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Introduccion

El hierro es un micronutriente esencial para todos los organismos eucariotas,
siendo necesario a pequefias concentraciones para mantener la fisiologia de las
células. Su importancia se debe a su papel esencial como cofactor de muchos
procesos celulares, entre los que se incluyen: la respiracidn, la biosintesis de los
principales componentes celulares, acidos nucleicos, lipidos y proteinas, el
transporte de oxigeno y la fotosintesis. A pesar de esto, concentraciones elevadas de

hierro resultan toxicas para los organismos.

Las condiciones de anoxia de la atmésfera primitiva y la elevada presencia de
Fe2* en los océanos, probablemente provocaron que el hierro fuese el elemento
principal utilizado como cofactor en numerosas proteinas. El cambio a una
atmdsfera oxidante provocé que el hierro pasase mayoritariamente a su forma
oxidada Fe3+, la cual resulta insoluble a pH fisiolégico. A pesar de ser el cuarto
elemento mas abundante de la corteza terrestre, su baja solubilidad (10-18 M)
provoca que la deficiencia de hierro sea uno de los desérdenes nutricionales mas
extendidos del planeta. El déficit de hierro causa graves sintomas en las plantas,
entre ellos la clorosis férrica que reduce la fertilidad, teniendo un impacto
perjudicial en el rendimiento y la calidad de las cosechas (Puig et al., 2007). En
humanos, la anemia por deficiencia de hierro o anemia ferropénica es el desorden
nutricional mas extendido, particularmente en paises en desarrollo. Segun la
organizacion mundial de la salud afecta al 25% de la poblacion mundial,
principalmente a mujeres y nifios. También se han descrito otro tipo de alteraciones
en la homeostasis del hierro que provocan enfermedades humanas como la
hemocromatosis, cancer, y algunas enfermedades neurodegenerativas como la

ataxia de Friedrich o la aceruloplasminemia (Andrews et al., 2002)

Conocer los mecanismos que los organismos han desarrollado para
mantener la homeostasis del hierro resulta de gran interés, ya que puede suponer
un avance en el desarrollo de estrategias para tratar un gran numero de

enfermedades y alteraciones fisioldgicas en los seres vivos.
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1. El hierro en las células eucariotas.

El hierro es un elemento que presenta la propiedad de oscilar entre su estado
oxidado, hierro férrico (Fe3+), y su estado reducido, hierro ferroso (Fe?+). Esta
propiedad le permite su participacion en numerosos procesos de oxidacion-
reduccion. El hierro estd presente en la estructura de numerosas proteinas

formando parte de tres cofactores diferentes:

- Grupos hemo: el hierro se encuentra unido al anillo de la protoporfirina IX
formando el grupo prostético de las hemoproteinas. Gracias a su grupo hemo,
la hemoglobina y la mioglobina participan en el transporte y almacenaje del
oxigeno en los organismos. Por otra parte, los citocromos son moléculas
capaces de aceptar y donar electrones, generando energia a través de las
cadenas de transporte electrénico fotosintéticas y respiratorias debido a la
presencia de hemo. El grupo hemo de las catalasas es necesario para que
éstas lleven a cabo su actividad antioxidante en presencia de peréxido de

hidrégeno.

- Centros o clusters Fe-S (4Fe-4S, 3Fe-4S, 2Fe-2S): el ensamblaje de los
centros Fe-S es un proceso altamente conservado a lo largo de la evolucidn,
desde levaduras hasta mamiferos. Estudios con levaduras han permitido
diferenciar tres pasos fundamentales en el proceso de maduracién de las
proteinas con centros Fe-S. El primer paso es el ensamblaje de los centros Fe-
S y tiene lugar en la mitocondria. Las proteinas implicadas en este paso son
esenciales para la viabilidad de las células y forman la maquinaria de sintesis
mitocondrial ISC (ISC, “Iron Sulfur Cluster”). El segundo paso es la
exportacion de un producto denominado X-S, del cual sélo se conoce que es
producto de la sintesis de centros Fe-S mitocondrial, a través del
transportador de la membrana mitocondrial Atm1. En udltimo lugar, se
produce el ensamblaje de los centros Fe-S a las apoproteinas citosélicas y
nucleares, a través de la maquinaria citoplasmatica denominada CIA (CIA,
“Citosolic ISC Assembly”) (Lill et al., 2012; Braymer et al.,, 2017). Defectos en
la sintesis mitocondrial de los centros Fe-S provocan dafios en el DNA y

consecuentemente inestabilidad gen6mica (Stehling et al., 2012; Pijuan et al.,
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2015). El principal papel de los centros Fe-S es su participaciéon en la
transferencia de electrones, teniendo una funciéon destacable durante la
fosforilacion oxidativa mitocondrial. También estan presentes en enzimas
responsables del metabolismo de aminoacidos como Met5-Met10 y Leul,
requeridas para el metabolismo de la metionina y la leucina,
respectivamente. Los centros Fe-S también son necesarios en la biogénesis
de ribosomas y la traduccién de proteinas puesto que el factor esencial de
traduccion Rlil de S. cerevisiae contiene dos centros Fe-S (Kispal et al., 2005;
Yarunin et al., 2005). Numerosas enzimas implicadas en el metabolismo del
DNA poseen centros Fe-S, entre ellas: las DNA helicasas Rad3 y Dna2, la DNA
polimerasa Pol § y la DNA glicosilasa Ntg2. Los centros Fe-S presentes en esta
magquinaria tienen un papel esencial en el modelo del transporte de cargas en
el DNA y el mantenimiento de la integridad gendmica en las células (Puig et

al, 2017).

- Grupos oxo-dihierro: los atomos de hierro se encuentran coordinados a
atomos de oxigeno en algunos enzimas como Olel, implicada en el
metabolismo acidos grasos insaturados, o la ribonucledtido reductasa que
cataliza la sintesis de desoxirribonucleosidos trifosfato (ANTPs) y es esencial
para la replicacion y reparacion del DNA en todos los organismos eucariotas

(Kolberg et al., 2004).

La esencialidad del hierro en las células se debe principalmente a su papel
como cofactor redox en numerosos procesos biolégicos. Sin embargo, estas
propiedades redox hacen que el hierro resulte perjudicial en concentraciones
elevadas. Esto es consecuencia de su participacion en reacciones Fenton, en las que
se generan altas concentraciones de especies reactivas de oxigeno que provocan la

oxidacion de proteinas, lipidos y DNA, causando graves dafios celulares.
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2. Respuestas a la variacidn de la biodisponibilidad de hierro en Saccharomyces

cerevisiae.

S. cerevisiae ha sido utilizada como organismo modelo para estudiar cémo
las células eucariotas responden a alteraciones en la biodisponibilidad de hierro.
Hasta el momento se han descrito cambios en la expresion de numerosos genes
implicados en mantener la homeostasis de hierro en funciéon de la presencia o
ausencia de hierro en el medio. Aftl y Aft2 son los factores transcripcionales
implicados en la respuesta a deficiencia de hierro, mientras que Yap5 regula la
expresion génica en respuesta a un exceso de hierro (Philpott et al.,, 2012; Pimentel

etal., 2012).

2.1. Mecanismo de respuesta al exceso de hierro.

La respuesta a altas concentraciones de hierro esta coordinada por el factor
transcripcional Yap5. Yap5 activa la expresion de una serie de genes CCC1, CUPI,
GRX4 'y TYWI1. CCCI codifica para el transportador de hierro a la vacuola, que
representa principal almacén del hierro para las células. CUPI codifica para la
metaloproteina Cup1 que une cobre citosélico, limitando la disponibilidad de éste
parala multicobre ferroxidasa Fet3, implicada en el sistema de adquisicion de hierro
de alta afinidad. GRX4 codifica para la monotiol glutarredoxina Grx4, que participa
en la distribucién de hierro y en la transmision de la sefial del hierro mitocondrial e
inactiva los factores transcripcionales Aftl y Aft2 en suficiencia de hierro. 7YW1
codifica para un enzima con [4Fe-4S], 1a cual se ha sugerido que protege las células

del exceso de hierro secuestrando el hierro citosélico libre (Pimentel et al., 2012).

2.2. Mecanismos de respuesta a deficiencia de hierro.
2.2.1. Regulacién transcripcional a través del regulon de hierro.

Hasta el momento se han realizado multiples estudios que han permitido
caracterizar los mecanismos moleculares que las células eucariotas utilizan para

responder a la deficiencia de hierro. Numerosos estudios indican que la sintesis y la
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exportacién de los centros Fe-S de la mitocondria actian como mecanismo de
percepcion para regular la homeostasis de hierro en las células, de forma
independiente de los niveles de hierro citosélicos (Sanvisens et al., 2011; Lill et al,,
2012). La mutacion de los componentes de la ruta de sintesis de centros Fe-S
mitocondrial y su exportador Atm1 provoca una remodelacién de la expresion
génica similar a la de células crecidas en ausencia de hierro. Ambas condiciones
inducen la activacidon del regulon de hierro (Hausmann et al., 2008; Miao et al,,

2011)

El regulén de hierro lo constituyen un conjunto de unos 25-30 genes que
codifican proteinas implicadas en la adquisicion de hierro extracelular, en la
movilizacion de reservas, en su redistribucion y reciclaje en el interior de la célula y
en la remodelacion metabdlica de procesos dependientes de hierro, optimizando su
uso para procesos prioritarios en condiciones de ausencia de hierro (figura I-1)
(Kaplan et al., 2009; Philpott et al.,, 2012). La activacion del regulén de hierro esta
dirigida por los factores transcripcionales Aftl y Aft2 (Blaiseau et al, 2001;
Yamaguchi-Iwai et al, 2002; Rutherford et al., 2003). Ambos factores entran al
nucleo y se unen a secuencias consenso (PyPuCACCCPu) denominadas FeRE,
elementos de respuesta a hierro, presentes en la secuencia promotora de los genes
del reguléon (Yamaguchi-Iwai et al., 1996). La interaccion de Aftl con el DNA ocurre
a traves de un dominio rico en residuos basicos en el extremo amino terminal de la
proteina. Sin embargo, su activacién depende de un dominio rico en residuos de

glutamina situado en el extremo carboxilo terminal (Ueta et al., 2007).

Estudios anteriores han descrito como Aftl entra al nucleo a través de la
importina Psel (Ueta et al,, 2003) independientemente de los niveles de hierro
intracelulares; mientras que su salida se produce a través de la exportina Msn5 de
una forma dependiente de hierro. Sin embargo, recientemente se ha descrito que la
exportacién de Aft1 al citosol no es necesaria para inhibir su funcién transcripcional.
En su lugar, el hierro desempefia un papel importante en la liberacion de Aft1 de las
secuencias de promotoras a las que se une, regulando asi su actividad

transcripcional (Ueta et al., 2012).



Introduccion

Aftl y Aft2 guardan un 39% de homologia y realizan funciones parcialmente
solapantes. La deleciéon de AFT1 en condiciones de deficiencia de hierro provoca un
defecto de crecimiento, que se exacerba con la deleciéon de AF7Z. Se ha descrito que,
mientras Aftl controla la expresion de los genes responsables de la adquisicion de
hierro extracelular, Aft2 tiene mayor implicacion en la redistribucion del hierro

intracelular (Rutherford et al., 2001; Courel et al., 2005).

-Fe @ Fit1-3

' ; Arnl-4 Smfl

Fe3*

o Mrs4
W P

R.E Mitocondria

Figura I-1. Activacién del regulén de hierro durante la deficiencia de hierro en S. cerevisiae
Los factores transcripcionales Aftl y Aft2 promueven un aumento en la adquisicién de
hierro extracelular, junto a su redistribucién y reciclaje en el interior de la célula y la

remodelacion metabolica de procesos dependientes de hierro.

- Adquisicién de hierro del medio extracelular:

S. cerevisiae ha desarrollado tres mecanismos diferentes para aumentar la

adquisicion del hierro extracelular.

- Transporte reductivo de alta afinidad: debido a la baja solubilidad del hierro
en un medio aerdbico, las células han desarrollado un sistema reductivo de

alta afinidad dependiente de oxigeno. Las metalorreductasas Frel y Fre2
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reducen el hierro a su estado ferroso, para que pueda transportarse al
interior celular mediante el complejo transportador de alta afinidad formado
por Fet3 y Ftrl. Fet3 es una multicobre ferroxidasa que oxida el hierro, a la
vez que reduce una molécula de oxigeno, para ser transportado al interior

celular por Ftrl (Sanvisens etal., 2011).

- Transporte de baja afinidad: en ausencia de oxigeno, el hierro se transporta
al interior celular por los transportadores de baja afinidad Fet4 y Smfl. FET4
también se regula en funcion de la disponibilidad de oxigeno. En condiciones
aerobicas, el represor transcripcional Rox1 reprime la expresion de FET4
para disminuir la entrada excesiva del metal que puede resultar téxica para

las células (Jensen et al,, 2002; Sanvisens et al., 2011).

- Transporte de sideré6foros: los sider6foros son moléculas organicas de bajo
peso molecular quelantes de hierro, sintetizados por bacterias, plantas y
hongos. S. cerevisiae no es capaz de sintetizar sidero6foros, pero si de
transportarlos al interior de la célula gracias a la expresion de los genes FIT1-
3, FRE1-4y ARN1-4, que forman parte del regulon. F/77-3 codifican para las
manoproteinas que transportan los complejos Fe3+/sideréforos a través de
la pared celular. Posteriormente el hierro es reducido por las
metalorreductasas Frel-4 y transportado al citoplasma por el complejo

Fet3/Ftrl ( Kaplan et al.,, 2009).

- Movilizacién y reciclaje del hierro intracelular:

Las vacuolas son los principales organulos para el almacenamiento de hierro

en las células mediante el transportador de hierro Cccl. En condiciones de exceso

de hierro, Yap5 activa la expresion de CCC7 aumentando el transporte de hierro a la

vacuola. Sin embargo, en condiciones de escasez de hierro, Aftl y Aft2 activan la

expresion de FRE6, FET5, FTH1 y SMF3, promoviendo la movilizacién del hierro

almacenado en la vacuola. El hierro se reduce por la metalorreductasa Fre6 y

posteriormente es transportado al citosol por el complejo Fet5/Fth1, homologo al

complejo Fet3/Ftrl. Ademas, el hierro también es exportado de la vacuola por el
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transportador de baja afinidad Smf3, cuyos niveles de expresion también estan
regulados segun los niveles de hierro y oxigeno, igual que ocurre con FET4 ( Kaplan

etal., 2009).

Las mitocondrias también poseen cantidades importantes de hierro
almacenado en forma de centros Fe-S y grupos hemo, que pueden ser reutilizados
como cofactores de numerosas proteinas durante la deficiencia de hierro. La
activacion del regulon de hierro induce la expresion de MRS4 que codifica para el
transportador de hierro a la mitocondria, sugiriendo que la sintesis de centros Fe-S
mitocondrial es uno de sus principales destinos (Miihlenhoff et al., 2003; Froschauer

etal., 2009).

El reticulo endoplasmico también participa en la movilizacion y el reciclaje
de hierro, ya que en su membrana se encuentra la hemo-oxigenasa Hmx1, cuya
expresion se induce por Aftl y Aft2, como parte del regulon. Hmx1 promueve la
degradacién de grupos hemo de las diferentes hemoproteinas permitiendo que el

hierro pueda ser utilizado en otros procesos.

- Remodelaciéon metabdlica:

La activaciéon del regulén de hierro induce la expresion de los genes que
codifican para las proteinas Cth1l y Cth2. Durante la deficiencia de hierro, ambas
proteinas dirigen la respuesta postranscripcional mediante la desestabilizacion de

mRNAs ejerciendo un papel clave en la remodelacion metabdlica.

2.2.2. Regulacion postranscripcional a través de las proteinas Cth1 y Cth2.

Cth2 es una proteina esencial en la homeostasis del hierro debido a su papel
como factor postranscripcional. En un medio con déficit de hierro, los factores
transcripcionales Aftl y Aft2 se unen a las secuencias FeRE que se encuentran en la
regién promotora de CTHZe inducen su transcripcion. La expresion de Cth2 provoca
una remodelacién metabdlica en las células esencial para el crecimiento en estas

condiciones.
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-Estructura y funcion de Cth2:

Cth2 es una proteina de 285 aminodacidos que presenta en su estructura un
dominio de dedos de zinc repetidos en tdndem de tipo CxsCxsCxsH (TZF, “ Tandem
Zinc-Finger’, donde “x” es cualquier aminodacido) situados en el extremo carboxilo
terminal. Estos dominios permiten la unién de Cth2 a secuencias ricas en adenina y
uracilo conocidos con el nombre de elementos ricos en AU o AREs (“AU Rich
Elements”) situados en la regiéon 3’ no-traducida (3’-UTR, “UnTranslated Region”)
de algunos RNAs mensajeros. La uniéon de Cth2 a estas secuencias induce la
desestabilizacion de estos mRNAs diana implicados en procesos dependientes de
hierro (figura I-2). La interaccion entre Cth2 y los mRNAs dianas exige la integridad
de ambos elementos, ya que la mutacién de uno de los TZFs o las secuencias AREs

impide la unién y posterior degradacion del RNA mensajero (Puig et al., 2005).

Ademas de la induccion de Cth2, Aft1l y Aft2 también activan la expresion del
gen CTHI1, que codifica para una proteina de 325 aminoacidos con dos TZFs y que
presenta un 46% de identidad con Cth2. Al igual que Cth2, Cth1l se une a las
secuencias ARE de mRNAs que codifican para procesos dependientes de hierro a
través de sus TZFs. Se ha observado que dobles mutantes cth14cthZ4 presentan
defectos de crecimiento en medios con baja biodisponibilidad de hierro mas severos
que los mutantes simples cth14 y cth2A (Puig et al., 2008). A pesar de que ambas
proteinas tienen una funciéon redundante, se han observado cambios en sus patrones
de expresion. Cth1 se expresa de manera transitoria durante las primeras etapas del
crecimiento en ausencia de hierro, mientras que la induccién de Cth2 ocurre cuando
el déficit de hierro es mas severo y los niveles que se alcanzan son mas elevados.
Estas diferencias de expresion podrian deberse a sus preferencias por los mRNAs
dianas que degradan. Cth1 produciria cambios en las funciones mitocondriales, que
serian suficientes en etapas tempranas de escasez de hierro; mientras que Cth2
induciria cambios en otros procesos dependientes de hierro cuando la deficiencia

de hierro es mas severa (Puig et al., 2005; Puig et al., 2008).

La homologia entre Cth2 y la proteina humana hTTP es mayor en los TZFs.
TTP tiene un papel importante en la respuesta antiinflamatoria y en procesos de

supresion de tumores, ya que participa en la degradacion de mRNAs que codifican
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para el factor de necrosis tumoral (TNF-a), mediadores pro-inflamatorios y
reguladores del ciclo celular. Debido a la importancia de TTP, numerosos grupos se
han centrado en caracterizar la expresion y funcién de la proteina. Asi pues, se ha
caracterizado como la union de TTP a sus mRNAs diana se da través de los TZFs que
reconocen las secuencias AREs en los mensajeros. Esta uniéon provoca una
desestabilizacidn y una bajada en la eficiencia de traducciéon de los mRNAs (Sanduja
et al, 2012; Brooks et al., 2013). Asimismo, se ha identificado TTP como una
proteina altamente modificada a nivel postraduccional, ya que se fosforila en mas
de 30 residuos. La fosforilacién de TTP en los diferentes residuos provoca cambios
en su estabilidad, localizacién y en la regulacién de su funcién (Mahtani et al., 2001;

Clark etal,, 2016).

De la misma forma, estudios recientes han caracterizado cémo la proteina
Cth2 participa en la inhibicién de la traduccién de sus mRNAs dianas durante la
deficiencia de hierro (figura I-2). La unién de Cth2 a través de sus TZFs a las AREs
de los mRNAs provoca una bajada en la eficiencia de traduccion de los transcritos.
Al igual que ocurre con la degradacion de mensajeros, la inhibicion de la traduccion
por Cth2 requiere que se mantenga la integridad de los TZFs de la proteina y las
AREs de los mRNAs diana. Ademas, se ha caracterizado la importancia del dominio
amino terminal de Cth2 en la degradacion e inhibicion de la traduccion de los
mRNAs diana, mientras que el dominio carboxi terminal solo se requiere para la

regulacion de la traduccidn de sus dianas ( Ramos-Alonso et al., 2018).
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Figura I-2. Representacidon esquematica de la estructura y funcién de las proteinas Cthl y
Cth2. Las proteinas Cth1 y Cth2 se unen a través de sus TZFs a las secuencias AREs de sus
mRNAs diana. La unién de Cth2 a los mRNAs induce su desestabilizacion y la inhibicién de

su traduccion.

-Mecanismo de accién de Cth2:

Cth2 es un factor postranscripcional que transita entre el nucleo y el
citoplasma de las células durante la deficiencia de hierro. Cth2 entra al ndcleo, donde
une sus mRNAs diana. Se he descrito la acumulacion de Cth2 en el ndcleo cuando la
proteina presenta los TZFs mutados y es incapaz de unirse a sus mRNAs diana.
También se ha descrito esta acumulacién nuclear tras inhibir la transcripcion de la
RNA polimerasa Il y en mutantes de la exportacion de mRNAs mex67-5 o0 xpol-1
(Vergara et al., 2011). Estos resultados sugieren que la salida de Cth2 del nucleo

requiere la unién a sus mRNAs diana.

Estudios previos han identificado la interacciéon entre Cth2 y el dominio

carboxilo terminal de la RNA helicasa Dhh1 en condiciones de deficiencia de hierro
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(Pedro-Segura et al., 2008). Hasta el momento se ha descrito como Dhh1 participa,
a nivel global, en el proceso de eliminacién de la caperuza (“deccaping”) de los
mRNAs mediante el reclutamiento de la maquinaria de deccaping de mensajeros. De
esta forma, promueve la desestabilizacion de los mRNAs por la exonucleasa Xrn1,
que degrada los mRNAs en direccién 53" en los cuerpos de procesamiento o “/P-
bodies”. (Coller et al., 2004; Carroll et al., 2011; Mugler et al., 2016). De la misma
forma, Dhh1 participa en la represion del inicio de la traduccién de los mRNAs
(Coller & Parker 2005). Recientemente, se ha identificado su papel como sensor de
la velocidad de los ribosomas durante la traduccién, mediando el acoplamiento
entre la traducciéon y la degradacion de los mRNAs (Presnyak et al, 2013;
Radhakrishnan et al., 2016). En deficiencia de hierro, se ha demostrado como Cth2
promueve la degradaciéon 5’23’ del mRNA SDH4. Sin embargo, esto no ocurre en
ausencia de la helicasa Dhh1, sugiriendo su participacion en la regulaciéon de los
mRNAs en estas condiciones. Por otra parte, a pesar de no haberse detectado la
formacion de P-bodies en deficiencia de hierro, la deleciéon de las proteinas de
decapping o la exonucleasa Xrnl en ausencia de hierro promueven la acumulacion

de Cth2 en estos complejos (Pedro-Segura et al., 2008).

A partir de estos resultados se ha propuesto un modelo en el que la proteina
Cth2 entraria al nucleo, donde se produciria la unién a los mRNAs diana de forma
cotranscripcional. A continuacién, Cth2 unido al mRNA se exportaria al citoplasma,
a través de la maquinaria de exportacion de mRNAs, donde se reclutaria la
maquinaria de deccaping y desadenilacion de mRNA. Finalmente, la exonucleasa
Xrn1 produciria la degradaciéon del mRNA en sentido 5'>3" (Martinez-Pastor et al.,

2013).

- Regulacidn de los niveles de Cth2:

Regulacion postranscripcional:

Estudios previos han mostrado como la sobreexpresion de la proteina Cth2
resulta téxica para la célula (Pedro-Segura et al., 2008). Por este motivo, las células

han desarrollado diferentes mecanismos que regulan los niveles de Cth2. Por un
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lado, se ha identificado un mecanismo postranscripcional por el que se regulan los
niveles de mensajero CTH1y CTHZ a través de AREs presentes en la region 3'UTR
de ambos mRNAs (Ciais et al., 2008; Martinez-Pastor et al.,, 2013). El modelo
propone que durante la progresion de la deficiencia de hierro ocurre una regulacion
cruzada entre Cthl y Cth2 que facilita los cambios en sus perfiles de expresion. A
medida que los niveles de proteina Cth2 aumentan, se acelera la degradacién del
mRNA CTH], restringiendo la expresion de Cth1 a las primeras etapas de limitaciéon
de hierro, y quedando Cth2 como regulador principal durante la deficiencia de
hierro mas severa. Ademas, durante la deficiencia de hierro la proteina Cth2 limita
su propia expresidn, induciendo la degradaciéon de su mRNA y evitando que se
acumule y resulte perjudicial para las células. Este mecanismo, ademas de impedir
un aumento excesivo de los niveles de Cth2, permite que la proteina Cth2
desaparezca rapidamente si se produce un aumento en la disponibilidad de hierro
facilitando la adaptacién a este nuevo medio. Por otro lado, recientemente se ha
demostrado que la autorregulacion de Cth2 también se da a nivel traduccional. Al
igual que ocurre con sus mRNA diana, Cth2 es capaz de inhibir su propia traduccién
a través de las AREs de su mRNA (Ramos-Alonso et al.,, 2018). La mutacion de las
secuencias AREs del mRNA CTHZresulta toxica para las células, ya que se impide su
autorregulaciéon a ambos niveles y esto conlleva una acumulacién de la proteina

Cth2 (Martinez-Pastor et al,, 2013).

Regulacién postraduccional:

Estudios globales sugieren la interaccién de Cth2 con la proteina Grrl,
implicada en la ubicuitinacion y degradacion de proteinas, que forma parte del
complejo SCFGr1 E3 ubicuitin ligasa (Mark et al., 2014). EI complejo esta formado
por la culina Cdc53, que actiia de andamio, y las proteinas adaptadoras Rbx1, que
interacciona con la E2 del mecanismo de ubicuitinacion, y Skp1 que une a Grrl. Grrl
es una F-box y se encarga del reconocimiento especifico de sustratos previamente
fosforilados, a través de un dominio de rico en leucinas. La interaccion entre Grrl y
la proteina Skp1 del complejo se da a través de su dominio F-box, cuya delecion

impide la formacién del complejo, pero no la interacciéon de Grrl con sus sustratos
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(Hsiung et al., 2001). Este mecanismo de degradacién de proteinas podria ser

utilizado por las células para mantener los niveles adecuados de proteina Cth2.

En mamiferos ya se ha descrito la participacion de los complejos E3 ubicuitin
ligasa en la homeostasis de hierro. En este caso, el sistema IRE-IRP desempefia un
papel muy importante en la homeostasis celular de hierro. IRP1 e IRP2 son proteinas
de unién a RNA, que se unen a elementos de respuesta a hierro o IREs (/ron
Response Elements) de sus mRNAs dianas. De esta manera, las IRPs modulan la
estabilidad o la eficiencia de traduccion de transcritos implicados en el metabolismo
del hierro (Ruiz et al., 2013; Muckenthaler et al., 2017). En condiciones de
suficiencia de hierro, la proteina FBLX5 promueve la degradacion de IRP2. FBLXS5 es
la F-box encargada del reconocimiento de sustratos dentro del complejo E3
ubicuitin ligasa SCFFBLX5, E] complejo estd compuesto por la proteina CUL1 que actia
como andamio y las proteinas adaptadoras RBX1 y SKP1. Al igual que ocurre en
levaduras, SKP1 es la encargada de anclar a FBLX5 al complejo (Jin et al., 2004). Al
igual que Grr1, FBLX5 posee un dominio rico en leucinas con el que interacciona con
sus sustratos fosforilados. Ademas, se ha caracterizado en su extremo amino
terminal un dominio hemeritrina (Thompson et al., 2012). A través de este dominio
FBLX5 es capaz de percibir cambios en la concentracion de hierro y oxigeno, que
provocan cambios en la estabilidad de la proteina. En presencia de hierro se
estabiliza la proteina induciendo la degradacion de IRP2; mientras que en ausencia
del metal FBXL5 se desestabiliza favoreciendo la estabilizacion de IRP2 (Ruiz et al,,

2014).

- Procesos regulados por Cth1 y Cth2 en deficiencia de hierro.

En respuesta al déficit de hierro en el medio, Cthl y Cth2 promueven la
desestabilizacién de un gran nimero de mRNAs de manera coordinada. Estos
mRNAs codifican para proteinas implicadas en procesos metabdlicos dependientes
de hierro u otras proteinas que utilizan hierro como cofactor. Algunos de estos

mRNAs codifican para enzimas implicadas en (Puig et al., 2005):

o Ciclo de Krebs o ciclo del acido citrico: aconitasa y succinato deshidrogenasa.
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o Respiracién: algunos complejos de la cadena de transporte electrénico.

o Metabolismo de lipidos: proteinas de la sintesis de ergosterol como Ergll y
Erg5, y la desaturasa de acidos grasos Olel.

o Biosintesis de grupos hemo: la ferroquelatasa Hem15 o la hemoproteina
Cox10.

o Sintesis de centros Fe-S: las enzimas Isal y Nful.

o Metabolismo de aminoacidos: Leul en el caso de la leucina, Gltl para la
sintesis de glutamato.

o Almacenaje de hierro en la vacuola: Ccc1, importador vacuolar de hierro.

o Sintesis de dNTPs: degrada el mensajero de la proteina Wtm1 que mantiene
anclada al nucleo la subunidad pequefia de la ribonucleétido reductasa,
favoreciendo su activacién y con ello un aumento de los dNTPs en estas

condiciones.

3. La desaturasa de acidos grasos Olel.
3.1. Regulacion del metabolismo de lipidos.

Saccharomyces cerevisiae ha sido utilizada como modelo para estudiar la
regulaciéon del metabolismo de lipidos en células eucariotas. Muchas enzimas y
regulaciones de las rutas del metabolismo de lipidos se han conservado desde
levaduras hasta humanos, y tienen un importante papel en la constituciéon de las
membranas celulares. Las membranas biolégicas son estructuras dindmicas
formadas por proteinas asociadas a la bicapa lipidica. Su composicién varia entre
diferentes organismos, tipos celulares y organulos; y determina sus diferentes
funciones y propiedades. La permeabilidad y fluidez de membranas, dependen en
gran medida de la composicién y proporcion de acidos grasos saturados (SFAs) e

insaturados (UFAs) y el nivel de esteroles.

La disminucion de acidos grasos monoinsaturados, que constituyen el 70%

del total de acidos grasos, causa estrés en la bicapa lipidica. Este estrés provoca la
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activacion de la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR, “Unfolded Protein
Response”) y cambios en la estructura y morfologia de los organulos, llegando a
producir en ocasiones la muerte celular (Deguil et al.,, 2011; Surma et al,, 2013). Por
otra parte, la sobreproduccion de acidos grasos insaturados también provoca dafios
en las células, llegando a causar necrosis (Ballweg et al.,2016). En humanos, la falta
de regulacion del metabolismo lipidico se ha asociado a diferentes enfermedades
neuroldgicas como la esquizofrenia, el Parkinson o el Alzheimer y otras patologias

como la obesidad o la diabetes (Adibhatla et al., 2007; Stordeur et al., 2014).

En condiciones de deficiencia de hierro, S. cerevisiae presenta una
disminucién de la biosintesis de ergosterol y esfingolipidos, debido a la
participacion de enzimas dependientes de hierro en ambas rutas (Shakoury-Elizeh
et al.,, 2010). En el caso de la sintesis de acidos grasos insaturados, se ha observado
un aumento en la expresion de OLE1 que codifica para la enzima responsable de la
desaturacién de los acidos grasos y que utiliza el hierro como cofactor (Vasconcelles

etal., 2001; Puig et al,, 2005; Shakoury-Elizeh et al., 2010).

3.2. Estructura y funcién de Ole1l:

El gen OLE1 de S. cerevisiae codifica para la desaturasa A9 de acidos grasos
cuya funcioén es esencial para la sintesis de novo de acidos grasos insaturados. Olel
es una enzima de 53 kDa asociada a la membrana del reticulo endopldsmico. Se trata
de una proteina dependiente de hierro y oxigeno, ya que posee un grupo oxo-
dihierro (Fe-O-Fe) en su centro catalitico, y esta formada por un dominio desaturasa
amino-terminal fusionado a un dominio citocromo b5 que también posee hierro
(Martin et al,, 2007). Esta enzima cataliza la introduccion de dobles enlaces entre
los carbonos 9 y 10 de los acidos grasos monoinsaturados, palmitoil-CoA (16:0) y
estearoil-CoA (18:0), dando lugar a los acidos grasos insaturados, acidos
palmitoleico (16:1) y oleico (18:1), respectivamente (Stukey et al.,, 1990). A pesar
de que solo pueden sintetizar acidos grasos monoinsaturados, estas levaduras son
capaces de captar acidos grasos poliinsaturados del medio e incorporarlos a sus

membranas lipidicas (Martin et al., 2007). La proporcién de acidos grasos saturados
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e insaturados es un factor determinante para el empaquetamiento de lipidos que
afecta a la fluidez de membranas. Por este motivo la falta de OLE? causa letalidad
tras varias divisiones celulares, pero puede rescatarse afadiendo acidos grasos

insaturados al medio (Zhang et al., 1999).

3.3. Regulacion de la expresion de OLET:

Los niveles de expresion de OLE1 estan regulados en respuesta a gran
variedad de estimulos como cambios en la fuente de carbono, la temperatura, los
niveles de oxigeno y algunos metales o la presencia de acidos grasos insaturados. En
concreto, se ha descrito un aumento de los niveles de mensajero OLE1 en respuesta
a disminucién en la temperatura, bajada en los niveles de oxigeno o presencia de
agentes quelantes de algunos metales. Por el contrario, la presencia de acidos grasos
insaturados en el medio provoca una represion de la expresion de OLE1 (Kwast et
al.,, 1999; Hoppe et al., 2000; Chellappa et al.,, 2001; Vasconcelles et al., 2001;
Nakagawa et al., 2002).

Estudios centrados en la regulacion de OLE1 en ausencia de oxigeno y acidos
grasos insaturados han permitido identificar elementos cis en la secuencia
promotora del gen OLEI que intervienen en la regulacion de su expresion. El
elemento FAR ( “Fatty Acid Repression”) situado 580 pares de bases aguas arriba (“
upstream”) del codon de inicio de la traduccion es esencial para la represion por
acidos grasos insaturados (Choi et al., 1996). El segundo elemento cis identificado,
LORE (“Low Oxigen Element Response’) se encuentra 200 pares de bases aguas
abajo (“downstream”) del elemento FAR y es esencial para la activacién de la

transcripcion en respuesta a hipoxia (Vasconcelles et al., 2001; Jiang et al., 2001).

La expresion de OLFE1 esta controlada por los factores transcripcionales
Spt23 y Mga2. La delecién de alguno de estos factores transcripcionales no tiene
ningun efecto en la viabilidad de las células en condiciones normales. Sin embargo,
la delecién simultanea de ambos factores causa letalidad y puede rescatarse
afiadiendo acidos grasos insaturados al medio (Zhang et al., 1999). Ambos factores

se sintetizan como precursores inactivos de 120 kDa (p120) que forman
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homodimeros anclados a la membrana del reticulo endopldsmico a través de su
dominio hélice transmembrana (TM) de la regiéon carboxilo terminal. El
procesamiento proteolitico de uno de los miembros del dimero genera un fragmento
de 90 kDa (p90) del extremo amino terminal, que finalmente se libera y se transloca
al nucleo produciendo la activacion de la expresion de OLE1. La activacion de ambos
factores transcripcionales requiere la poliubicuitinacion del precursor p120 por la
E3 ubicuitin ligasa Rsp5, que posibilita el reclutamiento y el procesamiento por el
proteasoma y por el complejo segregasa Cdc48Vfd1/Npl4, De esta forma se produce la
liberacion del péptido p90 que entra al nudcleo y promueve la activacion
transcripcional de OLE1. Mga2 y Spt23 no poseen dominios clasicos de unién a
DNA, esto sugiere que la regulaciéon de la transcripcién ocurre a través de la

remodelacion de la cromatina (Zhang et al. 1997).

Rsp5 es una E3 ubicuitin ligasa de la familia HECT que participa en la
ubicuitinaciéon de proteinas y esta implicada en una gran variedad de funciones
entre las que se incluyen la endocitosis, distribucion de enzimas especificas entre la
mitocondria y el citosol y la herencia mitocondrial (Kaliszewski et al., 2008). Rsp5
es esencial para la supervivencia de las células debido a su papel en la regulaciéon de
la sintesis de acidos grasos insaturados, ya que su letalidad puede rescatarse
parcialmente al suplementar el medio con acidos grasos insaturados (Hoppe et al,,
2000) . La interaccion de Rsp5 con Spt23 y Mga2 provoca la ubicuitinacion y
procesamiento del precursor pl120 mediante el reclutamiento del complejo
segregasa Cdc48Yfd1/Npl4, Este complejo estd formado por la subunidad catalitica
Cdc48 de la familia AAA ATP-asa y los cofactores Ufd1 y Npl4; y forma parte de la
maquinaria general que libera proteinas ubicuitinadas asociadas a la membrana del
reticulo endoplasmico a través del proteasoma (Hitchcock et al, 2001). Este
mecanismo implicado en la regulacién de OLE1 se ha descrito como via OLE (“OLE
pathway”) y guarda muchas similitudes con el sistema de degradacién de proteinas
asociadas al reticulo endoplasmico (ERAD, “ER-associated degradation”) que
elimina proteinas mal plegadas del reticulo a través del proteasoma (Vembar et al.,

2008).
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3.4. Mga2 como sensor de la fluidez de membrana.

MgaZ2 es el factor transcripcional dominante en la regulaciéon de OLE1y actiia
como sensor del empaquetamiento de lipidos de la membrana de reticulo
endoplasmico a través de su dominio hélice transmembrana. El aumento de acidos
grasos saturados en la membrana del reticulo provoca un cambio en la orientacién
rotacional del segmento transmembrana de Mga2. Este cambio rotacional induce la
activacién de Mga2 a través del procesamiento proteolitico descrito previamente
que produce la activacién transcripcional de OLE7 para aumentar la concentraciéon

de &cidos grasos insaturados (Covino et al., 2016).
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Figura I-3. Activacién transcripcional de OLE1 a través de Mga2. El procesamiento de MgaZ2, tras
la ubicuitinacién por Rsp5 y la acciéon del complejo Cdc48Ufd1/Npl4 y e] proteasoma, libera

el fragmento p90 que finalmente entra al ndcleo promoviendo la expresidén de OLE1.
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4. Via de sefnalizacion de nutrientes o ruta TOR.

Laruta TOR ( 7arget Of Rapamycin) o via de sefalizacidn de nutrientes es una
ruta de serina/treonina quinasas altamente conservada desde levaduras a
mamiferos. Esta ruta regula el crecimiento y el metabolismo celular en respuesta a
diferentes estreses ambientales. S. cerevisiaeha jugado un papel muy importante en
la descripcion de las caracteristicas y funciones de la ruta TOR. A diferencia de lo
que ocurre en la mayoria de organismos eucariotas que poseen un Unico gen 70R,
en levaduras se han identificado dos genes, TOR1 y TORZ, que codifican para dos
fosfatidilinositol protein quinasas, Tor1 y Tor2. Estas proteinas forman parte de los
complejos TORC1 y TORCZ, respectivamente. El complejo TORC1 esta formado por
las proteinas Torl, Kogl, Lst8 y Tco89, y es sensible a rapamicina. Su activaciéon
afecta a la sintesis de proteinas, la biogénesis de ribosomas, la transcripcién, el ciclo
celular, la meiosis, la captacién de nutrientes y la autofagia ( Reinke et al., 2004;
Loewith et al., 2011). En ocasiones, la proteina Tor1 del complejo TORC1 puede ser
sustituida por Tor2. El complejo TORC2 contiene la proteina Tor2 asociada con las
proteinas Avol-3, Bit61 y Lst8. A diferencia de TORC1, TORC2 es insensible a
rapamicina y afecta a la organizacion del citoesqueleto de actina durante la
polarizacion celular, la endocitosis y la supervivencia celular. Otra diferencia entre
ambos complejos es que el complejo TORC1 se localiza mayoritariamente asociado
a la membrana de la vacuola mientras que TORC2 se encuentra asociado a la

membrana plasmatica (Berchtod et al., 2009; Loewith et al., 2011).

La actividad de TORC1 se regula en respuesta a diferentes estreses
ambientales. La exposicién a rapamicina o cafeina, estrés salino, o la escasez de
nutrientes como la falta de aminoacidos o de fuentes de carbono en el medio
provocan una inhibicion en la actividad de TORC1. Esta inhibiciéon del complejo
TORC1 provoca una reduccién en la fosforilacién de la quinasa Sch9 y en el complejo
Tap42-PP2A. Sch9 es una proteina de 92 kDa, miembro de la familia de AGC
quinasas. El complejo TORC1 fosforila seis serinas y treoninas presentes en el
extremo carboxilo terminal de Sch9, siendo esta fosforilacién esencial para que se
produzca su activacion (Urban et al.,, 2007). TORC1 también regula el complejo

Tap42-PP2A. Este complejo estd formado por la proteina Tap42 que interactiia con
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las subunidades cataliticas de la fosfatasa de tipo 2A (PP2A), Pph21 y Pph22, y las
fosfatasas Sit4, Pph3 y Ppgl (Di Como et al,, 1996; Yan et al., 2006). La interaccién
de Tap42 con las fosfatasas es un proceso dinamico que estd regulado por la
disponibilidad de nutrientes, siendo la activacién de la ruta TOR la que favorece la
fosforilacion de Tap42 y promueve su interaccion con las fosfatasas (Jiang et al,

1999).

A través de estas dos proteinas el complejo TORC1 permite a las células la
adaptacidon a diferentes estreses ambientales regulando diferentes mecanismos en
la fisiologia de las células que influyen en el crecimiento de las células. Entre ellos se

encuentran:

-Regulacion transcripcional de los genes RPs (Ribosomal protein) y RiBis

(Ribosome biogenesis).

El 50% de la actividad transcripcional de la RNA polimerasa II estd dedicada
a la expresion de genes de proteinas ribosomicas (RPs) y otras proteinas
denominadas RiBis, necesarias para el procesamiento, el ensamblaje, la exportacion
nuclear de las particulas ribosémicas y su maduracion citosdlica. El complejo TORC1
regula la expresion coordinada de estos grupos de genes a través de diferentes
mecanismos. Uno de ellos es la regulacion de los genes RPs a través del sistema
Ith1/Fhl1/Crf1 (Loewith etal,, 2011). Fhl1 se une alaregién promotora de los genes
y ejerce un efecto activador o represor en funcion de la proteina que se le una. En
condiciones normales, cuando la ruta TOR esta activa, Ith1 esta fosforilado y se une
a Fhl1 ejerciendo su funcién como coactivador. Sin embargo, cuando la ruta TOR
estd inactiva se produce la fosforilaciéon de Crfl que se une a Fhll y ejerce su efecto
como corepresor (Kim et al., 2016). Ademas de este sistema, el complejo TORC1 se
une directamente y fosforila el activador transcripcional Sfp1, que se une a los
promotores de los RPs y RiBis regulando su transcripcion. Sfp1 interacciona con la
proteina Mrs6 que es esencial para lalocalizacién nuclear. De esta forma, la ruta TOR
activa favorece la expresion de estos genes en condiciones de crecimiento 6ptimas

(Marion et al., 2004; Lempidinen et al., 2009).
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De la misma forma, TORC1 también regula la expresiéon de ambos grupos de
genes a través de la quinasa Sch9 (Huber et al., 2009). Los promotores de los genes
RiBis poseen elementos PAC (Polymerase A and C) y RRPE (rRNA processing
element). Las proteinas Dot6 y Tod6 se unen a los elementos PAC mientras que Stb3
reconoce los elementos RRPE, y actiian como represores transcripcionales (Hughes
et al., 2000; Liko et al., 2007). Stb3 también se une a secuencias ricas en T presentes
en los promotores de los genes RPs. La quinasa Sch9 fosforila estas tres proteinas
en condiciones dptimas de crecimiento (Huber et al., 2011). En cambio, la falta de
nutrientes provoca la inactivacién de TORC1 y la consecuente inactivacién de Sch9,
impidiéndose la fosforilaciéon de los represores y permitiendo su unién a las
regiones promotoras de los genes. De esta forma se produce el reclutamiento del
complejo desacetilador de histonas RPD3L y se reprime la transcripcién de los

genes (Rohde et al,, 2003; Humphrey et al., 2004).

Los ribosomas estan formados por las proteinas ribosémicas asociadas a los
rRNAs transcritos por las RNA polimerasas [ y IIl. La produccién de todas estas
proteinas implicadas en la formacion de los complejos ribosémicos conlleva un
gasto energético muy alto para las células, por lo que las células también regulan la
actividad de las RNA polimerasas I y IIl de manera coordinada en respuesta a las
condiciones ambientales a través la ruta TOR. De esta forma se limita el gasto

energético en condiciones de crecimiento desfavorable para las células.

-Regulacion de la RNA polimerasa I.

En S. cerevisiae el rDNA estd formado por unas 150 copias situadas en
tdndem en el cromosoma XII. Cada repeticiéon estd compuesta por un rDNA 355, que
es transcrito como un rRNA 35S policistronico por la RNA polimerasa I, a partir del
cual se originan los 18S, 5.8S y 25S, un rDNA 5Stranscrito por la RNA polimerasa III
y dos regiones intergénicas no transcritas. Alrededor del 60% de la transcripcion
total de las células se atribuye a la actividad de la RNA polimerasa 1. Entre los
diferentes factores requeridos para el inicio de la transcripcién de la RNA

polimerasa I se encuentra la proteina Rrn3 que actia como proteina activadora tras
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su uniéon a una de las subunidades de la polimerasa. La formacién de este complejo
Rrn3-polimerasa I es un paso crucial parala regulacion de la transcripcion del rRNA.
Se ha descrito como la inactivacidn de la ruta TOR promueve la degradacion de Rrn3
a través del proteasoma favoreciendo la disminucién de los complejos Rrn3-
polimerasa [ y permitiendo la asociacion de homodimeros inactivos de la polimerasa
[ (Philippi et al., 2010; Torreira et al., 2017). Estudios recientes han mostrado
evidencias de la unién del complejo Ccr4-Not al rDNA y a la propia polimerasa I; y
como este complejo se requiere para la regulacién de la transcripcion de la

polimerasa I a través de la ruta TOR ((Laribee et al., 2015).

-Regulacion de la RNA polimerasa I1I.

Los tRNAs son moléculas que participan en la traduccién y se transcriben por
la RNA polimerasa IlI, al igual que el rRNA 58. En S. cerevisiae se ha identificado
Mafl como el principal represor de la RNA polimerasa III tras su unién a la
subunidad grande de la polimerasa (Pluta et al, 2001). La actividad de Mafl
depende de su estado de fosforilacion. En condiciones de crecimiento favorables,
cuando la ruta TOR esta activa, Mafl se fosforila por las quinasas Sch9 y PKA
favoreciendo su inactivacion y su exportacion al citoplasma al través de Msn5 (Moir
et al., 2006; Huber et al., 2009; Graczyk et al., 2018). Por otra parte, la fosforilaciéon
por la casein quinasa 2 también contribuye a la inactivaciéon de Maf1l, inhibiendo su
asociacién a la RNA polimerasa III (Graczyk et al., 2011). En condiciones de estrés,
Maf1l se desfosforila por el complejo fosfatasa PP4 favoreciendo su localizacién

nuclear y la represion de la RNA polimerasa III (Oler et al., 2012).

-Regulacion de la sintesis de proteinas.

Los mecanismos de regulacion descritos hasta el momento tienen un efecto
en la traduccién global de las células. De esta forma, condiciones de crecimiento
Optimas favorecen un estado traduccional activo en las células. Sin embargo, cuando

las condiciones de crecimiento son desfavorables la inactivacién de la ruta TOR
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promueve una bajada en la traduccién de las células que implica una reducciéon en
su tasa de crecimiento. Se ha descrito como la presencia de rapamicina o la falta de
aminodacidos en el medio produce la fosforilacidn del factor de inicio de la traduccién
elF2a a través de la quinasa Gen2, provocando una parada de la traduccion. En
condiciones 6ptimas de crecimiento el factor elF2a esta unido a GTP iniciando la
formacién del complejo ternario (CT), constituido por eI[F2a-GTP y el metionil-tRNA
iniciador (elF2a-GTP-Met-tRNAi). Tras formarse el complejo ternario se une la
subunidad 40S del ribosoma formando el complejo de preiniciacién que reconoce el
coddn de inicio de AUG (Jackson et al.,, 2010). Una vez el complejo encuentra dicho
codon, el GTP unido al complejo se hidroliza a GDP, liberandose asi eIF2-GDP, y se
recluta la subunidad ribosémica 60S formandose el complejo de iniciacion 80S
responsable de la sintesis de proteinas. En condiciones de ayuno de aminoacidos se
produce la activacién de la quinasa Gen2 debido a la unién de tRNAs no cargados,
Gen2 activo fosforila el factor elF2a (Dong et al, 2000; Dever, 2002). Esta
fosforilacion reduce la formacion del complejo ternario causando una parada en la

traduccion global.

Al contrario de lo que ocurre con la traduccion global de las células, la falta
de aminoacidos aumenta selectivamente la traducciéon de Gcn4p, un factor de
transcripcion de la familia bZ/P (Basic Leucine-Zipper) que activa la expresion de
genes relacionados con la biosintesis de aminoacidos (Natarajan et al., 2001). El
mRNA de GCN4se caracteriza por tener 4 uORFs (Upstream Open Reading Frames)
en el extremo 5" no traducible. La primera uORF se traduce de forma eficiente en
cualquier condicion, tras esto la subunidad 40S del ribosoma permanece unida al
mRNA y continda escaneando. En condiciones normales, debido a los altos niveles
de complejos TC, los ribosomas son capaces de unir de nuevo a un TC y reiniciar la
traduccion del resto de uORFs. Tras esto, se produce el reciclado de los ribosomas y
su disociacion del mRNA evitando que se alcance la ORF principal y se traduzca
GCN4. Sin embargo, en condiciones de ayuno la fosforilacién de elF2a disminuye la
cantidad de TC, esto permite que la subunidad 40S recorra el mRNA desde la

primera uORF sin encontrar un TC. De esta forma se facilita que alguna de las
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subunidades sea capaz de alcanzar el coddén de inicio AUG y unirse entonces a un TC

induciendo asi la traducciéon de GCN4 de manera selectiva (Conrad et al., 2014).

-Regulacion de la fosforilacion de Rpsé6.

Rps6 es una proteina ribosémica altamente conservada desde levaduras a
mamiferos. En levaduras, esta proteina presenta dos sitios de fosforilacion
Ser232/Ser233 en su region carboxilo-terminal que estan conservadas en
mamiferos, correspondiendo en este caso a las Ser235/Ser236. Se ha descrito como
la presencia de nutrientes en el medio favorece la fosforilacion de Rps6 en estas
serinas de manera dependiente del complejo TORC1 y a través de la quinasa Ypk3
(Gonzalez et al., 2015). A pesar de que en humanos la fosforilacién de esta proteina
promueve la transcripcion de genes de la biogénesis de ribosomas, en levaduras no

se ha caracterizado su funcion.

-Regulacion de la ruta retrégrada mitocondrial (RTG).

La ruta retrograda es la via encargada de la conexion entre el nucleo y la
mitocondria, ya que la expresion nuclear debe regularse en funciéon de la
funcionalidad mitocondrial. Su regulaciéon estd ligada al envejecimiento, al
mantenimiento del DNA mitocondrial, la sefializacién por la ruta TOR y la
sefializacion de nutrientes. Esta ruta tiene un papel crucial en la remodelacién del
metabolismo, provocando que los genes CIT1, ACO1, IDH1 y IDHZ, que en
condiciones normales estan regulados por el factor Hap1, pasen a estar regulados
por el complejo Rtgl/Rtg3 en células deficientes en respiracién, y activen su
transcripcion (Liu et al., 1999). Ademas de este grupo de genes implicados en la
biosintesis de a-cetoglutarato dentro del ciclo de Krebs, también se ha descrito la
activacion de C/72Z, que participa en el ciclo del glioxilato y DLD3, que codifica para
una D-lactato deshidrogenasa (figura I-4). Esta remodelacion metabdlica favorece

la presencia de a-cetoglutarato para la sintesis de glutamato que actiia como
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precursor de otros aminoacidos y de bases nitrogenadas (Butow et al., 2004; Liu et

al, 2006).
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Figura I-4. Regulacion metabdlica mediada a través de la induccién de la ruta retrégrada

cuando las células no respiran de forma eficiente.

La activacion de esta ruta esta mediada por los activadores transcripcionales
Rtgl y Rtg3, dos factores del tipo bHLH-Zip (basic helix-loop-helix-leucine zipper),
que forman un heterodimero y entran al nucleo donde se unen a secuencias GTCAC
conocidas como R Boxen los genes diana. En condiciones normales, cuando la ruta
RTG esta inactiva, Rtg3 esta hiperfosforilado y se mantiene en el citoplasma unido a
Rtgl. Por el contrario, la activacién de la ruta conlleva la desfosforilacion parcial de
Rtg3 y su entrada al ntcleo junto a Rtgl ejerciendo su funcién transcripcional. La
entrada al nucleo de estos factores requiere de la proteina Rtg2, que interacciona de
forma dindmica con la proteina Mks1, uno de los inhibidores de la via RTG (Liu et
al,, 2003) (figura I1-5). Cuando la via esta inactiva, Mks1 esta unido a las proteinas
Bmh1/2 evitando la activacion de Rtgl/3. El paso critico en la activacion de la ruta
requiere la interaccion entre Rtg2 y Mks1. Pese a desconocerse cual es la sefial que
media esta interaccion, se ha propuesto que podria ser la bajada de las

concentraciones fisiologicas de ATP, lo que favorece esta unién (Zhang et al., 2013).
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Otro mecanismo implicado en la activacién de la ruta es la degradacién de Mks1 por
el complejo ubicuitin ligasa SCF6r1, impidiendo asi su funcion inhibitoria (Liu et al.,

2002; Liu etal,, 2005).
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Figura I-5. Activacién transcripcional de la ruta retrégrada mitocondrial.

La regulacion de la respuesta retrograda a través de la ruta TOR ocurre a
través de la proteina Lst8, que forma parte del complejo TORC1. Esta regulacién
tiene lugar a dos niveles, uno a nivel de la percepcién de los niveles de glutamato y
el segundo en la activacion de Rtgl/3 por Rtg2 (Liu et al,, 2001). Ademas, se ha
identificado la interaccion entre Mksl y el complejo TORC1 como reguladores
negativos de la ruta, ya que parece que el complejo Mks1-TORC1 podrian fosforilar

a Rtg3 directamente inactivandolo (Breitkreutz et al., 2010).

-Regulacion de la respuesta a estrés:

El crecimiento de las células en presencia de condiciones de estrés conlleva
la activacién de la respuesta general de estrés o ESR (“Environmental Stress
Response”) (Gasch et al. 2000). En ella, ademas de producirse la represion de genes
implicados en el metabolismo del RNA, la traduccién o la biosintesis de nucle6tidos
que estan relacionados con el crecimiento de las células, se produce la induccién de
unos 300 genes. Estos codifican para proteinas implicadas en procesos de

proteolisis, plegamiento de proteinas, metabolismo de carbohidratos, proteinas que
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participan en reacciones redox para evitar la generacion de especies reactivas de
oxigeno, u otras que participan en la sefializacion intracelular. La ruta TOR participa
en la regulacion de esta ruta a través de la quinasa Sch9, y probablemente también
por el complejo Tap42-PPasa. Los principales factores implicados en la activaciéon
de estos genes son las proteinas Msn2/4 a través de su unién a las secuencias
promotoras STREs (“Stress Response Elements”)(Martinez-Pastor et al., 1996). Los
factores transcripcionales Gis1 y Hsf1l, también participan en la activacién de esta

respuesta a estrés (Loewith et al., 2011).

[ TORC1/TORC2 ]

N

[ Gcn2 ] [ Rtg2 ]

(Msn2/4) [ eIfea] | ngu&

| |

Genes RiBi RNA pol T RNA pol III Traduccidn
Genes RP (rRNA) (tRNA)

Figura I-6. Mecanismos regulados por la ruta TOR en condiciones de éptimas de nutrientes.
En verde se muestran las proteinas que tienen un efecto positivo en la regulacién y en rojo
las proteinas con funcién represora.
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Objetivos

La finalidad principal de este trabajo es identificar y caracterizar nuevos
mecanismos que participen en la respuesta a deficiencia de hierro en la levadura

Saccharomyces cerevisiae. Para ello se han desarrollado los siguientes objetivos:

1. Caracterizar la respuesta transcripcional global de las células durante el
transcurso de la deficiencia de hierro mediante la técnica Genomic Run On

(GRO).
2. Establecer grupos de genes con un perfil similar de expresién que permitan
identificar y caracterizar nuevos procesos regulados de forma coordinada en

respuesta a la baja disponibilidad de hierro.

3. Caracterizar la regulacion de la via de sefializacidn por nutrientes o ruta TOR

en respuesta a la falta de hierro.

4. Estudiar la regulacién transcripcional de la desaturasa de acidos grasos Olel

y su importancia en la adaptacién a condiciones de déficit de hierro.

5. Estudiar el mecanismo molecular que regula por fosforilacién a la proteina

Cth2 en condiciones de deficiencia de hierro.
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1. Técnicas microbioldgicas:

1.1 Listado de cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas.

Materiales y métodos

Cepa Genotipo Procedencia
W303a protétrofa HTLU-2832-1B HiS3, TRP1, LEU2, URA3, ADE2, canl Lab. Fred Cross
publA SPY382 publ::KanMX Este trabajo
BY4741 MATa, his3D1, leu2D0, met15D0, ura3D0 Research Genetics
rpd34 rpd3::KanMX6 Este laboratorio
dot6Atod6A dot6::KanMX4 tod6::his3MX6 Este trabajo
sth34 sth3::KanMX4 Research Genetics
Sch9-HA ACY359: Sch9-HA (TRP1) Lab. Andrew Capaldi
Dot6-HA ACY322: Dot6-HA (Kan) Lab. Andrew Capaldi
Lab. Joachim
Rrp12-GFP BY4741 RRP12-GFP-HiS3MX6
Griesenbeck
Rrn3-GFP 0CG0150 Lab. Olga Calvo
MW671 (alfa); ade2-101, ade2-101, lys2-801, leu2-deltal,
HA-RPC160 his3delta200, ura3-52, trp1-delta63, rpc160-1::HIS3, Lab. Francisco Navarro
pC160-240[TRP1 HA-RPC160]
rtg1A rtg1::KanMX4 Research Genetics
rtg2A rtg2::KanMXx4 Research Genetics
rtg34 rtg3::KanMXx4 Research Genetics
spt234 spt23:KanMX Research Genetics
mga2A mga2::KanMX Research Genetics
fet3Afet4A fet3::KanMX, fet4::His3MX6 Este laboratorio
W303a MATa, ade2-1, trp1-1, leu2-3,112, his3-11,15, ura3, canl- Lab. Seiko Ishida
100
aftlAaft2A MML1088: W303-1A aftldelta’ aft2::KanMX4 Lab. Enrique Herrero
WT (FY23) PSY580(FY23): MATa ura3-52 leu2D1 trp1D63 Lab. Pam Silver
npl4-1 PSY2340: MATa ura3-52, leu2D1, trp1D63, npl4-1 Lab. Pam Silver
ufd1-1 PSY3074:his4-519, ura3-52, ade1-100, leu2-3,112 ufd1-1 Lab. Pam Silver
Y0002: his3-D200, leu2-3,2-112, lys2-801, trp1-1(am),
WT (YWO01) Lab. Florian Paasch

ura3-52

39



Materiales y métodos

rsp5-1 Y0356: YWO1 rsp5::HIS3; ura3-52::RSP5::URA3 Lab. Florian Paasch
wT YWO 0607: MATa ura3 leu2-3,112 his3-11,15 CanS Gal+ Lab. Dieter H. Wolf
YWO 0608: MATa prel-1 ura3 leu2-3,112 his3-11,15 .
prel-1 Lab. Dieter H. Wolf
CanS Gal+
cth2A tis11::KanMX4 Research Genetics
cth1Acth24 cth1::KanMX4, cth2::HisMX6 #14

Y80(w303 1a; MATa, can 1-100, ade2-1, his3-11;-15, leu2-3,-112, trp1-1,

Lab. Elledge
WT) ura3-1

skp1-11 Y552 Lab. Elledge

DKY219 RBX1::HIS3 his3D200 canR cyhR ura3 leu2 trp1
rbx1-1 Lab. Elledge
lys2 MAT a CEN TRP1 rbx1-1

wT MATalpha his3D1 ura3D0 leu2DO0 lys2D0 Lab. D. Toczyski

yJD45-1: MATa his3D1 ura3D0 leu2D0 lys2D0 grr1::NLS- .

grriA Lab. D. Toczyski

mRFP-LEU2
yJD54-1: MATalpha his3D1 ura3D0 leu2D0 lys2D0 )
grrlArgtiA Lab. D. Toczyski
rgtl:KanMX grr1::NLS-mRFP-LEUZ2
rgtiA rgtl::KanMX4 Research Genetics

cth24 SPY779 cth2::hphB Este trabajo
grrlActh2A y]D45-1 cth2::hphB Este trabajo
grr1ArgtlActh2A yJD53-1 cth2::hphB Este trabajo
rgtlActh2A SPY786 cth2::hphB Este trabajo
hrr254 MATa hrr25::KanMX4 Este trabajo
hrr25Acth2A MATa hrr25::KanMX4 cth2::HisMX6 Este trabajo

1.2. Condiciones de crecimiento en Saccharomyces cerevisiae.

o

Crecimiento en medio liquido:

- YPD: medio rico compuesto por extracto de levadura al 1% (p/v), peptona
bacteriolégica al 2% (p/v) y glucosa al 2% (p/v).

- SC: medio sintético completo compuesto por Yeast Nitrogen Base sin
aminodcidos y sin sulfato aménico (Difco) 0.17% (p/v), (NH4)2S04 0.5%

(p/v), glucosa 2% (p/v) y mezcla de requerimientos preparada
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(Formedium) 0.2% (p/v). Para mantener la selecciéon de levaduras
transformadas con pladsmidos con seleccién nutricional se utilizé SC sin
alguno de los requerimientos. En algunos casos la fuente de carbono ha sido

modificada por galactosa 2% (p/v) y/o rafinosa 2%.

Para llevar a cabo los experimentos de este trabajo en medio liquido,
se seleccionaron colonias independientes para su crecimiento durante toda
la noche hasta alcanzar el estado estacionario. Posteriormente las células
fueron reinoculadas a una DOeoo entre 0.1-0.2 e incubadas durante 3-9 horas
a 302C en un agitador orbital a 190 rpm en algunas de las siguientes

condiciones de cultivo:

-Condiciones de suficiencia de hierro (+Fe): células reinoculadas en medio

SC.

-Condiciones de deficiencia de hierro (-Fe): células reinoculadas en medio SC

suplementado con 100 uM de sulfato de bazofenantrolina (BPS, Sigma).

-Condiciones de hipoxia: células reinoculadas en SC sometidas a bombeo de

nitrogeno durante 5 horas a una presion constante.

-Condiciones de baja temperatura: células reinoculadas en SC a 102C durante

una hora.

-Condiciones de presencia de Acido linoleico (18:2): células reinoculadas en

medio SC suplementado con 1 mM de &cido linoleico estabilizado en Tergitol
Nonidet P40 (Sigma) al 1%.

-Condiciones de crecimiento para mutantes termosensibles: células

reinoculadas a temperatura restrictiva (372C) durante al menos 3 horas, tras
las cuales se someten a condiciones de suficiencia y deficiencia de hierro
manteniendo la temperatura restrictiva.

-Condiciones de crecimiento en presencia de rapamicina: células

reinoculadas en medio SC hasta alcanzar la fase exponencial, momento en el
que se afadié la Rapamicina (Sigma) a una concentracion final de 1 pg/pL

durante 15 minutos.

41



Materiales y métodos

o Crecimiento en medio sélido:
El medio sélido se obtuvo afiadiendo agar bacteriolégico al 1.5% (p/v)
a los medios descritos previamente. Para seleccionar transformantes con
marcadores de auxotrofia se utilizé medio SC sin algin requerimiento. Para
la seleccién con marcadores de resistencia a antibiotico se utilizé Geneticina

(G418, Gibco) a una concentracion final de 200 pg/mL.

Los ensayos de crecimiento en placa se llevaron a cabo a partir de
cultivos de levadura crecidos durante toda la noche en medio SC y
reinoculadas al dia siguiente hasta alcanzar la fase exponencial. Tras igualar
la DOsoo de los cultivos a 0.1 se hicieron diluciones seriadas (1:10, 1:100) y

se realizaron las gotas con el replicate plateren placas de:

-Condiciones de suficiencia de hierro: SC, YPD.

-En presencia de galactosa y/o rafinosa: la glucosa del medio se
sustituy6 por 2% galactosa y/o 2% rafinosa.

-Condiciones respiratorias (YPGE): la glucosa se sustituyé por 3%
glicerol y 2% etanol.

-Condiciones de deficiencia de hierro: en presencia de ferrocina (3-(2-
piridil)-5,6 bis (4-acido fenol sulfénico)-1,2,4-triacina, Sigma) a
concentraciones entre 300-800 puM.

-Condiciones de presencia de acidos grasos: los acidos grasos,
linoleico y oleico se afadieron a una concentracion final de 1 mM

estabilizados en Tergitol Nonidet p40 (Sigma) al 1%.

1.3. Transformacion de Saccharomyces cerevisiae.

Para la transformacion de levaduras se utilizé el protocolo de acetato de litio,
en el que las células son incubadas en presencia de acetato de litio, polietilenglicol,
DNA “carrier’ y el plasmido o “cassette”de interés y sometidas a un choque térmico

de 422C durante 20 minutos. Si la seleccion de transformantes requiere presencia
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de antibidticos, las células fueron incubadas YPD durante dos horas en agitacidon tras
el choque térmico. Posteriormente, las células se sembraron en los diferentes

medios de seleccidn y se incubaron a 302C durante 2 o 3 dias.

1.4. Determinacion del nimero de células y volumen celular.

Para determinar el volumen celular se utilizé el contador celular COULTER
COUNTER® Z™ Series. Las muestras se diluyeron previamente en agua destilada
estéril en funcion de la DOsoo y se afiadieron a 10 mL de isotén en los recipientes

adaptados para el contador celular. Las muestras se sonicaron antes de medir.

1.5. Condiciones de crecimiento en Escherichia coll.

Células competentes de la cepa de E. coli (F- mrcA A(mrr-hsdRMSmciBC)
®80/acZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU gaK rpsL (StrR) endA1l
nupG) (One Shot® TOP10 Competent Cells, Invitrogen). Las bacterias se crecieron

a 372C en agitacion durante toda la noche.

o Crecimiento en medio liquido: medio Luria Bertani (LB: extracto de levadura
0.5% (p/v), triptona 1% (p/v), NaCl 1% (p/v)) suplementado con ampicilina
a una concentracion final de 50 pg/mL para mantener bacterias con
plasmidos que confieren la resistencia al antibidtico.

o Crecimiento en medio sélido: el medio sélido se obtuvo afiadiendo un 1,5 %
(p/v) de agar bacteriolégico al medio liquido y ampicilina a una

concentracion final de 50 ug/mL.

1.6. Transformacioén de Escherichia coll.

Células competentes de la cepa de E. coli (#- mrcA A(mrr-hsdRMSmcrBC)
®80/acZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 gall gaK rpsL (StrR) endA1l
nupG) (One Shot® TOP10 Competent Cells, Invitrogen) fueron utilizadas como
vehiculo de propagacién y aislamiento de plasmidos. Su transformacién se llevé a

cabo segun las instrucciones del fabricante.
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2. Técnicas de biologia molecular:
2.1 Técnicas moleculares para el estudio y manipulacion del DNA.
2.1.1. Obtencion de DNA gendmico.

El DNA gen6mico se obtuvo a partir de un cultivo en YPD crecido a 30°C
durante toda la noche. Tras recoger las células por centrifugacion se resuspendieron
en 200 uL de tampodn de lisis para DNA (Triton X-100 2% (v/v), SDS 1% (v/v), NaCl
100 mM, Tris-HCl 10 mM pH 8) y se transfirieron a un tubo de rosca con 200 pl de
fenol a pH 8 y un volumen de perlas de vidrio. Se rompieron las células mediante
agitacion vigorosa utilizando Millmix 20 bead beater ( Tehtnica) durante 3 pulsos de
1 minuto. Se afiadieron 200 pL de TE 1x (Tris-HCl 10 mM pH 8, EDTA 1 mM) y se
centrifugaron las muestras a 12000 rpm durante 5 minutos. El sobrenadante se
transfirié a un nuevo tubo y se adicion6 1 mL de etanol al 96% (v/v). Se precipit6 el
DNA congelando las muestras a -202C durante al menos 30 minutos. Se
centrifugaron las muestras de nuevo durante 5 minutos a 12000 rpm y tras eliminar
el sobrenadante se resuspendié el pellet en 400 pl de TE 1X. Para eliminar el RNA
de las muestras se afiadieron 30 pL de RNasa A (1 mg/mL) y se incubaron a 37 ¢C
durante 15 minutos. Se afiadieron 5.5 pL de acetato de amonio 4 My 1 mL de etanol
96% y se centrifugaron las muestras a 12000 rpm durante 5 minutos para precipitar

el DNA que se resuspendié en 100 pL de TE 1X.

2.1.2. Obtencién de DNA plasmidico.

Para obtener el DNA plasmidico de Escherichia Colise utiliz6 el kit de

extraccion de plasmidos GenElute™HP Plasmid-Miniprep (Sigma).

2.1.3. Reaccidn en cadena de la polimerasa.

Para la amplificacién de fragmentos de DNA a partir de un DNA molde
genomico o plasmidico se utilizaron diferentes DNA polimerasas en funcién de la

necesidad de la actividad de correccién de errores: Biotag (Bioline) sin actividad
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exonucleasa 325" 'y Expand High Fidelity (Roche), Phusion Polymerase
(Finnzymes) con actividad exonucleasa 3°>5’. La mezcla oligonucleodtidos
complementarias a la secuencia de DNA molde, dNTPs, soluciones tamponadoras y
el DNA que actiia como molde se realizé segun indicaba en el fabricante para cada

uno de los enzimas.

La reaccion de PCR consta de una fase de desnaturalizacion inicial de 5 min a
959C, seguida de una fase de elongacion en la que el tiempo y el nimero de ciclos
depende del tamafio del fragmento a amplificar y de la enzima DNA polimerasa
utilizada: Expand High Fidelity (Roche), 1 min/kb; Biotaq (Bioline), 1 min/kb;
Phusion Polymerase (Finnzymes), 30 segundos/kb. Las reacciones de PCR se

realizaron en un termociclador Mastercycler personal (Eppendorf).

-Listado de oligonucleétidos 1.

Oligonucleétidos Secuencia en sentido 5-> 3
CTH2-564,65A-F GAAACAAGCAGTGAAATAGCTGCGGCAGTT
CTH2-564,65A-R AACTGCCGCAGCTATTTCACTGCTTGTTTC
CTH2-564,65,68,70A-F ACAAGCAGTGAAATAGCTGCGGCAGTTGCATTCGCTCCACCAAA
CTH2-564,65,68,70A-R TTTGGTGGAGCGAATGCAACTGCCGCAGCTATTTCACTGCTTGT
CTH2-1000F-BamHI+8 aaattcgcGGATCCgcaccgctttctggtcaactgt
CTH2+500R-Xhol+8 aataattcCTCGAGggtggggtggcaaatttcagt
CTH2-568,70A-F TATCTTCGGCAGTTGCATTCGCTCCACCAA
CTH2-568,70A-R TTGGTGGAGCGAATGCAACTGCCGAAGATA
CTH2-5P-568,70-F GCAGTTTCATTCTCTCCACCAAAAAAT
CTH2-5P-568,70A-F GCAGTTGCATTCGCTCCACCAAAAAATACA
CTH2-5P-564,65-R CGAAGATATTTCACTGCTTGTTTCCTGTAT
CTH2-5P-564,65A-R CGCAGCTATTTCACTGCTTGTTTCCTGTATGTTATCCT
PUB1-300F CGTATTTTCACTTCGTACTT
PUB1-210F GGCCGTCTTTCCTTGTCCTT
5P-CTH2-C190R-F CAGTTTGCTCACGGACTCGGC
5P-CTH2-C190R-R TCTCTTACTGCCATAAGGGCAACTTCCTTTTAAAGT
HRR25-pUG-F AAAGAAAAGATATATTTATAGAAAGGATACATTAAAAAGAGCAGCTGAAGCTTCGTACGC
HRR25-pUG-R TATGTTTATTTTTGTGCGTTTTGAGCAATATATGTTGCGCATAGGCCACTAGTGGATCTG
TOD6-F1 GAAAAGAATATATCACTGTTCTTATTGAAGTTCCCTCGCGceggatccccgggttaattaa
TOD6-R1 TTAAACGAATAGTCAAAACAAACTAAATTCGTCTCTTAGCgaattcgagctcgtttaaac
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2.1.4. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

Para separar el DNA se utilizaron geles de agarosa a diferentes
concentraciones, entre 0,8 y 2%, segtn el tamafio de los fragmentos de DNA. Los
geles se prepararon con tampén TAE 1X (Tris base pH 8, acido acético glacial 4 M,
EDTA 1 mM) que también se utilizé como tampon de electroforesis. Para visualizar
los &cidos nucleicos bajo luz ultravioleta se afiadi6 Safe View a los geles de agarosa.
El DNA se resuspendié en tampdn de carga ( Thermo Scientific) y como patréon de
tamafios para estimar el fragmento de los aislados de DNA se utiliz6 1KB Plus DNA

Ladder (Invitrogen).

2.1.5. Construccion de plasmidos.
La construccién de plasmidos se realiz6 siguiendo dos estrategias diferentes:

1. Se amplificé la secuencia de DNA a clonar (inserto) mediante PCR utilizando
oligonucleétidos que introducen sitios de restriccién en los extremos del
fragmento amplificado y que permiten su insercién en el vector
correspondiente. A continuacion, se realizo la digestion del inserto y el vector
con los enzimas de restricciéon correspondientes y se realizé su ligacion
mediante el uso del kit Rapid DNA ligation (Roche) segun las
recomendaciones del fabricante.

2. Mutagénesis dirigida de sitio: se amplifica por PCR el plasmido de interés
mediante el uso de dos oligonucledtidos fosforilados, que poseen la mutacion
deseada, y estan previamente diseflados para que aparezca el plasmido de
nuevo, segin se muestra en el esquema. La circularizacién del plasmido se

realizd con el kit de ligacion anterior.
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Figura M1-1. Esquema de mutagénesis dirigida de sitio a partir del plasmido de interés.

En ambos casos se realizé la transformacion de E£. coli y extrajo el DNA

plasmidico como se ha descrito anteriormente. Posteriormente, se analizaron varios

clones mediante PCR y/o digestion con enzimas de restriccién segin las condiciones

del fabricante. Finalmente, los fragmentos de DNA clonado se secuenciaron para

comprobar la secuencia obtenida.

-Listado de plasmidos.

Plasmido Descripcion Procedencia
P135 pUG6 EUROSCARF
P136 pUG27 EUROSCARF

pSP490 PromACO1-LacZ Este laboratorio
pSP925 pRS316-Gall-OLE1 Lab. Stefan Jentsch
pSP994 pMGAZ Lab. Pam Silver
pSP997 YEp-MGAZ2 Lab. Pam Silver
pSP995 PMGA2-ATM Lab. Pam Silver
pSP1039 PromMGAZ2-lacZ Este trabajo
pSP414 pRS416-Flag2-CTHZ2 Este trabajo
pSP415 pRS416-myc2-CTHZ2 Este trabajo
pSP410 pRS416-CTHZ2 Este trabajo
pSP421 pRS426-CTHZ Este trabajo
pSP427 pRS416-CTH2-C190R Este trabajo
pSP429 pRS416-Flag2-CTH2-C190R Este trabajo
pSP851 pRS416-Flag2-CTH2-564A Este trabajo
pSP852 pRS416-Flag2-CTH2-S65A Este trabajo
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pSP853 pRS416-Flag2-CTH2-564,65A Este trabajo
pSP883 pRS416-Flag2-CTH2-S68A Este trabajo
pSP884 pRS416-Flag2-CTH2-S70A Este trabajo
pSP856 pRS416-Flag2-CTH2-568,70A Este trabajo
pSP892 pRS416-Flag2-CTH2-564,65,68,70A Este trabajo
pSP898 pRS416-Flag2-CTH2-C190R-564,65A Este trabajo
pSP899 pRS416-Flag2--CTH2-C190R-568,70A Este trabajo
pSP879 pRS415-myc2-CTH2 Este trabajo
pSP886 pRS413-myc2-CTH2 Este trabajo
pSP896 pRS413-myc2-CTH2-568,70A Este trabajo
pSP897 pRS413-myc2-CTH2-564,65A Este trabajo
pSP878 pYES2-GrrldeltaFbox-Flag Lab. D. Toczyski
pSP1025 pGAL1-HRR25 Lab. Martha Cyert
pSP1026 pGAL1-HRR25-K38A Lab. Martha Cyert

2.1.6. Construccidén de cepas.

La delecidn de genes se llevo a cabo mediante la amplificacidon de un cassette
de disrupcidon mediante el uso de los oligonucledtidos que se muestran en la tabla
de oligonucledtidos I, utilizando un plasmido que nos permite algin tipo de
seleccion por auxotrofia o resistencia a antibiotico. Una vez obtenido el cassette de
disrupcion para un gen concreto, se realizd la transformacion de levaduras para que
tenga lugar la inserciéon del cassette en el genoma. Las colonias obtenidas tras la
transformacién fueron analizadas por PCR para comprobar la delecién del gen de

interés.

2.1.7. Inmunoprecipitacion de cromatina.

Parallevar a cabo las inmunoprecipitacién de cromatina se recogieron 25 DO
de células por muestra en un volumen de 50 mL de medio. Para realizar el cross-
linking, se anadieron 1.35mL de formaldehido 37% a cada muestra y se
mantuvieron a temperatura ambiente durante 15 minutos mezclandose por

inversion de forma periddica. Se afiadieron 2.5 mL de glicina 2.5 M incubandose
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durante 5 minutos y se centrifugaron las células a 4000 rpm 2 minutos a 4 °C. Se
realizaron 4 lavados de las células con TBS 1X y se congelaron las células con
nitrogeno liquido. Para realizar la lisis celular las células se resuspendieron en 300
uL de tampon de lisis (50 mM HEPES, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100,
0.1 % desoxicolato so6dico, 1 mM PMSF, 1 mM benzamidina e inhibidores de
proteasas Complete) y se transfirieron a un tubo de rosca cénico con el mismo
volumen de perlas de vidrio. Se rompieron las células utilizando el Fas7TPrep con 2
ciclos de agitacion durante 20 segundos. Se adicionaron 150 pL de tampdn de lisis y
el extracto soluble se transfiri6 a un nuevo tubo. Se sonicaron las células en un
sonicador con bafo a 42C durante dos ciclos de 15 minutos y se centrifugaron a
12000 rpm durante 5 minutos a 42C. Se guardaron 10 pL del sobrenadante, que se
tomaron como /NPUT del experimento, y el resto se transfirié a un nuevo tubo que
contenia las perlas magnéticas previamente incubadas con el anticuerpo que
reconocia la proteina a inmunoprecipitar, en nuestro caso se utiliz6 el anticuerpo
monoclonal 8GW16 (Covance), que reconoce la subunidad grande de la RNA
polimerasa II. Se incubaron con rotacidon durante 2 horas a 42 C. Se centrifugaron las
muestras y se elimind el sobrenadante utilizando la gradilla magnética. A partir de
aqui se realizaron los siguientes lavados usando la gradilla magnética: 2 lavados con
1 mL de tampo6n de lisis, 2 lavados con 1 mL de tampon de lisis y 360 mM de NacCl, 2
lavados con 1 mL de tampén de lavado y un lavado con 1 mL de TE 1x.
Posteriormente, se afiadieron 90 puL de tampdn de eluciéon (50 mM Tris pH 8; 10 mM
EDTA pH 8, SDS 1%) y se incubaron las muestras a 65 2C a 600 rpm durante 10
minutos. El sobrenadante se separ6 de las perlas con ayuda de la gradilla magnética
y se transfirié a un nuevo tubo (inmunoprecipitado, IP). Tanto el /NPUT como el IP
se llevaron a aun volumen final de 150 pL con tampo6n de elucion y se incubaron a
65 2C a 600 rpm toda la noche. Para eluir el DNA de las muestras se afiadieron 139.5
uL de TE 1X, 3 pL de glucdégeno (20 mg/mL) y 7.5 pL de Proteinasa K (20 mg/mL) y
se incubaron a 37 2C a 600 rpm durante 90 minutos. Después se purifico el DNA
usando las columnas Gene/ET PCR Purification Kit #K0702 (Fermentas) segun las
instrucciones del fabricante. El analisis del DNA unido a la proteina en cada muestra

se hizo relativo a la cantidad de DNA total en esa misma muestra. La determinacion
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del DNA se llevd a cabo por PCR cuantitativa (RT-qPCR) como se describe

posteriormente.

2.2. Técnicas moleculares para el estudio del RNA.
2.2.1. Obtencion de RNA.

Para extraer el RNA total se recogieron las células por centrifugacion, se
lavaron con agua fria estéril y se congelaron a -802C. Las células se resuspendieron
en 500uL de tampo6n LETS (LiCl 0.1 M, EDTA pH 8.0 10 mM, SDS 0.2 %, Tris-HCl pH
7.4 10 mM) y se pasaron a tubos que contenian perlas de vidrio y 500ul de fenol:
cloroformo (5:1). Se rompieron las células mediante ciclos de agitacion de 30
segundos en frio utilizando Millmix 20 bead beater ( Tehtnica). El sobrenadante se
transfirié6 a otro tubo que contenia 1 volumen de fenol: cloroformo (5:1) y
posteriormente a otro con cloroformo-alcohol isoamilico (25:1). Por ultimo, se
precipito el RNA afiadiendo 2.5 volimenes de etanol 96% frio y 0.1 volumen de LiCl
5M. Se realiz6 una segunda precipitacion afiadiendo 2.5 voliumenes de etanol 96 %
y 0.1 volumen de AcNa 3M. Posteriormente se resuspendio el RNA en agua milliQ
libre de RNasas y se determind su concentracion e integridad utilizando el

NanoDrop y electroforesis en geles de agarosa.

2.2.2. Tratamiento con DNasa.

Para eliminar el DNA de las muestras se trataron 2.5 pg de RNA con el kit

DNase [ RNase-free (Roche) durante 15 minutos a 25 ©C.

2.2.3. Retrotranscripcion de cDNA.

La retrotranscripcion del RNA se llevo a cabo utilizando la Maxima Reverse
Transcriptase (Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Dependiendo de los requerimientos de cada experimento, la retrotranscripcion se

realizé6 mediante “Oligo dT” o “Random primer".
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2.2.4. RT-qPCR

Se realiz6 la RT-qPCR en tiempo real utilizando un aparato LightCycler® 2.0
de Roche y usando como sonda fluorescente SYBR Green Premix Ex Taq kit
(TaKaRa). Para cada reaccion se utilizaron 2.5 pl de cDNA usando oligonucleétidos
correspondientes a una concentraciéon de 0.2 uM en un volumen final de 10 pL. En
cada placa se realiz6 una curva estandar de cada gen a partir de diluciones seriadas
de las muestras de cDNA para intrapolar los valores cada muestra. Las condiciones
de PCR fueron: 952C durante 10 segundos, seguidos de 40 ciclos de 10 segundos a
952Cy 15 segundos a 552C. Después de cada amplificacidn se examinaron las curvas
de melting para verificar la especificidad de la reaccién. Los oligonucledtidos

utilizados se muestran en la siguiente tabla:

-Listado de oligonucleotidos II.

Oligonucledtidos Secuencia en sentido 5°-> 3
Oligo dT lll.lllllll.lllllVN(dondeNeS
cualquier base nitrogenaday Ves A, CoG)
ACT1-qPCR-F TCGTTCCAATTTACGCTGGTT
ACT1-qPCR-R CGGCCAAATCGATTCTCAA
SCR1-qPCR-F TATCCAGCGTCAGCAAAGGT
SCR1-qPCR-R CCAAATTAAACCGCCGAAG
CTH1-qPCR-F CGGTAAGCGTTGCTGTTT
CTH1-qPCR-R AGGGAAGTAGGAAGTGGAGTCA
CTH2-qPCR-F GCAGTTTCATTCTCTCCAC
CTH2-qPCR-R TAGGTGCCGTGCTATTCAGG
SDH4-qPCR-F GCACTCCCAATGATGCCTAC
SDH4-qPCR-R AATGGAACGACGGACAAGG
PGK1-qPCR-F AAGCGTGTCTTCATCAGAGTTG
PGK1-qPCR-R CGTATCTTGGGTGGTGTTCC
RLI1-qPCR-F GAGCCCCTGAATCTTTGTTG
RLI1-qPCR-R CTTGGTCTGAAGGAGTTTGGA
HEM15-qPCR-F CCAAAGTTGATGGCCTAATG
HEM15-qPCR-R TATTCCGATTCCCCAATGAC
OLE1-qPCR-F TCGACAAGAAGGGAAACGAA
OLE1-qPCR-R CATGGTTGTTCGGAGATGTG
ACO1-qPCR-F GCCATCAAGAGACCCATTGT
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ACO1-qPCR-R ATCCAGCGTTTCCACATTCT
RNR2-qPCR-F GGAGACATTGAGAGAGGAAAACAG
RNR2-qPCR-R TGTGACGGTGAACTTGATGAG
RPL17A-qPCR-F TCTTCTCCATCCCACATTGA
RPL17A-qPCR-R GCGGCGATTCTACCTCTTT
RPL8B-qPCR-F GGGTGTTCCATACGCCATT
RPL8B-qPCR-R TTCGTCTTCGGCTCTGACTT
RPS16B-qPCR-F GACGAACAATCCAAGAACGA
RPS16B-qPCR-R AGAACGAGCACCCTTACCAC
RPL27A-qPCR-F AGTTGCTGTCGTTGTCCGTG
RPL27A-qPCR-R ATGGGTGAGACTTGGAACCT
18S-qPCR-F CATGGCCGTTCTTAGTTGGT
18S-qPCR-R ATTGCCTCAAACTTCCATCG

tL(UAA)-qPCR-F

CTGTGGGAATACTCAGGTATCGT

tL(UAA)-qPCR-R

TTTCTCGTCTTTAGTCGGCTTC

tV(UAC)-qPCR-F TCCTAAGCTGTCATCCGTAA
tV(UAC)-qPCR-R ATCGAACTCGGGACCTTTG
MGA2-qPCR-F ATCTGTTCCCGTTGTCTTGG
MGA2-qPCR-R CCTCTTCCTCATAATCCTCTTCCT
LTV1-qPCR-F CGTTTTGGTTCCTGTCTCCA
LTV1-qPCR-R CCCTCCTACCCTTTGGTTTT
SR0O9-qPCR-F GAATCGGCAGTAGGTGAGGA
SRO9-qPCR-R AGGTGGTTGTTGCTGTTGTG
GUA1-qPCR-F ACTTCGCCGTTGATTTGTGT
GUA1-qPCR-R GGACCGACCAGTTTTCTGATT
NOP14-qPCR-F GAAGAAGGCGAAGAAAGAGGA
NOP14-qPCR-R CAGAATCAGCAATACCGTCA
BRX1-qPCR-F TGAAGATGGCGAAGAAGACA
BRX1-qPCR-R GGACCACCAAATGAACC
255-qPCR-F ATTGTCAGGTGGGGAGTTTG
255-qPCR-R GGGGCTTTTACCCTTTTGTT
GCN4-qPCR-F GACAACTTCATTCTTACCCACTCC
GCN4-qPCR-R GATTCGTCATCCTTTCCAACA
tS(AGA)J-qPCR-F CGAGTGGTTAAGGCGAAAGA
tS(AGA)J-qPCR-R GGCAAAGCCCAAAAGATTTC
tK(CUU)C-qPCR-F AATCGGTAGCGCGTATGACT
tK(CUU)C-qPCR-R GCTCGAACCCCTAACCTTAT
OLE1-chIP-prom-287F CTCAGACACACCTATCCCTATTGT
OLE1-chIP-prom-186R AGCCAGGAGCCGATGATTT
CIT1-qPCR-F GGTCGTGCCAATCAAGAAGT
CIT1-qPCR-R TGCGTTCAAAGTATCCCACA
CIT2-qPCR-F GATTTCGTGGACTTGATGAGAC

CIT2-qPCR-R

GGGACAGATAAGGTGATGATAGTG
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IDH1-qPCR-F GAGAAAACACGGAGGGTGAG
IDH1-qPCR-R GGCGAAGTCAAAGGCAAATC
IDH2-qPCR-F CGAGGAGGTTTTTGGCTACT
IDHZ2-qPCR-R TCAGGTCCGATACCATCACC
DLD3-qPCR-F AGGACTTGCCTTTCCCTCTG
DLD3-qPCR-R GCTTCTCATCGTCGTGTCTCT
ACO1-qPCR-F GCCATCAAGAGACCCATTGT
ACO1-qPCR-R ATCCAGCGTTTCCACATTCT
DLD3-ChlP-prom-183F GGATGACACCACTTGCCACA
DLD3-ChlP-prom-57R GCATTTTGGCACCCTGTTCT
IDH1-ChIP-prom-150F CCGCTTCATTGGCTTATTCTTG
IDH1-ChIP-prom-25R AGGGAGAAGAATGAGGATAGGG
CIT2-ChIP-prom-159F GGCCCATTATTCTCGACGTT
CIT2-ChIP-prom-85R TGAGGAACGAACACCATATC
ACO1-ChiP-prom-186F GAAAGGCAAGCACAAAAAGG
ACO1-ChlP-prom-64R GAGTGAACAGAACAAGGGACAA
FUS1-ChlP-prom-F CATGTGGACCCTTTCAAAAC
MGA2-qPCR-F ATCTGTTCCCGTTGTCTTGG
MGA2-qPCR-R CCTCTTCCTCATAATCCTCTTCCT

2.2.7. Genomic Run On (GRO).

Para estudiar la tasa de transcripcion naciente de los genes (nTR) y la
cantidad de mRNA (RA) a escala gendmica se utiliz6 la técnica Genomic Run-On
(Garcia-Martinez et al., 2004). A partir de un cultivo crecido en SC desde la noche
anterior, se anadio el agente quelante BPS una vez alcanzada una DOesoo de 0.2, a
partir de aqui se recogieron dos alicuotas con el mismo nimero de células a
diferentes tiempos: 0, 10, 30, 90, 180 y 360 minutos y se congelaron. Con una de las
alicuotas se realizé el “Run-On”, para ello se resuspenden las células en 1 mL de
Sarcosil 0.5%, se centrifugaron y se transfirieron a un tubo de rosca cénico.
Posteriormente se resuspendieron las células en 115 pL de agua destilada y se
incubaron con la mezcla de transcripcion que contiene 120 uL de tampén de
transcripcion 2.5X (50 mM Tris-HCI pH 7.7, 500 mM KCIl, 80 mM MgCl2) 16 pL de
rNTPs (AGC mix, 10 mM de cada uno de ellos), 6 uL. de DTT 0.1 M y 20 pL de [a-
33P]rUTP durante 5 minutos a 309C y se detuvo la transcripcién con 1 mL de agua

fria. Tras realizar la extraccion del RNA marcado se hibridé con los macroarrays de
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DNA de levadura en presencia de una solucién de hibridacién (H2P04 0.5 M, EDTA 1
mM, 7% SDS, pH 7.2) durante 48 h. Tras la hibridacién se realiz6 un lavado de 10
minutos en 1X SSC, 0.1% SDS y dos lavados de 10 minutos con 0.5x SSC y 0.1% SDS
a 652C y los macroarrays se sellaron y expusieron en pantallas hasta obtener una
sefal utilizando el Phosphoroimager FLA-3000, FujiFilm que se cuantificé usando el
programa ArrayVision (Imaging Research). Con la otra alicuota de células se realizo
una extraccion de RNA y se purificéd usando el kit RNeasy Qiagen. Para obtener el
cDNA marcado se utiliz6 para cada muestra: 1 uL de oligo d(T)1sVN (500 ng/ pL), 1
uL de inhibidor de RNasas (RNase OUT, Invitrogen), 3 uL. de DTT 0.1 M, 1.5 puL de
mezcla de dNTPs (16 mM de dATP, dGTP, dTTP y 0.1 mM de dCTP) y 1 uL de enzima
retrotranscriptasa SuperScrypt Il (200 u/uL, Invitrogen), en presencia de 4 pL del
nucleétido radioactivo [a-33P]dCTP (3000 Ci/mmol, Hartman) incubandose a 42 2C
durante 1 hora y se detuvo la reacciéon afiadiendo EDTA 0,5 M, pH 8. El cDNA
marcado se purificé utilizando las columnas /Justra ProbeQuant G-50 Micro
Columns y se hibridé con los mismos macroarrays, tratados previamente con
solucion de stripping (SDS 0,1%, NaH2P0O4 5 mM pH 7), se expusierony se cuantifico
la sefial. Los valores de TR y RA fueron corregidos en funcién del porcentaje de
residuos de uracilo y citosina, respectivamente, que posee cada sonda del array.
Ademas, los valores de RA se corrigieron en funcién de la cantidad de mRNA

determinada mediante Dot Blot, como se describe a continuacion.

Los experimentos se realizaron por triplicado y se tom6 como resultado el
valor obtenido de la media normalizada estadisticamente por Median Absolute

Desviation (MAD) utilizando e/ software ArrayStat.

2.2.8. Determinacion de cantidad de RNA mensajero mediante Dot Blot,

Para determinar la cantidad de mRNA se cargaron en una placa de 384
pocillos diluciones de aproximadamente 250, 125 y 75 ng/uL de cada muestra de
RNA total que se cuantificaron posteriormente por NanoDrop. Las muestras de RNA
total sobre transfirieron a una membrana de nylon HybondXL (GE Healthcare),

utilizando un robot de impresion BioGrid (BioRobotics) y se entrecruzo con la
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membrana de nylon mediante el programa C-L de un GS GenelLinker (BioRad). Para
marcar el mRNA en la muestra se utilizé una sonda oligo(dT)40 marcado por la
accion de la enzima polinucledtido quinasa (Roche, 10 U/ pL) en presencia del
nucleotido radioactivo [Y-32P]ATP. La membrana se hibrid6 con la sonda radioactiva
a 42°C durante 24 horas en presencia de la soluciéon de hibridaciéon (H2P0O4 0.5 M,
EDTA 1 mM, 7% SDS, pH 7.2) Tras realizar dos lavados, se expuso y se obtuvo la
imagen utilizando el Phosphoimager FLA-3000, FujiFilm, que se cuantificé con el
programa ArrayVision (Imaging Research). La sefal cuantificada corresponde a la
cantidad de mRNA de cada muestra relativa a la cantidad de RNA total que hay en

cada pocillo (mRNA/RNA total).

2.2.9. Determinacion de la estabilidad de mRNA.

Los experimentos para calcular la vida media de los mRNA se realizaron
mediante la parada de transcripcion de la RNA polimerasa Il mediante la adicion de
tiolutina (3 pg/mL) al medio. A partir de ese momento, se recogieron células a
diferentes tiempos, se extrajo el RNA y se determind la desaparicion de los
diferentes mRNAs por RT-qPCR. Los calculos de vida media se realizaron segun se

detalla a continuacion:

100

y = 98.571¢’Kp X

Desaparicion mRNA
(Valores relativos)
o

1 T T T
0 10 20 30 40
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2.2.10. Perfiles de polirribosomas.

Para realizar el andlisis de polirribosomas se recogieron unos 100 mL de
cultivo a una DOeoo entre 0.4-1.0 (depende del experimento a realizar) en 2 tubos
conicos de 50mL, se afiadieron 500pL de cicloheximida (10 g/mL) a cada uno y se
incubaron en hielo durante 5 minutos. Se recogieron las células por centrifugacion
y se resuspendieron en un mismo tubo en 2 mL de tampoén de lisis (20 mM Tris-HCI
pH 8, 140 mM KCl, 5 mM MgCl,, 0.5 mM DTT, 0.1 mg/mL cicloheximida, 0.5 mg/mL
heparina, 1% Triton X-100), se lavaron con el mismo tampon y se resupendieron en
un volumen final de 700uL de tampdn de lisis transfiriéndolas a un tubo con perlas
de vidrio. Las células se rompieron utilizando vortex durante 30 segundos 8 veces,
se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 min a 4°C y se transfiri6 el sobrenadante a
un nuevo tubo. Tras repetir este paso se midi6 la cantidad de RNA por NanoDrop
teniendo en cuenta que la ratio Azeo/la A2s0 debe ser >2. Se midi6 el volumen final y
se afiadio glicerol hasta una concentracion final de 5%, se congeld en nitrégeno

liquido y se guardé a -80°C.

La preparacion de los gradientes de sacarosa se realizé con 50 mL de
sacarosa 10% (Solucién A) y 55 ml de sacarosa 50% (Solucién B). La composicién
de la solucion es: 20 mM Tris-HCl pH 8, 140 mM KCl, 5 mM MgCl;, 0.5 mM DTT, 0.1
mg/mL CHX, variando el porcentaje de sacarosa para cada una de las soluciones.
Utilizando el fraccionador de polisomas se obtuvieron los gradientes de sacarosa a
partir de ambas soluciones. A continuacion, se cargaron las muestras (el volumen a
cargar de cada muestra bien determinado por la relacion mL=10/Az260) en los tubos
con los gradientes se sacarosa y se equilibraron para el uso de la ultracentrifuga
(Beckman SW41). La ultracentrifugacion se realizo a 35000rpm durante 2 h 40 min
a 4°C. Los gradientes se fraccionaron con una soluciéon de sacarosa 60% como
solucion de bombeo y se escane6 el perfil mediante deteccidn ultravioleta a A260nm

(Density Gradient Fractionation System, Teledyne Isco, Lincoln, NE)
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2.2.11. Extraccion de RNA a partir de fraccionamiento de polirribosomas.

El analisis de RNA de las fracciones de polisomas se llevé a cabo utilizando
el kit SpeedTools Total RNA Extraction kit (Biotools B&M Labs) que incluye un
tratamiento con rDNasa antes de eluir el RNA. Para extraer el RNA, de cada
fraccién se cogi6é un volumen de 200 pL a los que se afiadieron 8 uL. de mRNA LYSy
SPO (6 ng/uL) de Bacillus subtilis que se utilizaron como controles de la extraccién
de RNA. Los mRNA de cada fraccién se analizaron por qPCR mediante el uso de

oligonucleotidos especificos.

2.3. Técnicas moleculares para el estudio de proteinas.
2.3.1. Obtencidn de extractos proteicos.

Para llevar a cabo la extracciéon de proteinas se recogieron las células por
centrifugaciéon a 3000 rpm durante 5 minutos, se lavaron con agua estéril, y se
resuspendieron en 200 pL. de NaOH 0.2 M incubandolas 5 minutos a temperatura
ambiente. Se centrifugaron las muestras a 12000 rpm durante 1 minuto, el
sedimento se resuspendié en 100 pL de Tampoén de Carga 5X-SDS (Tris-HCI pH 6.8,
60 mM Glicerol 25%, SDS 2%, [B-mercaptoetanol 14.4 mM, Azul de bromofenol
0.1%) calentandose durante 5 minutos a 95 2C. Las muestras se centrifugaron a
3000 rpm 10 minutos a 4 2C y el sobrenadante se transfirio a un nuevo tubo que se

congeld a -20 2C hasta ser utilizado.

Para cargar cantidades equivalentes de proteina, la concentraciéon de
proteinas se determin6 mediante el método de Bradford utilizando el reactivo Dye

Reagent (BioRad) midiendo la absorbancia de cada muestra a Asos.

En el caso del estudio de la fosforilacién de la proteina Sch9 se realizé la
extraccion de proteinas en 300 pL de tampo6n de urea (6 M Urea, 50 mM Tris-HCI
7.5, 5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 5 mM NaF, 5 mM NaNs3, 5 mM NaH2PO4, 5 mM p-
nitrofenilfosfato, 5 mM B-glicerofosfato, 0.2% SDS, inhibidores de proteasas) que se
transfirieron a un tubo de rosca cénico con perlas de vidrio y se sometieron a 4

pulsos de agitacion de 45 segundos para romper las células y se centrifugaron a
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3000 rpm durante 5 minutos a 4 2C. A continuacion, el lisado celular se calent6 a 65
9C durante 10 minutos, se separaron las proteinas solubles por centrifugacion y se
determind la concentraciéon de proteinas usando el NanoDrop. A continuacidn, se
trataron 60 pg de proteina aproximadamente con 1 mM NTCB (acido2-nitro-5-
tiocianatobenzoico, Sigma), que corta las proteinas en sus residuos de cisteina, en
presencia de tampén 100 mM CHES pH 10.5 (Sigma). En el caso de Sch9 se obtiene
un péptido de entre 40-60 KDa. Se incubaron durante toda la noche a temperatura
ambiente en oscuridad y después se disolvieron en el Tampén de Carga 5X-SDS y se

calentaron a 95 2C durante 5 minutos.

2.3.2. Electroforesis e inmunodeteccion de proteinas ( Western Blot).

Las electroforesis en condiciones desnaturalizantes para separar proteinas
se realizaron en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) variando la concentracién de
poliacrilamida en funcién del peso molecular de la proteina de estudio. Se utiliz6 el
sistema MiniProtean 3 (BioRad) con el tampon de electroforesis para proteinas con
SDS 1X (25 mM Tris Base, 192mM Glicina, 0.1% SDS, pH: 8.1-8.5) a un voltaje
constante de 100V. Una vez separadas las proteinas, se realizd la transferencia a
membranas de nitrocelulosa (Protan BA 85 Nitrocellulose, Whatman) utilizando el
sistema de electrotransferencia 7ransblot SD semi-dry transfer cell (BioRad) con el
tampoén de Transferencia 1X (25 mM Tris Base, 192 mM Glicina, 20% metanol, 0.1%
SDS, pH: 8.1-8.5). La transferencia se realiz6 a voltaje constante de 100V durante 45
minutos con refrigeracidn. Finalizada la transferencia se incubaron las membranas
con tincién rojo de Ponceau (Ponceau S Staining Solution, Sigma) durante 5 minutos,
una vez comprobado que las proteinas se habian transferido a la membrana se
elimino la tincion con TBS-T 1X (25 mM Tris Base, 15 mM NacCl, 0.05% Tween 20).
Para bloquear sitios de union no especificos se incubaron las membranas con leche
desnatada en polvo (OXOID) al 2% disuelta en TBS-T 1X durante una hora a
temperatura ambiente. Posteriormente se afadi6 el anticuerpo primario que se
incubd durante 2 horas a temperatura ambiente o toda la noche a 4 2C en funcién
del anticuerpo. Tras 5 lavados con TBS-T 1X, las membranas se incubaron con el

anticuerpo secundario, diluido en la solucién de bloqueo, durante 1 hora a
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temperatura ambiente, y se volvieron a repetir los lavados en TBS-T 1X. Los

anticuerpos y condiciones utilizadas se detallan a continuacién en la tabla.

La deteccion de proteinas se realizé con el sistema de quimioluminiscencia
ECL Advance Western blotting Detection Kit (GE Healthcare) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La sefial se detecté mediante Sistema /mage Quant
LAS 4000mini biomolecular Imager (GE Healthcare) y las imagenes generadas se

cuantificaron utilizando el programa /mageQuant TL 1D gel analysis.

-Listado de anticuerpos.

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario
a- Flag M2 Peroxidasa conjugada
(Sigma)
1:10000
a- HA Peroxidasa conjugada
(Roche-Sigma)
1:10000
a- Myc a- raton
( Roche) (Amersham)
1:2000 1:50000
a- Pgkl a- raton
(Invitrogen) (Amersham)
1:10000 1:50000
a-Mafl a- conejo
(Olivier Lefebvre) (Santa Cruz, Invitrogen)
1:10000 1:10000
a-elF2a a- conejo
(John M Zaborske) (Santa Cruz, Invitrogen)
1:2000 1:10000
a-elF2a fosforilado (Ser51/Ser52) a- conejo
(Santa Cruz, Invitrogen) (Santa Cruz, Invitrogen)
1:2000 1:10000
a-Rps6 a- raton
(Cell Signaling Technology) (Amersham)
1:2000 1:500000
a-Rps6 fosforilada (Ser235/236) a- raton
(Cell Signaling Technology) (Amersham)
1:2000 1:500000
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a-Rpb1l a- raton
(Biolegend) (Amersham)
1:100000 1:500000
a-Rpb1 fosforilada (Ser2) a- conejo
(Abcam) (Santa Cruz, Invitrogen)
1:100000 1:10000

2.3.4. Determinacion de la estabilidad de proteinas.

Los experimentos para calcular la vida media de proteina se realizaron
mediante la parada de traduccion tras la adicion de cicloheximida (50 pg/mL) al
medio. A partir de ese momento, se recogieron células a diferentes tiempos y se
determino la desaparicion de las proteinas mediante Western Blot. Los calculos de
vida media se realizaron segun se ha detallado para el calculo de vida media de los

mRNA (apartado 2.2.9).

2.3.5. Co-Inmunoprecipitacién de proteinas.

Para detectar la interaccion entre dos proteinas se recogieron unos 50 mL de
cultivo a una DOeoo 1 y se lavaron las células con agua fria. Las proteinas se
extrajeron en condiciones no desnaturalizantes, para ello las células se
resuspendieron en 700 pL de tampoén de lisis HEPES (25 mM HEPES [pH 7.5], 150
mM NaCl, 1 mM EDTA, 17 mg/mL PMSF, 5 mM NaF, 80 mM B-glicerofosfato, 1 mM
NasVOs4, y Complete Proteasome Inhibitor Tablet [Roche Diagnostics|) y se
sometieron a 6 pulsos de agitacion durante 1 minuto, alternandose con 1 minuto de
reposo en hielo. Tras centrifugar las células a 12000 rpm 15 minutos a 49C, el
extracto clarificado se transfirié a un nuevo tubo y se determiné la concentracién de
proteinas mediante el método de Bradford. Se separ6 una alicuota del extracto total
(INPUT) y se incubaron la misma cantidad de proteinas de cada muestra con 30uL
de perlas magnéticas anti-Flag M2 Magnetic Beads (Sigma-Aldrich) en un rotor a 4
9C durante toda la noche. Se recogieron las perlas con la ayuda de una gradilla

magnética y se lavaron 3 veces con el tampon de lisis. A continuacidn, se eluyeron
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las proteinas (PULLDOWN) en tampo6n PBS 1X con 500 ng/mL 3xFlag peptide
(Sigma-Aldrich) mediante agitacion con vortex durante 30 minutos. Tanto el
extracto total como el eluido se hirvieron a 1009C durante 5 minutos y se analizaron

por Western Blot.

2.3.6. Tratamiento con fosfatasa A.

El tratamiento con fosfatasa se realiz6 sobre un extracto proteico obtenido
en condiciones no desnaturalizantes como se ha descrito previamente. Se separaron
dos alicuotas del extracto total, una de ellas fue tratada con fosfatasa A (New England
Biolabs), segln las recomendaciones del fabricante, y la otra alicuota se trat6 con la
fosfatasa junto a los inhibidores de fosfatasa 66 mM NaF and 66 mM EDTA. Ambas
alicuotas fueron incubadas a 30 2C durante 30 minutos y se analizaron por Western
Blotjunto al extracto total para observar cambios en la movilidad electroforética de

la proteina.

2.3.7. Ensayos de actividad 3-galactosidasa.

Las células de levadura utilizadas para el ensayo se transformaron con el
plasmido que contenia el promotor del gen de interés fusionado al gen /acZ que
codifica la enzima [3-galactosidasa, la cual hidroliza un compuesto analogo a la
lactosa (OrthoNitrofenil-f-D-galactopiranosido, ONPG) dando lugar a un producto
coloreado amarillo, orto-nitrofenol, que se puede medir por espectrofotometria a
420 nm. Parallevar a cabo el andlisis de la actividad se recogié un volumen de células
correspondiente a una DOesoo de 1.0 y se resuspendié en 1 mL de Tampon Z
(NazHPO4 60 mM, NaH2P0O4 40 mM, KCI 10 mM, MgS04 1 mM, 3-mercaptoetanol 50
mM). Se transfirieron 700 pL de este volumen de células en tampén Z a un nuevo
tubo donde se afiadieron 50 pL de cloroformo y 50 uL de SDS 0.1% y se agitaron con
vortex durante 10 segundos. Al inicio del ensayo se afadieron 200 puL de ONPG (4
mg/mL) a cada tubo y se incubaron en agitaciéon a 30 °C hasta que la solucién
adquirié color amarillento, momento en que se anadian 350 puL. de Na2C0O3 2 M para

detener la reaccion y se pasaban a hielo has terminar el ensayo. A continuacidn, las
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muestras se centrifugaron durante 1 min y se midié la A4z0. Con las células diluidas
en tampdn Z que no han sido utilizadas para el ensayo de actividad enzimatica se
midié la DOesoo para conocer la cantidad de células de la que partimos para cada

muestra y que es necesaria para el calculo de la actividad con la siguiente férmula:
Unidades Miller = A420*1000 / Asoo* Vol. Células (mL)* tiempo de ensayo (min)

La actividad B-galactosidasa se expresd en Unidades Miller, tipo de unidad arbitraria
en que una unidad de 3-galactosidasa es la cantidad de enzima capaz de hidrolizar

1 nmol de ONPG por minuto a 30 ¢Ca pH 7.

2.3.8. Localizacion de proteinas mediante microscopia de fluorescencia.

La deteccion de las proteinas etiquetadas con la proteina fluorescente GFP
(Green Fluorescent Protein) se realizé con el Microscopio Nikon Eclipse 90i. Para la
tincion y la observacion del ntcleo, las células se incubaron con DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol), que se une a regiones ricas en Adenina y Timina del DNA, a
una concentracion de 1 pg/mL durante 10 minutos en agitacién a 30 2C, protegiendo

las muestras de la luz y a continuacidn se observaron al microscopio.

3. Determinacion de parametros bioquimicos.

Cromatografia de gases: la determinacion de acidos grasos se realiz6 segin
se indica en Borrull et al,, 2015 en colaboracién con Nicolas Rozes de la Universitat

Rovira i Virgili, Tarragona.

Cromatograffia liquida de alta eficacia o high performance liquid
chromatography (HPLC):1a determinacion de los niveles de glucosa y etanol en el
medio se realiz¢6 utilizando el equipo Surveyor Plus Chromatograph (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA). Previamente, las muestras se centrifugaron a 12000 rpm

y se filtraron utilizando filtros de 0.22 mm de poro.
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4. Analisis bioinformaticos.

La busqueda de categorias funcionales enriquecidas se realiz6 mediante el
uso de la herramienta Gene Ontology enRIchment analysis and visualizAtion tool

(http://cbl-gorilla.cs.technion.ac.il/).

La busqueda de factores transcripcionales se utilizo la herramienta Yeastract

(http://www. yeastract.com/index.php).
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Capitulo 1. Identificacion de mecanismos transcripcionales y postranscripcionales

implicados en la respuesta a deficiencia de hierro.

El estudio de los mecanismos implicados en la regulacién de la expresiéon
génica en respuesta a deficiencia de hierro ha sido abordado por diferentes grupos
mediante andlisis de expresion que han permitido describir cambios en las
cantidades de RNA mensajeros. Nuestro trabajo aporta nuevos datos en relacién a
la contribucion de la tasa de transcripcién en la variaciéon de la expresion de los
genes durante el progreso de la deficiencia de hierro. Esto nos ha permitido
identificar y caracterizar nuevos mecanismos que regulan la adaptacion de las

células a condiciones de déficit de hierro.

1.1. Disefio experimental para Genomic Run On en deficiencia de hierro.

El principal objetivo de este capitulo es estudiar los mecanismos
transcripcionales implicados en la variacién de los niveles de mRNA durante la
deficiencia de hierro. Para llevar a cabo este estudio, se realiz6 la técnica Genomic
Run On (GRO) (Garcia-Martinez et al., 2004) que permite conocer a escala gendmica,
la tasa de transcripcion para cada gen. De forma paralela realizamos la medida de la
cantidad de cada mRNA en ese mismo punto, como se ha descrito detalladamente
en materiales y métodos (figura C1-1). La caracterizacidn inicial de estos cambios
en expresion génica se realizo utilizando una cepa W303 prototrofa. Esta cepa tiene
un alelo de HAP1 que codifica para la proteina totalmente funcional, a diferencia de
los que ocurre con el fondo genético BY4741 (Gaisne et al, 1999)El factor
transcripcional Hap1 esta implicado en la regulacion transcripcional de genes en
funcién de la disponibilidad de oxigeno y hemo en el medio, y resulta interesante
analizar los cambios en la regulacion de sus genes dianas en condiciones de

limitacién de hierro.

Para llevar a cabo la técnica de GRO, se inoculé la cepa W303 en medio SC
hasta alcanzar una DOsoo de 0.2. En este punto se recogieron dos alicuotas con el
mismo numero de células, siendo este nuestro tiempo 0, y se afiadié el agente

quelante BPS al medio para crear la deficiencia de hierro. A partir de aqui se
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recogieron células a diferentes tiempos hasta alcanzar las 6 horas de crecimiento en

deficiencia de hierro, y realizamos el GRO segun se detalla en la figura C1-1.
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Figura C1-1. Disefio experimental de GRO en condiciones de deficiencia de hierro. A. Las
células se crecieron en medio SC hasta alcanzar una DOgoo de 0.2, momento en el cual se
afiadié el agente quelante de hierro BPS y se recogieron dos alicuotas con el mismo niimero
de células a los tiempos 0, 10, 30, 90, 180 y 360 minutos. A partir de una de las alicuotas se
realiza el marcaje del RNA naciente en cada punto, mediante la incorporacién de un
nucleétido radiactivo (UTP-P33) durante el Run On. Posteriormente se hibrida la muestra
con el macrochip, obteniéndose la tasa de transcripcion (TR) de todos los genes en cada
tiempo. Con la otra alicuota, se extrae el mRNA de la muestra y se retrotranscribe en
presencia de un nucleétido radiactivo (dCTP-P33). Tras la hibridacién de esta muestra con
el macrochip, se obtiene la cantidad de cada mRNA (RA) para cada punto de la cinética. B.
Curva de crecimiento de la cepa W303 en condiciones de suficiencia y deficiencia de hierro,
en la que se representa la variacion de la DOsoo con el tiempo. C. Representacion del volumen
celular medio, obtenido mediante medidas en COULTER COUNTER® ZTM Series, durante
el crecimiento en deficiencia de hierro. D. Variacién de las concentraciones de glucosa y
etanol durante el crecimiento en deficiencia de hierro. Las medidas se realizaron mediante

el uso de HPLC Surveyor Plus Chromatograph (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA).

En primer lugar, determinamos el crecimiento del cultivo y el volumen de las
células durante la deficiencia de hierro. Estos datos son importantes para obtener la
tasa de transcripcion y la cantidad de mRNA por célula. Como se observa en la figura
C1-1 panel B, las células cultivadas en condiciones de deficiencia de hierro,
presentan un crecimiento similar al de las células crecidas en condiciones normales,
siendo las 6 horas de deficiencia el tiempo en el que empiezan a evidenciarse
diferencias en el crecimiento entre ambas condiciones. En cuanto a la variacién en
el volumen celular, no se observan cambios de volumen durante las 6 horas de
crecimiento en condiciones de deficiencia de hierro (figura C1-1 panel C). Para
asegurarnos de que la respuesta que observamos es especifica de la falta de hierro
en el medio, decidimos determinar c6mo varian los niveles de glucosa y etanol en el
medio durante el crecimiento en deficiencia de hierro (figura C1-1 panel D). Las

variaciones obtenidas para las concentraciones de glucosa y etanol durante el
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transcurso de la deficiencia no suponen un estrés adicional al que tengan que

responder las células.

1.2. Efecto de la deficiencia de hierro sobre los niveles globales de mRNA y la tasa de

transcripcién de la RNA polimerasa IL

Como ya hemos senalado, la técnica de GRO nos permite conocer la tasa de
transcripcion (TR) y la cantidad de RNA mensajero (RA) de cada gen durante el
progreso de la deficiencia de hierro. Para estudiar la variacién en la transcripcion
global de la RNA polimerasa II, se determind la tasa de transcripcion global mediante
el calculo de la mediana de los valores de transcripcion de todos los genes en cada
punto (figura C1-2 panel C). Los resultados muestran como la deficiencia de hierro

provoca un descenso en la tasa de transcripcion global de la RNA polimerasa II.

Ala hora de realizar la normalizacién de los datos de mRNA obtenidos entre
los diferentes puntos de un mismo experimento, es necesario conocer como varia la
cantidad de RNA mensajero por célula durante los tiempos de deficiencia de hierro.
La cantidad de mRNA total por célula se estim6 mediante ensayos de dot blot que
permiten conocer la cantidad de RNA poliadenilado en cada muestra. Los resultados
muestran tres fases diferentes en la variacion de la cantidad de mRNA (figura C1-2
panel A). En primer lugar, se produce un ligero descenso en la cantidad de mRNA
total de las células durante los primeros minutos de deficiencia de hierro, que se
recupera y mantiene constante hasta las 3 horas de crecimiento en el medio.
Finalmente, tras 6 horas de crecimiento en estas condiciones se produce una bajada
de mRNA superior al 50%, indicando la fuerte caida en cantidad de mRNA total que

experimentan las células en este punto.
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Figura C1-2. Variacién de la tasa de transcripcién global de la RNA polimerasa II y de la
cantidad de mRNA durante el crecimiento en deficiencia de hierro. A. Representacion de la
tasa de transcripciéon global, determinada a partir del sumatorio de los valores de
transcripcidn de todos los genes, y de los niveles globales de mRNA determinados mediante
dot blot. Los valores de cada tiempo estan referidos al tiempo 0. Se representan los valores
promedios correspondientes a las 3 réplicas. B. Representacion de la constante de
degradacion (kp) de los mRNAs a nivel global durante el transcurso de la deficiencia de
hierro. La kp de cada gen ha sido calculada a partir de los datos de TR y RA obtenidos tras
calcular el valor estadistico medio (MAD, Median Absolute Deviation) a partir de las 3
réplicas del experimento, por ello no se muestran barras de error. Se representa la mediana
obtenida a partir de todos los valores de kp de cada gen en cada tiempo, referidas al tiempo

0.

Los datos experimentales de cantidad de mRNA y transcripcion de cada gen
obtenidos mediante GRO en deficiencia de hierro nos permiten conocer de manera
tedrica los cambios en la estabilidad de los mRNAs mediante el calculo de la
constante de degradacion de los genes (kp). Para estudiar de forma global la
contribucién de los cambios en la estabilidad de los mRNA a la expresion génica
durante los primeros 90 minutos de la respuesta a deficiencia de hierro se utilizé el
algoritmo matemadtico descrito previamente por Perez-Ortin et al., (2007). Este
algoritmo permite estimar la constante de degradacion de los mRNA (kp) a partir de
la tasa de transcripcion y la cantidad de un mRNA en situaciones de cambios rapidos

y transitorios, asumidas como un estado no estacionario. En estas condiciones se
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obtiene un valor de kp para el intervalo intermedio entre dos tiempos (t1y t2) en los
que se conoce la tasa de transcripcion (TR1y TRz) y los valores de mRNA (RA1y RA2)

a partir de la siguiente ecuacion:

[(TR2-TR1)/(t2-t1)]-TR2-kD+RA2-kp?=[[(TR2-TR1) /t2-t1) ]-TR1-kp+RA1-kp?]-exp-
[kp-(tz2-t1)]

Resulta mas sencillo el calculo de la kp para tiempos mas largos en los que se
asume un estado estacionario de los mRNAs. Este es el caso de las 3 y 6 horas de
deficiencia de hierro, en el que la kp se obtiene a partir del cociente entre TR/mRNA
de cada gen. Mediante el uso de ambas férmulas se determiné la constante de
degradacién de los mRNA durante la deficiencia de hierro, asumiendo un estado no
estacionario durante los tiempos 10, 30 y 90 minutos; y estado estacionario a las 3
horas de deficiencia de hierro (figura C1-2 panel B). En el caso de las 6 horas de
deficiencia de hierro, no pudimos obtener un valor de kp, ya que la hibridaciéon de la
muestra de mRNA (RA) de las 6 horas de deficiencia de hierro no dio sefial en
ninguna de las réplicas. Los valores de kp por encima de 1 indican desestabilizaciéon
de los mRNAs, mientras que por debajo de 1 indican una estabilizacién de estos. La
grafica muestra ligeros cambios en la estabilidad de los mRNA durante los primeros
20 minutos, a partir de este punto comienza a disminuir la constante de degradacién
de los mRNAs indicando un incremento en la estabilidad de los mRNAs, siendo las 3

horas de deficiencia de hierro el punto de mayor estabilidad de los mRNAs.

1.3. Los niveles de RNA polimerasa Il elongante disminuyen en deficiencia de hierro.

Para indagar en la bajada de transcripcion de la RNA polimerasa Il que se
produce durante la deficiencia de hierro, decidimos determinar los niveles de
proteina mediante el uso de un anticuerpo que reconoce la subunidad grande de la
RNA pol II, Rpb1. Asimismo, también se determinaron los niveles de RNA pol II
elongante mediante el uso de un anticuerpo que reconoce la fosforilacién en la
serina 2 del dominio CTD de la misma subunidad. Como se observa en la figura C1-
3 panel A, la cantidad de RNA polimerasa II total muestra una ligera variacién

durante el progreso de la deficiencia de hierro, mientras que la cantidad de RNA



Resultados Capitulo1

polimerasa elongante cae a la mitad tras las 6 horas de crecimiento. La
determinaciéon de los niveles de mRNA RPFBI1, que codifican para la subunidad
grande de la polimerasa, muestran un comportamiento similar al obtenido para los
niveles de proteina, confirmando asi la bajada en la cantidad de RNA polimerasa II

durante la deficiencia de hierro (figura C1-3 panel B).
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Figura C1-3. Los niveles de RNA polimerasa II elongante disminuyen en respuesta a
deficiencia de hierro. Células silvestres (W303) se crecieron en SC con 100 uM de BPS (-Fe)
durante 6 horas a 30 2C y se recogieron alicuotas a diferentes tiempos. A. Los extractos
proteicos se analizaron mediante Western Blotutilizando anticuerpos a-Rpb1 y a-Rpb1-S2-
P. Como control de carga se muestra una de bandas inespecificas del anticuerpo. B. El RNA
extraido de las muestras se analiz6 por RT-qPCR utilizando oligonucleétidos para
determinar los niveles de RPB1 que se muestran en las graficas normalizados frente a los
niveles de ACT1. Se representan los valores promedios correspondientes a 3 réplicas

biolégicas.

1.4. Clasificacion de los genes segun la variacion en la tasa de transcripcion y cantidad

de mRNA durante el transcurso de la respuesta a deficiencia de hierro.

La determinacién de los valores de tasa de transcripcion y cantidad de mRNA
de cada gen en este estudio mediante GROnos permite realizar andlisis con el fin de
encontrar grupos de genes con variaciones similares en su transcripciéon y en la
cantidad de mRNA. De esta forma, se puede identificar grupos de genes que estén

siendo regulados de manera coordinada durante la respuesta a deficiencia de hierro.
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Para llevar a cabo este objetivo se realizéd una clasificacion de todos los genes
atendiendo a su comportamiento en tasa de transcripciéon (TR) y cantidad de mRNA
(RA) a medida que avanza la deficiencia de hierro mediante el programa Multiple
Array Viewer 4.8 (figura C1-4-1). Los valores absolutos de TR y RA de cada gen
muestran grandes diferencias, por lo que se representaron los valores referidos al
tiempo 0 en escala logaritmica. La clasificacion muestra los 4389 genes analizados,
distribuidos en 8 grupos diferentes que estdn constituidos por genes con un
comportamiento similar. Ademas, para poder definir un perfil de comportamiento
concreto en cada grupo, en la figura C1-4-2 se han representado los perfiles
promedio de tasa de transcripcién y cantidad de mRNA de los genes incluidos en
cada grupo. Como ya hemos mencionado anteriormente, la hibridacién de las
muestras de mRNA de las 6 horas de crecimiento no gener6 sefial, por lo que no
disponemos del dato de cantidad de mRNA de cada gen en ese tiempo. Con el fin de
identificar procesos celulares que pudieran estar regulados de forma coordinada
durante la respuesta a deficiencia de hierro, se realiz6 una busqueda de categorias
funcionales enriquecidas en los diferentes grupos. Las categorias funcionales
enriquecidas significativamente se muestran a la derecha de cada grupo en la figura

C1-4-1.
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Figura C1-4-1. Clasificacién de los genes segtn sus perfiles de tasa de transcripcién (TR) y
cantidad de mRNA (RA) durante la respuesta a deficiencia de hierro. Cada tiempo esta
referido a su tiempo 0 respectivo en escala logaritmica. Cada fila representa los valores de
TRy RA correspondientes a cada gen en los diferentes tiempos. La represion relativa de los
genes se muestra en verde y la induccion relativa en rojo. En la derecha de la figura se
muestra las categorias funcionales de genes mas representativas de cada grupo (p-valor <

103)
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Figura C1-4-2. Perfiles de la tasa de transcripcién (TR) y la cantidad de mRNA (RA) de los
grupos que presentan diferentes comportamientos durante el progreso de la deficiencia de
hierro. Se representan los valores promedios de TR y RA de los genes incluidos en cada

grupo en la figura C1-4-1 referidos al tiempo inicial.
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En primer lugar, observamos como el analisis de nuestros datos nos muestra
la categoria funcional de “Homeostasis del hierro” enriquecida en el primer grupo.
En este grupo se encuentran genes que sufren un fuerte aumento en la transcripcién
desde etapas tempranas de la deficiencia de hierro acompafiado de un aumento en
la cantidad de su mRNA. Como se observa en la figura C1-4-3 la mayor parte de los
genes del regulén experimentan un fuerte incremento en su transcripcion y en la
cantidad de mRNA a medida que avanza la deficiencia de hierro. Ambos resultados
confirman la induccién del regulén de hierro en las condiciones en las que hemos
realizado el experimento e indican que la técnica de GRO nos permite estudiar otros

cambios transcripcionales que estén ocurriendo durante la deficiencia de hierro.

Figura C1-4-3. Los genes del reguldn de hierro se inducen transcripcionalmente durante el
progreso de la deficiencia de hierro. Heat maprepresentativo de los perfiles de transcripcion
(TR) y cantidad de mRNA (RA) de genes pertenecientes al regulon de hierro. Se muestra en
escala logaritmica el valor de cada tiempo referido al tiempo 0, siendo verde la represion

relativa de los genes y roja la induccidn.

Si analizamos el comportamiento de la tasa de transcripcion de los diferentes
grupos, podemos observar una disminucion de la transcripcién en la mayoria de
ellos, como ya sugeria el perfil de transcripcion global (figura C1-2 panel A), a
excepcion de los grupos 1 (ya descrito), 4 y 5. Dentro del grupo 1, ademas de los
genes del reguléon de hierro, se encuentra en gen OLE1 que codifica para la
desaturasa de acidos grasos y cuya activacion transcripcional es el objeto de

estudio del siguiente capitulo. En el grupo 4, el aumento de la tasa de transcripcién
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es menos notable y se mantiene constante durante la evolucién de la deficiencia de
hierro. En este caso, resulta mas relevante el aumento en la cantidad de mRNA de
estos genes a las 3 horas de deficiencia de hierro. Este grupo esta enriquecido en
genes implicados en la “respuesta a quimicos”, el “metabolismo de compuestos con
fosfato” y la “protedlisis”. En el grupo 5, encontramos genes que inducen su
transcripcion a partir de las 3 horas, cuando la deficiencia de hierro empieza a ser
mas severa. En este caso no observamos el aumento en la cantidad de mRNA a las 3
horas, probablemente debido a que en este punto ain no hay activacién
transcripcional. Este grupo esta altamente enriquecido en genes pertenecientes a
“procesos de oxidacién-reduccion” y “ciclo de acidos tricarboxilicos”, junto a genes
implicados en el “metabolismo del gluc6geno” y el de “alcoholes superiores”. La
induccién de estas categorias funcionales enriquecidas en los grupos 4 y 5 se ha
caracterizado durante la activaciéon de la respuesta a estrés (ESR “Enviromental
Stress Response”) (Gasch et al, 2000). Por este motivo, hemos analizado el
comportamiento transcripcional y de expresion durante la deficiencia de hierro de
los genes inducidos como consecuencia de la activacion de la ESR (figura C1-4-4). El
perfil promedio de estos genes muestra un incremento en la cantidad de RNA hasta
las 3 horas de deficiencia de hierro junto a un ligero aumento en la tasa de
transcripcion de estos genes. Estos datos sugieren que la respuesta general de estrés
podria activarse durante la deficiencia de hierro, ya que la tendencia global es un

descenso de la tasa de transcripcion de los genes con el progreso de la deficiencia.
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Figura C1-4-4. Comportamiento global de los genes incluidos en la ESR durante el transcurso
de la deficiencia de hierro. Se representan los valores promedios de TR y RA de los genes

cuya induccidn se ha descrito durante la ESR. Los valores estan referidos al tiempo inicial.
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El resto de grupos (2, 3, 6, 7 y 8) muestran una disminucién en la tasa de
transcripciéon de sus genes. En el grupo 2, los genes disminuyen la tasa de
transcripcion durante la deficiencia de hierro, mientras que su cantidad de mRNA
se ve muy aumentada desde los primeros minutos, sugiriendo una fuerte
estabilizacion de estos genes. Pese a este comportamiento tan marcado, los genes
que componen este grupo no estdn enmarcados en una categoria funcional conjunta.
Los genes pertenecientes al grupo 3 experimentan una bajada en la transcripcion
que se recupera a los 90 minutos para después volver a descender. No ocurre lo
mismo con la cantidad de mRNA que se mantiene o se incrementa ligeramente
durante las 3 primeras horas de la respuesta a deficiencia de hierro. Este grupo esta
enriquecido en genes implicados en la organizacién de membranas. El grupo 6
experimenta una caida progresiva de la tasa de transcripcién a medida que avanza
la deficiencia de hierro. Sin embargo, los niveles de mRNA se mantienen ligeramente
por encima de los niveles iniciales tras las 3 horas de crecimiento, tras recuperarse
de una disminucién a los 30 minutos. Los genes de este grupo estan implicados en
el ciclo celular y la organizacion cromosémica. El grupo 7 esta constituido por casi
el 50% de los genes, y su comportamiento implica un descenso en la tasa de
transcripcion durante la deficiencia de hierro. A pesar de este descenso, la cantidad
de mRNA se mantiene transcurridas 3 horas de crecimiento en deficiencia de hierro.
Este grupo es el que determina el comportamiento global de la tasa de transcripcion
y de la cantidad de mRNA y en él se encuentran enriquecidas de forma muy
significativa las categorias funcionales pertenecientes al “procesamiento de RNA”,
“biogénesis de ribosomas” y la “traduccién”. Por ultimo, en el grupo 8 encontramos
genes que disminuyen su cantidad de mRNA desde los primeros minutos de la
respuesta, mientras la transcripcién cae de forma mdas suave. Aqui encontramos

genes implicados en el “metabolismo del ATP/ADP”.
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1.5. Basqueda de factores transcripcionales asociados a los genes que aumentan su

tasa de transcripcidn.

Con el fin de identificar los factores transcripcionales potencialmente
responsables de la induccion transcripcional de los genes incluidos en los grupos, 4
y 5, decidimos realizar la busqueda de factores transcripcionales asociados a estos
genes mediante la herramienta YEASTRACT. Esta herramienta realiza una
prediccidn de los factores transcripcionales que podrian estar regulando de forma
coordinada la expresion de un grupo de genes. En nuestro caso, llevamos a cabo la
busqueda de los factores transcripcionales asociados a las categorias funcionales
que encontramos en cada grupo. La tabla 1-5-1 muestra los resultados de la
busqueda de los factores transcripcionales asociados a las categorias del grupo 4,
que mostraron un aumento transcripcional ligero y temprano durante la deficiencia
de hierro. En este caso, la busqueda mostré como los factores Hacl y Hsfl podrian
estar regulando los genes de la protedlisis, mientras el metabolismo de compuestos
con fosfato podria regularse por Hsfl, Acel y Hot1. Aft2 podria mediar la regulacion

de la respuesta a quimicos.

Grupo 4
Protedlisis
Factor transcripcional Funcion p-Valor
Haclp Respuesta a proteinas mal plegadas 5.0*10-5
Hsflp Respuesta a choque térmico 2.0*10+

Compuestos con fosfato

Factor transcripcional Funcién p-Valor
Ace2p Regula la division celular 7.5*%107
Hsf1lp Respuesta a choque térmico 6.4*10-¢
Hotlp Respuesta a estrés osmotico 1.2*10-5

Respuesta a quimicos

Factor transcripcional Funciéon p-Valor

Aft2p Respuesta a deficiencia de hierro 2.7*105

Tabla C1-5-1. Factores transcripcionales asociados a los genes incluidos en el grupo 4 dentro

de estas categorias funcionales.
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En el grupo 5 se encontraban genes con un aumento transcripcional a
tiempos mas largos de la deficiencia de hierro. En esta busqueda se han encontrado
mas factores transcripcionales con un valor mas significativo. Asociados a los genes
implicados en procesos redox encontramos entre otros los factores
transcripcionales Yap1l necesario para la tolerancia al estrés oxidativo, Msn2/4
implicados en la respuesta a estrés, Hap1-5 que responden a cambios de niveles de
grupos hemo y oxigeno, Aftl/2 y Zap1 que regulan la respuesta a cambios en las
concentraciones de hierro y zinc respectivamente y otros factores que regulan el
metabolismo de las células. Por otro lado, los factores asociados a la regulacion de
los genes del ciclo de los acidos tricarboxilicos son Rtgl/3, responsables de la
activacion de la ruta retrégrada, y Hap1-5 (tabla C1-5-2). En el caso de los genes
implicados en el metabolismo del gluc6geno encontramos cémo todos los genes
incluidos en este grupo son dianas del factor Fkh1, que estd implicado en la
regulacion de la elongacién durante la transcripciéon. En menor medida estos genes,
también estan regulados por los factores Hotl y Arrl, implicados en la respuesta a
estrés osmotico y resistencia a arsénico, respectivamente. Para los genes implicados
en el metabolismo de alcoholes superiores, entre los que hemos encontrado muchos
de los genes que codifican para proteinas implicadas en la sintesis de ergosterol,
observamos cémo son dianas de los factores transcripcionales Ecm22 y Upc2,
implicados en la regulacidn de la sintesis de esteroles. Del mismo modo, estos genes
también son diana de factores como Yap1, Rox1/Mot3 y Hap1-5 que se regulan en
funcion de las condiciones redox en las que se encuentren las células y en funcién
de los niveles de Oz y hemo. Ya que muchos pasos de esta ruta de sintesis son
dependientes de los niveles de hemo y Oz, resulta interesante que estos genes estén

coregulados durante la deficiencia de hierro.
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Grupo 5
Procesos oxidacion-
reduccion
Factor transcripcional Funciéon p-Valor
Yaplp Tolerancia a estrés oxidativo 1.4*10-10
Rpn4p Regulacion del proteasoma 1.5%10-°
Msn2p Respuesta a estrés 6.0*10-
Haplp Respuesta a niveles de hemo y 0; 1.3*10-°
Zaplp Respuesta a niveles de Zinc 1.4*10-8
Sutlp Regulacion de adquisicion de esteroles 2.5*%10-8
Sfplp Regulacion genes de proteinas ribosémicas | 3.4*10-8
Hotlp Respuesta a estrés osmotico 3.8*108
Aftlp Respuesta a deficiencia de hierro 4.2*108
Tda9p Metabolismo acetato 4.6*108
Swi5p Regulacion del ciclo celular 4.7*%10-8
Msn4p Respuesta a estrés 5.2*%10-8
Leu3p Metabolismo de leucina 8.3*10-8
Raplp Activador-represor transcripcional 3.1*107
Hap4p Respuesta a niveles de hemo y O 5.3*107
Spt23p Regulacion de OLE1 8.6%107
Gerlp Metabolismo glicolitico 1.2*10-6
Hap3p Respuesta a niveles de hemo y O; 2.5*10-8
Baslp Metabolismo de histidina y purinas 2.5%10-¢
Skn7p Respuesta a estrés oxidativo 1.4*10-6
Fkhilp Regulador de la elongacidn transcripcional | 2.0*10-6
Aft2p Respuesta a deficiencia de hierro 2.7*106
Ger2p Metabolismo glicolitico 4.0*10-°
Rox1p Respuesta a niveles de O, 9.2*10-6
Ciclo de Acidos
Tricarboxilicos
Factor transcripcional Funcién p-Valor
Rtglp Activador de la ruta RTG 5.3*10-11
Hap3p Respuesta a niveles de hemo y O; 4.5*%10°
Rtg3p Activador de la ruta RTG 9.8*10-8
Hap4p Respuesta a niveles de hemo y O 1.4*107
Hap5p Respuesta a niveles de hemo y O; 2.3*10-6
Hap2p Respuesta a niveles de hemo y 0; 1.4*10-5
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Metabolismo del

glucdégeno
Factor transcripcional Funciéon p-Valor
Fkhilp Regulador de la elongacién transcripcional 0
Hotlp Respuesta a estrés osmotico 1.33*10-6
Arrlp Resistencia a arsénico 2.25*10-5
Metabolismo de alcoholes
superiores
Factor transcripcional Funcién p-Valor
Yaplp Tolerancia a estrés oxidativo 0
Rox1p Respuesta a niveles de O; 8.0*10-°
Upc2p Regulacion de la sintesis de esteroles 1.1*10-8
Haplp Respuesta a niveles de hemo y O 2.0*10-8
Ecm22p Regulacion de la sintesis de esteroles 3.8%107
Mot3p Respuesta a niveles de O 7.8%10-7
Tda9p Metabolismo acetato 3.3*10¢
Gerlp Metabolismo glicolitico 5.4*10-5

Tabla C1-5-2. Factores transcripcionales asociados a los genes incluidos en el grupo 5 dentro

de estas categorias funcionales.

1.6. Los genes RPs que codifican para proteinas ribosémicas se estabilizan en

respuesta a la deficiencia de hierro.

En el grupo 7 nos encontramos el mayor numero de genes, muchos de ellos
pertenecientes a categorias funcionales relacionadas con la traducciéon en las
células. Los genes implicados en traduccién de proteinas se encuentran divididos en
dos grupos, los genes que codifican para las proteinas ribosémicas (RPs) y los genes
que codifican para proteinas que participan en la biogénesis de los ribosomas
(RiBis). Pese a que ambos grupos se encuentran coregulados en las células, en este
apartado nos hemos centrado en el grupo de los RPs. Estos genes mantienen la
cantidad mRNA (RA) hasta las 3 horas, a pesar de experimentar una bajada en su
transcripcion (figura C1-6 panel A), como ocurre con los genes clasificados dentro
del grupo 7. Esto sugiere que estos mRNAs aumentan su estabilidad en deficiencia

de hierro, como predice el calculo de la constante de degradacion de los genes que
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disminuye durante el transcurso de la deficiencia de hierro (figura C1-6 panel B).
Para determinar de forma experimental la estabilidad de estos mRNAs, se llevaron
a cabo ensayos de vida media en los que se detuvo la transcripcién de la RNA
polimerasa Il en presencia de tiolutina tras crecer las células 3 horas en condiciones
de suficiencia y deficiencia (figura C1-6, paneles D, F, H). Mediante RT-qPCR se
determinaron los niveles de los mRNAs RPLZ27A, RPLEBy RPS16F que mostraban
bajada en la tasa de transcripcion (TR), mientras la cantidad de mRNA se mantenia
constante (RA) (figura C1-6, paneles C, E, G). Los resultados de estos muestran como
la vida media de estos mRNAs es superior en células crecidas en deficiencia de
hierro, confirmando el aumento en la estabilidad de este grupo de genes en

deficiencia de hierro.

A continuaciéon, nos planteamos explorar cual podria ser el factor
postranscripcional implicado en este aumento de la estabilidad de los genes RPs.
Pub1 se ha caracterizado como una proteina de uniéon a RNA que actiia como factor
postranscripcional modificando la estabilidad de diferentes mRNAs. En el caso de
los mRNAs que codifican para las RPs, la ausencia de Publ provoca su
desestabilizacion (Matunis et al.,, 1993; Duttagupta et al., 2005). Para estudiar si
Pub1 esta implicado en la estabilizacién de los RPs en deficiencia de hierro, se
realizaron experimentos de estabilidad de mensajeros similares a los anteriores,
pero esta vez con el mutante publA4. Como ya se habia descrito, en condiciones
normales observamos una desestabilizacion de los RPs en ausencia de Pub1l. Sin
embargo, en condiciones de deficiencia de hierro se sigue produciendo la misma
estabilizacion de estos mRNAs que se da en la cepa silvestre, pese a la falta del factor
Pub1 (figura C1-6 panel I). Estos resultados permiten descartar el papel de Pub1l
como principal factor responsable de la estabilizacion de estos mRNAs en

deficiencia de hierro.
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Figura C1-6. Los genes RPs se estabilizan en respuesta al déficit de hierro en el medio. A.

Representacion grafica del comportamiento global de los genes que codifican para
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proteinas ribos6micas en cuanto a su tasa de transcripcién (TR) y cantidad de mRNA (RA)
durante 3 horas de deficiencia de hierro, obtenidos a partir de los datos de GRO. Se
representa la mediana de los genes que constituyen el reguldn de los RPs. B. Representacion
de la constante de degradacion (kp) de los genes RPs. C. E. y G. Representacién de la TR y
RA de los genes RPL27A, RPL8By RPS16Bdurante 3 horas de crecimiento en deficiencia de
hierro. D. F. H. e 1. Células silvestre (W303) y pub14 se crecieron en SC (+Fe) y SC con 100
uM de BPS (-Fe) a 30 2C durante 3 horas. Transcurrido este tiempo se anadio tiolutina (3
ug/mL) al medio y se recogieron alicuotas a diferentes puntos. E1 RNA extraido de las
muestras se analizé por RT-qPCR utilizando oligonucleétidos para determinar los niveles

de mRNA de RPL27A, RPL8By RPS16B, normalizados frente a los niveles de SCR1.

1.7. Los genes que codifican para las proteinas ribosémicas (RP) y la biogénesis de
ribosomas (RiBi) disminuyen su cantidad de mRNA en etapas prolongadas de la

deficiencia de hierro.

Con el fin de indagar en la regulacion de genes RPs y RiBis en deficiencia de
hierro, decidimos determinar la cantidad de mRNA de estos genes cuando la
deficiencia de hierro es mas severa. La cantidad de mRNA de algunos genes
pertenecientes a ambos grupos a las 6 horas de deficiencia de hierro se determiné
por RT-qPCR a partir de un cultivo crecido en las mismas condiciones en las que se
realiz6 el GRO. Los resultados muestran una bajada acusada de mRNA para ambos
grupos de genes tras 6 horas de deficiencia de hierro (figura C1-7, paneles A y B).
Esta disminucion en la cantidad de estos mRNAs también se observa a las 9 horas
de crecimiento de una cepa BY4741 (figura C1-7, paneles Cy D). Ambos resultados
nos permiten establecer como condiciones severas de déficit de hierro, 6 horas de
crecimiento en deficiencia de hierro en el fondo genético W303 protétrofo y 9 horas
en el fondo con auxotrofias BY4741. Estas seran las condiciones de crecimiento
utilizadas para describir el comportamiento de cada cepa en respuesta a una

limitacién de hierro severa.
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Figura C1-7. Los genes RPs y RiBis disminuyen su cantidad de mRNA en condiciones de
deficiencia de hierro severa. A. y B. Células silvestres (W303) se crecieron en SC con 100 uM
de BPS (-Fe) a 30 °C durante 6 horas y se recogieron alicuotas a diferentes tiempos. El RNA
extraido de las muestras se analiz6 por RT-qPCR utilizando oligonucledtidos para
determinar los niveles de mRNA de los genes que se muestran en las graficas normalizados
frente a los niveles de ACT1. C.y D. Células silvestres (BY4741) se crecieron en SC con 100
uM de BPS (-Fe) durante 9 horas y se recogieron alicuotas a diferentes tiempos. El RNA

extraido de las muestras se analizé por RT-qPCR como en el apartado anterior.

1.8. Los genes RPs y RiBis se reprimen transcripcionalmente en deficiencia de hierro

por la accion de las proteinas Dot6, Tod6, Stb3 y Rpd3.

Los genes RPs y RiBi estan regulados transcripcionalmente de manera
coordinada a través de la ruta de sefializacién de nutrientes o ruta TOR. La bajada

en la cantidad de mRNAs de ambos grupos de genes sugiere que podrian estar
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siendo reprimidos a nivel transcripcional durante la deficiencia de hierro. La
represion de estos genes la realizan los represores transcripcionales Dot6, Tod6 y
Stb3 que median el reclutamiento del complejo desacetilador de histonas RPD3L
que contiene ala proteina Rpd3 (Huber etal.,, 2011). Para identificar si estos factores
estan ejerciendo su funcién represora sobres estos grupos de genes en deficiencia
de hierro, se midieron los niveles de mRNA de estos genes en condiciones de
deficiencia de hierro severas en cepas que carecen de los represores y de Rpd3. En
el caso de Dot6 y Tod6 se utiliz6 el doble mutante dot6AtodéA ya que actdan al
mismo nivel. Como se observa en la figura, los genes pertenecientes a ambos grupos
aumentan su cantidad de mRNA en ausencia de los represores transcripcionales en
comparaciéon con la cepa silvestre. En el caso del doble mutante dotéAtodéA se
observa un mayor aumento en la cantidad de mensajero de los genes RiBi. Estos
resultados estan de acuerdo con su mayor asociacion a elementos PAC, presentes en
los promotores de los genes RiBi. Lo mismo ocurre en el caso del mutante s¢b3A para
los genes RPs, ya que Stb3 se une a las secuencias ricas en T de los promotores de
estos genes (Huber et al,, 2011). El mayor efecto de la falta de represion de estos
genes lo encontramos tras eliminar la desacetilasa de histonas Rpd3, ya que es la
encargada de reprimir el inicio de la transcripcidn de los genes tras ser reclutada a
las secuencias promotoras de ambos grupos de genes. Todas estas observaciones
sugieren que en deficiencia de hierro se reprime la transcripcion de los genes RiBi y

RPs a través de estos factores.
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Figura C1-8. Los genes RP y RiBi estin reprimidos a nivel transcripcional a través de la
inactivacion de la ruta TOR en etapas prolongadas de la deficiencia de hierro. A. B. Células
silvestres (BY4741), dot6Atodé4, stb34 y rpd3A se crecieron en SC con 100 uM de BPS (-
Fe) a 30 2C durante 9 horas. El RNA extraido de las muestras se analizd por RT-qPCR
utilizando oligonucleétidos para determinar los niveles de mRNA de los genes que se

muestran en las graficas normalizados frente a los niveles de ACT1.

1.9. La ruta TOR se inactiva como consecuencia de la deficiencia de hierro severa.

Los factores transcripcionales que median la represién de la transcripcion de
los genes RiBi y RPs mencionados en el apartado anterior modifican su estado de
fosforilacion como consecuencia de la sefializacién mediada por la ruta TOR. En
ausencia de nutrientes la inactivacion de la ruta TOR provoca la falta de fosforilaciéon
de la quinasa Sch9 y con ello su defecto de activacién. Esta inhibicion de Sch9
favorece el estado hipofosforilado de Dot6, Tod6 y Stb3 (Hughes et al., 2014). Para
averiguar si la deficiencia de hierro promueve la inactivacion de la ruta TOR
decidimos estudiar el estado de fosforilacion de Sch9 y Doté por Western Blot. Para
ello, se utilizaron dos cepas que poseian ambas proteinas etiquetadas con el epitopo
HA crecidas en condiciones de suficiencia y deficiencia bajo limitacion de hierro.
Como control positivo de la inactivacion de la ruta TOR, las células fueron tratadas
con rapamicina. Como muestra la figura, Sch9 y Dot6 en condiciones normales
experimentan un retraso en su movilidad electroforética debido a su estado
hiperfosforilado (figura C1-9 paneles A y B). Sin embargo, a medida que avanza la
deficiencia de hierro va desapareciendo este retraso en la movilidad, hasta alcanzar
las 9 horas de crecimiento donde la deficiencia de hierro es severa y ambas
proteinas muestran un estado hipofosforilado, similar al de las células tratadas con
rapamicina. Otro marcador utilizado para estudiar la inactivacién de la ruta TOR es
el estado de fosforilacion de la proteina Rps6. En condiciones normales esta proteina
es fosforilada por la quinasa Ypk3, mientras que en ausencia de nutrientes se
encuentra desfosforilada (Gonzalez et al., 2015). Para conocer su comportamiento
en deficiencia de hierro se utilizé un anticuerpo que reconoce unicamente la forma

fosforilada de Rps6. Como se observa en la imagen, la cantidad de proteina Rps6
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fosforilada disminuye en condiciones de deficiencia de hierro severas, mientras que
la cantidad de proteina Rps6 total no varia. Este resultado apoya la inactivacién de
la ruta TOR en condiciones severas de déficit de hierro. Estos resultados sugieren
que en condiciones de deficiencia de hierro severa se produce la inactivacion de la

ruta TOR.
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Figura C1-9. Las proteinas Sch9, Dot6 y Rps6 se encuentran hipofosforiladas en condiciones
severas de deficiencia de hierro. A. Células SCH9-HA se crecieron en SC (+Fe), SC con 100
uM de BPS (-Fe) durante 9 horas y en presencia de rapamicina (Rap). Los extractos
proteicos se analizaron mediante Western Blot utilizando anticuerpos a-HA y a-Pgk1, este
ultimo se utilizé como control de carga. B. Células DOT6-HA se crecieron en SC (+Fe), SC
con 100 uM de BPS (-Fe) y en presencia de rapamicina (Rap). Los extractos proteicos se
analizaron igual que en el apartado anterior. C. Células W303 se crecieron en SC con 100 uM
de BPS (-Fe) durante 6 y se recogieron alicuotas a diferentes tiempos. Los extractos
proteicos se analizaron por Western Blot utilizando un anticuerpo que reconoce
unicamente la forma fosforilada de Rps6 y otro anticuerpo que reconoce la cantidad total

de proteina.

1.10. Regulacién de la RNA polimerasa I en respuesta a deficiencia de hierro.

La biogénesis de ribosomas es un proceso muy costoso para las células por
lo que las vias de sintesis de sus constituyentes estan altamente reguladas y lo hacen
de manera coordinada. Para ello, ademas de regular la transcripcion de los RPs y los

RiBis transcritos por la RNA polimerasa II, las células regulan la transcripcién de los



Resultados Capitulo1

rRNA y tRNA transcritos por las RNA polimerasas I y III; siendo la ruta TOR la

encargada de esta regulacion coordinada.

La determinaciéon de la cantidad de RNA total, obtenida a partir del mismo
numero de células a medida que avanza la deficiencia de hierro nos muestra una
disminucién en la cantidad de RNA total tras las 6 horas de crecimiento, donde la
deficiencia de hierro es severa (figura C1-10 panel A). Puesto que el 60% de la
cantidad de RNA total pertenece al rRNA decidimos determinar por RT-qPCR la
variacién en cantidad de rRNA 255y 185 a medida que transcurre la deficiencia de
hierro. Como ya sugerian los datos anteriores, las células experimentan una bajada
en la cantidad de los rRNAs cuando la deficiencia de hierro es severa (figura C1-10
panel B). Los datos de tasa de transcripcién obtenidos por el Genomic Run On nos
muestran como estos genes disminuyen su transcripcién por la RNA polimerasa I en
condiciones severas de deficiencia (figura C1-10 panel C). Para conocer si esta
disminucién es debida a una bajada de la RNA polimerasa I, se determinaron los
niveles de su subunidad mayor durante el progreso de la deficiencia de hierro
(figura C1-10 panel D). Como se observa en la imagen, los niveles de la subunidad

grande de la polimerasa I decaen en condiciones severas de deficiencia.

Estudios anteriores han mostrado como Rrn3, proteina activadora de la RNA
polimerasa |, se degrada como consecuencia de la inactivacion de la ruta TOR en
presencia de rapamicina (Phillipi et al., 2010). Para estudiar si esta disminucion de
la proteina Rrn3 ocurre en deficiencia de hierro, se determinaron sus niveles
mediante Western Blot. En este caso se utilizd6 una cepa con la proteina Rrn3
etiquetada con GFP en el fondo BY4741, por ello las condiciones de deficiencia de
hierro severas son 9 horas de crecimiento. Los resultados sugieren que condiciones
de deficiencia de hierro severas inducen la degradacion de la proteina Rrn3 que

actua favoreciendo la activacion de la RNA polimerasa 1.
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Figura C1-10. La RNA polimerasa I se inhibe en respuesta a condiciones de deficiencia de
hierro severas. A. Células silvestres (W303) se crecieron en SC con 100 uM de BPS (-Fe)
durante 6 horas a 30 2C y se recogieron alicuotas a diferentes tiempos. Posteriormente se
cuantificé el RNA total extraido a partir del mismo nimero de células en los diferentes
tiempos de deficiencia de hierro. B. A partir de los RNAs anteriores, se determind la cantidad
de RNA 255y 185 mediante RT-qPCR, normalizando frente a los niveles de ACTZ. C.
Representacién de los datos obtenidos mediante el Run On correspondientes a las sondas
18S'y 25S presentes en los arrays durante los diferentes tiempos de deficiencia de hierro.

D. Células W303 se crecieron en SC con 100 pM de BPS (-Fe) durante 6 y se recogieron
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alicuotas a diferentes tiempos. Los extractos proteicos se analizaron mediante Western Blot
utilizando anticuerpos a-Rpal90 y a-Pgk1, este ultimo se utilizé6 como control de carga. E.
Células RRN3-GFPse crecieron en SC (+Fe) y SC con 100 pM de BPS (-Fe) durante 9 horas
a 30 °C. Los extractos proteicos se analizaron mediante Western Blotutilizando anticuerpos

a-GFP y a-Pgk1.

1.11. Regulacién de la RNA polimerasa III en respuesta a deficiencia de hierro.

Una de las consecuencias de la inactivacion de la ruta TOR es la inhibicion de
la RNA polimerasa III a través del inhibidor Mafl. En condiciones de crecimiento
favorables, Mafl se mantiene fosforilado fuera del ntcleo favoreciéndose la
actividad de la RNA polimerasa IIl. Por el contrario, condiciones desfavorables
provocan la inactivacion de la ruta TOR favoreciendo la desfosforilacién de Maf1 y
su acumulacién en el nucleo (Oficjalska-Pham et al., 2006; Roberts et al., 2006). La
proteina Mafl desfosforilada se une a la RNA polimerasa IIl bloqueando la
transcripcion de los tRNAs. Para averiguar si la RNA polimerasa III esta inhibida en
deficiencia de hierro, en primer lugar, medimos como varian la cantidad de algunos
tRNAs a medida que avanza la deficiencia de hierro. Como se muestra en la figura, la
cantidad de algunos tRNAs disminuye durante el crecimiento en deficiencia de
hierro (figura C1-11 panel A). A continuacién, decidimos analizar si se producen
cambios en la fosforilacion de Mafl mediante Western Blot. Como se puede
observar en la figura C1-11 panel B, Mafl aumenta su migraciéon a medida que
progresa el crecimiento en deficiencia de hierro. Tras 6 horas de crecimiento en
limitacién de hierro se observa un colapso de la banda que corresponde a la proteina
desfosforilada, igual que ocurre en presencia de rapamicina tras la inhibicién de la
ruta TOR. Ademas, se determinaron los niveles de la RNA polimerasa III, utilizando
una cepa que posee la subunidad grande de esta polimerasa etiquetada con un
epitopo HA (figura C1-11 panel C). En este caso, al ser una cepa W303 auxétrofa,
igual que el fondo BY4741, los tiempos utilizados para estudiar la deficiencia de
hierro son a partir de las 9 horas de crecimiento. En la figura se observa como a
partir de las 9 horas disminuye la cantidad de la subunidad mayor de la polimerasa,

ala vez que Maf1 se desfosforila. Todos estos resultados sugieren que la deficiencia
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de hierro severa provoca la inactivacién de la ruta TOR promoviendo la falta de
fosforilacion de Maf1 y su localizaciéon nuclear para ejercer su funcién represora

sobre la RNA polimerasa III.
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Figura C1-11. La RNA polimerasa III se inhibe en respuesta a condiciones de hierro severas.
A. Células silvestres (W303) se crecieron en SC con 100 uM de BPS (-Fe) durante 6 horas a
30 2C y se recogieron alicuotas a diferentes tiempos. El RNA extraido de las muestras se
analizé por RT-qPCR utilizando oligonucledtidos para determinar los niveles de los tRNAs
que se muestran en las graficas normalizados frente a los niveles de ACT7. B. Células W303
se crecieron en presencia de rapamicina (Rap) y SC con 100 pM de BPS (-Fe) durante 6 y se
recogieron alicuotas a diferentes tiempos. Los extractos proteicos se analizaron mediante
Western Blot utilizando anticuerpos a-Mafl y a-Pgk1. C. Células RPC160-HA se crecieron
en SC (+Fe), SC con 100 uM de BPS (-Fe) durante 9 horas y en presencia de rapamicina
(Rap). Los extractos proteicos se analizaron mediante Western Blot utilizando anticuerpos

a-Maf1, a-HA y a-Pgk1, este ultimo se utilizé como control de carga.
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1.12. La deficiencia de hierro severa provoca la inhibicidn de la traduccién.

Tras conocer la regulacion de los diferentes constituyentes de los ribosomas
durante la deficiencia de hierro, decidimos evaluar qué ocurre con la traduccién
durante la adaptacion de las células a escasez de hierro, ya que la inhibicion de la
traducciéon es una consecuencia de la inactivacién de la ruta TOR. Para ello
realizamos perfiles de polirribosomas con la cepa W303 crecida en las mismas
condiciones de limitacién de hierro en las que realizamos el Genomic Run Ony en
condiciones de suficiencia. En los perfiles de polirribosomas se determina la
cantidad de RNA asociada a monosomas y polisomas, lo cual habitualmente es
indicativo de un estado traduccional inactivo o activo respectivamente. El
porcentaje de polisomas se calcula a partir del area bajo la curva de las fracciones
asociadas a polisomas frente al area total y sirve como indicador del estado
traduccional de las células. El perfil de polirribosomas en condiciones normales
muestra un porcentaje de polisomas de un 80%, que indica un estado traduccional
activo de las células (figura C1-12 panel A). Las células crecidas durante 3 horas en
deficiencia de hierro experimentan una ligera bajada en la traduccion ya que el
porcentaje de polisomas cae un 10% en comparacidn a las condiciones normales
(figura C1-12 panel B). El efecto mas llamativo del crecimiento en deficiencia de
hierro sobre la traduccion en las células lo observamos tras las 6 horas de
crecimiento en estas condiciones, considerada como una deficiencia de hierro
severa (figura C1-12 panel C). En este caso se observa una fuerte parada
traduccional en el perfil de polisomas ya que aumenta la cantidad de RNA asociada

a monosomas, lo cual conlleva una caida a la mitad del porcentaje de polisomas.

Para estudiar si esta parada de la traduccion en condiciones de hierro severas
se debia a la inactivacién de la ruta TOR en estas condiciones, decidimos estudiar el
estado de fosforilacién del factor el[F2a implicado en el inicio de la traduccién. elF2a
se fosforila por la quinasa Gcn2, tras la inactivacion de la ruta TOR en presencia de
rapamicina (Dong et al., 2000). Tras estudiar el estado de fosforilacion de esta
proteina mediante el uso de un anticuerpo que reconoce Unicamente la proteina
fosforilada, observamos un aumento en la fosforilacion de elF2a mientras que la

cantidad de proteina total se mantiene constante (figura C1-12 panel D). Estos
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resultados sugieren que la inactivacién de la ruta en condiciones de deficiencia de
hierro severas promueve la fosforilacion de eIF2a y una parada de la traduccién de

las células.
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Figura C1-12. La inactivacién de la ruta TOR en etapas prolongadas de la deficiencia de hierro
provoca la inhibicidn de la traducciéon. A-C. Células silvestre (W303) se crecieron en SC
(+Fe), SC con 100 pM de BPS (-Fe) durante 3 y 6 horas a 30 2C y a continuacion se afiadié
cicloheximida. Tras la ruptura de las células, se cargaron los extractos en los gradientes de
sacarosa que posteriormente fueron fraccionados para obtener los perfiles de
polirribosomas. D. Células W303 se crecieron en SC con 100 uM de BPS (-Fe) durante 6 y se
recogieron alicuotas a diferentes tiempos. Los extractos proteicos se analizaron por
Western Blot utilizando un anticuerpo que reconoce Unicamente la forma fosforilada de

elF2a y otro anticuerpo que reconoce la cantidad total de proteina elF2a.
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1.13. La deficiencia de hierro severa favorece la traduccién de GCN4.

La fosforilacion de elF2a reprime el inicio de la traduccién global en las
células. Sin embargo, la traduccion del mRNA del factor transcripcional Gen4 se ve
favorecida tras la inactivacion de la ruta TOR en condiciones de escasez de
aminoacidos debido a la presencia de upstream ORFs (uORFs) en el promotor de
este gen (Conrad et al, 2004). Para estudiar qué ocurre en condiciones de
deficiencia de hierro con la traduccion de GCN4, se realiz6 la extraccion de RNA de
los perfiles de polirribosomas mostrados en el apartado anterior, y se determiné la
cantidad de mRNA GCN4 asociada a las diferentes fracciones por RT-qPCR. La
grafica muestra como en condiciones de suficiencia la cantidad de mRNA GCN4 es
mayor en las fracciones asociadas a monosomas, indicando un estado inactivo en su
traduccidén (figura C1-13). Los mismos resultados se obtuvieron a las 3 horas de
crecimiento en deficiencia de hierro. Sin embargo, a las 6 horas de crecimiento,
donde la deficiencia de hierro es mas severa, observamos una mayor cantidad de
GCN4 asociado a las fracciones de polisomas. Estos resultados sugieren que la
deficiencia de hierro severa favorece la traduccién de GCN4 como consecuencia de

la inactivacion de la ruta TOR.
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Figura C1-13. La traduccién de GCN4se activa a etapas prolongadas de la deficiencia de hierro
como consecuencia de la inactivacién ruta TOR. Células silvestres (W303) se crecieron en
SC (+Fe), SC con 100 pM de BPS (-Fe) durante 3 y 6 horas a 30 2C. Tras realizar el
fraccionamiento de polirribosomas, se extrajo el RNA de las diferentes fracciones y se

determiné mediante RT-qPCR la cantidad de mensajero GCN4 asociada a cada fraccion. En
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la grafica se representa el porcentaje de GCN4 asociada a cada fraccién respecto a su

cantidad total de mRNA.

1.14. La proteina Rrp12 se localiza en el nucleolo en condiciones de deficiencia de

hierro severa.

Rrpl2 es una proteina que se requiere para la exportacion de las
subunidades ribosémicas. Se ha descrito su localizacién nucleolar en respuesta a
estrés nutricional como consecuencia de la inactivacion de la ruta TOR (Vanrobays
et al, 2008). Hemos determinado la localizacién celular de la proteina Rrp12
etiquetada con el epitopo GFP en condiciones de suficiencia y deficiencia de hierro.
Como se observa en la imagen, en condiciones normales la proteina presenta una
localizacion mayoritariamente citoplasmatica. Sin embargo, en condiciones de
deficiencia de hierro severas tras 9 horas de crecimiento la proteina Rrp12 queda
atrapada en el nucleolo. Estos datos apoyan que la deficiencia de hierro severa

provoca la inactivacion de la ruta TOR en las células.

+Fe

RRP12-GFP

Figura C1-14. La proteina ribosémica Rrp12 presenta localizacidon nucleolar en etapas
prolongadas de deficiencia de hierro. Localizacién subcelular de la proteina Rrp12-GFP en

células crecidas en SC (+Fe) y SC con 100 pM de BPS (-Fe) durante 9 horas a 30 2C.
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1.15. La ruta retrégrada mitocondrial (RTG) se activa en condiciones de deficiencia

de hierro severas.

La activacion de la ruta retrégrada mitocondrial que conecta el nucleo y la
mitocondria es otra de las consecuencias de la inactivacién de la ruta TOR. Los datos
de transcripcién obtenidos por el Genomic Run On muestran una activacién en la
tasa de transcripcion de los genes implicados en esta ruta /DH1, IDHZ, CIT1, CIT2y
ACO1 después de 3 horas de crecimiento en deficiencia de hierro, cuando la
limitacion de hierro comienza a ser severa (figura C1-15 panel A). Este aumento en
la tasa de transcripcién de los genes se ve reflejada en el aumento de la cantidad de

mRNA de estos genes, excepto para ACO1 (figura C1-15 panel B).
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Figura C1-15. Activacién transcripcional de la ruta retrégrada en respuesta a deficiencia de
hierro. A. Representacién de la tasa de transcripciéon de los genes implicados en la ruta
retrograda obtenidos a partir del Genomic Run On. B. Células silvestres (W303) se crecieron
en SC con 100 pM de BPS (-Fe) durante 6 horas a 30 2C y se recogieron alicuotas a diferentes
tiempos. El RNA extraido de las muestras se analiz6 por RT-qPCR utilizando

oligonucleétidos para determinar los niveles de los mRNAs que se muestran en la grafica
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normalizados frente a los niveles de ACT1. C. Células silvestres (BY4741) y cth1ActhZA se
crecieron en SC (+Fe) y SCcon 100 pM de BPS (-Fe) durante 9 horas a 30 2C. El RNA extraido
de las muestras se analiz6 por RT-qPCR utilizando oligonucleétidos para determinar los

niveles de ACO1 normalizados frente a los niveles de ACT1.

En el caso de ACO1, no se observa un aumento en su cantidad de mRNA pese
al incremento de su transcripciéon. Puesto que ACO1 es uno de los mRNAs dianas de
Cth1 y Cth2 (Puig et al,, 2005; Puig et al., 2008), decidimos analizar si en ausencia
de Cth2 se observa el incremento en la cantidad de mRNA ACO1. Para ello se
determiné la induccién de ACOI en una cepa silvestre y el doble mutante
cth14cth24 en condiciones de deficiencia de hierro. Como se puede observar en la
figura C1-15 panel C, la deleciéon de CTH1 y CTHZ permite el aumento en la cantidad
de mRNA de ACO1 ya que se elimina su regulacién postranscripcional. Estos
resultados apoyan la inactivacion de la ruta TOR en condiciones de deficiencia de

hierro severa y la consecuente activacion transcripcional de la via RTG.

1.16. La activacion transcripcional de la ruta retrégrada en deficiencia de hierro

depende de los factores transcripcionales Rtgl y Rtg3.

Para estudiar si la activacion transcripcional en deficiencia de hierro de los
genes RTG depende de los factores transcripcionales Rtgl y Rtg3 y el activador Rtg2,
descritos como principales activadores de la ruta, se determinaron los niveles de
mRNAs de los diferentes genes de la ruta en condiciones de deficiencia de hierro en
las cepas rtgld, rtg24 y rtg34 (figura C1-16 panel A). Los resultados muestran como
la falta de los activadores transcripcionales elimina la induccién de estos mRNAs en
deficiencia de hierro. Para estudiar la dependencia de estos factores en la activaciéon
transcripcional de ACO], se realizaron experimentos de actividad (-galactosidasa
con el promotor de ACO1 fusionado al gen /acZen las cepas rtgi4, rtg2Ay rtg34 para
determinar su induccién transcripcional en deficiencia de hierro (figura C1-16 panel
B). La falta de induccién en la actividad B-galactosidasa en ausencia de los

activadores transcripcionales sefiala la dependencia de estos factores para activar
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la transcripcion de ACO1. En ultimo lugar, decidimos estudiar el reclutamiento de la
RNA polimerasa II a los promotores de estos genes en deficiencia de hierro. Los
experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina revelan como la deficiencia de
hierro promueve la unién de la RNA polimerasa a los promotores de estos genes y
como este reclutamiento depende de la presencia de los activadores

transcripcionales (figura C1-16 panel C).
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Figura C1-16. Los factores Rtgl y Rtg3 activan la via RTG en deficiencia de hierro. A. Células
silvestres (BY4741), rtg14, rtg24 y rtg34 se crecieron en SC (+Fe) y SC con 100 pM de BPS
(-Fe) durante 9 horas a 30 °C. El RNA extraido de las muestras se analizé por RT-qPCR
utilizando oligonucleodtidos para determinar los niveles de los mRNAs que se muestran en
la grafica normalizados frente a los niveles de ACT1. B. Células silvestres (BY4741), rtgi4,
rtg24 y rtg34 transformadas con el plasmido Pyco:-lacZ se crecieron en SC-ura (+Fe) y SC-

ura con 100 uM de BPS (-Fe) durante 9 horas a 30 2C. A continuacién, se determind la
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actividad enzimatica mediante ensayos de actividad B-galactosidasa. C. Células silvestres
(BY4741) y rtgldse crecieron en SC (+Fe) y SC con 100 uM de BPS (-Fe) durante 6 horas a
30 °C. Se recogieron las células y a partir del extracto proteico se llevd a cabo la
inmunoprecipitaciéon de cromatina utilizando un anticuerpo a-Rpb1l que reconoce la
subunidad grande de la RNA polimerasa II. El reclutamiento de la RNA polimerasa II al
promotor de los genes que se muestran en la grafica se determiné mediante RT-PCR usando
oligonucleétidos que amplifican la secuencia promotora de estos, normalizando frente al

promotor del gen FUS1.
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El hierro desempefia un papel crucial en numerosos procesos celulares,
muchos de ellos esenciales para el crecimiento y supervivencia de las células, como
son la traduccidn o la sintesis de dNTPs (Kispal et al., 2005; Sanvisens et al., 2011).
S. cerevisiaeha sido utilizada como organismo modelo para estudiar la respuesta de
las células eucariotas a condiciones de deficiencia de hierro. Muchos de los estudios
realizados hasta el momento se han basado en el analisis de los niveles de mRNAs y
han permitido identificar procesos regulados en estas condiciones. Nuestro estudio
de la regulacion génica en condiciones de deficiencia de hierro mediante Genomic
Run On nos permite conocer la tasa de transcripciéon de los genes, aportando asfi
nuevos datos sobre la contribuciéon que ejerce la transcripciéon en los cambios de

expresion génica durante el crecimiento en condiciones de escasez de hierro.

En este trabajo hemos mostrado como el crecimiento de las células no se ve
alterado en nuestras condiciones de deficiencia de hierro, al menos durante las
primeras 3 horas, a diferencia de lo que ocurre en respuesta a otros estreses como
el estrés osmotico o el estrés alcalino (Romero-Santacreu et al., 2009; Canadell et al,,
2015). El analisis de la variacion de la tasa de transcripcion de la RNA polimerasa I1
revela un descenso en la transcripcion global de las células. Este descenso lo hemos
visto reflejado en un descenso de los niveles de la RNA polimerasa Il elongante en

los tiempos mas largos de la deficiencia.

A pesar de esta bajada de la tasa de transcripcion global, la determinacién de
la cantidad de mRNA total muestra como los niveles se mantienen durante las 3
primeras horas de crecimiento en deficiencia de hierro. Esta observacion nos
permite plantear una estabilizacion de los mRNAs a nivel global en estas condiciones
como predicen los datos de la constante de degradacion obtenidos hasta este punto.
Sin embargo, se observa una fuerte disminucion en la cantidad de mRNA al alcanzar
las 6 horas de deficiencia, sugiriendo que los mecanismos de estabilizacién no son
suficientes para compensar la bajada de transcripcién. Estos resultados, junto con
el hecho de no obtener sefial tras la hibridacién de las muestras de cantidad de
mRNA a las 6 horas en el experimento de GRO, nos indican que el crecimiento de
células en condiciones de deficiencia de hierro provoca grandes cambios en su

fisiologia.
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La clasificacion de los genes segun su perfil transcripcional y de cantidad de
mRNA y la buisqueda de categorias funcionales enriquecidas en los diferentes
grupos nos ha permitido conocer procesos que se regulan en respuesta a la
deficiencia de hierro. De esta forma, hemos observado la induccién transcripcional,
ya descrita, para los genes del regulon de hierro desde los primeros minutos de la
respuesta a la limitacion de hierro, como consecuencia de la accion de los factores
Aftl y Aft2 (Rutherford et al., 2003). Dentro de esta clasificacion, la mayoria de los
genes se encuentran en un mismo grupo (grupo 7), que presenta una bajada de
transcripcion durante el transcurso de la deficiencia de hierro, mientras la cantidad
de mRNA se mantiene constante hasta las 3 horas. El comportamiento de este grupo
de genes es el que ejerce una mayor contribucién al comportamiento global de tasa
de transcripcién y cantidad de mRNA, y en él se encuentran los genes asociados a la
traduccion de las células, entre los que encontramos los genes RiBi y RPs. Los datos
obtenidos mediante el GRO sugieren la estabilizacién de estos genes durante las 3
primeras horas de deficiencia, al igual que ocurre con la estabilizacion global de los
mRNAs. De forma experimental, se ha confirmado la estabilizaciéon de los genes que
codifican para las proteinas ribosémicas a las 3 horas de crecimiento en deficiencia
de hierro. Para corroborar si la estabilizacién de este grupo es un reflejo de la
estabilizacion global de los mRNAs seria necesario realizar ensayos para comparar
la vida media global de los mRNAs en condiciones de escasez de hierro frente a

condiciones normales.

Nuestros datos muestran que la deficiencia de hierro severa provoca la
inactivacién de la ruta TOR y esto desencadena la regulaciéon transcripcional y
traduccional de numerosos procesos celulares. La prueba mdas evidente de esta
inactivacidon es el aumento de la quinasa Sch9 en su estado hipofosforilado a medida
que progresa la deficiencia de hierro, puesto que Sch9 es una diana directa del
complejo TORC1 (Urban et al.,, 2009). La bajada de transcripcién que experimentan
los genes RiBi y RPs sugiere que ambos grupos podrian regularse a nivel
transcripcional a través de las proteinas Dot6/Tod6 y Stb3, que cambian su estado
de fosforilacion y reclutan al complejo RPD3L, inhibiendo la transcripcién como

consecuencia de su regulacion por la ruta TOR. La subida en los niveles de los
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mRNAs de ambos grupos en ausencia de estas proteinas y la falta de fosforilacion de
Dot6 cuando la deficiencia de hierro es mas drastica apoyan nuestra hipétesis en la
que la inactivacion de la ruta TOR favorece la represion transcripcional de estos

grupos de genes.

En esta levadura, mas del 80% de la maquinaria transcripcional esta
dedicada a la sintesis de los componentes ribosémicos: las proteinas ribosémicas
transcritas por la RNA polimerasa II, el rRNA por la RNA polimerasa [ y el rRNA 5S
y tRNAs transcritos por la polimerasa III. Por ello las células han desarrollado su
regulacion coordinada mediante la ruta TOR. En nuestro caso, la inactivacién de la
ruta TOR en condiciones de deficiencia de hierro severa también provoca la
inhibicion de las RNA polimerasas I y IlIl. Esto se ha demostrado a través de
diferentes resultados, entre ellos la bajada en las cantidades de sus transcritos en
condiciones de limitacion de hierro, y el control de sus proteinas reguladoras Rrn3
y Mafl. En la regulacion de la RNA polimerasa | hemos demostrado su bajada en la
actividad transcripcional tras 6 horas de crecimiento en deficiencia de hierro, lo cual
provoca una disminucion de los rRNAs. Este descenso en su actividad en condiciones
severas de deficiencia de hierro es debido a la disminucién de su proteina activadora
Rrn3, cuya degradacion se ha descrito como consecuencia de la inactivacion de la
ruta TOR (Philippi et al, 2010). Ademas de esta regulacion caracterizada en
deficiencia de hierro, los TrRNAs también podrian regularse a nivel
postranscripcional, ya que se ha demostrado la participacion de la ruta TOR en el
procesamiento del pre-rRNA (Kos-Braun et al,, 2017). Para la RNA polimerasa II],
hemos descrito el descenso de algunos tRNAs durante el transcurso de la deficiencia
de hierro, junto a su inhibiciéon a través de la proteina represora Mafl. La
fosforilacion de Mafl desaparece a medida que avanza la deficiencia de hierro
debido a la inactivacion de la ruta TOR, permitiendo ejercer su funcién represora
sobre la RNA polimerasa III. Por otra parte, tenemos que destacar la bajada en los
niveles de proteina de ambas RNA polimerasas cuando la deficiencia de hierro es
severa. Este descenso en la cantidad de las RNA polimerasas, no descrito para otras

condiciones en las que se produce la inactivaciéon de la ruta TOR, posiblemente se
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deba a la bajada global de transcripciéon y traduccién que se da en nuestras

condiciones de limitacion de hierro.

La regulacion de la traduccién por la ruta TOR no se da inicamente a través
del control de la sintesis de los componentes ribosémicos. La fosforilacién del factor
de inicio de la traduccion elF2a por la quinasa Gen2 en condiciones desfavorables
provoca una represion de la traduccion a nivel global (Dong et al., 2000). Por un
lado, en nuestras condiciones hemos observado un aumento de la fosforilacion de
elF2a a medida que progresa la deficiencia de hierro. Por otro lado, los perfiles de
polirribosomas nos han permitido observar cierta disminucién de la traduccién
global cuando la deficiencia de hierro es moderada, que se hace mas notable a las 6
horas de crecimiento cuando la deficiencia es mas severa. Estos resultados junto con
la localizacion nucleolar de proteina Rrp12 implicada en la exportacion de los
ribosomas evidencian la regulacién de la traduccién como consecuencia de la
inactivacién de la ruta TOR en nuestras condiciones de limitacion severa de hierro.
Al mismo tiempo, hemos observado como la fosforilacion de elF2a en deficiencia de
hierro favorece la traduccion del factor transcripcional Gcn4. Este aumento en la
traduccion del mRNA GCN4 se ha descrito cuando las células crecen en condiciones
desfavorables, como la falta de aminoacidos activandose la expresion de genes
relacionados con la biosintesis de aminoacidos (Hinnebusch, 2005). Recientemente
se ha descrito cdmo Gcn4 ejerce un efecto positivo en la longevidad de las células,
actuando como represor de la sintesis de proteinas. A través de ensayos de
inmunoprecipitaciéon de cromatina se ha mostrado la uniéon de Gcn4 tanto a los
genes que se activan a nivel transcripcional, como a los genes que codifican para las
proteinas ribosémicas cuya transcripcién se reprime (Mittal et al., 2017). Esta
ultima funcion descrita para el factor Gen4 podria ser su papel principal durante la
respuesta a deficiencia de hierro contribuyendo a la disminucién de la sintesis de

proteinas.

Nuestros resultados evidencian la represiéon de genes ribosémicos, genes
implicados en el metabolismo del RNA y en la sintesis de proteinas. La represion de
estos grupos de genes es caracteristica de la respuesta general de estrés que ademas

engloba la activacién transcripcional de unos 300 genes implicados en protedlisis,
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metabolismo de carbohidratos, en reacciones redox, o en la reparaciéon del DNA
(Gasch, 2007). Estos genes, inducidos como consecuencia de la respuesta a estrés,
muestran una tendencia a aumentar ligeramente su transcripcion en deficiencia de
hierro. Probablemente, este ligero aumento de transcripcion acompafado de la
estabilizacion global de los mRNAs contribuye a aumentar la expresion de los genes
implicados en la respuesta a estrés. Para comprobar si los factores transcripcionales
Msn2/4, Hsfl o Gisl asociados a la activacién de estos genes participan en la
respuesta a deficiencia de hierro, como consecuencia de su regulacion por la ruta
TOR, serian necesarios estudios de expresion génica o ensayos de localizacién de

estos factores en nuestras condiciones.

Entre los genes que se inducen en deficiencia de hierro a nivel transcripcional
encontramos los genes CIT1, CITZ, ACO1, IDH1 e IDHZ regulados por los factores
Rtgl/Rtg3. Esta activacion transcripcional es consecuencia de la regulacion de la
respuesta retrégrada a través de la ruta TOR. En células crecidas bajo condiciones
respiratorias estos genes estan regulados por el factor transcripcional Hap1. Sin
embargo, la disfuncién mitocondrial, la falta de DNA mitocondrial o el bloqueo del
ciclo a nivel de la succinato deshidrogenasa promueven la activacion de estos genes
a través de los factores Rtgl/Rtg3 (Liu et al,, 2006). El crecimiento de las células en
deficiencia de hierro conlleva una remodelacién metabdlica que implica la
disminucién de la respiracion, en parte dirigida por las proteinas Cth1 y Cth2 que
degradan mRNAs que codifican para proteinas implicadas en respiracion (Puig et
al, 2005; Puig et al, 2008) y para las proteinas del complejo succinato
deshidrogenasa. Por este motivo, es posible que tanto la bajada en la respiracién de
las células, como el bloqueo del ciclo de Krebs a nivel de la succinato deshidrogenasa
contribuyan a que se produzca la activacién de la ruta retrégrada durante en
condiciones de escasez de hierro. Los cambios metabodlicos que provoca la
activacion de la ruta retrégrada permiten mantener los niveles necesarios de a-
cetoglutarato para la sintesis de glutamato y suplir asi la demanda de nitrégeno que

requieren numerosos procesos biosintéticos.

En resumen, la inactivacion de la ruta TOR en condiciones de deficiencia de

hierro severa produce la activaciéon de la respuesta retrégrada que conecta en

109



Discusion Capitulo1

nucleo y la mitocondria, y se produce una ligera induccién de los genes implicados
en la ESR. Por otro lado, la inactivacion de esta ruta de sefializaciéon en nuestras
condiciones provoca la inhibicién de la traduccién a través de la represion
transcripcional de los genes necesarios para la formacion de los ribosomas, RPs,
RiBis y rRNAs, lo cual implica una regulacién coordinada de las tres RNAs
polimerasas. Ademas de ello, la fosforilacion del factor elF2a a medida que avanza
la deficiencia de hierro impide el inicio de la traduccién, favoreciendo la inhibicién

de la traduccidn a nivel global.
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Figura D1-1. Mecanismos regulados a través de la inactivacién de la ruta TOR en condiciones
de deficiencia de hierro. En verde se muestran las proteinas que tienen un efecto positivo en
la regulacion y en rojo las proteinas con funcién represora.
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Capitulo 2.  Regulacién de la desaturasa de acidos grasos OLE1 en respuesta a

deficiencia de hierro

Los acidos grasos insaturados son componentes esenciales de las
membranas celulares, que contribuyen a sus propiedades biofisicas modificando su
permeabilidad y su fluidez. En Saccharomyces cerevisiae, Olel es la proteina
encargada de llevar a cabo la biosintesis de los acidos grasos insaturados, siendo un
enzima esencial para las células cuya actividad es dependiente de las
concentraciones de hierro y oxigeno. Hasta el momento se ha descrito la regulacién
de la expresion de OLE1 en respuesta a cambios en temperatura y niveles de oxigeno
y acidos grasos insaturados. En este capitulo se ha estudiado la regulacién en la
expresion de OLE7 en condiciones de deficiencia de hierro y los mecanismos

implicados en esta regulacion.

2.1. OLE1 se induce a nivel transcripcional en deficiencia de hierro.

La expresion del gen OLE1 se regula en funcion de la disponibilidad de hierro.
En concreto, se ha descrito un aumento en los niveles de mRNA de OLE1 en
condiciones de déficit de hierro inducidas en presencia de agentes quelantes
(Vasconcelles et al.,, 2001; Puig, et al., 2005; Shakoury-Elizeh et al., 2010). Para
averiguar si este aumento de OLE7 es una consecuencia especifica del déficit de
hierro en el medio y no un efecto secundario del agente quelante, se determinaron
los niveles de mRNA OLE1 en una cepa fet3Afet4A deficiente en la adquisicion de
hierro extracelular. Los resultados muestran como la cepa fet3Afet4A crecida en
condiciones normales incrementa los niveles de OLE1 en comparacion con la cepa
silvestre crecida en el mismo medio (figura C2-1 panel A). También se determinaron
los niveles de OLE7 en un medio con el agente quelante de hierro BPS, suplementado
con exceso de hierro (300 pM de sulfato amonico ferroso) (-Fe +FAS). En este caso,
los niveles de mensajero obtenidos son similares a los que presentan las cepas
crecidas en condiciones normales. Ambos resultados indican que la induccion de

OLE1 es consecuencia de la disminucién del hierro en las células.
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La determinacién de la tasa de transcripcion de los genes mediante Genomic
Run On en presencia del quelante de hierro BPS permiti6 averiguar que el aumento
de los niveles de mRNA OLE1 se debe a una activacion de su transcripcion (figura

C2-1 panel B).
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Figura C2-1. Regulacidén de los niveles de mRNA OLE7 en deficiencia de hierro. A. Células
silvestres se crecieron en medio SC (+Fe), SC con 100 uM de BPS (-Fe) y SC con 100 pM de
BPS con 300 uM de FAS (-Fe +FAS). Células fet3Afet4A se crecieron en medio SC (+Fe).
Todos los cultivos se incubaron a 30 2C durante 6 horas. El RNA extraido de las muestras se
analizé por RT-PCR utilizando oligonucledtidos para medir los niveles de OLE?
normalizados frente a los niveles de PGK1. El asterisco (*) muestra diferencias
estadisticamente significativas (p-valor < 0.05). B. Niveles de mRNA y tasa de transcripcion
(TR) de OLE1 durante la deficiencia de hierro obtenidos a partir de RT-PCRy Genomic Run

On, respectivamente.

2.2. Identificacion de Mga2 como responsable de la activacién transcripcional de

OLE1 en déficit de hierro.

La respuesta transcripcional a la deficiencia de hierro esta dirigida por los
factores transcripcionales Aft1 y Aft2 (Sanvisens et al., 2011; Philpott et al., 2008).
Para estudiar si estos factores son los responsables de la induccién de la
transcripcién de OLE1, medimos los niveles de mRNA OLE7 en una cepa silvestre y

una cepa aftiAaftZA en condiciones de suficiencia y deficiencia de hierro. Como se
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observa en la grafica, la cepa aft14aft?4 aumenta los niveles de OLE1 en ausencia de
hierro igual que la cepa silvestre (figura C2-2 panel A). Por otra parte, la cepa
aftlidaft?4 en condiciones normales presenta un aumento significativo en los
niveles de OLE1 comparado con la cepa silvestre. Este resultado es consistente con
la deficiencia de hierro genética que presenta este mutante. Estos resultados
permiten descartar la participacion Aftl y Aft2 en la activacién transcripcional de

OLE].
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Figura C2-2. La induccién de OLE? en deficiencia de hierro depende de Mga2. A. Células
silvestre y aftl14aft24 se crecieron en SC (+Fe) y SC con 100 puM de BPS (-Fe) durante 6
horas. La cantidad de mRNA de OLE1 se determind mediante RT-PCR, normalizando frente
alos niveles de PGK1.B. Células silvestre, mgaZAy spt23A se crecieron en SC (+Fe) y SC con
100 uM de BPS (-Fe) durante 6 horas. Los niveles de OLET se determinaron como en el
apartado A. C. Células silvestre y mgaZA se crecieron en SC (+Fe) y SC con 100 pM de BPS
(-Fe) durante 6 horas. Se recogieron las células y a partir del extracto proteico se llevo a

cabo la inmunoprecipitaciéon de cromatina utilizando un anticuerpo a-Rpb1 que reconoce
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la subunidad grande de la RNA polimerasa II. El reclutamiento de la RNA polimerasa II al
promotor OLE1 se determind mediante RT-PCR usando oligonucleétidos que amplifican la
secuencia promotora de OLE7 normalizando frente al promotor del gen FUST. El asterisco

(*) muestra diferencias estadisticamente significativas (p-valor < 0.05).

En respuesta a otras condiciones de estrés como hipoxia, bajada de
temperatura o disminucién de acidos grasos insaturados también se ha descrito un
aumento en los niveles de OLE1. La causa de esta activacion transcripcional es la
liberacion de los factores transcripcionales Spt23 y Mga2 de la membrana del
reticulo endoplasmico (RE) (Nakagawa et al., 2002; Hoppe et al., 2000; Jiang et al.,
2002). Para averiguar si estos factores estan implicados en la regulacion de OLE1 en
condiciones de baja disponibilidad de hierro se determinaron los niveles de OLE1
en las cepas mgaZdy spt234, en presencia y ausencia de hierro. La cepa mgaZ4
muestra un defecto en la inducciéon de OLET al pasar a condiciones de deficiencia,
mientras que en condiciones de suficiencia mantiene los mismos niveles que la cepa
silvestre. La cepa spt234 sigue activando OLE1 en ausencia de hierro, pero
alcanzando unos niveles de mRNA ligeramente mas bajos que los de la cepa silvestre
(figura C2-2 panel B). Estos resultados identifican a Mga2 como principal

responsable de la activacién transcripcional de OLE1 en deficiencia de hierro.

Con el fin de indagar en el papel que ejerce MgaZ en la activacion de la
transcripcion de OLE1, se determin6 el reclutamiento de la RNA polimerasa II (RNA
pol II) a la region promotora del gen. Se realizaron experimentos de
inmunoprecipitacién de cromatina en una cepa silvestre y en el mutante mgaZA
crecidos en condiciones de suficiencia y limitaciéon de hierro. La cepa silvestre
muestra un aumento en la unién de la RNA pol II al promotor de OLE1? tras 6 horas
de crecimiento en deficiencia de hierro. Por el contrario, la cepa que carece del factor
transcripcional Mga2 no incrementa el reclutamiento de la RNA pol II a la regién
promotora en el medio con limitacion de hierro (figura C2-2 panel C). Estos
resultados indican que Mga2 activa la transcripcién de OLE1 promoviendo el

reclutamiento de la RNA polimerasa Il a su promotor.
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2.3. La activacién de OLE1 por Mga2 es esencial para el crecimiento en deficiencia de

hierro.

Estudios globales de fenotipado han mostrado como el gen MGAZ es
necesario para crecimiento de las células en condiciones de limitacién de hierro
(Samanfar et al.,, 2013). Para testar si este defecto de crecimiento es debido a la falta
de activacion de OLE7, se realizaron ensayos de crecimiento utilizando la cepa
silvestre, mgaZA y spt234 transformadas con el pladsmido Pear:-OLE1 que nos
permite inducir la expresion del gen en presencia de galactosa. Por un lado, la cepa
spt234 muestra un crecimiento similar a la cepa silvestre en ausencia de hierro, lo
cual corrobora su papel no esencial en la activacion de OLE1 (figura C2-3 panel A).
Por otro lado, el defecto de crecimiento descrito para el mutante mgaZA en
deficiencia de hierro revierte al sobreexpresar OLE1 en presencia de galactosa. Este
hecho demuestra que la induccién de OLE? a través de MgaZ2 es esencial para que

las células sobrevivan en medios con déficit de hierro.

A pesar de que el doble mutante mgaZAspt234 y el mutante olelA no son
viables en condiciones normales, se ha logrado rescatar su crecimiento afiadiendo
acidos grasos insaturados al medio (Zhang et al., 1999; Chellappa et al,, 2001). A
partir de estas observaciones decidimos testar si el defecto de crecimiento de
mgaZ/ en ausencia de hierro se recupera suplementando el medio con 1 mM de
acido linoleico (C18:2) o 1 mM de acido oleico (C18:1). El ensayo demuestra que la
adicién de acidos grasos insaturados permite el crecimiento de mgaZ4 en estas
condiciones (figura C2-3 panel B). Este rescate de crecimiento de mgaZ4sugiere que
la presencia de acidos grasos insaturados en el medio podria eliminar la regulacién
de OLE1 debida al déficit de hierro. Para averiguar qué ocurre en estas condiciones,
se midieron los niveles de mRNA OLE1 en condiciones de suficiencia y deficiencia
de hierro, con presencia y ausencia de acidos grasos insaturados en el medio. Como
se observa en la figura C2-3 panel C, la adicién de acidos grasos insaturados
disminuye la expresion de OLE7, eliminando asi la regulacion que se produce debido

a la falta de hierro en el medio.
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Figura C2-3. La induccidn de OLE1 es esencial para el crecimiento en deficiencia de hierro. A.
Células silvestre, mgaZ4y spt234 transformadas con el plasmido Psa.:-OLE1 se crecieron
en SC-ura durante toda la noche, al dia siguiente se realizaron los ensayos de crecimiento
en medio sélido segun se describe en material y métodos, en medios en SC-ura (+Fe), SC-
ura con 100 puM de BPS (-Fe), SC-ura 2% de galactosa con 100 uM de BPS (-Fe + Galactosa)
para inducir la expresion de OLE1. Las placas se crecieron a 302C durante al menos 3 dias.
B. Células silvestre, mgaZAy spt234 se crecieron en medio Sc durante toda la noche, al dia
siguiente se realizaron los ensayos de crecimiento en medio SC (+Fe), SC con 100 pM de

BPS (-Fe), SC con 100 pM de BPS y 1 mM de acido oleico (-Fe +18:1) o SC con 100 uM de
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BPS y 1 mM de acido linoleico (-Fe +18:2). C. Células silvestre se crecieron en SC (+Fe) y
SC con 100 uM de BPS (-Fe) en presencia y ausencia de acidos grasos insaturados (18:2).
Los niveles de OLE1 se determinaron por RT-PCR como en apartados anteriores. El

asterisco (*) muestra diferencias estadisticamente significativas (p-valor < 0.05).

2.4. Mga2 es necesario para mantener los niveles de acidos grasos insaturados

requeridos durante el crecimiento bajo déficit de hierro.

La complementacion de MgaZ2 en deficiencia de hierro al afiadir acidos grasos
insaturados al medio sugiere que la cepa mgaZ4 podria tener un defecto en la
sintesis de éstos debido a la falta de activacion de OLE1. Por este motivo decidimos
determinar la concentracién de acidos grasos, tanto saturados como insaturados, en
una cepa silvestre y en un mutante mgaZA. Para ello se crecieron las células en
condiciones de suficiencia y deficiencia de hierro durante 8 horas, tiempo al que se
apreciaba el defecto de crecimiento de la cepa mgaZ4 y en el que ésta se habia
duplicado al menos dos veces. La determinacién de acidos grasos se llevé a cabo
mediante cromatografia de gases, en colaboraciéon con Nicolas Rozes de la
Universitat Rovira i Virgili de Tarragona. Los analisis mostraron como la cepa
silvestre muestra menor porcentaje de acidos grasos insaturados frente acidos
grasos saturados en condiciones de limitacidon de hierro (figura 2-4 panel A). En
concreto se produce una disminuciéon de los acidos palmitoleico (16:1) y oleico
(18:1) acumulandose sus precursores: palmitico (16:0) y estearico (18:0) (figura 2-
4 panel B). La misma determinacion se llevo a cabo utilizando la cepa fet3Afet44
crecida en condiciones normales durante 8 horas. Por un lado, el porcentaje de
acidos grasos insaturados disminuye, igual que ocurre en la cepa silvestre crecida
en ausencia de hierro. Por otro lado, se produce una mayor acumulacion de los
precursores que en la cepa silvestre crecida en las mismas condiciones, y una menor
aparicion de los acidos palmitoleico (16:1) y oleico (18:1). Todos estos resultados
sugieren que la sintesis de acidos grasos insaturados decrece durante una
deficiencia de hierro nutricional y genética, probablemente debido a la disminucién
de la actividad catalitica de Ole1l que depende de hierro. La cepa mgaZ4 mantiene

los mismos niveles de acidos grasos insaturados en condiciones normales,
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confirmando que la expresion de OLE1 no se ve alterada en estas condiciones. Sin
embargo, al pasar a deficiencia de hierro el mutante mgaZ24alcanza menores niveles
de acidos grasos insaturados que la cepa silvestre, esto sugiere que en este caso la
falta de activacion de OLE1 provoca que no se alcancen los niveles de acidos grasos

insaturados necesarios para el crecimiento en estas condiciones.

A
25 .
| ,E 1
&)20
<L 204
w
89_1.5— *
-
v 10/
=
= 05]
>~
00 > v >
& N M fe A
R @ @ X N @
oAES ¢
I & w Fg
S ¢
+Fe -Fe
50
45 4
40
¥ 35 }{-
0y
830-
S 254
o
§20-
215-
10 1
5- ’}‘
OCD‘:I‘:IGJQ O Q9 9 09
E o B L3I L I » I 9 03 2 q 2 3
I 3388 |3SEES | §SIgS|ESEEE
2 EJgJ2€E | 232 | 22322 |28d=2c¢E
w = n i} T = DG ) = »
« L g o D g © g 5 @ L g
a [y a o S s Q o
@ @ [ [ ) ) [ [
(@] O O O O O Q @]
+Fe -Fe +Fe -Fe +Fe -Fe +Fe  -Fe
16:0 16:1 18:0 18:1
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con 100 uM de BPS (-Fe) durante 8 horas. Transcurrido este tiempo, se recogieron las
células y se determinaron los niveles de acidos grasos por cromatografia de gases. A.
Representacién de la relacién entre el porcentaje de acidos grasos insaturados (UFAs) y el
porcentaje de Aacidos grasos saturados (SFAs). El asterisco (*) muestra diferencias
estadisticamente significativas (p-valor < 0.05). B. Representacién del porcentaje de cada
uno de los acidos grasos (16:0, 16:1, 18:0, 18:1) de cada cepa crecida en las diferentes

condiciones (+Fe, -Fe).

2.5.La activacién de OLE1requiere el procesamiento de Mga2 a través de la ubiquitin

ligasa Rsp5, el complejo segregasa Cdc48 Npl4/Ufd1 y el proteasoma.

Mga2 es una proteina que se encuentra anclada a la membrana del reticulo
endoplasmico a través un segmento transmembrana en su dominio carboxilo
terminal. La disminucién de acidos grasos insaturados o la bajada de oxigeno
provocan la protedlisis de MgaZ dando lugar a dos fragmentos p90 y p120. El
fragmento p90 se libera de la membrana del reticulo y entra al nucleo provocando

la activacion transcripcional de OLE1. (Hoppe et al., 2000).

Dado que el procesamiento proteolitico de Mga2 es necesario para la
induccidén de la expresion de OLE1 en otros estreses, decidimos estudiar si ocurre lo
mismo en condiciones de déficit de hierro. En primer lugar, determinamos los
niveles de OLE7 en una cepa que expresa la proteina Mga2 con su segmento
transmembrana delecionado (MGAZATM) que impide su anclaje en la membrana
del reticulo. Como se muestra en la figura C2-5 panel A, la expresion de esta forma
de Mga2 aumenta los niveles de OLE7 en condiciones normales en comparacion con
la cepa que expresa la proteina Mga2 completa. Cabe destacar que las células que
expresan MGAZA TM no varian los niveles de OLE? en funcién de la disponibilidad
de hierro en el medio (figura C2-5 panel A). Estos resultados sugieren que la
deficiencia de hierro podria alterar la composiciéon de la membrana del reticulo

facilitando la liberacion de Mga2 y la consecuente induccion de OLE1.
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PMGAZ2ATM se crecieron en SC-ura (+Fe) y SC-ura con 100 puM de BPS (-Fe) durante 6 horas
a 302C. E1 RNA extraido de las muestras se analizé por RT-PCR utilizando oligonucledtidos
para medir los niveles de OLE?1 normalizados frente a los niveles de PGK1. B-E. Células
silvestres se crecieron en medio SC (+Fe) a temperatura restrictiva (372C) durante 6 horas.
Los mutantes termosensibles prel-1, rsp5-2, np/4-1 y ufdi-1 se crecieron en SC a 37°C

durante una hora, después se adiciond 100 pM de BPS (-Fe) y se incubaron durante 5 horas
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mas a 372C. Los niveles de OLET se determinaron igual que en el apartado anterior. El

asterisco (*) muestra diferencias estadisticamente significativas (p-valor < 0.05).

En el proceso de liberacién de Mga2 de la membrana del reticulo participan
la ubiquitin ligasa Rps5, el complejo segregasa y el proteasoma (Hitchcock et al,
2001; Shcherbik et al., 2007; Shcherbik et al., 2007; Surma et al., 2013). Todas estas
proteinas resultan esenciales para las células, por lo que hemos trabajado con
mutantes termosensibles para eliminar la funcionalidad de todas ellas. La figura C2-
5 (paneles B-E) muestra como todas las cepas silvestres inducen la expresion de
OLF1 en condiciones de deficiencia de hierro a diferencia de lo que ocurre con los
mutantes termosensibles del proteasoma pre-1, la ubiquitin ligasa rsp5-2, y las
proteinas del complejo segregasa np/4-1 y ufd1-1. Estos resultados indican que el
procesamiento de Mga2 para activar OLE1 por deficiencia de hierro es similar al
descrito para otras condiciones, siendo necesaria la participacion de la ubiquitin

ligasa Rsp5, el complejo segregasa y el proteasoma.

2.6. Mga2 se activa a nivel transcripcional en deficiencia de hierro.

Decidimos estudiar si los niveles de MGAZ se regulan en respuesta a
deficiencia de hierro, igual que ocurre con el mRNA de OLE1 Para ello, se
determinaron los niveles de MGAZ en condiciones de deficiencia de hierro. Tanto las
células crecidas en presencia de BPS, como la cepa fet3Afet4A incrementan los
niveles del mRNA MGAZ (figura C2-6 panel A). Este incremento no ocurre al
suplementar el medio con exceso de hierro (-Fe +FAS). Estos resultados indican que
la falta de hierro en el medio provoca un aumento de los niveles del transcrito MGAZ.
El analisis genémico de GRO nos ha permitido conocer que el incremento de los
niveles de mRNA de MGAZ durante el transcurso de la deficiencia de hierro se debe
a un aumento en su tasa de transcripcion (figura C2-6 panel B). Para averiguar si
esta induccidn tiene relevancia en la expresion de OLE1 en deficiencia de hierro,
decidimos estudiar los niveles del mRNA OLE7 alterando la expresion de MGAZ.

Para ello, se utilizaron un plasmido centromérico (CEN-MGAZ) y un plasmido
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multicopia (2U-MGAZ). En primer lugar, se comprob6 que la expresion de MGAZ era
superior al expresar MGAZ con un plasmido multicopia y que la deficiencia de hierro
aumentaba los niveles de MGAZ con ambos plasmidos (figura C2-6 panel C). Tras
examinar los niveles de OLE1 en estas mismas muestras, observamos un incremento
del mRNA OLE1 al aumentar la expresion de MGAZ con el plasmido multicopia
(figura C2-6 panel D). Estos datos confirman que la activacion de MGAZ favorece la

expresion de OLE1T.
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Figura C2-6. La activacion transcripcional de MGAZ favorece la induccién de OLE1 en
deficiencia de hierro. A. Células silvestres se crecieron en medio SC (+Fe), SC con 100uM de

BPS (-Fe) y SC con 100 pM de BPS con 300 uM de FAS (-Fe +FAS). Células fet3Afet44 se
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crecieron en medio SC (+Fe). Todos los cultivos se incubaron a 302C durante 6 horas. El
RNA extraido de las muestras se analizé por RT-PCR utilizando oligonucleétidos para medir
los niveles de MGAZnormalizados frente a los niveles de PGK1. B. Niveles de mRNA y tasa
de transcripcion (TR) de MGAZ durante la deficiencia de hierro obtenidos a partir de RT-
PCR y Genomic Run On, respectivamente. C. y D. Células mgaZA transformadas con los
plasmidos pMGAZ2 (centromérico) o YEplac181-3HA-MGAZ2 (multicopia) se crecieron en SC-
ura (+Fe) y SC-ura con 100 uM de BPS (-Fe) durante 6 horas a 302C. El RNA extraido de las
muestras se analiz6 por RT-PCR utilizando oligonucleétidos para medir los niveles de MGAZ2
y OLE1 normalizados frente a los niveles de PGK1. El asterisco (*) muestra diferencias

estadisticamente significativas (p-valor < 0.05).

2.7. Mga2 autorregula su expresion en condiciones de deficiencia de hierro, hipoxia,

baja temperatura y bajas concentraciones de acidos grasos insaturados.

Decidimos estudiar si los factores Aftl y Aft2 son los responsables de la
activacion de MGAZ en deficiencia de hierro. Para ello, se determinaron los niveles
de mRNA MGA2 en una cepa que carece de ambos factores transcripcionales crecida
en condiciones de suficiencia y deficiencia de hierro. Como se observa en la figura,
los niveles de MGAZ aumentan en condiciones de deficiencia, descartando la

implicacion de estos factores en la activacion de MGAZ (figura C2-7 panel A).

Por otra parte, estudiamos si la regulacion de MGAZ también ocurre en respuesta a
otros estreses donde se ha descrito la regulacion de la expresion de OLE1. Para ello,
decidimos determinar los niveles de mRNA MGAZ frente a cambios en la
concentracion de acidos grasos, hipoxia o disminucién de temperatura. Al afadir
acidos grasos insaturados al medio se produce una disminucién de los niveles de
MGAZ, eliminando la regulacion dependiente de hierro igual que ocurre con la
expresion de OLE1 en estas condiciones (figura C2-7 panel B). Para estudiar qué
ocurre en condiciones de hipoxia se crecieron las células durante 5 horas en
ausencia de oxigeno y se determinaron los niveles de mRNA de OLE1y MGAZ. En
este caso, se observa un incremento en la cantidad de ambos transcritos (figura C2-
7 panel C). Lo mismo ocurre al crecer las células a baja temperatura, aunque en este

caso el incremento es menor (figura C2-7 panel C).
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cantidad de mRNA de MGAZ se determindé mediante RT-PCR, normalizando frente a los
niveles de PGK1. B. Células silvestre se crecieron en SC (+Fe) y SC con 100 uM de BPS (-Fe)

en presencia y ausencia de acidos grasos insaturados (18:2). C. Células silvestre se crecieron
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en SC (+Fe) o SC en ausencia de oxigeno durante 5 horas (-02) y en SC a 102C durante 1
hora. Los niveles de MGAZ se determinaron como en el apartado anterior. D. y E. Células
silvestre y mgaZA transformadas con el plasmido Pucaz-lacZ se crecieron en SC-ura en las
mismas condiciones descritas en los paneles anteriores (+Fe, -Fe, -0, 102C, +18:2) y se
determiné la actividad enzimdatica mediante ensayos de actividad [-galactosidasa. El

asterisco (*) muestra diferencias estadisticamente significativas (p-valor < 0.05).

Dado que Mga2 activa la expresion de OLE1 en deficiencia de hierro, nos
preguntamos si también regula su propia expresion en las diferentes condiciones.
Para ello, se transformaron una cepa silvestre y una cepa mgaZA con un plasmido
que contiene el promotor de MGAZ fusionado al gen /acZ. Este disefio experimental
nos permite estudiar la activaciéon transcripcional del promotor del gen en
diferentes condiciones mediante la determinacién de la actividad (3-galactosidasa.
En el caso de la deficiencia de hierro, se observa un incremento de la actividad
enzimdtica en la cepa silvestre crecida en deficiencia de hierro, indicando un
aumento en la transcripcion del promotor de MGAZ (figura C2-7 panel D). Estos
datos apoyan la activacidn transcripcional del gen caracterizada a partir del GRO.
Cabe destacar que este incremento en la actividad enzimatica no ocurre en la cepa
mgaZA, indicando que es MgaZ2 la proteina responsable de su propia activacion en
las condiciones de limitacion de hierro. Estos mismos resultados se muestran en
condiciones de hipoxia y baja temperatura (figura C2-7 panel D). En el caso de la
suplementacion del medio con acidos grasos insaturados se observa una caida de la
actividad (-galactosidasa y una disminucién mayor en ausencia de Mga?2 (figura C2-
7 panel E). Todos estos resultados indican que MgaZ2 activa su propia expresién en

respuesta a todos estos estreses.
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Regulacion de la desaturasa OLEZ en respuesta a deficiencia de hierro

La desaturasa de acidos grasos Olel es esencial para la supervivencia de las
células. Su actividad depende de hierro y oxigeno, ya que posee un grupo oxo-
dihierro como cofactor. En §. cerevisiae se ha descrito un aumento en la expresion
de OLE1 frente a bajas concentraciones de oxigeno (Jiang et al, 2001). Esta
activacion de OLF7también se ha descrito por la adicién de quelantes de hierro, por
la presencia de otros metales como el cobalto que induce el regulén de hierro o
cuando se altera la sintesis mitocondrial de los centros Fe-S (Kwast et al., 1999;
Chellappa et al., 2001; Puig et al., 2005; Belli et al., 2004). Esta regulacion es
diferente a la de numerosos enzimas dependientes de hierro que exhiben defectos
en su expresion durante la limitacion de hierro, resaltando asi la importancia de la

actividad de Olel en estas condiciones (Puig et al., 2005).

En este trabajo hemos observado la activacién en la expresion de OLE1 en
células con una capacidad de adquisicién del metal reducida (mutantes fet34fet44
y aft1daft24), que muestran una deficiencia nutricional de hierro. Ademas, también
hemos comprobado que, en presencia del agente quelante de hierro BPS, la adicién
de exceso de hierro elimina la regulacion de la expresion de OLE1, disminuyendo
sus niveles a su expresion basal. Los estudios gendmicos de transcripcion (Genomic
Run-On) han revelado que el aumento en los niveles de OLE?I se debe a una
activacion transcripcional durante la deficiencia de hierro. La induccién
transcripcional de OLE1 ya se habia descrito en condiciones de hipoxia, baja
temperatura o ausencia de acidos grasos insaturados, siendo Spt23 y Mga2 los
factores transcripcionales responsables de esta activacion (Chellappa et al,, 2001;
Jiang et al.,, 2001; Jiang et al., 2002; Nakagawa et al., 2002). En el caso de la
deficiencia de hierro hemos descartado el papel de Aft1 y Aft2 como participes de la
activacion de OLE1, pese a ser los principales reguladores transcripcionales en
respuesta a la falta de hierro. El principal responsable de la inducciéon de OLE? en
ausencia de hierro es Mga2, aunque no podemos descartar la contribucién de Spt23
en esta regulacion ya que en un mutante spt234 se alcanzan niveles mas bajos de

OLF1 tras su activacion. Actualmente no se conoce el mecanismo por el que Mga2
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aumenta la transcripcién de sus dianas. Se ha propuesto que Mga2 podria actuar
reclutando la maquinaria de remodelacion de la cromatina (Zhang et al., 1997) ya
que carece de dominios de unién al DNA. En nuestro caso, hemos comprobado que
Mga2 es necesario para que se produzca el incremento en la unién de la RNA
polimerasa II al promotor de OLEI en respuesta a la deficiencia de hierro,

aumentandose asi la expresion de OLE1.

El papel esencial de Mga2 para el crecimiento en condiciones de limitacion
de hierro ya habia sido descrito por otros autores (Samanfar et al., 2013). Ensayos
de crecimiento nos han permitido demostrar como la sobreexpresion de OLE1
rescata la letalidad del mutante mgaZA en ausencia de hierro, lo cual indica que la
activacion de OLE1 por Mga2 es fundamental en estas condiciones. En el mismo
sentido, la complementacion del crecimiento del mutante mgaZA tras afiadir acidos
grasos insaturados sugiere que el aumento de la expresién de OLE?I por MgaZ2 es
necesario para mantener niveles adecuados de acidos grasos insaturados. La
determinacion de acidos grasos saturados (SFAs) e insaturados (UFAs) en
condiciones de déficit de hierro, tanto nutricional (100 pM BPS), como genética,
(fet3Afet44) aporta evidencias sobre la alteracion en la actividad de Olel debido a
la escasez de hierro, del cual depende su actividad. Las células en deficiencia de
hierro presentan niveles mas bajos de acidos grasos insaturados de los que
presentan en condiciones normales. Asi, el déficit de hierro provoca una
acumulacion de los precursores 16:0 y 18:0 y la consecuente reduccion en la
aparicion de los productos de la ruta 16:1 y 18:1. Estudios anteriores en los que se
determinaron cambios en las concentraciones de diferentes metabolitos
comparando condiciones de déficit y exceso de hierro no mostraron variacién en las
concentraciones de acidos grasos saturados e insaturados (Shakoury-Elizeh et al,,
2010). Esto podria deberse a las diferencias entre sus condiciones de limitacion de
hierro y las que se han utilizado en este trabajo, que en principio son mas severas.
Tampoco observan diferencias en la expresién de Olel a nivel de proteina, lo cual
justifica que no se observen cambios en los niveles de acidos grasos entre ambas
condiciones. En el caso del mutante mgaZA los niveles de acidos grasos insaturados

en condiciones normales son similares a la cepa silvestre, las diferencias se observan
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en ausencia de hierro donde no llegan a alcanzarse los mismos niveles. Estos
resultados explican el defecto del crecimiento de la cepa mgaZA en deficiencia de
hierro y la complementacién de su fenotipo aportando acidos grasos al medio.
Ademas, estos resultados apoyan la necesidad de las células de sobreexpresar OLE?
con el fin de compensar la bajada en la actividad del enzima dependiente de hierro.
Esta idea se refuerza tras observar como la adicién de acidos grasos poliinsaturados

al medio elimina la regulacién de OLE1 de las células crecidas en ausencia de hierro.

La variacién en la concentraciéon de acidos grasos provoca cambios en la
fluidez de las membranas lipidicas. En este caso, la disminucién de acidos grasos
insaturados en las células durante la escasez de hierro provocaria cambios en la
membrana del reticulo endopldsmico, causando la activacién de Mga2 y su
liberacién para activar la expresion de OLE1. La inducciéon de OLE? observada en
condiciones normales tras expresar la forma libre de Mga2, que no posee su
segmento transmembrana, sugiere que la deficiencia de hierro esta regulando el
procesamiento proteolitico de Mga2. Estos resultados concuerdan con el
mecanismo molecular propuesto por Covino et al. (2016) en el cual MgaZ2 participa
en la percepcion del empaquetamiento de lipidos en la membrana del reticulo a
través de su segmento transmembrana. Este dominio de la proteina cambia su
estado rotacional en funciéon de la fluidez de la membrana, permitiendo el
procesamiento del propio factor de transcripcién y la regulacion de la sintesis de
acidos grasos insaturados por OLE1. Ademas, la falta de activacion de OLET tras
afiadir acidos grasos insaturados al medio, que pueden ser incorporados a las
membranas en las células, reafirma que la falta de acidos grasos en deficiencia de
hierro altera la fluidez en la membrana favoreciendo la activacién de MgaZ2. En
cuanto al mecanismo implicado en el procesamiento proteolitico de Mga2, es similar
al descrito en respuesta a otros estreses siendo dependiente de su ubiquitinacion

por Rsp5 y la accidn del complejo Cdc48Ufd1/Npl4 y e] proteasoma.

Ademas del papel de Mga2 como activador transcripcional de OLE7, se ha
descrito como MgaZ actia en la regulacién postranscripcional aumentando la
estabilidad del transcrito OLE1 en ausencia de acidos grasos insaturados

(Kandasamy et al., 2004). En este trabajo no hemos abordado esta regulacién en
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deficiencia de hierro. En principio, creemos que se trataria de un mecanismo
relativamente complejo en el que participarian Mga2 y Cth2 realizando funciones
antagonicas. Cth2 estaria promoviendo la degradacion del transcrito, a través de su
unién a las secuencias ARE identificadas en el extremo 3°'UTR del mRNA OLET,;
mientras que Mga2 estaria contribuyendo a la estabilizacion del transcrito en estas
condiciones (Kandasamy et al, 2004; Puig et al, 2005). En cualquier caso, el
resultado global de la deficiencia de hierro implica un aumento de los niveles de

mRNA OLE1

Nuestro trabajo también ha revelado como la deficiencia de hierro provoca
la induccion transcripcional de MGAZ. Al igual que ocurre con OLE1, MGAZ aumenta
sus niveles en condiciones de deficiencia de hierro nutricional y genética, como
resultado de su activacién transcripcional. El incremento en los niveles de MGAZ
favorece la expresion de OLET en ausencia de hierro, sugiriendo que esta misma
regulacion podria ocurrir en otras condiciones en las que se induce OLE1. Asi pues,
observamos como los niveles de mRNA MGAZtambién se incrementan en respuesta
a hipoxia y baja temperatura. Los ensayos de actividad enzimatica 3-galactosidasa
confirmaron el aumento de MGAZ como consecuencia de su induccidn
transcripcional. Por el contrario, la adicién de acidos grasos insaturados al medio
deficiente en hierro elimina la induccion de MGAZ. Este hecho sugiere que los
cambios en la fluidez de la membrana del reticulo activan Mga2 y este podria

controlar la expresion de su propio mRNA.

El modelo final propuesto a partir de los resultados en este trabajo indica que
la disminucién en la biodisponibilidad de hierro provoca la disminuciéon de la
actividad enzimatica de Olel, dependiente de este cofactor, originando cambios en
la concentracidn relativa de acidos grasos y con ello en la fluidez de membranas.
Esto provoca la activacién de Mga2 a través de su procesamiento proteolitico,
liberandose de la membrana del reticulo endoplasmatico y entrando al nicleo para
activar la transcripcion de OLE1 y su propio mRNA MGAZ. Este nuevo mecanismo
de autorregulaciéon de MGAZ ocurre en respuesta a otros estreses como la baja

temperatura y la hipoxia, y contribuye a aumentar la expresion de OLE? (figura D2-

1.
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Figura D2-1. Modelo propuesto para la regulacién transcripcional de OLE1 y MGAZ en
condiciones de deficiencia de hierro.
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Capitulo 3. Regulacidén postraduccional de la proteina Cth2 en deficiencia de
hierro.

Cth2 es una proteina esencial en la homeostasis del hierro debido a su papel
como factor postranscripcional. Su funcién es clave para que tenga lugar la
remodelacion metabdlica necesaria para la adaptacion a condiciones de deficiencia
de hierro. Hasta ahora, se han descrito diferentes mecanismos postranscripcionales
que permiten limitar su expresién para evitar la toxicidad debida a un exceso de la
proteina. En este capitulo se han caracterizado los mecanismos implicados en la
regulacion postraduccional de Cth2, que permiten controlar los niveles de proteina

en condiciones de deficiencia de hierro.

3.1. Cth2 se fosforila durante la deficiencia de hierro.

Durante el estudio de la proteina Cth2 en deficiencia de hierro se han
observado cambios de movilidad electroforética que sugieren que Cth2 podria
modificarse de manera postraduccional (Puig et al, 2005, Vergara et al., 2008,
Martinez-Pastor et al., 2013). Para abordar la naturaleza de estas alteraciones se ha
utilizado la proteina Cth2 etiquetada con un epitopo Flagz en su extremo amino
terminal, manteniendo asi su funcionalidad (Puig et al., 2005). Tras crecer las
células durante 6 horas en deficiencia de hierro, se analizé Cth2 por Western Blot.
En este caso, parte de la proteina muestra un retraso en su movilidad, similar a la de
resultados descritos previamente (figura C3-1 panel A). Para estudiar si esta
disminucién en la migracion de Cth2 se debia a una fosforilacidn, se trat6 el extracto
total de proteinas con fosfatasa A en ausencia o presencia de inhibidores de
fosfatasas (66 mM NaF y 66 mM EDTA). Como se observa en la figura C3-1 (panel
A), el retraso en la migracion electroforética de la proteina desaparece con el
tratamiento de fosfatasa A y se mantiene al afiadir los inhibidores de fosfatasas. Este

resultado indica que la proteina Cth2 se fosforila en deficiencia de hierro.
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Figura C3-1. Cth2 se fosforila en deficiencia de hierro en las serinas 64, 65, 68y 70. A. Células
cth24 transformadas con el plasmido pRS416-Flag,-CTH2 se crecieron durante 6 horas en
SC-ura con 100 pM de BPS (-Fe). Los extractos proteicos obtenidos en condiciones no
desnaturalizantes se trataron con fosfatasa A en presencia o ausencia de los inhibidores de
la fosfatasa (66 mM NaF y 66 mM EDTA) y se analizaron por Western Blot utilizando un
anticuerpo a-Flag. B. Representacion de los sitios de fosforilacién identificados por
espectrometria de masas. TZFs sefiala los dedos de Zn de la proteina que unen los mRNAs
diana. C. Células cth1ActhZ2Atransformadas con los plasmidos pRS416-Flag,- CTHZ, pRS416-
Flag,-CTH2-5644, pRS416-Flag,-CTH2-5654, pRS416-Flag:-CTHZ2-564A/5654, pRS416-
Flag,-CTH2-5684, pRS416-Flag,-CTH2-S70A4 o pRS416-Flag,-CTH2-S68A/570A se
crecieron durante 6 horas en SC-ura con 100 uM de BPS (-Fe). Los extractos proteicos se
analizaron mediante Western Blot utilizando anticuerpos a-Flag y a-Pgk1, este tltimo se

utilizé como control de carga.

Para determinar los residuos fosforilados de Cth2, se crecieron células en
deficiencia de hierro y se inmunoprecipité Cth2 de manera especifica mediante la
utilizacion del epitopo Flagz con el que esta etiquetada. Los estudios de

espectrometria de masas, realizados en colaboracion con el Dr. James A.
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Wohlschlegel de la University of California Los Angeles (UCLA), identificaron
diferentes péptidos fosforilados, la mayoria de ellos en las serinas 65, 68 y 70 (figura
C3-1 panel B). Para estudiar la importancia de la fosforilacion de Cth2 se
construyeron diferentes mutantes de la proteina en estos residuos sustituyendo las
serinas por alaninas para impedir su fosforilacién. Se construyeron mutantes
simples y dobles de estos residuos, incluida la mutacién de la serina 64, debido a su
cercana posicién con los residuos identificados (S64A; S65A; S68A; S70A;
S64A/S65A; S68A/S70A). El estudio por Western Blot de los diferentes mutantes
muestra como la mutacién simple de las serinas 64 o 65 no altera el patréon de
fosforilacion de la proteina, ni provoca cambios en los niveles de proteina Cth2
(figura 3-1 panel C). Los niveles de Cth2 también se mantienen al mutar las serinas
68 y 70 de forma individual, pero en este caso si se ve alterado el patrén de
fosforilacién, disminuyendo la banda de menor migracién. En el caso de los dobles
mutantes S64A/S65A y S68A/S70A, se observa una desaparicién de la fosforilacién
y un aumento de los niveles de proteina de 4.4 y 3.7 veces, respectivamente. Estos
resultados evidencian la importancia de estos residuos en la fosforilacion de la

proteina Cth2.

3.2. Lafosforilacién de las serinas S64/S65 y S68/S70 es necesaria para el crecimiento

en deficiencia de hierro.

La proteina Cth2 es esencial para el crecimiento en deficiencia de hierro
debido al papel que ejerce en la remodelacion metabdlica de procesos dependientes
de hierro (Puigetal.,, 2005). Para estudiar la importancia de la fosforilacion de estos
residuos de Cth2 en deficiencia de hierro, se realizaron ensayos de crecimiento con
los mutantes de fosforilacion de Cth2 crecidos en presencia de un agente quelante
de hierro. El experimento se realizé con un doble mutante cth14cth24, con el fin de
eliminar la redundancia entre ambas proteinas. Esta cepa se transformé con los
diferentes mutantes de Cth2 construidos previamente. El ensayo muestra un defecto
de crecimiento en condiciones de deficiencia en ausencia de la proteina Cth2 como
ya se habia descrito (Puig et al., 2005; figura C3-2 panel A). Los mutantes de

fosforilacion simples muestran un crecimiento similar al que presenta la cepa que
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expresa la proteina silvestre. Por el contrario, los dobles mutantes de fosforilaciéon
Cth2-S64A/S65A y Cth2-S68A/S70A tienen un defecto de crecimiento en
condiciones de limitacién de hierro similar al que se observa con la falta de
expresion de Cth2. En base a estos resultados, nos preguntamos si la mutacion
simultanea de las cuatro serinas daria un fenotipo mas severo de crecimiento que
los mutantes dobles. Los ensayos de crecimiento del mutante Cth2-
S64A/S65A/S68A/S70A no muestran un defecto de crecimiento mayor que los
mutantes dobles en un medio con falta de hierro (figura C3-2 panel B). Los
resultados de estos ensayos permiten concluir que la fosforilacién de estos residuos

de Cth2 es esencial para el crecimiento en condiciones de escasez de hierro.

A cth1Acth2A
+ +Fe -Fe
CTH2
vector
CTH2-S64A
CTH2-S65A
CTH2-S64A/S65A
CTH2-S68A
CTH2-S70A
CTH2-S68A/S70A

cth1Acth2A
+

CTH2
CTH2-S64A/S65A
CTH2-S68A/S70A

CTH2-S64A/S65A/S68A/S70A

Figura C3-2. La fosforilacién de Cth2 es necesaria para el crecimiento en condiciones de
deficiencia de hierro. A. Células cthi4cthZAtransformadas con los plasmidos pRS416-Flag-
CTHZ, pRS416-Flag,-CTH2-5644, pRS416-Flag,-CTH2-5654, pRS416-Flag,-CTHZ-
S64A4/565A, pRS416-Flag,- CTH2-S68A4, pRS416-Flag,-CTHZ2-570A o pRS416-Flag,-CTH2-
S68A/570A se crecieron en SC-ura durante toda la noche. Al dia siguiente se realizaron los

ensayos de crecimiento en medio s6lido, segin se describe en material y métodos, en
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medios con suficiencia de hierro (SC-ura; +Fe) y deficiencia de hierro (en presencia de
ferrocina; -Fe) y se incubaron a 30°C al menos 3 dias. B. Células cthi4cth2A4 transformadas
con los plasmidos pRS416-Flag,-CTHZ, pRS416-Flag,-CTHZ2-564A,/5654, pRS416-Flag,-
CTH2-568A4/570A o pRS416-Flag,-CTH2-564A/5654/5684,/570A se analizaron mediante

ensayos de crecimiento al igual que se describe en el apartado A.

3.3. La degradaciéon de mRNAs diana de Cth2 es independiente de la fosforilacién en
las serinas S64/S65 y S68/S70.

El principal papel de Cth2 en condiciones de deficiencia de hierro consiste en
promover la degradaciéon de mRNAs implicados en procesos dependientes de hierro
(Puig et al., 2005). Para averiguar si el defecto de crecimiento que muestran los
mutantes de fosforilacién Cth2-S64A/S65A y Cth2-S68A/S70A se debe a un defecto
en la degradacidn, se determinaron los niveles de mRNA de algunas dianas de Cth2
en células que expresan la proteina silvestre, los mutantes de fosforilacion Cth2-
S64A/S65A, Cth2-S68A/S70A o un vector, crecidas en presencia o ausencia de
hierro. Se midieron por PCR cuantitativa (RT-qPCR) los niveles de SDH4, que
codifica para una de las subunidades del complejo succinato deshidrogenasa del
ciclo de Krebs; HEM15, que codifica para la ferroquelatasa implicada en la sintesis
de grupos hemo; RNRZ, que codifica para una de las subunidades pequefias de la
ribonucleétido reductasa que cataliza la sintesis de dNTPs; y RL/1, que codifica para
una proteina implicada en el ensamblaje y reciclaje de los ribosomas (Bullis et al.,
1994; Ferreira, 1999; Elledge et al., 1987; Dong et al.,, 2004). Como se puede
observar en la figura C3-3, las células que expresan Cth2-S64A/S65A y Cth2-
S68A/S70A degradan sus mRNAs dianas igual que las células que expresan la forma
silvestre de Cth2. Lo mismo ocurre cuando expresamos el cuadruple mutante de
fosforilacion Cth2-S64A/S65A/S68A/S70A (figura C3-2 panel B). Estos resultados
determinan que la fosforilacion de estos residuos de Cth2 no tiene ningtn efecto

sobre la funcién de degradacion de mRNAs.
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Figura C3-3. Los mutantes de fosforilacion de Cth2 degradan sus mRNAs diana. Células
cth1Acth2A transformadas con los plasmidos pRS416-Flag,- CTHZ, pRS416-Flag,- CTH2-
S64A4,/5654, pRS416-Flag,-CTHZ2-S68A,/570A4, pRS416-Flag,-CTH2-
S64A4/5654/568A4,/5704 0 pRS416 (vector) se crecieron durante 6 horas en SC-ura (+Fe) o
SC-ura con 100 pM de BPS (-Fe). El RNA extraido de las muestras se analiz6 por RT-PCR
utilizando oligonucledtidos para determinar los niveles de mRNA de SDH4 (A), HEM15 (B),
RNRZ (C) y RL/1 (D) normalizados frente a los niveles de actina (4C77). El asterisco (*)
indica diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes plasmidos de Cth2 y

el vector (p-valor < 0.05).

3.4. La sobreexpresion de Cth2 resulta téxica en condiciones de deficiencia de hierro.
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Estudios previos han mostrado como la sobreexpresion de Cth2 resulta
toxica en condiciones normales y como esta toxicidad desaparece si se expresa una
proteina Cth2 no funcional, consecuencia de una mutacion en sus dedos de zinc que
impide la unién a sus mRNAs diana (Pedro-Segura et al., 2008). Otros estudios han
mostrado como la autorregulacion de Cth2 a través de la unién a las AREs de su
propio RNA mensajero es necesaria para el crecimiento dptimo en deficiencia de
hierro. Para estudiar si la sobreexpresién de Cth2 es toxica en condiciones de
deficiencia se realizaron ensayos de crecimiento de una cepa cthiAdcth2A
transformada con plasmidos centroméricos de CTHZ (CTHZ y CTHZ2-C190R; que
codifican para la forma funcional y no funcional de la proteina, respectivamente),
multicopia (CTHZ2%) o vector. Como se observa en la figura C3-4 (panel A), la
sobreexpresion de Cth2 (CTHZ29%) causa un defecto de crecimiento similar al que
presentan las células que carecen de Cth2 (vector) o que expresan una proteina no

funcional (CTHZ2-C190R).

A partir de estos resultados, nos planteamos si la toxicidad de los mutantes
de fosforilacion podria deberse a un aumento en los niveles de proteina ya que,
previamente habiamos observado un aumento de los niveles estacionarios de
proteina Cth2 en los mutantes de fosforilacion Cth2-S64A/S65A y Cth2-S68A/S70A
(figura C3-1 panel C). Para testar esta hipotesis se realizaron, en primer lugar,
ensayos de crecimiento en una cepa silvestre transformada con los diferentes
mutantes de fosforilacion (figura C3-4 panel B). De esta manera podiamos
determinar si la mutacion con la que estamos trabajando se debe a una pérdida de
funcién, como es el caso de la mutacién C190R que no causa ningin efecto en el
crecimiento de una cepa silvestre, o si por el contrario se trata de una ganancia de
funciéon que provocaria un defecto en la cepa silvestre. Los ensayos muestran un
defecto de crecimiento al expresar las proteinas Cth2-S64A/S65A y Cth2-
S68A/S704A, indicando que se trata de una mutacién de efecto dominante. En el
ensayo también se incluyeron las proteinas Cth2-S64A/S65A/C190R y Cth2-
S68A/S70A/C190R, que no se unen a los mRNAs diana y cuya expresion no produce
ningun efecto en el crecimiento, sugiriendo que la toxicidad de estas proteinas es

dependiente de su unioén a los mRNAs.
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Figura C3-4. La sobreexpresién de Cth2 funcional resulta téxica en deficiencia de hierro. A.
Células cthiActh24 transformadas con los plasmidos pRS416-CTH2 (CTHZ), pRS416
(vector), pRS416-CTH2-C190R (CTHZ2-C190R) o pRS426-CTHZ (CTHZYE) se crecieron en
SC-ura durante toda la noche. Al dia siguiente se realizaron los ensayos de crecimiento en
medio s6lido, segin se describe en material y métodos, en medios con suficiencia de hierro
(SC-ura; +Fe) y deficiencia de hierro (en presencia de ferrocina; -Fe) y se dejaron crecer a
30°C al menos 3 dias. B. Células silvestres (BY4741) transformadas con los plasmidos
pRS416-Flag,-CTHZ (CTHZ), pRS416 (vector), pRS416-Flag,-CTH2-C190R (CTH2-C190R),
pRS416-Flag,-CTH2-564A/5S654, pRS416-Flag:-CTHZ-S68A/5704, pRS416-Flag,-CTHZ-
$564A/565A-C190R, o pRS416-Flag,-CTH2-S68A/S70A-C190R se analizaron mediante

ensayos de crecimiento igual que se describe en el apartado A.

3.5. La fosforilacidn de las serinas S64/S65 y S68/S70 regula la estabilidad de Cth2.
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Debido a que habiamos observado un aumento en los niveles estacionarios
de proteina Cth2 en los mutantes de fosforilacién, decidimos estudiar si el aumento
de los niveles de proteina Cth2-S64A/S65A y Cth2-S68A/S70A observado en la
figura C3-1 (panel C) era consecuencia de una mayor expresion de C7HZ en estos
mutantes. Para ello se midieron los niveles de mRNA C7HZ por RT-PCR en células
crecidas durante 6 horas en suficiencia y deficiencia de hierro. Los niveles de
mensajero obtenidos de CTHZ2-564A/565Ay CTHZ2-568A/570A fueron similares a
los de la forma silvestre de C7THZ al pasar a condiciones de escasez de hierro,
descartando asi una mayor expresion del RNA mensajero de estos mutantes (figura

C3-5 panel A).

A continuacién, nos preguntamos si el aumento de los niveles de proteina
Cth2 en los mutantes de fosforilacién podria deberse a cambios en la estabilidad de
la proteina. Para testar esta hipotesis se realizaron ensayos de vida media de la
proteina Cth2 en los que se crecieron las células durante 6 horas en presencia del
agente quelante de hierro BPS, se afiadi6 cicloheximida al medio para detener la
traduccion de proteinas en las células, se recogieron alicuotas a diferentes puntos y
se determinaron los niveles de proteina Cth2 (figura C3-5 panel A). Con estos
ensayos determinamos el tiempo de vida media de la proteina Cth2 silvestre
etiquetada con Flag: en deficiencia de hierro en 14 minutos. Resultados similares se
obtuvieron con una etiqueta Mycz (resultados no mostrados). Los mutantes de
fosforilacion simples S64A, S65A, S68A y S70A muestran un ligero incremento en su
estabilidad, a diferencia de lo que ocurre con los dobles mutantes, Cth2-S64A/S65A
y Cth2-S68A/S70A, que evidencian un gran incremento de su estabilidad,
alcanzando una vida media de hasta 90 minutos. El cuddruple mutante Cth2-
S64A/S65A/S68A/S70A no muestra una mayor estabilidad que los mutantes dobles
por separado, reafirmando los resultados obtenidos en los ensayos de crecimiento
previos donde parece que el defecto de crecimiento de este mutante es menor que
el de los dobles mutantes por separado (figura C3-5 panel B). Por este motivo hemos
centrado el trabajo en el estudio de los dobles mutantes. Los ensayos de estabilidad

de Cth2 nos permiten concluir que la fosforilacion de las serinas S64/S65 y S68/S70
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son necesarias para regular la estabilidad de la proteina Cth2 en deficiencia de

hierro.
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Figura C3-5. La fosforilacion de Cth2 en deficiencia de hierro determina la estabilidad de la
proteina. A. Células cthidcth2A transformadas con los plasmidos pRS416-Flag:-CTHZ,
pRS416-Flag,-CTHZ2-564A/565A o pRS416-Flag,-CTH2-S68A/S70A se crecieron durante 6
horas en SC-ura (+Fe) o SC-ura con 100 uM de BPS (-Fe). E]l RNA extraido de las muestras



Resultados Capitulo 3

se analiz6 por RT-qPCR utilizando oligonucle6tidos para determinar los niveles de mRNA
CTHZ normalizados frente a los niveles de ACT1. El asterisco (*) indica diferencias
estadisticamente significativas para cada plasmido entre las condiciones de +Fe y -Fe (p-
valor < 0.05). B. Células cth14cthZA4 transformadas con los plasmidos pRS416-Flag,-CTHZ,
pRS416-Flag,-CTH2-5644, pRS416-Flag:-CTHZ2-5654, pRS416-Flag:-CTHZ-564A/5654,
pRS416-Flag2-CTH2-5684, pRS416-Flag,-CTHZ2-570A4, pRS416-Flag,-CTH2-S684/570A o
pRS416-Flag,-CTHZ2-564A/565A/568A,/570A se crecieron en SC-ura con 100uM de BPS (-
Fe) durante 6 horas. Transcurrido este tiempo se afiadi6 cicloheximida (50 pg/mL) al medio
y se recogieron alicuotas a diferentes puntos. Los extractos proteicos de las muestras se

analizaron mediante Western Blot utilizando un anticuerpo o-Flag.

3.6. La quinasa Hrr25 es esencial para la degradacion de Cth2 en deficiencia de hierro.

Con el fin de identificar las quinasas responsables de la fosforilacién de Cth2
se realizaron ensayos de actividad quinasa in vitro, en colaboracién con el grupo de
los Dres. Francesc Posas y Eulalia de Nadal de la Universitat Pompeu Fabra. Esta
técnica permitié identificar diferentes quinasas que podrian estar fosforilando a
Cth2 in vivo. Para caracterizar el efecto de estas quinasas sobre la estabilidad de
Cth2 en deficiencia de hierro se realizaron ensayos de estabilidad de proteina en
mutantes de las quinasas que habian salido positivas en el ensayo in vitro.
Sorprendentemente encontramos que en el mutante de la caseina quinasa I Hrr25
la vida media de Cth2 aumenta, siendo superior a los 120 minutos (figura C3-10
panel A). Para estudiar si la falta de actividad quinasa provoca un aumento en la
estabilidad de Cth2, se crecieron en deficiencia de hierro células que expresaban
HRRZ25 y un mutante de su actividad quinasa (HRRZ25-K38A4) bajo el promotor
inducible del gen GAL1y se midi6 la estabilidad de Cth2 (figura C3-10 panel B). Al
crecer las células en presencia de galactosa para inducir la expresiéon de Hrr25, la
vida media de Cth2 es de 22 minutos. Sin embargo, al crecer las células en presencia
de glucosa e inhibir la expresion de Hrr25, la vida media de Cth2 supera los 120
minutos, al igual que ocurre al expresar el mutante de Hrr25 que carece de actividad

quinasa (HRR25-K384). Estos resultados sugieren que la fosforilacion de Cth2 por
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la quinasa Hrr25 es esencial para que se produzca la degradaciéon de Cth2 en

deficiencia de hierro.
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Figura C3-6. La fosforilacion de Cth2 por Hrr25 es esencial para su degradacion en deficiencia
de hierro. A. Células silvestres (W303) y Arr25A transformadas con pRS416-Flag;-CTHZ se
crecieron en SC-ura con 100 uM de BPS (-Fe) durante 6 horas. Transcurrido este tiempo se
afiadié cicloheximida (50 pg/mL) al medio y se recogieron alicuotas a diferentes puntos.
Los extractos proteicos de las muestras se analizaron mediante Western Blot utilizando un
anticuerpo a-Flag. B. Células cthZAhrr25A cotransformadas con pRS415-Flag,-CTHZ y
pGAL1-3HA-HRRZ5 o pGAL1-3HA-HRRZ25-K38A se crecieron SC-ura-leu 2%rafinosa 2%
galactosa o 2% glucosa, con 100 uM de BPS (-Fe) durante 6 horas. Para medir la estabilidad

de Cth2 se procedi6 igual que en el apartado A.
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3.7.La degradacion de Cth2 se lleva a cabo a través del proteasoma.

Con el fin de averiguar cuales son los mecanismos implicados en la regulacion
de los niveles de Cth2, decidimos estudiar cual es la via por la que la célula lleva a
cabo la degradacion de Cth2. En primer lugar, determinamos los niveles
estacionarios de Cth2 en condiciones de suficiencia y deficiencia de hierro, en
presencia o ausencia del inhibidor del proteasoma MG132. Para ello se utilizé una
cepa pdr5A que facilita la acumulacion de MG132. Como ya se ha descrito
previamente, los niveles de Cth2 se inducen en condiciones de escasez de hierro,
mientras que en condiciones normales sus niveles son indetectables (figura C3-7
panel A). Al afadir MG132 al medio, se observa un aumento en los niveles de Cth2
en deficiencia de hierro, sugiriendo una posible degradacién de Cth2 en estas

condiciones a través del proteasoma.

A
+Fe -Fe
- + - + MG132

| | cne
S —— | Pgk1
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- .
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Figura C37. Cth2 se degrada por el proteasoma en deficiencia de hierro. A. Células pdr5A
transformadas con el pRS416-Flag;-CTHZ se crecieron en SC-ura (+Fe) y SC-ura con 100
uM de BPS durante 6 horas y se incubaron durante 1 hora mas con 100 uM MG132 o DMSO
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como control negativo. Los extractos proteicos se analizaron por Western Blot utilizando
anticuerpos a-Flag y a-Pgk1. B. Células silvestre y prel-1termosensibles transformadas con
el plasmido pRS416-Flag,-CTHZ se crecieron en SC-ura durante 3 horas a 37 °C. A
continuacion, se afiadi6 al medio el quelante de hierro BPS (-Fe) y las células se crecieron
durante 6 horas mas a 37 ¢C. Se afiadid cicloheximida (50 pg/mL) y se recogieron alicuotas
a diferentes tiempos. Los extractos proteicos se analizaron mediante Western Blot

utilizando anticuerpos a-Flag y a-Pgk1.

Para estudiar con mas detalle la implicacién del proteasoma en la degradacién de
Cth2 durante la deficiencia de hierro, se determiné la vida media de la proteina en
células que presentan inactivo el gen PREZ, implicado en el ensamblaje de la
subunidad 20S del proteasoma (Heinemeyer et al.,, 1991). Al tratarse de un gen
esencial para las células, se utiliz6 un mutante termosensible prei-1, junto a su
correspondiente cepa silvestre, crecidos a temperatura restrictiva (372C) durante
tres horas. Pasado este tiempo, se afadio el quelante de hierro BPS a ambos cultivos
para inducir condiciones de deficiencia de hierro durante 6 horas. Posteriormene,
se anadio cicloheximida al medio para detener la traduccidon de proteinas en las
células y se recogieron alicuotas a diferentes puntos para determinar los niveles de
Cth2. Como se muestra en la figura C3-7 (panel B), la vida media de Cth2 a 37°C es
de 9 minutos. Sin embargo, el mutante pre7-7 aumenta la estabilidad de la proteina
alcanzando una vida media superior a los 60 minutos demostrandose que la

degradacién de Cth2 en deficiencia de hierro es dependiente del proteasoma.

3.8. El complejo ubiquitin-ligasa SCF¢? provoca la degradacion de Cth2.

Grrl es una proteina de tipo F-box que forma parte del complejo ubiquitin
ligasa SCFGr1 y se encarga del reconocimiento de determinados sustratos para su
posterior degradacion por el proteasoma (Finley et al., 2012). Estudios globales
previos en los que se identificaron diferentes sustratos de la proteina Grrl
mostraron como Cth2 interacciona con Grrl (Mark et al., 2014). Con el fin de
estudiar si Grrl esta implicada en la regulacion de la estabilidad de Cth2

determinamos los niveles de proteina Cth2 en condiciones de suficiencia y escasez
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de hierro en células que carecen del gen GRR1. Como ya se ha descrito previamente,
en la figura C3-8 (panel A) se puede observar la induccidén de los niveles de Cth2 en
ausencia de hierro en el medio. Por otra parte, también se puede observar como el
mutante grrlA muestra un incremento de dos veces en los niveles de CthZ en
deficiencia de hierro igual que ocurre en condiciones de suficiencia a pesar de que
los niveles de proteina en esta condicién son mucho mas bajos. Para estudiar si el
aumento de los niveles de Cth2 en el mutante grr7A es debido a un aumento de la
expresion del mRNA C7THZ se determinaron los niveles de este mRNA por RT-qPCR
en estas mismas muestras. Como muestra la figura C3-8 (panel B), los niveles de
CTHZno aumentan en el mutante grri4A, descartando asi una posible regulacion del

mRNA a través de la proteina Grrl.

Los resultados anteriores sugieren que Grrl podria estar regulando a la
proteina Cth2 a nivel postraduccional, por lo que decidimos estudiar qué ocurre con
la estabilidad de la proteina Cth2 en ausencia de Grrl. Se realizaron experimentos
de vida media de proteina similares a los descritos anteriormente en una cepa
silvestre y el mutante grriA en condiciones de deficiencia de hierro (figura C3-8
panel C). La vida media de Cth2 obtenida para la cepa silvestre es de 10 minutos, a
diferencia de lo que ocurre en el mutante grriA en el que la proteina se estabiliza
alcanzando una vida media superior a los 120 minutos. La proteina Grrl funciona
formando parte del complejo ubiquitin ligasa SCFGr1 compuesto por la culina Cdc53
que actua de andamio entre la proteina adaptadora Skpl, que une a Grrl, y la
proteina Rbx1, que interacciona con la E2 de la via de ubiquitinacion. Decidimos
comprobar si la estabilidad de Cth2 también aumentaba en ausencia de estas
proteinas del complejo SCFGl, Para ello, se determiné la vida media de Cth2 en
ausencia de las proteinas Skp1 y Rbx1 utilizando mutantes termosensibles ya que
ambas son esenciales para la supervivencia celular. Se crecieron los mutantes
termosensibles skpi-11 y rbx1-1 con su correspondiente cepa silvestre a
temperatura restrictiva (372C) durante 3 horas y se afladié el quelante de hierro
BPS para inducir condiciones de deficiencia de hierro durante 6 horas mas.
Transcurrido este tiempo, se afadié cicloheximida al medio para detener la

traduccion y se recogieron alicuotas a diferentes puntos. Como puede observarse en
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la figura C3-8 (panel D), la vida media de Cth2 es superior a 120 minutos en ambos
mutantes del complejo, al igual que ocurria con el mutante grri4. Con todos estos
resultados podemos concluir que el complejo ubiquitin ligasa SCFGr1 esta implicado

en la degradacion de Cth2 durante la deficiencia de hierro.
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Figura C3-8. La degradacion de Cth2 en deficiencia de hierro depende del complejo SCFGrr1,
Células cth2Ay cthZAgrriA transformadas con el plasmido pRS416-Flag,-Cth2 se crecieron
en SC-ura (+Fe) y SC-ura con 100 uM de BPS durante 6 horas. Se recogieron células y se
analizaron los niveles de proteina Cth2 por Western Blotutilizando anticuerpos a-Flag y a-

Pgk1 (A) y los niveles de mRNA C7THZ por RT-qPCR utilizando ACT'7 como control de carga
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(B). C. Células cthZA y cthZAgrriA transformadas con el pRS416-Flag,-CTHZ se crecieron
en SC-ura con 100 pM de BPS durante 6 horas. Se afiadi6 cicloheximida (50 pg/mL) y se

recogieron alicuotas a diferentes tiempos. Los extractos proteicos se analizaron mediante
Western Blot utilizando anticuerpos o-Flag y a-Pgk1. D. Células silvestre, skp1-11y rbx1-1
transformadas con el plasmido pRS416-Flag,-CTHZ se crecieron en Sc-ura durante 3 horas
a 37 2C. A continuacién, se afiadié al medio el quelante de hierro BPS (-Fe) y las células se
crecieron durante 6 horas mas a 37 2C. Se afladié cicloheximida (50 pg/mL) y se recogieron

alicuotas a diferentes tiempos para su posterior analisis por Western Blot

3.9.Grrl interacciona con Cth2 a través de las serinas S64 /565 y S68/S70 fosforiladas.

Hasta el momento hemos visto como Cth2 se fosforila en sus serinas S64/S65
y S68/S70; lo cual provoca cambios en su estabilidad. Por otra parte, se ha descrito
como Grrl, a través de sus motivos ricos en leucina, reconoce sustratos fosforilados
(Hsiungetal, 2001). A partir de ambas observaciones y teniendo en cuenta que Grrl
interacciona con Cth2 (Mark et al,, 2014) decidimos estudiar si la fosforilacion de
Cth2 es necesaria para su posterior reconocimiento por Grrl. Para ello, se llevaron
a cabo experimentos de inmunoprecipitacion de proteinas en una cepa cthZAgrriA
transformada con un pldsmido que expresa una forma truncada de la proteina Grrl
(Grr1AFbox-Flag) en la que se ha delecionado su dominio de interaccion con la
proteina Skp1 del complejo impidiendo la degradacién de sus dianas; junto con los
diferentes plasmidos de los mutantes de fosforilacion de Cth2-S64A/S65A y Cth2-
S68A/S70A (figura C3-9). Los resultados muestran como Grrl interacciona con la
forma silvestre de Cth2, siendo mas evidente la interaccién con la forma fosforilada
de Cth2 de menor migracion electroforética. Por el contrario, cuando expresamos
los mutantes de fosforilacion Cth2-S64A/S65A o Cth2-S68A/S70A disminuye la
interaccion con Grrl sugiriendo que la fosforilacion de estos residuos de Cth2 es

necesaria para que se produzca el reclutamiento por Grrl.
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Figura C3-9. La fosforilacion de Cth2 es esencial para su reconocimiento por Grrl. Células

cth2Agrr1A cotransformadas con los plasmidos pYES-GRRIAFbox-Flag y pRS413-Myc;-
CTHZ, pRS413-Mycz-CTHZ-564A4/565A o pRS413-Myc,-CTHZ-5684,/570A se crecieron en
medio SC-ura-his 2% rafinosa con 100 uM BPS (-Fe). Transcurridas 3 horas se afiadi6
galactosa al medio a una concentracion final de 2% para inducir la expresién de Grr1AFbox-
Flag. Tras 3 horas mas de crecimiento, se recogieron las células y se obtuvieron los extractos
proteicos en condiciones no desnaturalizantes. Se llev6 a cabo la inmunoprecipitacion de
Grr1AFbox-Flag utilizando perlas magnéticas a-Flag. El extracto proteico total (I) y el
inmunoprecipitado (P) se analizaron por Western Blot utilizando anticuerpos a-Flag y o-

Myc.

3.10. Grr1l es esencial para el crecimiento en deficiencia de hierro.

Hasta ahora hemos demostrado como un incremento en los niveles de Cth2
provoca un defecto de crecimiento en condiciones de deficiencia de hierro, ya sea
debido a una mayor expresion de la proteina (figura C3-4) o un aumento en su
estabilidad (figura C3-2 y C3-5). Puesto que la proteina Grrl es necesaria para que
se produzca la degradacion de Cth2 en deficiencia de hierro, decidimos averiguar si
Grrl es esencial para el crecimiento en deficiencia de hierro. El mutante grri4 en
condiciones normales muestra un ligero defecto de crecimiento ya que participa en
la inactivacion de Rgtl, represor transcripcional de transportadores de azucares
(Flick et al., 2003). La delecion de RGT1 en este mutante logra rescatar su defecto
de crecimiento. Por este motivo se realizaron los ensayos de crecimiento en placa

con una cepa silvestre y los mutantes grrid, grridrgtid y rgtid en condiciones
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normales y en presencia del agente quelante ferrocina en el medio (figura C3-10
paneles B y C). En condiciones de suficiencia se puede observar que el defecto de
crecimiento del mutante grr74 desaparece en el doble mutante grridrgtid. Al
crecer en condiciones de deficiencia de hierro, ambas cepas muestran defecto en su
crecimiento, a diferencia de lo que ocurre con la cepa silvestre y el mutante rgtiA.
Estos resultados demuestran que la proteina Grrl es esencial en condiciones de
déficit de hierro. Con el fin de comprobar si este defecto de crecimiento es debido al
incremento de los niveles de Cth2, se delecioné C7THZ en las cepas que carecen de
Grrl. Como se puede observar, la eliminaciéon de C7HZlogra rescatar parcialmente
el defecto de crecimiento de los mutantes de grri4, evidenciando que es el exceso
de Cth2 lo que provoca el defecto de crecimiento. Cabe destacar que este rescate del
crecimiento es solo parcial es debido a que la falta de Cth2 provoca defectos de
crecimiento en estas condiciones de deficiencia como puede observarse al comparar

el crecimiento de la cepa silvestre y cth2 4.
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Figura C3-10. Grr1 es necesario para el crecimiento en deficiencia de hierro y en presencia de
fuentes de carbono respirables. A. Representacion grafica de la localizacién de las cepas
incluidas en los ensayos de crecimiento. Células silvestres, grrid, rgtid, grridArgti4,
grrldcth24, cth2A y grridrgtidcth24 se crecieron en medio SC (+Fe) durante toda la
noche. Al dia siguiente se realizaron los ensayos de crecimiento en medio sélido, segin se
describe en material y métodos en: A. Medio con suficiencia de hierro (SC, +Fe). B.
Deficiencia de hierro (en presencia de 600 uM ferrocina; -Fe). C. Medio con suficiencia de
hierro (YPD, glucosa). D. Medio respiratorio (YPEG-2% Etanol-3% Glicerol; sin glucosa) se

dejaron crecer a 30°C durante al menos 3 dias.

Como se ha mencionado en la introduccion, muchas de los mRNAs diana de Cth2
estan implicados en respiracion. Por este motivo decidimos estudiar qué ocurria en
ausencia de Grrl en un medio con presencia Unicamente de fuentes de carbono no
fermentables, etanol y glicerol, en el que las células se ven obligadas a respirar.
Como se observa en el ensayo de crecimiento (figura C3-10 paneles C y D), los
mutantes grridy grriArgtliAd muestran un defecto de crecimiento en el medio con
etanol y glicerol que no se observa en presencia de glucosa, lo cual sugiere que la
represion de la respiracion por exceso de los niveles de Cth2 podria estar causando
este fenotipo. De nuevo, la delecion de C7THZ mejora el crecimiento de estos
mutantes en el medio con fuentes de carbono respirables. Con estos resultados
podemos concluir que Grrl es esencial para la supervivencia de las células en

deficiencia de hierro debido a su papel en la degradacién de Cth2.
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Regulacion postraduccional de la proteina Cth2 en deficiencia de hierro.

La proteina CthZ cumple un papel crucial en la remodelacién metabdlica
durante la adaptacion de las células a condiciones de deficiencia de hierro. Su
expresion en estas condiciones permite la desestabilizacion de mRNAs que codifican
para proteinas implicadas en el metabolismo de hierro. Como consecuencia de esto,
se produce una redistribuciéon del hierro disponible en las células, priorizando
algunos procesos que son esenciales para la supervivencia de las células en estas
condiciones, como la sintesis de dNTPs, e inhibiendo otros procesos que tienen un
consumo elevado de hierro como la respiracién (Sanvisens et al., 2011; Puig et al.,
2005). A pesar de que la expresion de Cth2 se limita a condiciones de falta de hierro,
también se ha descrito su participacién en la adaptacion de las levaduras frente al

estrés oxidativo (Castells-Roca et al., 2016).

Estudios previos han mostrado como la sobreexpresion de Cth2 en
condiciones normales resulta toxica para las células, siendo esta toxicidad
dependiente de los TZFs (Thompson et al., 1996; Pedro-Segura et al., 2008). En este
trabajo hemos mostrado cémo el exceso de Cth2 también resulta toxico en
deficiencia de hierro, por lo que las células han desarrollado diferentes mecanismos
para controlar la expresion de Cth2 a diferentes niveles. El primer paso en la
regulacion de la expresién de Cth2 se da a nivel postranscripcional. Al igual que
ocurre con sus mRNAs diana, la union de Cth2 a las secuencias ARE en el extremo
3’UTR de su mensajero le permiten desestabilizar su propio mRNA e inhibir su
traduccion (Martinez-Pastor et al, 2013, Ramos-Alonso et al, 2018). Esta
autorregulacion negativa a través de sus secuencias ARE es necesaria para mantener
los niveles 6ptimos de proteina Cth2 en deficiencia de hierro y evitar su toxicidad, y
ademas permitir una rapida adaptacién a cambios en la disponibilidad de hierro en
el medio. Nuestros resultados han permitido identificar un segundo paso en el
control de los niveles de Cth2, esta vez a nivel postraduccional. Los estudios de Cth2
en deficiencia de hierro sugerian que la proteina podria estar siendo modificada a
nivel postraduccional, igual que ocurre con su proteina homologa en humanos hTTP.

Se ha demostrado como Cth2 se fosforila en sus residuos serina 65, 68 y 70 durante
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la deficiencia de hierro y cémo esta fosforilacién afecta a la estabilidad de la
proteina. La fosforilacién de Cth2 promueve su degradacion, al contrario de lo que
ocurre con la fosforilacion de hTTP en humanos que provoca su estabilizacion,
ademas de afectar a su localizacion y su funcion (Clark et al., 2016). En el caso de
Cth2, hemos descartado la regulacién de su funcién en la degradacion de mensajeros
a través de su fosforilacion, ya que los mRNAs diana continian degradandose,
aunque evitemos la fosforilacion de sus serinas. El hecho de que la degradacion de
sus dianas siga ocurriendo tras evitar su fosforilacion pone de manifiesto que la
fosforilacion de Cth2 tampoco regula su localizacion subcelular, ya que es necesario
que la proteina transite entre el nucleo y el citosol para promover la
desestabilizacion de los mRNAs. Estos datos estan de acuerdo con la localizacién
nucleocitoplasmatica descrita para el mutante Cth2 al que se le han delecionado 89
aminoacidos de su region carboxilo terminal, en el que tampoco ocurriria la
fosforilacion de la proteina (Vergara et al., 2011). Por otra parte, no podemos
descartar que la fosforilacion de Cth2 esté regulando su papel en la inhibicién de la
traduccion de sus mRNAs diana. No obstante, estudios anteriores realizados con
mutantes de delecion de Cth2 en la regiéon amino terminal sugieren que la proteina
posee una region conservada CR1 entre los 35 y 58 aminoacidos que seria la
encargada de mediar la interaccion de Cth2 con la maquinaria de degradacién de
mRNAs (Prouteau et al., 2008). Puesto que muchas de estas proteinas implicadas en
la degradaciéon de mRNAs también tienen un papel en la regulacion del inicio de la
traduccion, pensamos que la fosforilacién de Cth2 no estd implicada en mediar la
interaccion con esta maquinaria y por lo tanto no regula sus funciones en la

desestabilizacion e inhibicién de la traduccion de sus mRNAs diana.

La mutacion de los TZFs implicados en la unién a los mRNAs o la delecion del
dominio carboxilo terminal implicado en la inhibicién del inicio de la traduccién
provocan un defecto de crecimiento debido a la falta de funcién de la proteina (Puig
et al., 2005; Ramos-Alonso et al., 2018). En el caso de los residuos de fosforilacion
de CthZ su mutacidén provoca un defecto de crecimiento incluso en una cepa
silvestre, indicando que se esta produciendo una ganancia de funcion de la proteina.

También hemos visto que este efecto desaparece al impedir la union de la proteina
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a los mRNAs, tras mutar los TZFs, y quedar atrapada en el nucleo. Estos datos
refuerzan la idea de que un exceso de proteina funcional resulta téxico para las

células.

En cuanto al momento en el que tiene lugar la fosforilacion de Cth2, estudios
previos han mostrado como la proteina Cth2 que tiene mutada la secuencia NLS,
forzando asi su localizacién citoplasmatica, esta fosforilada (Vergara et al., 2011).
Lo mismo ocurre con la proteina que queda anclada en el nuicleo tras mutar los TZFs,
siendo su estabilidad similar a la de la proteina silvestre (Martinez-Pastor et al.,
2013; Ramos-Alonso et al., 2018). Ambos resultados sugieren que la fosforilacién de

Cth2 ocurre antes de su entrada al ndcleo y unién a los mRNAs.

Aproximaciones in vitro e in vivo, nos han permitido averiguar que la
fosforilacion de Cth2 a través de la quinasa Hrr25 es esencial para su degradacion
durante la deficiencia de hierro. Hrr25 forma parte de la familia de casein quinasas
y estd implicada en nimeros procesos celulares como la biogénesis y ensamblaje de
ribosomas, autofagia y respuesta a dafios en el DNA (Ho et al., 1997; Ray et al., 2008;
Pfaffenwimmer et al., 2014). Cth2 aumenta su estabilidad en ausencia de Hrr25; y
ademas se observa acumulacion de proteina fosforilada. Esto sugiere que Cth2
estard siendo fosforilado por otras quinasas en deficiencia de hierro, aunque Hrr25

es la encargada de promover su degradacion.

Previamente se habia identificado la interaccidon de Cth2 con la proteina F-
box Grrl (Mark et al,, 2014). Nuestros resultados muestran la participacién del
complejo SCFG1 en la degradacion de Cth2 mediada por el proteasoma. A partir de
ellos queda patente la relevancia de la fosforilacién de Cth2 en la estabilidad de la
proteina, ya que es necesaria para que se produzca la interaccién con Grrl y
promueva su degradacion. En ausencia de Grrl, la proteina Cth2 se estabiliza y con
ello se incrementan los niveles de Cth2, sobre todo en su forma fosforilada. Este
aumento ocurre a pesar de que los niveles de mRNA C7THZ que encontramos tras la
delecion de GRR1son menores probablemente debido a la autorregulacion negativa
que ejerce Cth2 sobre su propio mensajero. Los resultados de los ensayos de
crecimiento realizados con el mutante grr7A ponen de manifiesto su papel crucial

en el crecimiento de las células en deficiencia de hierro mediando la degradacién de
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Cth2. Estos ensayos también han demostrado como Grrl es necesario en presencia
de fuentes de carbono no fermentables, ya que la falta de degradacién de Cth2 en
estas condiciones impediria la expresion adecuada de genes implicados en la

respiracion.

Recientemente se ha descrito la participacion de los complejos E3 ubicuitin
ligasa en la homeostasis de hierro de mamiferos a través del complejo SCFFBLX> que
media la degradacion del factor postranscripcional IRP2. Esto ha permitido
identificar un nuevo paso en la regulacion de la respuesta a cambios en la
concentracion de hierro. El dominio hemeritrina identificado en la F-box FBLX5
percibe cambios en las concentraciones de hierro, que provoca alteraciones en la
estabilidad de esta proteina, regulando asi su funcién frente a las diferentes
condiciones de disponibilidad de hierro (Ruiz et al., 2013). También se ha descrito
la existencia de este dominio en la E3 ubicuitin ligasa BRUTUS que participa en la
homeostasis de hierro de Arabidopsis thaliana (Selote et al., 2015). Por el contrario,
en levaduras no se han identificado dominios hemeritrina que permitan a Grrl
modificar sus niveles en funcion de la cantidad de hierro en el medio. Pese a ello,
Grrl parece tener un papel relevante en la regulacion de la respuesta a deficiencia
de hierro debido a su implicacion en diferentes procesos. Por un lado, no solo se ha
descrito su interaccion con Cth2, sino también con la proteina Dre2 que forma parte
de la maquinaria de ensamblaje de los centros Fe-S citosélica (Mark et al.,, 2014).
Igualmente, se ha descrito su papel en la degradacion de Mks1 promoviendo la
activacion de la ruta retrégrada mitocondrial que, como ya hemos identificado en la
primera parte de este trabajo, se activa como consecuencia de la inactivacién de la
ruta TOR durante la deficiencia de hierro (Liu et al., 2005). Todos estos datos
destacan la importancia de los complejos E3 ubicuitin ligasas en la regulacion de la

homeostasis de hierro.

A partir de los resultados obtenidos hemos propuesto un modelo para la
regulacion postraduccional de Cth2 durante la deficiencia de hierro. En este modelo,
la proteina Cth2 es fosforilada por la casein quinasa Hrr25 antes de su entrada al
nucleo para unirse a los mRNAs. Posteriormente, el complejo SCFG&r1 reconoce los

residuos fosforilados de Cth2 y promueve su ubicuitinacién y posterior degradacién
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por el proteasoma. Esta regulacion de los niveles de Cth2 es esencial para el

crecimiento 6ptimo de las células en condiciones de déficit de hierro.

-Fe

S
E3 ubicuifin(

Figura D3-1. Modelo propuesto para la regulaciéon postraduccional de Cth2 durante la

deficiencia de hierro.
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La deficiencia de hierro provoca un descenso en la tasa de transcripcion
global en la levadura S. cerevisiae, observandose una disminucién de la
cantidad de RNA polimerasa II elongante. Sin embargo, los niveles de mRNA
total se mantienen durante al menos las primeras 3 horas de crecimiento
probablemente debido a una estabilizacidn global de los mRNAs.

El grupo de genes que codifican para proteinas ribosémicas, genes RPs,
disminuyen su transcripcion en deficiencia de hierro. A pesar de ello, se
mantienen los niveles de mRNA debido a su estabilizacion tras 3 horas de
crecimiento en deficiencia de hierro.

El crecimiento de las células durante al menos 6 horas en condiciones de baja
biodisponibilidad de hierro provoca la inactivacién de la ruta TOR. Esta
inactivacién de la ruta TOR se refleja en el estado hipofosforilado que
presentan las proteinas Sch9, Dot6 y Rps6 en condiciones de deficiencia
severa.

Los grupos de genes RPs y RiBis se reprimen a nivel transcripcional en
condiciones de deficiencia de hierro, a través de las proteinas represoras
Dot6/Tod6, Stb3 y la desacetilasa de histonas Rpd3, como consecuencia de la
inactivacién de la ruta TOR. Esto conlleva una bajada en los niveles de sus
mRNAs a tiempos largos de deficiencia de hierro.

Las RNA polimerasas [ y III disminuyen su cantidad de proteina y se inhiben
en condiciones de deficiencia de hierro severas. Por un lado, la inactivacién
de la ruta TOR provoca la disminucion de la proteina activadora de la RNA
polimerasa I, Rrn3. Por otro lado, se favorece la desfosforilaciéon de la
proteina inhibidora Maf1 para que ejerza su accion inhibitoria sobre la RNA
polimerasa III.

La deficiencia de hierro severa provoca la fosforilacion del factor de inicio de
la traduccidn elf2a y una disminucidn en la traduccién global de las células
en estas condiciones. Al mismo tiempo, la fosforilacion del factor elf2a

favorece la traduccion del factor transcripcional Gen4.
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La ruta retrograda se activa a nivel transcripcional a través de los factores
Rtgl/Rtg3 como consecuencia de la deficiencia de hierro severa,
probablemente debido a la inactivacion de la ruta TOR.

La deficiencia de hierro provoca la induccién transcripcional de la desaturasa
de acidos grasos Olel a través del factor transcripcional MgaZ2. Esta induccion
de los niveles de OLET es necesaria para el crecimiento en deficiencia de
hierro.

La baja biodisponibilidad de hierro provoca una disminucién en la cantidad
de acidos grasos insaturados favoreciendo la activacion de OLE1.

La activacién transcripcional de OLET por deficiencia de hierro requiere la
liberacion de Mga2 de la membrana del reticulo endoplasmico y la accién del
proteasoma, de la ubicuitin ligasa Rsp5 y del complejo Cdc48Npl4/Ufd1,

Mga2 se induce a nivel transcripcional en condiciones de deficiencia de
hierro favoreciendo la activaciéon de OLE1. Esta activacién es consecuencia
de su autorregulacion, la cual también ocurre en respuesta a hipoxia y a bajas
temperaturas.

La proteina Cth2 se fosforila durante la deficiencia de hierro en sus residuos
serina 65, 68y 70.

La fosforilacion de Cth2 en sus residuos S64/S65 y S68/S70 regula la
estabilidad de la proteina, sin afectar a su funcién en la degradacién de sus
mRNAs diana.

El complejo ubicuitin ligasa SCF6r1 se requiere para la degradacion de Cth2
en condiciones de deficiencia de hierro. Grrl reconoce los residuos
fosforilados de Cth2 y promueve su degradacidn a través del proteasoma.
Hrr25 fosforila a Cth2 en deficiencia de hierro, siendo esencial esta
fosforilacién para la degradacion de Cth2.

La fosforilacion y degradaciéon de Cth2 durante la deficiencia de hierro son
necesarias para el crecimiento 6ptimo de las células en estas condiciones, ya

que el aumento excesivo de los niveles de Cth2 resulta toxico para las células.
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