticas solubles como los pigmentos
carotenoides, el &cido ascorbico y el &cido irico secuestran radicales libres y
pueden funcionar como antioxidantes solubles. El 4cido ascorbico es sintetizado
por las plantas y animales pero el hombre lo requiere en su dieta. Este compuesto

es un agente reductor que reduce Fe™ a Fe* y ademas ayuda en la destoxificacién
14
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de radicales libres, ya que reacciona con radicales "OH, radicales superéxido y
oxigeno en singulete para dar semidehidroascorbato el cual no es muy reactivo
(Halliwell & Gutteridge, 1989). El 4cido trico tiene la capacidad de secuestrar
oxigeno en singulete, radical peroxilo, y radicales hidroxilo. Se supone que, al ser
soluble en el plasma cumple una funcién antioxidante y que en el hombre la
pérdida de la enzima urato oxidasa durante la evolucién tuvo un efecto benéfico
(Ames y cols. 1981). Las moléculas como el o-tocoferol, en cambio, son lipofilicas
y su accién se restringe a las membranas celulares en donde impiden la
peroxidacidn de los lipidos por su capacidad de reaccionar con los radicales libres
y bloquear la reaccion en cadena que se produce por la oxidacién de los

componentes de la membrana (van Acker, 1993; Halliwell & Aruoma, 1991).

Regulacion de la transcripcién de los genes que responden a estrés.

La respuesta a condiciones de estrés estd mediada por factores de
transcripcién que se unen a secuencias consenso en los promotores de los genes
que regulan. Esta respuesta es compleja y son varios los factores de transcripcion

identificados que son capaces de inducirla {Tabla 4).
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Tabla 4.- Regulacién de 1a transcripcion de los genes inducidos

por estrés

Gen Elemento Factor

CTTI STRE, Mnsp, HSF,
HSE Maclp

HSPI104 STRE, Mnsp, HSF
HSE

DDR2 STRE Mnsp

TPS2 STRE Mnsp

GSY2 STRE Mnsp

GPH1 STRE Mnsp

HSPI2 STRE Mnsp

UBI4 HSE Mnsp

SSA43 PDS desconocido

GSHI ARE yAP-1

GLRI ARE yAP-1

TRX2 ARE yAP-1

8841 ARE, yAP-1, HSF
HSE

SOD/CuZn ARE yAP-1

HOG! STRE Mnsp

CUP! HSE HSF, Aclp

16
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Los primeros elementos que se descubrieron, participan en la respuesta al
estrés por calor. HSE (heat shock element) es una secuencia consenso de S pares de
bases que se repiten altemando su orientacién (5° AGAAn 3°), situada en los
promotores de genes que se inducen por calor (Mager & Kruijff, 1995). Al elemento
HSE se une el factor de HSF (heat shock factor) que activa la transcripcion de los
genes que regula. En S. cerevisige el factor HSF permanece siempre unido al
elemento en los promotores y se cree que su actividad esta regulada negativamente
por la proteina Hsp70. El mecanismo de regulacion estaria explicado por el siguiente
modelo (Ruis, 1995; Mager & Kruijff, 1995): 1) el estrés producido por calor
aumenta la demanda de la proteina Hsp70 como consecuencia del incremento de
proteinas dafiadas; 2) esto conduce a la disociacion del complejo Hsp70/HSF; 3) al
disociarse este complejo, se activa la transcripcion y se inducen los genes; 4) al
aumentar la sintesis de Hsp70 se vuelve a asociar, existiendo una autoregulacién por
parte de su sintesis y dandole un caracter transitorio a la respuesta.

Ademas, Liu & Thiele (1996) encontraron evidencias de que el HSF es
fosforilado como respuesta a un aumento de la temperatura y a radicales superéxido.
Esta fosforilacién es inducible y ocurre en paralelo con la induccién del gen CUPJ.
Se piensa que la fosforilacidn es responsable de la activacion de la transcripcién
mediada por estrés por calor y estrés oxidativo.

Existe otro elemento consenso en los promotores de algunos genes que
responden a estrés que es independiente de HSE. A este elemeto se le llama STRE
(stress responsive element), el cual es una secuencia consenso (AGGGG o CCCCT)
a la que se unen otros factores de transcripeidn y no se une el factor que responde al
calor (HSF). El elemento STRE responde a otros tipos de estrés como: ayuno por
nitrégeno, aumento en la osmolaridad, estrés oxidativo, disminucion del pH,

presencia de acidos organicos y de etanol (Ruis & Schuller, 1995). La secuencia
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STRE estd presente en el promotor de numerosos genes que se inducen en
condiciones de estrés (Tabla 4). Los activadores de 1a transcripcién que se unen al
elemento STRE son codificados por los genes MSN2 y MSN4. Ambos genes son
redundantes y la interrupcién de los dos convierte a las levaduras en hipersensibles al
estrés oxidativo, al estrés osmotico y al estrés producido por calor (Martinez-Pastor
y cols., 1996; Schmitt & McEntee 1996).

Ademas de HSF y Msnp, las proteinas Yaplp y Yap2p son factores de
transcripcion que regulan la induccién de la respuesta adaptativa al estrés oxidativo

producido por H;O, de algunos genes (Tabla 4) (Stephen y cols., 1995).

Papel de los aminoidcidos en 1a proteccion frente al estrés

Hemos visto hasta ahora que existen varios mecanismos utilizados por la
célula en la proteccién frente a situaciones de estrés ya sean enzimaticos o no
enziméticos. Sin embargo, otros genes aparentemente no relacionados directamente
con la proteccion juegan un papel importante dado que mutaciones en ellos producen
una mayor sensibilidad de los organismos al estrés. El gen HAL2, identificado por
Glaser y cols. (1993), esta involucrado en la proteccion contra el estrés producido por
sales. Este gen es idéntico a MET22,y participa en la biosintesis de metionina. Este
gen codifica para una nucleotidasa que participa en una reaccion lateral importante
para la biosintesis de metionina (Serrano y cols. 1997). Se sabe que cuando este gen
esta en una dosis més alta que la genomica, permite el crecimiento de S. cerevisiae en
medios que contienen NaCl 1.5M o LiCl 0.2-0.4M. Sin embargo no tiene ningiin
efecto sobre el crecimiento en medios normales o con KCl 1M. La expresion de
HALZ es constitutiva y no se induce en presencia de sal. En condiciones 6ptimas de

crecimiento la interrupcién del gen sélo evidencia una auxotrofia para metionina
18
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{(Glaser y cols. 1993). Estos resultados sugieren una interretacién entre la biosintesis
de metionina y la proteccién frente al estrés por sal. Los autores proponen que como
la proteina codificada por MET22 es especialmente sensible a condiciones salinas,
para poder crecer en éstas condiciones, se requicren dosis adicionales del gen
MET?22. Esto fue corroborado porque cuando le agregaron metionina (30ug/ml) a una
cepa silvestre observaron que su capacidad de crecer en 1M de NaCl aumentaba
(Glaser y cols., 1993).

También Ball y cols. (1986) demostraron que el gen OSM2=ARO7 esth
vinculado con el crecimiento en medios hipertnicos. ARO7 es el gen estructural de
la enzima corismato mutasa, la que cataliza el paso de corismato a prefenato en la via
de sintesis de tirosina y fenilalanina (Lingens y cols. 1966). Las mutaciones en este
gen hacen a las levaduras incapaces de crecer en medios hiperténicos. No se sabe en
que forma es necesario este gen para la proteccién frente a sal pero se supone que
una mutacién en ARO7 produce una disminucién de intermediarios de fenilalanina y
tirosina conduciendo a un mal funcionamiento de la membrana celular. Se sabe que
los mutantes hipersensibles al alcohol fenetilico son auxétrofos de aminoacidos y la
inhibicién del crecimiento por este compuesto se debe a su efecto sobre la membrana
celular. En este sentido, los aminodcidos aromaticos resultarfan muy importantes en
la integridad de la membrana y de esta forma en la proteccién frente a medios
hipertonicos (Lingens y cols., 1966).

En el estrés oxidativo se identificaron genes de biosintesis de aminoacidos que
de alguna forma participan en la proteccién frente al estrés. El gen LYS7 de S,
cerevisiae codifica para la proteina Lys7p. Esta proteina es una enzima que cataliza
el segundo paso en Ia biosintesis de lisina. Se supone que podria tener otro papel ya
que una mutacién en €l produce un efecto pleiotropico (Horecka y cols., 1996).

Gamonet y Lauquin (1997) estudiando mutantes lys74 demostraron que estas células
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evidenciaban ademas de la auxotrofia para lisina otros fenotipos asociados al estrés
oxidativo y en particular a la disminucién de la actividad de la enzima SOD-Cu/Zn.
Este fenotipo pleiotrépico se manifiesta por una elevada sensibilidad al oxigeno, a los
agentes que generan radical superoxido, a la irradiacién por luz y en la auxotrofia
para metionina y lisina. Los autores suponen que el producto del gen LYS7 podria
actuar en el paso entre ei Cu y la Cw/Zn-SOD, dado que el analisis de secuencia de
Lys7p evidencia un sitio potencial de unién a Cu. Actuaria entonces como un
transportador de Cu hacia la Cu/Zn-SOD apoproteina o como una chaperona de la
SOD (Gamonet y Lauquin, 1997).

Estudios hechos con otros hongos como Aspergillus nidulans también
pusieron en evidencia que los aminoacidos son importantes en la proteccién tanto
frente a agentes mutagénicos como a otros tipos de estrés (Donnelly y cols., 1994).
Donnelly y cols. (1994) pusieron en evidencia que los conidios de cepas auxétrofas
para lisina, arginina, metionina, prolina y tirosina de Aspergillus nidulans cuando
germinanban eran mas sensibles al calor, al estrés oxidativo, a las radiaciones
ultravioletas y a los mutigenos quimicos en relacion con cepas no auxotrofas.
También, las esporas de las cepas auxdtrofas fueron mas susceptibles a 1a muerte por
irradiacién con UV que las de las cepas silvestres. Los autores sugieren un posible
defecto en el mecanismo RAS/cAMP causado por mutaciones en genes esenciales
como los del metabolismo de aminoécidos. Esto aumentaria la tasa de mutaciones al
afectar los sistemas reparadores normales del DNA.

Es evidente que en la proteccion frente a condiciones de estrés no solo
participan mecanismos directos sino que también otras proteinas estan implicadas en
la proteccion de S. cerevisiae. Nosotros hemos aislado una mutante en S. cerevisiae
sensible a oxigeno. Esta mutante evidencié ademas de hipersensibilidad al peréxido

de hidrogeno, una braditrofia para el aminoacido tirosina.
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Biosintesis de aminoacidos aromaticos

Los pasos enzimiticos que partician en la biosintesis de aminoacidos
aromaticos son muy similares en todas las especies estudiadas, pero existen
diferencias en la organizacién y en la regulacién de los genes que codifican las
enzimas participantes (Crawford, 1975; Welch & Gartner, 1980). Por ejemplo los
genes de la via del triptofano, en E. colsi estan dispuestos en un operén y son
regulados simultineamente (Yanofsky,1984). En eucariotas en cambio estin
distribuidos por todo el genoma y cada uno de ellos requiere su propia regulacion
(Hutter y cols. 1986).

Las arqueobacterias, eubacterias, hongos y plantas son capaces de sintetizar de
novo los aminoacidos arométicos tirosina, fenilalanina y triptofano. Los animales en
cambio sdlo pueden sintetizar tirosina, a través de la hidroxilacion de la fenilalanina y
por lo tanto requieren este aminoacido en la dieta (Haslam, 1974).

Particularmente en S. cerevisiae las primeras 7 reacciones en la biosintesis de
aminoacidos aromaticos son comunes para los tres. Estas reacciones conducen desde
la eritrosa-4 fostato y el fosfoenol piruvato hasta el 4cido corismico. El icido
corismico es el Gltimo intermediario comin en la via. A partir de este intermediario
se sintetizan por distintas vias, tirosina, fenilalanina, triptofano y derivados de éstos
como la vitamina K, ubiquinona y p-aminobenzoato (Fig 1).

La via de sintesis del triptofano es igual en todos los organismos estudiados, en
cambio hay dos posibles rutas de sintesis tanto para la fenilalanina como para la
tirosina. La fenilalanina puede derivar del arogenato o del fenitpiruvato y la tirosina
se puede sintetizar a partir del arogenato o del hidroxifenilpiruvato. En S. cerevisiae
la via que existe es aquella en la que participan solamente fenilpiruvato y 4-

hidroxifenilpiruvato (Herrmann & Somerville, 1983).
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Genes y enzimas

En S. cerevisiae se conocen todos los genes que codifican las enzimas que
participan en la biosintesis de los tres aminoéacidos aromaticos. Recientemente se
identificaron los genes que codifican para la fenilalanina aminotrasferasa, tirosina
aminotransferasa (ARO§) y triptofano aminotransferasa (4AR09). La enzima
codificada por AROS cataliza los pasos finales en las ramas de biosintesis de tirosina
y fenilalanina. El producto del gen ARO9 cataliza la transferencia del grupo amino
del triptofano (Iraqui y cols., 1998; Urrestarazu y cols., 1998).

En la Tabla 5 se muestran las 7 reacciones catalizadas por enzimas que son
comunes €n la sintesis de los aminoAcidos aromaticos y son codificadas por 4 genes.

El consmato es el primer punto de ramificacion en la via biosintética.
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TABLA 5.- Genes y enzimas que participan en la biosinteis del Corismato
(tomado de Braus, 1991)

Reaccion Compuesto Enzima Gen Cromososoma
PEP+E4P
1 $ DAHP sintasa ARO3 1V
! ARO4 1I
DAHP
2 d DHQsintasa AROIC IV
DHQ
3 l DHQ AROIE 1V
deshidratasa
DHS
4 ) DHS AROID IV
deshidrogenasa
Sikimato
5 { Sikimato AROQIB 1V
kinasa
Sikimato 3-fosfato
6 4 EPSP sintasa AROIA IV
EPSP
7 d Corismato ARO2 VI
sintasa
CORISMATOQO
!

Phe, Tyr, Trp, ubiquinona,
p-aminobenzoato,
vitamina K

DAHP= 3-Deoxy-D-arabinoheptulosonato 7-fosfato, DHQ= 5-dehidroquinato, DHS= 3-
dehidroquinato PEP= fosfoenol piruvato, E4P= eritrosa 4-fosfato, EPSP=5-enolpiruvilsikimato
3-fofato, Phe= fenilalanina, Tyr= tirosina, Trp= triptofano.

El primer paso en la biosintesis es la condensacion del fosfoenol piruvato
(PEP) con la eritrosa 4-fosfato para formar 3-deoxi-D-arabinoheptulosonato 7-
fosfato (DAHP). Existen dos isoenzimas de la DAHP sintasa en S.cerevisiade y
ambas son inhibidas por el producto final. Una por L-fenilalanina y la otra por L-

tirosina . Los genes que la codifican son ARO4 y ARO3 respectivamente.
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Sin embargo otros microorganismos (E. colsi y Neurospora crassa) poseen
tres isoenzimas la actividad de las cuales estd regulada por cada uno de los tres
amimoacidos aromaticos (Nimmo & Coggins, 1981; Byng y cols., 1983).

Los siguientes 5 pasos (reacciones 2 a 6 en Tabla 5), son catalizados por una
enzima , Arom codificada por el gen AROI, 1a que es pentafuncional y tiene varios
dominios monofuncionales. El orden de los distintos dominios en el gen no se
correlaciona con la sucesion de las correspondientes reacciones catalizadas en la
via de hiosintesis (Duncan y cols. 1987). Este tipo de enzimas Arom parecerian
ser exclusivas de hongos y euglenoides (Ahamed & Giles, 1969). La dltima

reaccién antes del corismato es catalizada por la enzima corismato sintasa.

Fenilalanina y tirosina.

El 4cido corismico es el 1dltimo intermediario comuin a los tres aminoacidos
aromaticos y es distribuido hacia la rama de biosintesis de tirosina y
fenilalanina. La poza de corismato en la célula es necesaria para la sintesis de
otros compuestos aromaticos como vitamina K, ubiquinona o p-aminobenzoato.
El corismato es convertido a prefenato el cual es el tiltimo compuesto comiin en
la biosintesis de los dos aminoacidos. En las tablas 6 y 7 se resumen los genes y

enzimas que participan en la sintesis de estos aminodcidos.
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Tabla 6.- Genes y enzimas que participan en Ia biosintesis de fenilalanina.
(modificada de Braus, 1991)

Reaccion Compuesto Enzima Gen Cromosoma
Corismato

8 4 Corismato mutasa ARO7  XVI
Prefenato

9 d Prefenato deshidratasa PHA2 XIV
Fenilpiruvato

10 { Fenilalanina AROS
\ aminotransferasa (ARO9)
Fenilalanina

Tabla 7.- Genes y enzimas que participan en la biosinteis de tirosina
(modificada de Braus, 1991)

Reaccié Compuesto Enzima Gen Cromosoma

n
Corismato

8 3 Corismato mutasa ARQO7  XVI
Prefenato

11 + Prefenato TYRI 11
l deshidrogenasa
4-hidroxifenilpiruvato

12 2 Tirosina AROS
d aminotransferasa (ARO9)
Tirosina

La sintesis de prefenato es catalizada por la corismato mutasa, el primer paso
de la via. La enzima es codificada por el gen ARO7 y es comiin en todos los
organismos estudiados. En S. cerevisiae, ARO7 codifica una corismato mutasa
monofuncional (Kradolfer y cols., 1977)lo que también se reporta para otras

levaduras (Bode y cols. 1990), para algunas plantas (Gilchrist & Connelly, 1987),
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para Bacillus subtilis (Ilewwllyn y cols. 1980) y para Streptomyces aureofaciens
{Goerisch, 1987).

En ia biosintesis de fenilalanina y tirosina existen dos rutas alternativas. Una
es la del fenilpiruvato y 4-hidroxifenilpiruvato respectivamente y la segunda ruta
es la del L-arogenato. En S. cerevisiae y E. colsi las rutas descritas son las del
fenilpiruvato y 4-hidroxifenil piruvato (Braus, 1991). Las plantas utilizan el L-
arogenato como precursor de ambos aminioacidos (Bonner & Jensen, 1987). En los
microorganismos existen varias combinaciones de los dos mecanismos. Por
ejemplo en cianobacterias la tirosina se sintetiza via arogenato y la fenilalanina via
fenilpiruvato; en otras bacterias como Pseudomonas aeruginosa coexisten las dos
vias para fenilalanina y tirosina (Herrmann & Somerville, 1983).

Los siguientes pasos en la sintesis de fenilalanina son catalizados por la
prefenato dehidratasa y por aminotransferasas (Tabla 6). La prefenato dehidratasa
cataliza la conversion de prefenato en fenilpiruvato mientras que la
aminotransferasa cataliza la transaminacion del fenilpiruvato para dar fenilalanina.

La tirosina en §. cerevisiae, se obtiene por la descarboxilacién oxidativa y
deshidrataci6n del prefenato, catalizada por 1a enzima prefenato deshidrogenasa y
posterior transaminacién del 4-hidroxifenilpiruvato. La prefenato deshidrogenasa

es codificada por TYR! (Mannhaupt y cols. 1989) y la aminotransferasa por AROS
(Tabia 7).

Regulacion de la biosintesis de los aminoacidos aromaticos.

La biosintesis de aminoacidos aromaticos en S. cerevisiae esta controlada por
la regulacién a nivel de la sintesis de las enzimas mediante el control de la expresion

génica y por la regulacién de las actividades enziméticas que controlan el flujo de
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carbono. La mayoria de los genes estructurales estan regulados por el activador de ta
transcripcion  GCN4 (Hinnebusch, 1988). La modulacién de las actividades
enzimaticas controla el flujo de carbono en el primer paso de la via y en los puntos de
ramificacién. Por otra parte los productos finales, fenilalanina, tirosina y triptofano
actuan como sensores para controlar el flujo de carbono (Figura 1).

Los genes que estan desreprimidos bajo el sistema de control general por
GCN4 son: 4 de los genes TRP ( TRP2, TRP3, TRP4 y TRP5) (Miozzari y cols.,
1978), ARO3 , ARO4 (Teshiba y cols. 1986) y ARO2 (Braus, 1991). La respuesta
de estos genes al control general de regulacién no es igual en todos los casos. Los
genes ARO3 y ARO4 responden al control general aumentando la actividad de la
DAHP sintasa seis veces en condiciones no reprimidas. En cambio otras enzimas,
las codificadas por TRP aumentan su actividad dos o tres veces (Miozzari y cols.,
1978; Teshiba y cols., 1986). En estos genes el factor activador de la transcripcién
Gendp cumple dos funciones, por un lado mantiene un nivel basal de transcripcién
de ARO3 en presencia de aminoacidos y por otro aumenta la transcripcion de
ARO3 y ARO4 en condiciones de falta de aminoacidos. La expresiéon de AR08
tambi¢n responde al control general de aminoacidos mediado por GCN4 y presenta
en su promotor una secuencia consenso de union a este factor (Iraqui y cols. 1998).

Si bien el control general regula la mayoria de los genes de la via de sintesis
de aminodacidos aromaticos, los promotores de los genes ARQ7, TRPI, y TYRI no
estan regulados por GCN4 (Braus y cols. 1988, Mannhaupt y cols. 1989,
Schmidheini y cols., 1990). El gen que codifica para la prefenato deshidrogenasa
(TYRI), no tiene secuencias consenso de unién de GCN4 en su promotor y la
regulacién transcripcional parece depender de la presencia o ausencia de
fenilalanina (Mannhaupt y cols., 1989). ARQ7 aparentemente no estd regulado

tampoco en forma especifica (Schmidheimt y cols., 1990). ARO? se induce en
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presencia de los aminoacidos aromdticos y en las mutantes aro8 (Iraqui y cols.
1998).

Regulacion de la actividad enzimdtica

En §. cerevisige la regulacién de las actividades enzimaticas juega un papel
importante en el fluyjo de aminodacidos a través de la via de sintesis. En la
biosintesis de aminoacidos aromaticos el punto de control principal estd en la
entrada a la via mediante la distribucion del corismato en direccion del triptofano o
de fenilalanina/tirosina. Las moléculas efectoras son los productos finales de la via
metabdlica (Figura 1). El paso inicial estd catalizado por la dos DAHP sintasas y
es inhibido por fenilalanina y por tirosina. La fenilalanina inhibe a la enzima
codificada por ARO3, mientras que la tirosina inhibe la enzima codificada por
ARO4 (Figura 1). Las dos DHP sintetasas poseen un 70% de similitud en la
secuencia (Braus 1991). En el primer punto de ramificacién el complejo antranilato
sintasa es inhibido por el producto final triptofano y la corismato mutasa es
inhibida por tirosina. Esta 1ltima enzima es activada por el triptofano, que es el
producto final de Ia otra rama. Este doble control de inhibicién por tirosina y
activacion por triptofano es unico en relacién con las enzimas correspondientes en
otros organismo (Braus, 1991).

Las enzimas corismato mutasa y antranilato sintasa controlan la distribucién
del corismato hacia triptofano y fenilalanina/tirosina. El mecanismo de control
negativo del triptofano sobre la antranilato sintasa reduce €l flujo hacia el
triptofano del 10 al 20% de su capacidad normal in vivo (Miozzari y cols. 1978).
Mientras que la actividad de la antranilato sintasa en la célula puede incrementarse

3 wveces por activacién de la transcripcion por el sistema de control general, la
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corismato mutasa puede incrementar su actividad hasta 10 veces por el efector
especifico friptofano. A bajas concentraciones de sustrato, en ausencia de
aminodcidos aromaticos el corismato derivaria preferencialmente hacia triptofano
en cambio a altas concentraciones de sustrato el flujo seria hacia la rama de la
fenilalanina/tirosina. Como la inhibicién por retroalimentacién por tirosina es
eliminada por el triptofano el flujo para esta parte de la via es aumentada en exceso
de tmptofano ya que este compuesto inhibe la antranilato sintasa y activa la
corismato mutasa (Braus, 1991). En §. cerevisiae las concentraciones normales de
aminoacidos aromaticos son 0.6M de fenilalanina, 0.5M de tirosina y 0.02M de
triptofano (Braus, 1991).
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Figura 1.- Regulacién de la biosintesis de los aminodcidos aromdticos en Saccharomyces
cerevisiae (*isoenzima codificada por ARO3F y  isoenzima codificada por ARCH4).
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IL. OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo fue estudiar el efecto de mutaciones en
genes cuyos productos participen en la proteccion frente al estrés producido por
condiciones de aerobiosis. Para eilo se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

» Obtener mutantes sensibles a oxigeno

¢ Caracterizar fenotipicamente la mutante seleccionada

¢ Obtener mutantes nulas utilizando el o los genes clonados y estudiar el

fenotipo.
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III. La tirosina participa en la proteccién frente al estrés oxidativo

en Saccharomyces cerevisiae
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Tyrosine is involved in protection from oxidative
stress in Saccharomyces cerevisiae

Sandra Lupo, Cristina Aranda, Lourdes Miranda-Ham, Hiram Olivera,
Lina Riego, Luis Servin, and Alicia Gonzalez

Abstract: The phenotypic characterization of a Saccharonyces cerevisiae mutant unable to grow under agitated conditions
is presented here. When this strain was incubated under aerobic conditions, it did not grow and the viability of the
culture decreased. The loss in viability was prevented by the addition of antioxidants or chelating agents o the medium,
indicating that this mutant was unable 10 withstand the oxidative stress generated by aerobic metabolism. This strain was
complemented with plasmids from a yeast genomic library. The transformamts that were obtained carried plasmids harbouring
the TYR! gene, which codes for one of the enzymes involved in tyrosine biesyothesis. A monogenic S. cerevisiae tyr]
mutant obtained from the Yeast Genetic Stock Center showed higher sensitivity to hydrogen peroxide than a TYR/
strain. This sensitivity was reverted when this strain was complemented with the TYRJ gene. Considering these results,
we propose that tyrosine plays a role in the protection against oxidative stress.

Key words: oxidative stress, amino acid biosynthesis, reactive oxygen intermediates, nitrogen metabolism.

Résumé : Nous avons caractérisé |z phénotype d’un muant de Saccharomyces cerevisige incapable de croitre dans des
conditions d'agitation. Lorsque cette souche est incubée en aérobiose, elle ne pousse pas et la viabilité de la culture
diminue. Cette perte de viabilité pouvait étre prévenue par "addition d’antioxydants ou d’agents chélateurs dans le milieu,
ce qui confirme que le mutant était incapable de supperter le stress oxydatif généré par le métabolisme aérobie. Cette
souche a été complémentée A I'aide des plasinides d'une banque génomique de levures. Les transformants obtenus
contenaient des plasmides porteurs du géne TYR! qui code une des enzymes impliquées dans la biosynthise de la
tyrosine. Un mutant monogénique $. cerevisiae fyrl obtenu du Yeast Genetic Stock Center s’est révélé plus sensible au
peroxyde d'hydrogéne que la souche TYR/. Cette sensibilité éait contrée lorsque la souche était complémentée avec le
gene TYRI. Selon ces résultats, nous croyons que la tyrosine joue un rdle dans la protection contre un stress oxydatif.

Mots clés : stress oxydatif, biosynthése d’acides aminés, intermédiaires d’oxygene réactif, métabolisme de I'azote.

[Traduit par la rédaction]

Introduction

All aerobically growing microorganisms encounter reactive
oxygen intermediates (ROIs), including the superoxide anion
free radical {Q,™"), hydrogen peroxide (H,0;), and the
hydroxyl radical (OH"). These molecules are generated as a
consequence of normal cellular metabolic processes such as
respiration. A single electron transfer to an oxygen molecule
results in the production of O,~". Superoxide dismutases
convert O0,~ into H;0,, a less reactive ROIL. Catalases
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catalyze the hydrolysis of HyO, into water and oxygen. In
the presence of transition metal ions, such as iron, copper,
or nickel, H,O; gives rise to the highly reactive OH" via
the Fenton reaction. The toxicity of ROIs is due to their abil-
ity to damage various cellular constituents. ROls produce
double-stranded breaks in DNA (Storz et al. 1987). Lipids
are damaged by the formation of lipid peroxides, and in pro-
teins, amine acid side chains can become oxidized (Zhou and
Zheng 1991). As a result of the harmful nature of ROIs,
aerobically growing organisms have developed a wide vari-
ety of strategies for protection from oxidative stress. Many
of the genes whose products are involved in the stress
response are regulated by transcription factors that react to
intracellular tevels of ROls and bind to regions of conserved
sequences (STRE) that are present in the promoter regions of
the genes involved in the stress response (Marchler et al.
1993}, In this sense, ROls are used as secondary messengers
to activate gene expression.

There are a number of genes involved in the stress
response of the yeast Saccharomyces cerevisiae (Krems et al.
1995). Most of the genes that respond to stress conditions
code for enzymes that participate directly in the detoxifica-
tion of Q; " and H;0O,, such as superoxide dismutases
(SOD!, Bermingham-McDonogh et al. 1988; SOD2, Marres
et al. 1985), catalases (CTT!, Harting and Ruis 1986 and
Spevak ct al. 1983; CTAl, Cohen et al. 1988), and peroxi-
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dases. Another gene that plays a cruciat role in the detoxifi-
cation of reactive oxygen species is ATX/ (Su-Ju Lin and
Culotta 1995). This gene acts in the transport and (or) parti-
tioning of copper. Loss of ATX! function renders the mutant
paraquat hypersensitive and increases its sensitivity towards
H;0;. 1t has thus been proposed that ATX/ protects cells
against the toxicity of O, and H,0,. A gene coding for a
transcription factor required for H;0,-induced transcription
of the cytosolic catalase gene has been recently cloned
(MACI) (Jungmann et ai. 1993). The Mac-1 protein contains
a copper-binding domain and regulates transcription of a
copper- and iron-reducing complex in addition to the catalase
gene. The mac-I mutant yeasts are hypersensitive to heavy
metals, as well as to HyO,.

Other genes code for enzymes like glutathion reductase
whose action results in a nonenzymatic system of protection
(Krems et al. 1995). Unsaturated fatty acids are also sensitive
to reaction with oxygen radicals. In this sense, a-tocopherol
(vitamin E} functions as donor of single hydrogen atoms
leading to nonradical forms of lipid derivatives (Buettner
1993; Wolff et al. 1986). Vitamin E has been reported as the
major lipid-soluble, peroxyl-radical-trapping, chain-breaking
antioxidant in human blpod {Saskia et at. 1993).

Oxygen radicals and other oxygen-derived species could
be important causative agents of aging and several human
diseases (Halliwell and Gutteridge 1985). Phenclic com-
pounds have been studied extensively and reported to possess
both antiradical and antioxidation properties. They are
promising potential drugs for combating pathologies in
which free radicals play a role (Zitomer and Lowry 1992),

In this study, we report the effect of tyrosine auxotrophy
on the sensitivity of S. cerevisize to oxidative stress. Our
results indicate that tyrosine could play a role as a defense
mechanism against oxidative stress in §. cerevisige.

Materials and methods

Strains, plasmids, and gene library

The wild-type strzin S288C (MATw, mall, gal2), AH22 (Mara,
leu2-3, leu2-112, his3, canl}, and D286-2A (Mara, adel, hisf}
mutani strains came from the Cold Spring Harbor Laboratory (Cold
Spring Harbor, N.Y.}. Strain CN| (MATa, inol-13, ino2-8, gai2,
can2, gin) has been previously described (Gonzélez et al. 1985).
Strain S507C (MATa, gal2, tyrl, ade2, ade6, leul} was obtained
from the Yeast Genetic Stock Center. Strains S507C/pSLS and
S$507C/pSL8 are transformants obtained from complememation of
S507C. CN15 (MATa, gal2, rvrl, adel, adet, LEU1) is a sponiane-
ous {eucine revertant obtained from strain S507C. Bacterial strain
DHS5a (F-80, LacZ, MI5, endAl, recA!, ksdR17 [r — k = {m +
kY1 supEd4, th-1, d-, gyrA96) was obtained from the ATCC col-
lection.

Plasmid pSLS was selected from the YCp50 S. cerevisiae genomic
library (Ap®, URA3, CEN4, ARS!) buil by Rose et al. (1987) by
complementing the CN50 mutant. pSL6 contains an EcoRI 4.4-kb
fragment from pSLS5 subcloned in YCpS0 EcoRI site. pSL7 is the
EcoRlI-religated, 11.5-kb remaining fragment from pSL5. pSL3
was construcled by inserting a 1.4-kb amplified fragment of the
TYR! gene, which includes the complete coding sequence, into the
pCUP vector. The following oligonucleotides were designed, based
on the TYR] sequence. In the forward oligenucleotide a Neof site
was generated by sebstituting an A for a C: 5-CATATCCACTT-
GATAACCATGGTATCAGAGGAT-3'. In the backward oligonu-
cleotide (S-TTCACGATTTTTTGAGGTACCTTTGTCACAAT-3"),
four bases were changed o generate a Xpn/ site, The amplified
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fragmem was inserted in the pCUP (Kang et al. 1990) vector using
the Neol and Kpri sites. thus fusing the pCUP promotor to the
TYR/! coding sequence.

Growth conditions
Strains were routinely grown on minimal media (MM) containing
salts, trace elements, and vitamins following the formula of Difco
yeast nitrogen base. Amino acids needed to satisfy aunotrophic
requirements were added at 0.01%. Glucose (2% w/v) was used as
the carbon source and 7 mM glutamine was used as the nitrogen
source. All cultures were inoculated with washed cells obtained
from overnight 10-mL culwres of YPE rich medium containing
1% yecast extract, 2% peptone. and 2% ethanol, Cells were incu-
bated at 30°C with orbital shaking (250 rpm). Microaerophilic cul-
tures were grown at 30°C without shaking. Anaerobic cultures
were oblained by evacuating 125-mL culture bottles sealed with
plastic caps with butyl septa and comaining 50 mL of MM. Afier
evacuation bottles were flushed with a 1200 mL/min sterile N,
stream for 20 min under shaking conditions. Cells were added with
an insulin syringe. Cultures were grown at 30°C with orbital shak-
ing (250 rpm). For the experimemts on cell viability, overnight cul-
mres were prepared in YPE.

Bacterial strains were grown on complete Luria~ Bertani (LB)
medium (Sambrook et al. 1989). The final concentration of ampicil-
lin in LB was 200 ug/mL.

Mutagenesis and mutant selection

To obtain mutants unable to utilize nonfermentable carbon sources
on MM, strain S288C was mutagenized by treatment with ethyl
methanesulphonate, following the method of Fink (1970). After
mutagenesis, the cells were allowed a period of growth on MM con-
taining 2% glucose as the carbon source. Cells that could not use
ethanol as the carbon source were selected by using the antibiotic
N-glycosyl-polyfungin (Polaina and Conde 1981). Cells were
spread on MM plates with 2% glucese as the carbon source and
incubated at 30°C. Cells which failed to grow on ethanol as the
carbon source were purified and further characterized.

Transformation in S. cerevisiae and E. coli
Saccharomyces cerevisiae was transformed by the spheroplast
method (Hinnen et al. 1978). Transformants were selected for their
capacity to grow on MM with glutamine as the sole nitrogen source
and ethanol as the carbon source. Escherichia coli cells were pre-
pared for transformation as in Cohen and Hsu (1972). Escherichia
coli 1ransformants were selected for Ap® in LB medium supple-
mented with the antibiotic.

DNA and RNA manipulation

Yeast DNA was prepared from 50 mL of MM overnight cultures.
Yeast mintpreparations were done as in Nasmyth and Reed (1980).
Total yeast RNA was prepared as described previously (Gonzdilez
ct al, 1992). YPD overnight cultures were washed, resuspended in
sterile water and used to inoculate 100-mL cultures of MM. These
were incubated to an OD of 1.0 at 600 nm. Culwres were cen-
trifuged and total RNA was prepared from the pellet. For the
HyOp-treated cultares, YPD overnight cultures were grown with
orbital shaking (250 rpm) at 30°C. These were centrifuged and used
to inoculate 100-mL YPD cubtures that were grown to an OD of 1.0
and centrifuged. The pellet was resuspended in 100 mL YPD.
H,0, (I mM) was added and after 30 minutes the culiures were
centrifuged and total RNA was prepared from the pellet.

The 1.0-kb TYRI EcoRl—HindIll fragment (Fig. 3) was sub-
cloned in mpl® amd mpl9 vectors, The chain-termination DNA
sequencing method (Sanger et al. 1977) was used for sequencing.

Restriction enzymes and ligase were from New England Bio-
labs; reaction conditions were those recommended by the manufac-
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wrer. DNA agarose gel electrophoresis was performed according Lo
the method described by Sambrook et al. (1989). RNA elec-
trophoresis was done in 2% agarose in the presence of 6% for-
maldehyde. Transfer to hybond-N membranes and hybridization
conditions were as recommended by the manufacturer (Amersham
International plc for both DNA and RNA). Single restriction bands
were recovered from the gel in low-melting GTG Seaplaque
Agarose Bioproducts and were labelled with a random-priming
reaction kit from Boehringher. Radiochemicals were from New
England Nuclear,

Determination of prephenate dehydrogenase activity
Celts were grown in the appropriate medium, harvested, washed,
and suspended in extraction buffer (50 mM Tris—HCl (pH 7.5).
i mM EDTA, | mM DTT). Soluble extracts were prepared by
grinding the cells in a vortex with glass beads (0.45—1 mm).
Extracts were centrifuged at 14000 rpm for 15 min at 4°C, The
supernatant was treated with protamine sulfatc (0.62 mg/mL of
extract} and then desalted through Sephadex G-25 columns.
Prephenate dehydrogenase (EC 1.3.1.12) activity was measured
according 1o the method of Dayan and Sprinson (1970), with the
following modifications: extract volumes of 0.05—0.2 mL were
used and the blanks were stopped at zero time and treated with
2.0 mL of | M borate in 2 M arsenate, in the same way as the
samples.

Cell viability determination in nongrowing cultures and
determination of the effect of H,O, on cell viability
To determine cell viability, exponential phase overnight cultures
were grown acrobically in YPE. Cells were collected by centrifuga-
tion, washed once with distilied water, and inoculated 1o the
appropriate culture medium at an OD of 0.1 at 600 nm. Aliquots
were taken at 0, 3, and 6 h, diluted, and plated onto YPD plates.
Cell viability was estimated by counting the colony number after the

plates had been incubated at 30°C for 72 h.

To determine the effect of HyO, on culture viability, exponen-
tial phase overnight culiures grown on YPE were centrifuged,
washed once with distilled water, and used 1o inoculate MM con-
taining 7 mM glutamine as the nitrogen source and supplemented
with the auxotrophic requirements, to an OD of 0.1 at 600 am.
Cells were incubated for 3 h at 30°C and 250 rpm, collected by
centrifugation, and resuspended in 5 mi. of 100 mM K,HPO,
(pH 7.4) that had been treated with 1% Cellex-CM to avoid ion con-
tamination and subsequently supplemented with 4 mM H,0,. Cells
were incubated at 30°C and 250 epm for 30 and 45 min, after which
the cells were diluted and plated out in YPD plates, Prior to H,0,
addition one aliquot was diluted and piated on YPD. Cell viability
was determined by counting the colonics that appeared after 72 h
of incubation a1 30°C on YPD agar plates.

Results

Isolation and characterization of an oxygen-sensitive
mutant strain

The capacity to grow on nonfermentable carbon sources
depends on the functioning of an intact aerobic metabolism.
This includes the accurate operation of the mechanisms
required 1o contend with the reactive oxygen intermediates
produced during respiration. To obtain mutants altered in
some of the pathways involved in protection from oxidative
stress, we decided to select mutants that were able 10 grow
on rich media but not on MM in the presence of nonferment-
able carbon sources. This selection would discard classical
petit strains, allowing the selection of mutants unable to syn-
thesize a particular metabolite that could be present in rich
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Fig. 1. Growth of strains 5288C and CN50 under differcnt
conditions. Strains S288C (@) and CN50 (O) grown on MM
supplemented with 7 mM gluiamine with shaking (250 rpm).
strains S288C {a) and CN50 (A) grown on MM supplemented
with 7 mM glutamine under microaerophilic conditions; strains
5288C (m) and CN50 (1) grown on MM supplemented with

7 mM glutamine under anaerobic conditions.
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medium and would be needed to grow through aercbic
metabolism.

A mutant unable to grow on MM supplemented with 2%
ethano! was isolated from the wild-type strain S288C, as
described in Materials and methods. This mutant {CN350)
was able to grow as well as the wild-type strain on rich
medium supplemented with ethanol (YPE) (data not shown).
Mutant CN50 was mated with strains AH22 and D286-A.
The diploids obtained were able to grow on MM supple-
mented with ethanol, showing that the mutation was reces-
sive. However, these diploids sporulated poorly and formed
farge aberrant cells.

To analyze whether the CN50 strain was oxygen sensi-
tive, it was cultivated on MM supplemented with 2% glucose
under aerobic conditions (shaken cultures), microaerophilic
conditions (static cultures), and anaerobic conditions. We
found that growth was impaired in the aerobic cultures but
not in the microaerophilic or anaerobic cultures (Fig. 1).
When the viability of the cells incubated aerobically was
determined, we found that after 6 h of incubation only 20%
of the population was viable (Fig. 2A). To analyze whether
a strain incubiated under nongrowing conditions lost viabil-
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Fig. 2. (A) Cell viability of 5. cerevisize CN30 incubated under different conditions: 7 mM glutamine {@); 7 mM glutamine + S0 mM
2-mercaptoethanol (0); 7 mM glutamine + 500 uM [, 10-phenanthroline (OFA) (a). (B) Wild-type strain $288C incubated on 7 mM
glutamine without carbon source (&), strain CN1 incubated on 40 mM (NH,),50, without ghuamine (@), and strain $507C incubated

without tyrosing (O). Bars represent the SD of three experiments.
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ity, we incubated the $288C wild-type strain in MM devoid
of a carbon source, the CN1 glutamine auxotroph in MM
without glutamine, and the $507C tyrosine auxotroph in MM
in the absence of tyrosine. As Fig. 2B shows none of these
strains lost viability, although all of them were unable to
grow. Since the CN50 mutant strain was able to grow as well
as the wild type under microaerophilic or anaerobic condi-
tions, we considered that the cause of viability loss could be
due to increased oxygen sensitivity related 1o an inability 1o
overcome oxidative stress. To analyze this proposition, the
CN50 mutant strain was incubated under aerobic conditions
in the presence of the antioxidant 2-mercaptoethanol. As
Fig. 2A shows, the addition of this compound completely
prevented viability loss. In the presence of Fe'* and H,05,
hydroxyl tons are formed via the Fenton reaction, so we
tested the viability of the CNS0 mutant strain incubated in the
presence of 1,10-phenanthroline (QFA), which is a Fed*.
chelating agent. As shown (Fig. 2A), the addition of OFA
prevented the loss of cell viability. These results suggested
that the CN50 mutant strain was unable to overcome the
oxidative stress generated by the preduction of the reactive
oxygen intermediates that accompany aerobic metabolism.

The resulis presented above support the proposition that
the CN50 mutant strain is oxygen sensitive.

Cloning of a gene complementing the oxygen-sensitive
phenotype

Since we were unable to obtain CN50 wra3 derivatives by

cither cross-mating or selecting for FOA resistance, we

selected transformants that were able to grow on MM sup-

plemented with 2% ethanol as the carben source. Thirteen
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transformants were recovered when 10 pg of DNA was used.
All transformants were able to grow on aerobic cultures.

Yeast DNA minipreparations were made frorn each of the
transformants and used to transform E. coli DH5a to ampi-
cillin resistance. Thirteen plasmids were recovered. Restric-
tion enzyme analysis and gel electrophoresis showed that all
of them shared some fragments. All of them were able to
restore CNSO capacity to grow on MM with 2% ethanol and
on MM with 2% glucose under aerobic conditions.

To obtain a smaller DNA fragment capable of com-
plementing the capacity to grow on cthanol, pSLS (Fig. 3)
was digested with EcoRI and the 4.4-kb fragment was sub-
cloned in YCp50 (pSL6), the rest of pSL5 was religated
(pSLT) (Fag. 3). The CN50 muant was transformed inde-
pendently with pSL6 and pSL7 and no transformants were
obtained. These results showed that the complementing
region present in pSLS5 had been lost in pSL6 and pSL7.
Accordingly, an EcoRI—Hindlll 1-kb fragment present in
pSLS, but halved in the pSL6 and pSL7 constructions, was
sequenced and compared to the yeast genes reported in
GenBank. We found that our fragment carried a sequence
which corresponded to the previously reported TYR! gene of
S. cerevisiae (Mannhaupt et al. 1989). A pSL5 fragment con-
taining the full coding sequence of TYR/ was subcloned in
pCUP (Kang et al. 1990) as described in Materials and
methods, generating pSL8 which was able to complement the
CN50 mutant strain (Fig. 3). Thus, the ability to confer the
capacity to grow either on ethanol or glucose in aerobic cul-
tures was confined to the TYR/ gene.

These results indicated that the mutant strain CN50 could
have a mutation in T7¥YR/. Thus, we determined the activity
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Fig. 3, Restriction map of pSLS5, pSL6, pSL7, and psLB. The thin line indicates the YCpS50 or pCUP vectors and the bold tine
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of prephenate dehydrogenase, which is the enzyme coded by
TYRI. As Table 1 shows, the CN50 strain only retained
3.0% prephenate dehydrogenase activity. Considering this
result, the CN50 mutant was grown in aerobic cultures in the
presence of tyrosine. As Fig. 4 shows, under this condition,
the CN50 mutant grew as well as the wild-type strain. Figure 4
also shows that the CN30 strain was able to grow on nonfer-
mentable carbon sources (e.g., ethanol) in media supple-
menied with tyresine.

The results presented above indicate that the CN50 mutant
strain was a tyrosine bradytroph. As mentioned above, the
CN50 muant strain was sterile. This sterility was not cured
by the presence of the TYR/ gene and the complemented
CNS0/TYR1 strain was also infertile. Thus, we were not able
to perform a genetic analysis thal could determine whether
the pleiotropic phenotype displayed by our mutant was only
due to impaired tyrosine biosynthesis. Although the above-
mentioned results suggest that the sterility could be due 1o
another mutation.

Cell viability and peroxide sensitivity of tyrosine
auxotrophs (tyrf)

The results presented above indicate that diminished tyrosine
biosynthesis could result in decreased cell viability. How-
ever, Fig. 2B shows that tyrosine auxotrophy does not result
in decreased cell viability. Similar results were obtained with
glutamine auxotrophs (CN1) (Gonzdlez et al. 1985; Fig. 2B).
Funthermore, Fig. 2B also shows that when a wild-type
strain was incubated on medium lacking a carbon source the
strain did not grow. however cell viability did not diminish,

Table 1. Prephenate dehydrogenase activity.

Strain Condition Specific activity*
$288C MM 0.86
5288C MM + tyrosine 0.88
CN30 MM 0.025
CN50 MM + ryrosine 0.025
§$507C MM + tyrosine nd®
S507C/p565 MM 0.87
S507C/p565 YPD 0.20
$507C/p565 YPD + 2 mM H,0, 0.22

Note: Cells were incubated for 12 h at 30°C with aguation (250 rpm)
on MM or MM plus 0.01 % tyrosine.

“Specific activity is reported as nanomoles of 4-hydroxy-phenylpyruvate
formed per minute per milligram of protein.

*Not detected.

and thus, a nongrowing condition does not necessarily result
in decreased cell viability.

To determine whether the biosynthesis of tyrosine was
involved in the oxidative stress response, the ryrl strain
(8507C) obtained from the Yeast Genetic Stock Center was
incubated in the presence of H,0,. As Fig. 5 shows, this
strain was more sensitive to H,0; than the fyr~ strain com-
plemented with pSL3, since afier 43 min of incubation with
H,0,, only 5% of the ryr/~ population was viable while
20% of the S507C/pSL5 population was stilt viable under
identical conditions {(Fig. 5). The nri strain was transformed
simultanecusly to uracil and tyrosine prototrophy with pSL8.
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Fig. 4. Growth of strains $288C and CN50 under different conditions.
Strains S288C (@) and CN30 () grown on MM supplemented
with 7 mM glutamine and .14 mM tyrosine; strains S288C (a)
and CN30 (a) grown on MM with 2% ethanol as the carbon
source; strains S288C (W) and CN50 () grown on MM with
ethano! as the carbon source and 0.01% mM tyrosine.
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The frequency of transformation was 1 X 10~3ug DNA.
One of these sransformants (S597C/pSL8) was treated with
H,0;, and as shown in Fig. 5, this strain displayed a viabil-
ity similar to that found in a §507C/pSL5 strain. The tyr!
strain from the Yeast Genetic Stock Center was also Jeu~.
A spomaneous LEU revertant {(CN13) was obtained and
treated with H,0,. Figure 3 shows that CNI35 strain
presents the same decrease in cell viability found for the
$507C parent strain. These data indicate that an impairment
in the capacity to synthesize tyrosine results in higher sensi-
tivity towards peroxide.

Regulation of TYR! expression

If the TYR{ product participates in a mechanism involved in
the response to the presence of free radicals generated from
oxygen or peroxide, it could be expected that the expression
of TYR! would be modulated by the presence of free radi-
cals. The analysis of TYR] expression showed that, when
cells were incubated in the presence of 2 mM H,0,, the
expression of TYRI mRNA did not increase with respect to
that found without H;0, (data not shown). Prephenate
dehydrogenase activity was determined under these condi-
tions, and as Table | shows, activity did not increase in

Can J Microbial Vol 43, 1997

Fig. 5. Hydrogen peroxide sensitivity of several strains of

S. cerevizice. Samples were taken from YPE exponential phase
cultures, prior to and 30 and 45 min after the addition of H,0,.
Cells were diluted and plated on YPD medium to determine cell
viability, as described in Materials and methods. Strain S507C (@),
strain CNI5 (0). strain S507C/pSL5 (4), and strain
5$507C/pSLS (2). Bars represent the SD of three experiments.
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extracts obtained from H.Oy-treated cultures when com-
pared to that found in extracts prepared frem untreated
cultures.

Discussion

The CN50 mutant strain shows what we have called an
oxygen-sensitive phenotype. It is unable to grow on nonfer-
mentable carbon sources and, when incubated aerobically
with glucose, it does not grow and the culture shows a
dramatic decrease in viability, which can be prevented by
supplementing the incubation media with antioxidants or
Fe?* chelating agents. The phenotype of this mutant sug-
gested that this strain was unable to manipulate the reactive
oxygen species generated as a consequence of aerobic
metabolism.

The genetic complementation of the CN50 mutant allowed
the cloning of the TYR/ gene, indicating that this strain was
impaired in tyrosine biosynthesis. This suggestion was con-
firmed when this strain showed low prephenate dehydroge-
nase activity. Furthermore, the fact that the CN30 mutant
bearing the TYR! gene recovered a completely wild-type
phenctype, and thus the capacity to grow on aerobic cultures
and on nenfermentable carbon sources, indicated that tyro-
sine could play a role in protection from oxidative stress in
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2 wild-type strain and that impaired tyrosine biosynthesis
resulted in an incapacity to withstand aerobic metabolism.

Since the CN50 mutant was sterile, we werce unable to
determine whether the phenotype displayed by this strain
was due to a singie gene mutation. Additionally, a well-
characterized monogenic ryr]~ strain obtained from the
Yeast Genetic Stock Center was sensitive to H;O,, but this
sensitivity reverted when this strain was complemented with
a plasmid bearing the TYR/ gene. It is clear that the pheno-
type displayed by the CNSO mutant is different from that
observed in the ryr]~ strain, since when the latter strain was
incubated aerobically in the absence of tyrosine it did not lose
viability, and to see the effect of the tack of ryr/~ activity
on cell viability, cells had to be exposed to HyOy. In this
regard, it could also be that TYR/ could be acting as a dosage
suppressor of an unlinked mutation in CN50, thus explaining
the difference in phenotypes displayed by CN50 and the
ryrl~ strain. These results indicate that the sensitivity to
reactive oxygen species is higher in the CN50 mutant than in
the gyr!~ strain.

TYRI gene expression was analyzed and synthesis of
TYRJ mRNA clearly did not increase when the cells were
incubated in the presence of H,0;. However, the fact that
the loss of TYRI resulted in higher sensitivity towards HyO,
strongly supports our proposition that tyrosine participates in
a mechanism for protection against oxidative stress.

Results presented here indicate that amino acids could
play additional roles to their fundamental function in the
buildup of proteins. It is worth noting that in this context
there are two previous observations indicating that amino
acid biosynthesis could be involved in the protection from
stress, Firstly, an impairment in the gene that codes for
chorismate mutase {AROQ7) results in osmotic sensitivity
(Ball et al. 1986). This phenotype has been explained assum-
ing that the depletion of an intermediate in the phenylalanine
and tyrosine pathway could lead to the malfunction or absence
of a membrane component (Ball et al. 1986). Secondly, in
Aspergillus it has been suggested that the RAS/CAMP path-
way is defective in germinating conidia of amino acid auxo-
trophs and that this is responsible for suppressing DNA
repair and conferring sensitivity to oxidative stress and heat
shock (Donnelly et al. 1994). Although it has been reported
that overexpression of MET22 (a gene involved in methio-
nine biosynthesis) can improve the growth of strains incu-
bated in the presence of NaCl and LiCl (Glaser et al. 1993),
this phenomenon is different from that observed for TYR/ in
relation to its protective effect against oxidative stress. The
phenotypic analysis of MET22 mutant strains has suggested
that the MET22 protein is an enzyme very sensitive to salt
inhibition and is required for methionine prototrophy. This
explains why overexpression of this protein improves growth
under salt stress (Glaser er al. 1993).

Regarding the mechanism through which tyrosine exerts
its protective effect, two main pathways can be suggested. It
is known that certain peroxidases, such as the ovoperoxidase
present in the nascent sea urchin embryo, forms dityrosing
cross-links in its protective fertilization envelope by a reac-
ticn that requires H,O, (Foerder and Shapiro 1977). A
cytochrome P450-like enzyme similarly cross-links proteins
in the spore wall of . cerevisiae (Briza et al. 1986). In has
also been shown that the myeloperoxidase secreted by acti-
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vated phagocytes can employ H;0; to oxidize L-tyrosine to
the tyrosil radical, yielding dityrosine (Heinecket et al.
1993). It could be argued that the production of dityrosine
offers a mechanism to use Hy0,, yielding the stable cross-
linked product dityrosine. An alternative explanation of the
role of tyrosine in oxidative stress protection is that this
molecule includes a phenolic group, and various phenolic
compounds are able lo scavenge superoxide ions and sup-
press the production of lipid peroxides (Zitomer and Lowry
1992). However, the mechanism through which tyrosine
protects against oxidative stress needs to be studied.
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IV. RESULTADOS ADICIONALES

Sensibilidad a 1a temperatura

Se estudio la sensibilidad de la cepa CN50 a la temperatura. Para ello, se
realizé un cultivo de la cepa en medio minimo con glutamina y en microaerofilia, a
30°C y 37°C; determinandose 1a densidad optica del cultivo a 600nm durante un
periodo de 30 hs (Fig. 1). La cepa CN50 crecid a 30°C pero no a 37°C lo que
indica su termosensibilidad. Esta sensibilidad a la mayor temperaura se revirtié si

se agregaba tirosina al medio de cultivo.

Dado que la mutacién en el gen TYR/ conferia sensibilidad al peréxido de
hidrogeno y que la CN50 no crecia a 37°C, era posible que los auxétrofos de
tirosina fueran mas sensibles tambien al estrés por calor. Para verificar esta
hipotesis se midid la pérdida de viabilidad debida al choque de calor de una cepa
auxotrofa para tirosina (S507C) y de las cepa complementada con los plasmidos
que llevaban TYRI (cepa S507C/pSL5 y cepa S507C/pSL8). La pérdida de
viabilidad se determind en medio minimo-glutamina suplementado con los
aminoécidos requeridos para suplir las auxotrofias. Un mililitto de! cuitivo
(DO=0.3) se calenté a 49°C y se tomaron alicuotas del cultivo a tiempo 0 (sin
calentar), a los 10 y 20 minutos. Se realizaron diluciones y se platearon 100ul de
cultivo en medio rico (YPD), contabilizando el nimero de colsonias a las 72 hs,
Para cada condicion se realizaron tres réplicas y los experimentos fueron repetidos

4 veces.

La cepa S507C (tyrl” ) presentd mayor sensibilidad al estrés por calor
32
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(Fig.2). Su pérdida de viabilidad se evidencid en los primeros 10 min por la
sobrevivencia de solo el 2,7% de las células, mientras que a los 20 min. la
sobrevivencia fue menor del 1%. El porcentaje de sobrevivencia en las cepas
complementadas fue del 8% y menor de 5% a los 10 y 20 minutos,

respectivamente no presentando diferencias significativas entre si.
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Figura 1.- Crecimiento de la cepa CN50 en medio minimo (MM) a 30°C y a

37°C y en medio minimo + tiresina (MM-+tyr)a 30 y a 37°C.
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Figura 2.- Resistencia al choque de calor de la cepa tyrl (S507C) y de la cepa
tyrl” complementada con TYRI (S507C/pSLS} y con TYRI bajo un promotor
inducible por cobre (S507C/pSL8). Una alicuota de 1ml de las células
creciendo en medio rico (YPD) se calento durante 10 y 20 min. a 49°C.

35




a4

Expresion de TYR! en respuesta al calor

Dado que TYR! también participaba en la proteccién frente a choque de
calor, se determind la expresion del mensajero de TYR/ en condiciones de calor.
Para ello se recuperaron las células de la cepa silvestre S288C en medio rico
(YPD) a 23°C (DOgoonm = 0.9). Estas se resuspendieron en 1ml del mismo medio.
Se calentaron durante 15 y 30 minutos a 37°C. Posteriormente se extrajo el RNA
total utilizando el protocolo, se transfirié a un filtro y se hibridiz6 con la sonda de
TYRI y la sonda de CTTI como control positivo. Se utilizaron controles sin

calentar. El mensajero de TYR/! no se indujo por calor y si lo hizo el control de
CTTI (Figura 3).

TYR1 A gt

Ccrri1 ‘
st |

Figura 3. Expresién del mensajero de TYR/ de la cepa S288C. 1) RNA a 23°C, 2)
RNA 15min a 37°C. Se hibindizo con la sonda de TYR/, con l1a sonda de catalasa
CTTi como control positivo y con la sonda de Actina para normalizar.
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(Existe una ruta alternativa a la mediada por TYR] para biosintesis de

tirosina en S. cerevisiae?

En virtud de que la cepa CN50 presentaba una actividad de prefento
deshidrogenasa residual pero era capas de crecer sin que se agregara tirosina al
medio, se podria pensar que existe una via alternativa de sintesis de tirosina. Una
posible ruta de sintesis era la hidroxilacién de la fenilalanina, reaccién que en
mamiferos es catalizada por la enzima fenilalanina hidroxilasa (PAH) (Braus,
1991).

Para determinar si existia una ruta alternativa de sintesis de tirosina en S.
cerevisiae se obtuvo en el laboratorio por mutagénesis quimica a partir de la cepa
CNI100 (tyrl, ura2) una cepa ( R3) que era protétrofa para tirosina (Figueroa,
1997). La cepa R3 tenia un fenotipo similar a la cepa CN50, presentando una
actividad de prefenato deshidrogena muy baja y la capacidad de crecer sin tirosina
en medio minimo (Figueroa, 1997). Esta cepa R3 podria haber abierto la nueva
ruta de sintesis de tirosina. La ausencia de esta otra via se comprobd mediante la
nterrupcidn de TYR/ en la cepa R3, utilizdndose un plismido integrativo (pSL9).
Este, se construyd por la subclonacién del fragmento EcoRI/HindIIl de TYR1 de
1000 pares de bases en los sitios homélogos del plasmido Ylp5 (Struhl y cols.,
1979). La cepa R3 se transformé con el plasmido pSLY linearizado con la enzima
de restriccion AfUI El sitio de corte de la enzima estaba localizado dentro del
inserto a 364 pares de bases del sitio EcoRI. Al integrarse el plasmido por
recombinacion homdloga se interrumpi6 ¢l gen TYR/. Las colonias transformantes

se seleccionaron por su capacidad de crecer en medio minimo sin uracilo. Los
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fenotipos de las cepas obtenidas se comprobaron por la capacidad de crecer en
placa por gota en MM-ura, MM, MM-tyr, MM-tyr-ura.

Todas las colonias obtenidas fueron auxotrofas para tirosina lo cual indica que la
cepa no presentaba una via alternativa para sintesis de tirosina sino que ésta
dependia de TYRI. Este resuitado fue reforzado con la complementacion de la
cepa R3 con pSL5 en donde se recuperd la actividad de prefenatdo deshidrogenasa

que presenta una cepa silvestre (Tabla 1).

Tabla 1.- Actividad de prefentato deshidrogenasa

Cepa Actividad especifica’

R3 0.15
AR3 nd"
R3/pSL5 0.86

? expresada en namoles por mililitro por miligrame de proteina
® no detectada
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V. DISCUSION

Se cree que los radicales libres son la causa de varias enfermedades degenerativas
y que son los principales protagonistas en los procesos de envejecimiento celular
(Ames y cols. 1993; de Grey, 1993). Debido a ello la busqueda de mecanismos que
participen en la proteccion frente a radicales libres es de indudable importancia y
ha permitido la identificacién de genes que participan en esta proteccion.

La levadura S. cerevisiae ademés de ser un organismo aerdbico, capaz de
usar el oxigeno para la obtencién de energia y por lo tanto estar sujeto a las
consecuencias negativas que ello implica, también puede crecer en forma
fermentativa. Esto lo hace un organismo ideal para ser utilizado como modelo en
el estudio de los mecanismos involucrados en la proteccién frente al estrés
oxidativo. Por otra parte es un organismo eucariota muy facil de manipular
genéticamente y del cual ya se conoce la secuencia completa del genoma.

En este trabajo se aislaron mutantes de S. cerevisige sensibles a oxigeno, las
que fueron seleccionadas porque eran incapaces de crecer en fuentes de carbono no
fermentables. El método de seleccidn que se utilizé, nos permitié aislar mutantes
afectadas en genes necesarios para la biosintesis de metabolitos esenciales para el
crecimiento aerobico. De las mutantes obtenidas se eligi6 una (CN50) para ser
estudiada .

La mutante seleccionada, CN50, resulto incapaz de crecer en medio minimo
en condiciones de aerobiosis y ademas en éstas condiciones, también presentaba
una pérdida de viabilidad. La pérdida de viabilidad no era consecuencia de la
incapacidad de crecer , dado que otras cepas cultivadas en condiciones en donde no
podian crecer, no mostraban una pérdida en la viabilidad. Sin embargo la

viabilidad se recuperé tanto en condiciones de microaerofilia o anaerobiosis asi
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como si se le adicionaba al medio un agente antioxidante (2-mercaptoetanol) o un
compuesto que secuestra iones Fe'? (1,10-fenantrolina), El hecho de que la
viabilidad de la mutante, se recuperara por un lado en condiciones en las que se
reducia la cantidad de Fe*?, el cual es capaz de generar radicales hidroxilo a través
de la reaccién de Fenton (Halliwell & Aruoma, 1991), y por otro lado en
condiciones en donde se limitaba o eliminaba la presencia de oxigeno, nos hizo
suponer que la cepa CN50 era incapaz de contender con los radicales libres que se
generaban durante el metabolismo aerébico. Por otra parte 1la cepa CN50 resultd
ser sensible a temperatura ya que no crecié a 37°C en microaerofilia.

Con la finalidad de hacer un anilisis genético de la mutante CN30, se la
cruz6 con dos cepas silvestres. La cruza produjo diploides que eran capaces de
crecer en etanol indicando que la mutacién implicada en la capacidad de crecer en
etanol era recesiva, pero debido a que las esporas no eran viables, no se pudo
determinar cuantas mutaciones determinaban este fenotipo.

Considerando que la mutante no crecia en etanol y con la finalidad de poder
clonar el o los genes responsables del fenotipo de la mutante, ésta se transformé
con un banco gendmico de S. cerevisiae, obteniéndose un plasmido pSL5 que
complementaba la incapacidad de crecer en etanol. La subclonacién del inserto
presente en pSL5 y su mapa de restriccioén nos permitié ubicar en el inserto, el gen
que complementaba. Se realizo la secuenciacion de un fragmento interno del gen.
La comparacién de la secuencia encontrada con las reportadas en el GeneBank, nos
permiti6 identificar a TYR/ como el gen que complementaba. TYR/] codifica la
enzima prefenato deshidrogenasa que participa en la biosintesis de tirosina
(Mannhaup y cols. 1989).

La mutante CN50 portadora de TYR1 crecia en medio minimo en

condiciones de aereacidn, por lo tanto, la presencia de TYR! complemeniaba
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también la incapacidad de crecer en aerobiosis.

Los resultados sugirieron que la cepa CN50 presentaba una alteracién en la
biosintesis de tirosina ya que, cuando se complementaba con un plasmido que
llevaba TYR!, o si se le agregaba tirosina al medio de cultivo era capaz de crecer
en medio minimo y aerobiosis igual que una cepa silvestre. Es importante destacar
ademas, que ningin otro aminoicido fue capaz de revertir el fenotipo. En
concordancia con ello la actividad de prefenato deshidrogenasa que presenté la
mutante correspondid al 3% de la actividad de una cepa silvestre. De la misma
forma la incapacidad de crecer a 37°C, se recuperaba al adicionarle tirosina. Uno
podria pensar que el inico problema que tenia la mutante seria una braditrofia para
tirosina y por eso no crecia en medio minimo, pero esta hipotesis se descartd
totalmente dado que en microaerofilia y anaerobiosis la mutante no requeria
tirosina para crecer. Esto podria explicarse de dos maneras. Una posibilidad es que
la enzima prefenato deshidrogenasa de la mutante fuera sensible a temperatura y
por lo tanto, la cepa CN50 no podia crecer a esa temperatura por que le faltaba
tirosina. La otra posibilidad, la mas probable considerando lo dicho anteriormente,
es que en presencia de oxigeno o a 37°C la tirosina tuviera un efecto de
proteccion. La presencia de TYRI no restablecia, sin embargo, la viabilidad de las
esporas. Esto nos hizo suponer que la cepa CN50 tenia otra mutacién que era la
responsable de la esterilidad.

Los datos obtenidos sugieren que ¢l gen TYR/ puede estar ligado a la
proteccion frente a los radicales libres generados durante el metabolismo aerobio.
Esta idea fue corroborada, por el hecho de que otra mutante tyr/”, del Stock
Center, también presenté una mayor sensibilidad a los radicales libres generados
por la adicién de peroxido de hidrégeno al medio de cultivo. La mutante tyr/” era

ademas auxotrofa para leucina, a partir de ella se obtuvo una mutante capaz de

41



L

sintetizar este aminoacido. Esta mutante conservo el fenotipo de sensibilidad a
estrés oxidativo observado en la cepa tyrl” leu2 . Tanto la cepa tyrl” como la
cepa isogénica revertante para leucina fueron mas sensibles al H,O, que la tyr!’
complementada con TYRI. Ambas cepas auxotrofas presentaban la misma
sensibilidad a H,0, Los resultados también mostraron que TYRI participa ademas
en la proteccién frente a calor dado que la cepa tyrl” fué mas sensible al choque de
calor que las cepas complementadas con TYRI. Por lo tanto es posible proponer
que 1a mutacién en TYR! resulta en una mayor sensibilidad a la temperatura.

Es importante sefialar, sin embargo, que la cepa tyrl” del stock center y la
cepa CN50 no presentaban el mismo fenotipo, ya que la yr/” no perdia viabilidad
en cultivos aerébicos. Una manera de explicar €sto era suponer que la cepa CN50
era portadora de una mutacion adicional, probablemente en algin gen relacionado
con la proteccién frente al estrés, en presencia de la cual se incrementa su
sensibilidad a los radicales libres y al calor. Esta otra mutacién seria criptica y solo
se manifiestaria en presencia de una mutacién en TYR/.

Dado que la cepa CN50 no era auxotrofa total para tirosina, y presentaba una
actividad minima de prefenato deshidrogenasa, pensamos que podria haber
adquirido la capacidad de obtener tirosina por medio de una ruta alternativa. Esta
ofra ruta de sintesis de tirosina podria ser a través de la enzima fenilalanina
hidroxilasa, 1a que cataliza en mamiferos la reaccion de sintesis de tirosina a partir
de fenilalanina (Braus, 1991). Dado que la fenilalanina se requiere en esta
reacciéon, la acumulacién intracelular de fenilalanina podria favorecer el
funcionamiento de dicha ruta alternativa. En este sentido se sabe que algunas cepas
de S. cerevisiae, con mutaciones en TYR! y con una actividad de prefenato
deshidrogenasa disminuida, acumulan fenilalanina (Fukuda y cols., 1991). Esta

acumulacién probablemente s¢ debe al hecho de que al disminuir la poza

42



intracelular de tirosina, la isoenzima DAHP sensible a tirosina se liberaria de ésta
inhibicién y dado que no se puede sintetizar tirosina se acumularia fenilalanina
{(Fukuda y cols., 1991. Por otra parte a partir de una cepa tyr!~ se obtuvieron por
mutagénesis (con EMS) revertantes protétrofas para tirosina (Figueroa, 1997). La
revertante R3 prototrofa para tirosina, presentaba una actividad de prefenato
deshidrogenasa muy baja, por lo cual era sensible a 3-amino tirosina y también
acumulaba fenilalanina (Figueroa, 1997). La sensibilidad al andlogo de tirosina (3-
amino tirosina), es consecuencia de la poca tirosina intracelular ya que ¢l analogo
compite con el aminoAcido impidiendo el crecimiento. Con el fin de demostrar la
existencia de una ruta alternativa para la biosintesis de tirosina, se interrumpié el
gen TYR! en la cepa R3. La ausencia de dicha ruta se demostré porque todas las
cepas interrumpidas fueron auxétrofas para tirosina. Si existiera otra ruta de
sintesis de tirosina, las cepas obtemidas por la interrupcién de TYRI serian
protétrofas, ya que igual estarian sintetizando tirosina. De esta forma se demostré
que el crecimiento que presentaban las cepas R3 y CN50, se debia a la actividad
residual de prefenato deshidrogenasa. La minima cantidad de tirosina que podia

sintetizar una cepa braditrofa era suficiente para crecer, ya que en microaerofilia
la cepa CN50 no requirié tirosina. Estos datos indicaban claramente que la tirosina
tenia més de un papel. Es decir, en aerobiosis 0 a 37°C la tirosina se requeria para
algo mas que para sintetizar proteinas, lo cual también ocurrié en condiciones de
estrés por radicales libres y estrés por calor.

E! analisis genético de la cepa R3, mostré que ésta presentaba dos
mutaciones, una en TYRI que la hacia braditrofa para tirosina y otra que cuando se
presentaba simultineamente con la mutacion en TYRI le conferia sensibilidad a la
cepa tanto al oxigeno como a la temperatura (Figueroa, 1997). La mutante R3

presentaba por lo tanto un fenotipo similar a la CN50. Un hecho sorprendente para
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el cual no tenemos una explicacion, es que las dos mutantes obtenidas en forma
independiente, en un caso a partir de una cepa silvestre y en el otro caso a partir de
una cepa nrl”, fueron braditrofas para tirosina y tenian ademés otra mutacién
asociada, todo lo cual resultdé en una mayor sensibilidad a condiciones de estrés.
Aunque la frecuencia de mutaciones producidas utilizando EMS es de 5x10* a
1x10°® por gen, esta frecuencia es mayor al utilizar N-glicosil-polifungina lo cual
podria aumentar la obtencién de dobles mutantes.

Si bien podemos decir que la presencia de TYR! es necesaria para la
proteccion frente al estrés, a diferencia de otros genes que participan en la
proteccidn, su transcripcion no se indujo ni con perdxido ni con choque de calor.
Tampoco aumento la actividad de prefenato deshidrogenasa en esas condiciones.
Esto concuerda con la ausencia en su promotor de las secuencias consenso
denominadas HSE, STRE, y YAP, a las que se unen los factores de transcripcién.

La importancia de la biosintesis de aminoacidos en relacién a diferentes
tipos de estrés en S. cerevisiae ha sido reportada por algunos investigadores, pero
la existencia de verdaderos mecanismos de proteccién que impliquen la biosintesis
de amino4cidos no estd demostrada. Glaser y cols. (1993}, reportan que el gen
MET22 el cual interviene en la sintesis de metionina, cuando esta presente en
multicopia, participa en la tolerancia al NaCl y LiCl. En este caso no seria un
mecanismo de proteccion, sino que como la enzima codificada por MET22 es muy
sensible a altas concentraciones de sal, es necesaria la sobreexpresion del gen o la
adicion de metionina para el crecimiento en esas condiciones. También el producto
de ARO7, es necesario para el crecimiento en medios hiperténicos y las mutantes
{aro7) son sensibles al choque osmético, pero esto se debe probablemente a que la
disminucion en algin intermediario de la biosintesis de aminoacidos arométicos

produce una malformacion en la membrana plasmatica (Ball y cols., 1986). El
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nico gen biosintético que aparentemente participa aunque en forma indirecta en la
proteccion frente al estrés oxidativo en S. cerevisiae, es LYS7. La proteina
codificada por LYS7, tiene una funcién adicional a la de participar en la biosintesis
de lisina. Las mutantes en el gen LYS7 presentan un fenotipo similar al de una
célula que no tiene actividad de superdxido dismutasa (SOD), presentan auxotrofia
para lisina y metionina, sensibilidad a radicales libres y a sales ( NaCl, LiCl). Este
fenotipo pleiotrépico se vié gue se curaba en presencia de Cu™". La proteina Lys7p
al parecer interviene en el funcionamiento de la Cu/ZnSOD a través de facilitar su
unién al Cu™ (Gamonet & Luquin, 1998).

También en Aspergillus nidulans los auxdtrofos para varios aminoacidos
resultaron ser méis sensibles a condiciones de estrés que las cepas protétrofas
{Donnelly y cols., 1994). En ese estudio demostraron que los conidios de varias
cepas que presentaban auxotrofias para tirosina, prolina, lisina o arginina fueron
més sensibles al estrés por calor, al estrés oxidativo y a las radiaciones ultavioletas
que sus correspondientes cepas isogénica prototrofas. La disminucién en la
viabilidad de los conidios se asocié con un aumento en la frecuencia de
mutaciones, pero en este caso, tampoco se pudo relacionar directamente a los
aminoécidos con una funcién de proteccion. (Donnelly y cols., 1994). Asimismo
en levaduras se ha encontrado que algunos aminoécidos como histidina y cisteina
protegen a la enzima AMP deaminasa de la oxidacioén producida por radicales
libres (Murakami y cols., 1997). Dado que encontraron que la concentracién de
histidina requerida para alcanzar la mitad del efecto maximo en la proteccion,
estaba dentro de los rangos fisioldgicos para ese amindacido, suponen que la
histidina podria funcionar como un “antioxidante” fisiol6gico (Murakami y cols.,

1997).

Por otra parte nuestros resultados sugieren, que en nuestra mutante, la
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presencia de por lo menos una copia del gen TYR/ es necesaria para conferir
resistencia a dos tipos de estrés, por radicales libres y por calor. También sugieren
que la existencia de otra mutacién conjuntamente con la mutacion en TYR/, afecta
la capacidad de la cepa de crecer en condiciones normales (en aerofilia 0 a 37°C),
en donde una cepa silvestre puede crecer. Posiblemente la sintesis de tirosina sea
un mecanismo fisioldgico de proteccién adicional, en condiciones en donde se
genera un exceso de radicales libres o cuando éstos no son eficientemente
eliminados.

Como podria estar actuando la tirosina? Varios compuestos de bajo peso
molecular funcionan como protectores frente a condiciones de estrés debido a su
accion como antioxidandes o a su capacidad de secuestrar radicales libres. El f3-
caroteno tiene efecto fundamentalmente sobre el oxigeno en singulete, la funcién
antioxidante del B-caroteno depende tanto de la presién parcial de oxigeno como
de la concentracion del compuesto. A baja presion parcial de oxigeno y a
concentraciones bajas funciona como antioxidante (Burton & Ingold, 1984; Ames
y cols., 1993). El acido urico funciona en la sangre como secuestrador de radicales
libres previniendo la peroxidacién de los lipidos de la membrana de los eritrocitos,
la cantidad de este compuesto presente en el plasma hace que se considere uno de
los principales antioxidantes en €l hombre (Ames y cols. 1981). El acido ascérbico,
las proteinas con grupos S —H y el glutation reducido (GSH) funcionan como
antioxidantes solubles (van Acker, y cols. 1993). Por otra parte los compuestos que
presentan anillos fenolicos, son eficientes antioxidantes y por su capacidad de
secuestrar radicales superdxido previenen la peroxidacion de lipidos (Zhou, Y.C. &
Zheng, R.L., 1991; van Acker, 1993). En especial el a-tocoferol es muy importante
en la proteccion de las membranas ya que por su caracter lipofilico se sitta en las
membranas y por presentar grupos fendlicos tiene l1a capaciedad de secuestrar los
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radicales hidroxilo y por lo tanto previene la peroxidacion de los lipidos. La
capacidad de reaccion del a-tocoferol con los radicales libres se debe a la
capacidad de trasferencia del H de su grupo OH. Como consecuencia de ello se
forma un radical fenoxilo que se estabiliza por resonancia o se destruye por la
reaccion con otro radical fenoxilo {van Acker, 1993). Por otra parte, s¢ demostrd
que los aminoacidos aromaéticos, la histidina, 1a metionina y la cisteina ticnen la
capacidad de reaccionar con el oxigeno en singulete. La interaccion de estos
aminoacidos con el oxigeno en singulete puede conducir a la desactivacion del
radical o a la oxidacién del aminoacido. De todos los aminoécidos estudiados el
triptofano fué el que presentd mayor reactividad v la fenilalanina la que presentd
menor reatividad. La tirosina en cambio fue mas reactiva que la fenilalanina debido
a la presencia del grupo OH, que actia como donador de electrones (Michaeli &
Feielson, 1994). Estos autores proponen que la capacidad de reaccidn, varia en
relacion a los sustituyentes quimicos que presentan los aminoacidos, un
sustituyente que ceda electrones incrementa la capacidad de reaccion del
aminoédcido. No es sorprendente entdnces que la tirosina confiera proteccion dado
la presencia de un grupo fendlico en su estructura. Se sabe que el grupo fenol de la
tirosina puede oxidarse in vitro en presencia de perdxido de hidrégeno y de
peroxidasa dando el radical tirosilo que al unirse a otro produce ditirosina, un
compuesto estable ( Amado y cols., 1984). Este fenémeno ocurre en las proteinas
sujetas a oxidacién y la presencia de ditirosina se considera un marcador del estado
oxidativo de las células en mamiferos (Heinecke y cols., 1993; Giulivi & Davies,
1994). La formacién de ditirosina en animales requiere la accion de una peroxidasa
la cual consume H,0, durante la reaccion (Foerder and Shapiro, 1977; Heinecke y
cols. 1993). En ia membrana que se forma luego de la fecundacion del huevo del

erizo de mar, la ditirosina se forma por medio de la accién de una ovoperoxidasa

47




—_—

(Foerder and Shapiro, 1977. En los neutréfilos, la ditirosina se forma durante la
respuesta al ataque de patdgenos, por la accion de una mieloperoxidasa. Esta
enzima usa H,0O, como sustrato y en una primera etapa se forma el radical tirosilo
y el radical superdxido. El radical tirosilo forma la ditirosina y el radical
superéxido puede eventualmente regenerar a la tirosina. Para la sintesis de
ditirosina se requieren dos moles de radical tirosilo y cada mol de H,O; produce un
mol de radical tirosilio (Heinecke y cols. 1993). Por lo tanto la tirosina podria
funcionar como otros compuestos fendlicos que producen una interrupcion en la
reaccién en cadena producida por lps radicales libres. Pero ademas la sintesis de
ditirosina podria constituir una sistema de consumo de H>O, , 1o cual redundaria en
una disminucién de la poza intracelular de radicales libres. En este sentido se ha
reportado que en S. cerevisiaze existe una oxidoreductasa capaz de sintetizar

ditirosina (Briza y cols. 1994; Briza y cols. 1996).
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V1. CONCLUSIONES

N | ESTA TESS NO OEBE
Las principales conclusiones de este trabajo sorsnm BE I.A Bmlﬁ]‘[c"

¢ La cepa CN50 presenta un fenotipo sensible a oxigeno, dado que: 1) recupera el
crecimiento en microaerofilia o anaerobiosis y 2) recupera la viabilidad en

presencia de un antioxidante o de un compuesto que secuestra iones Fe™.

¢ El fenotipo de sensibilidad al oxigeno de 1a cepa CN50 se cura a) en presencia
del gen TYR] o b) si se agrega tirosina al medio. Esto sugiere que la tirosina

pudiera jugar un papel en la respuesta a estrés oxidativo.

* La mayor sensibilidad al estrés oxidativo y al estrés por calor de las cepas
auxotrofas para tirosina demuestra que la poza intracelular de este aminoacido es

importante en la proteccion a diferentes tipos de estrés.

» El fenotipo pleiotropico de la cepa CN50 podria deberse al menos a dos
mutaciones, ya que por un lado TYR! no complementa la viabilidad de las

esporas y por otro una cepa tyrl no presenta el mismo fenotipo que la CN50.
e Aparentemente una mutacidn en TYR/ que afecta parcialmente la sintesis de

tirosina resulta en una sensibilidad al H,0, y al calor, pero por si sola no afecta el

crecimiento de la mutante en condiciones aerdbicas.
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e Nuestros resultados sugieren que la alteraciéon simultinea en la biosintesis de
tirosina y en alglin otro mecanismo primario que permite contender con el estrés

oxidativo o caldrico, podria resultar en un fenotipo de mayor sensibilidad a estrés.

. VII. PERSPECTIVAS

Este estudio ha puesto de manifiesto una serie de preguntas que nos resultan
interesantes.  Entre ellas seria importante estudiar cual es el efecto de la
sobreexpresiéon de TYRI, esto se podria lograr utilizando un plasmido multicopia o
un promotor inducible. Asimismo seria interesante demostrar la existencia de un
efecto de dosis en la proteccion. También es importante estudiar cual es el efecto
que tiene una mutacién en 7YR] en cepas portadoras de mutaciones en otros
mecanismos de proteccion frente al estrés. Por otra parte identificar el otro gen
responsable del fenotipo de la mutante CN50 o R3, nos permitiria explicar si la
biosintesis de tirosina es un mecanismo fisiolégico general de la célula en
condiciones hiperoxidantes. Del mismo modo la obtencién de nuevos mutantes
sensibles a oxigeno a partir de cepas braditrofas para tirosina y la identificacion de
los genes responsables, contribuiria a entender la participacion de la biosintesis de

tirosina en la proteccion frente a diferentes tipos de estrés .
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