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Resultados

Estudios de Northern revelaron que los niveles de mRNA para RCS1
permanecian practicamente invariables en los diferentes estadios de la curva
poblacional, utilizando los niveles de mRNA para la actina como control (dato no
mostrado). De igual modo sucedia con los niveles de proteina, aunque en este caso
pudo detectarse también una banda de menor movilidad (100 Kda) que aparecia
coincidiendo con la entrada en fase dialxica y se mantenia durante estadios
posteriores (Fig. 12a).

A continuacion se estudié si esta misma modificacion aparecia cuando las
células se transferian de un medio con glucosa a un medio con etanol mas glicerol.
Los resultados mostraron que la banda de menor movilidad aparecia durante la
transicion y desaparecia cuando las células reemprendian el crecimiento utilizando el
etanol/glicerol como fuente de carbono (Fig. 12b).

La misma modificacion pudo observarse cuando a células creciendo
exponencialmente en medio YPD se les extraia la glucosa del medio. Dicha
modificacion seguia produciéndose si al mismo tiempo que se eliminaba la glucosa se
afiadia cicloheximida al medio, indicativo de una modificacion postraduccional
(Fig. 12c).

Dado que la modificacion por fosforilacién constituye un mecanismo muy
general y extendido de regulacién de la actividad de numerosas proteinas y teniendo
en cuenta el cambio de movilidad observado, se analiz6 mediante tratamiento con
fosfatasa alcalina si la banda de 100 kDa. correspondia a una forma modificada de
Rcs1 por fosforilacion. Para ello, se obtuvieron extractos de células de la cepa salvaje
procedentes de un cultivo en YPD en el que se habia inducido la aparicién de la forma
fosforilada por eliminacién de la glucosa, a partir de los cuales se immunoprecipité
Rcs1. El material immunoprecipitado se traté con fosfatasa alcalina sola o junto con
una mezcla de inhibidores de la misma (véase apartado 13.5 de Materiales y
Métodos), analizandose las mezclas de reaccion mediante Western blot (Fig. 12d). La
banda de menor movilidad desaparecia durante el tratamiento con fosfatasa alcalina
en ausencia de inhibidores, pero no en presencia de éstos, lo que demostraba que se
trataba de una forma modificada de Rcs1 por fosforilacion.
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Figura 12. Analisis mediante Western de la proteina Rcs1 en diferentes condiciones
de crecimiento de la cepa RCS?1 (CML128). Las flechas inferior y superior
‘corresponden a la forma hipo e hiperfosforilada de Rcs1 respectivamente. (A) Celulas
creciendo exponencialmente (e) o en el periodo post-diduxico (d). (B) Células
creciendo exponencialmente en SD-glucosa y transferidas a tiempo 0 a SD-
etanol/glicerol. (C) Células creciendo exponencialmente en medio YPD y transferidas
a tiempo 0 a medio YP. Se muestra también el patron correspondiente a células
transferidas a YP y mantenidas durante 2 h en presencia de 10 ng/ml de cicloneximida
(+*CHX). (D) Proteina Recs1 inmunoprecipitada y tratada con fosfatasa alcalina de
intestino de ternera y con una mezcla de inhibidores de esta enzima.
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3.4. Fosforilacién de Rcs1 en condiciones que inducen la parada del
crecimiento celular en G1

La fosforilacién de Recs1 en las condiciones anteriormente descritas parece ser
concomitante con un cambio en el estado nutricional de las células, que comporta al
mismo tiempo una detencion transitoria (en el caso del shift dialixico o de la transicion
a etanol) o permanente (en el caso de la eliminacion de la fuente de carbono) de su
crecimiento. Se analizé a continuacién si la detencion especifica del ciclo celular en la
fase G1 del mismo provocaba también la modificacion de la proteina. Se utilizaron
para ello dos mutantes termosensibles en los genes CDC28 y CDC25, los cuales al
ser transferidos a la temperatura restrictiva (37° C) detienen su crecimiento en la fase
G1 del ciclo celular (Koch y Nasmyth, 1994). Un cultivo control (cepa salvaje para
ambos genes) se sometié también al mismo cambio térmico que los mutantes cdc28 y
cdc25. Los resultados mostraron que Rcs1 se fosforila en ambos mutantes a la
temperatura restrictiva y que este hecho no era mera consecuencia del cambio de
temperatura (Fig. 13a). En contraposicién a lo anterior, la parada transitoria en G1
inducida por factor a no indujo la modificacién de la proteina.

3.5. Fosforilacion de Rcs1 en mutantes deficientes en diferentes proteina-
quinasas

La fosforilacién de Res1 a lo largo del ciclo poblacional coincide con la entrada
en fase dialixica, que a nivel metabdlico representa una fase de transicion de un
metabolismo fermentativo a otro respiratorio. Coincidiendo con esta fase, la actividad
de ciertas proteina quinasas disminuye, en tanto que la de otras aumenta (Werner-
Washburne et al,, 1993). Entre las primeras se encontraria la proteina quinasa A
dependiente de cAMP y entre las que se activan cabria citar Snf1 y Yak1 entre otras.

El papel de la proteina quinasa A dependiente de cAMP asi como el de la
quinasa Snf1 han sido comentados en apartados previos de este trabajo. Los
resultados expuestos hasta aqui no sugieren una implicacion de las mismas en la
fosforilacion de Rcs1. No obstante, se descartd definitivamente esta posibilidad
mediante analisis de Western-blot e inmunodeteccién de la proteina a partir de
extractos de células procedentes de cultivos de las cepas que se indican a
continuacioén, en los que se habia inducido la fosforilacién de Rcs1 por eliminacién de
la glucosa. Las cepas utilizadas fueron R146.11A, portadora de una mutacién bcy, que
comporta niveles constitutivos altos de proteina quinasa A en la célula (Toda et al.,
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1987), y MB12, que mantiene funcional unicamente la subunidad Tpk3 de la proteina
quinasa A y por tanto niveles bajos de dicha actividad en la célula (Mazén et al.,
1993). Como controles, se emplearon las cepas R146.11D y W303-1A,
respectivamente isogénicas a las anteriores excepto para los genes descritos. En el
caso del gen SNF1, se utilizé el mutante PEY101, portador de una interrupcion del gen
en el fondo W303-1A. La fosforilacion de Rcs1 se produjo en los mutantes bey1, fpk1
tpk2 y snf1, siguiendo en todos los casos el mismo patrén que en las respectivas
cepas salvajes, hecho que nos permitié descartar el papel de las respectivas proteina
quinasas en la fosforilacién de Rcs1 (dato no mostrado).

El producto del gen YAK? (Garrett et al, 1991) es una proteina quinasa que
podria actuar sobre los mismos sustratos que la proteina quinasa A pero con un
efecto antagénico. La actividad de ésta Ultima es alta en células creciendo
activamente (fase exponencial) y decrece en situaciones de parada del crecimiento,
que son justamente las condiciones que inducen la actividad quinasa de Yak1. Estas
ultimas condiciones [deficiencia de nitrégeno, mutantes cdc28 o ras (ts) a la
temperatura restrictiva, parada por factor o (Garrett et al., 1991)] son las mismas
(a excepcién de la ultima) que inducen la fosforilacion de Rcs1, por lo que también
analizamos la fosforilacion de Rcs1 en un mutante yak1. Se utilizé para ello la cepa
AHY1 y su parental SGP4. Los resultados mostraron una cierta fosforilacion de la
proteina Rcs1 ya en la muestra inicial (células creciendo en glucosa) de la cepa
parental portadora de una mutacién ras?, no modificAndose este patron de
fosforilacion en la cepa AHY1 que lleva ademas una mutacion yak1. Estos resultados
(Fig. 13) nos permitieron concluir que Yak1 tampoco era la quinasa responsable de la
fosforilacion de Rcs1. Sin embargo, la hiperfosforilacion observada a t=0 en el
mutante ras7 permite sugerir la posibilidad de que este gen pudiese estar implicado a
través de una via independiente de la proteina quinasa A dependiente de cAMP.

4. ESTUDIO DE POSIBLES INTERACCIONES DE Rcs1 CON OTRAS
PROTEINAS

La mayoria de procesos bioldgicos (transcripcion, replicacién del DNA,
transmisién de sefiales o crecimiento celular) son llevados a cabo por complejos
protéicos e implican, por tanto, interacciones entre proteinas. Las proteinas
especificamente requeridas para una funcién pueden identificarse mediante métodos
genéticos tradicionales y estudios bioquimicos; sin embargo, tales estudios no
permiten determinar qué otra proteina o proteinas interaccionan con la que es objeto
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Figura 13. (A) Analisis por Western de la proteina Rcs1 en las cepas CML128 (salvaje), A5
(cdc25) y CDC28-13 (cdc28) creciendo exponencialmente en medio YPD a 25°C o después de
2 horas a 37°C. (B) Andlisis por Western de Rcs1 en las cepas SGP4 (ras?) y AHY1 (ras?
yak1) en medio YPD (tiempo O) y después de 2 horas de ser transferidas a medio YP. Las
flechas indican las formas hiper e hipofosforilada de Rcs1.
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de estudio. Con el fin de identificar otros elementos del complejo del cual Rcs1
pudiese formar parte en la célula, se utilizé el sistema del doble hibrido ideado por
Fields y Song (1989) con la madificacién introducida por Durfee et al. (1993), que al
aplicar una doble seleccién confiere mayor sensibil:dad al sistema y rebaja el nimero
de falsos positivos.

La cepa Y153 (ver Tabla 1) lleva integrados en su genoma dos genes
reporteros (GAL1,-lacZ'y GAL1,-HIS3) cuya expresién depende de Gal4. El interés de
utilizar el gen HIS3 reside en que la célula requiere muy poca cantidad del
correspondiente enzima [imidazol glicerol fosfato (IGP) deshidratasa] para ser
prototrofa para histidina y por lo tanto, la utilizacion de este gen como reportero
permite detectar interacciones débiles. En la construccion que se utilizé en este
trabajo, el promotor del gen HIS3 se habia sustituido por el promotor de GALT,
quedando asi bajo control de la proteina Gal4. No obstante, esta construccion
mantiene una expresién residual, suficiente para permitir el crecimiento sin necesidad
de afadir histidina al medio. Este problema se resolvia afiadiendo al medio 3-AT, un
inhibidor quimico de la IGP deshidratasa que restaura el caracter auxotréfico para la
histidina de la cepa hospedadora (Durfee et al., 1993)

En nuestro trabajo, la cepa Y153 se transformé alternativamente con el
plasmido pCM86 (que expresa la proteina de fusién Gal4p4-Rcs1) y con pGBT9 como
control. Los transformantes se plaquearon en medio SD con los suplementos
correspondientes y en presencia o no de 3-AT (25mM). Los resultados se muestran en
la Fig. 14. Sorprendentemente, los transformantes portadores de pCM86 eran
capaces de crecer en presencia de 3-AT, en tanto que los portadores del plasmido
control no lo hacian. Cuando se realizé un test cromogénico sobre papel (Ausubel et
al., 1989), los transformantes portadores de pCM86 dieron coloracion azul, indicativo
de que la proteina hibrida Gald,4-Rcs1 tambien era capaz de activar el sistema
reportero GAL1,-lacZ (datos no mostrados en detalle).

Los resultados anteriores permitian concluir que Rcs1 tiene capacidad de
transactivar los dos sistemas reporteros utilizados y que, por tanto, es un activador
transcripcional. Este resultado, aunque por si mismo resulté muy interesante,
constituia un problema a la hora de buscar proteinas que interaccionasen con Rcs1
usando los sistemas reporteros anteriores. No obstante, células de Y153 conteniendo
el plasmido pCM86 se transformaron con 150 ug de DNA de una genoteca de
S. cerevisiae en pGAD424 (ver apartado 3.1 de Materiales y Métodos) y la mezcla de
transformacion se plaqued en medio SD con los suplementos correspondientes y en

59



Resultados

presencia de 3-AT. Se obtuvieron del orden de 1.4x10° cotransformantes, la mayoria
en forma de colonias muy pequefias, de entre las cuales se escogieron 117 clones
que daban lugar a colonias de mayor tamafio. La cepa Y153 transformada con pCM86
en paralelo permitia comparar el tamafio que alcanzaban las colonias conteniendo
Unicamente este plasmido. Los 117 clones escogidos se recomprobaron mediante el
test cromogénico para la B-galactosidasa sobre papel (Ausubel et al., 1989) y se
seleccionaron 27 que dieron una coloracién azul mas intensa que el control portador
de pCM86. A continuacion, el DNA plasmidico extraido de estos clones se utilizé para
electroporar E. coli MC1061. A partir de los correspondientes transformantes, los
plasmidos derivados de pGAD424 se diferenciaron de pCM86 mediante digestidén con
la enzima BamHl, y se utilizaron para retransformar células de Y153 conteniendo o no
pCM86. A partir de esta recomprobacioén, se seleccionaron sélo aquellos clones que
daban positivo el test cromogénico Unicamente en presencia de pCM86, con actividad
B-galactosidasa superior (del orden del doble, dato no mostrado) a la que conferia
pCM86 por si solo. Asi, se selecionaron un total de cuatro clones que también
mejoraban el crecimiento de la cepa cotransformada sobre placas de medio minimo
conteniendo 3-AT (Fig. 14).

El oligonucledtido 5'- GATGTATATAACTATCTAT -3° se utilizdé como cebador
para secuenciar la zona del inserto de DNA prixima al dominio GAL4,q en los
respectivos plasmidos. En tres de los cuatro plasmidos no funcionaron las reacciones
de secuenciaciéon, posiblemente porque habian perdido la zona del cebador que
quedaba dentro del dominio de activacion de Gal4, por lo que se descartaron. Del
cuarto, al que se denomin6é pCM81, se leyeron del orden de 200 nucleétidos, que al
ser analizados en el banco de datos EMBL, resultaron corresponder a la secuencia del
gen PIM40 previamente descrito (Smith et al., 1992). El producto de este gen es una
fosfomanosa isomerasa, enzima implicada en la ruta que lleva a la sintesis de
GDP-Man y Dol-P-Man, dos compuestos necesarios para la glicosilacion de
numerosas proteinas, tanto de secrecion como estructurales de membrana o de
pared. La funcion descrita en la literatura para la proteina Pim40 no parecia tener a
priori ninguna relacién con la funcién de Rcs1 que se estaba intentando caracterizar
en este trabajo por lo que interpretamos que muy probablemente se trataba de una
interaccion fortuita. Ello hizo que no se recomprobase dicha interaccién mediante
otras técnicas (coimmunoprecipitacion, cromatografia de afinidad) que siempre deben
utilizarse para reconfirmar los resultados obtenidos por el sistema del doble hibrido.
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1: pGBT + pGAD424  2: pCM86 + PGAD424  3: pCM86 + pCM81

Figura 14. Crecimiento de Ia cepa Y153 cotransformada con los plasmidos indicados
en cada caso sobre placas de medio SD-glucosa conteniendo histidina (+His) o 3-
aminotriazol 25 mM (+AT), después de 72 horas de incubacién a 30°C.




Tabla 2. Actividad transcripcional in vivo de las proteinas hibridas Galdp4-Rcs1 and Galdpg-
VP16 sobre el sistema reportero GAL1-lacZ

Actividad B-galactosidasa en células transformadas con

Tiempo después del cambio

nutricional (horas) pGBT9 pCM86 pCM110
0 <0,1 1,0 79
24 <0,1 3,2 53
48 0,2 26,8 11,0
72 0,4 76,9 76,2

Células transformadas con pGBT9 (control), pCM86 (Gald,4 fusionado a Rcs1) o pCM110
(Galdpq fusionado a VP16) fueron crecidas exponencialmente en medio SD-glucosa hasta una
concentracién de 5x10° células por ml y a continuacién se filtraron, lavaron y resuspendieron
en medio SD-etanol/glicerol (tiempo 0). Se determiné la actividad enzimética (unidades Miller)
en células permeabilizadas a diferentes tiempos después del cambio nutricional. Se muestran
los resultados de un experimento representativo.
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deberia restringirse (para una optimizacioén de éste) a la region UAS reconocida por
Gal4, debiéndose eliminar la regiéon URS reconocida por Mig1 existente entre la UAS
anterior y la caja TATA (Flick y Johnston, 1990) para que el sistema reportero se viese
libre de la represion que ejerce la glucosa via URS. En tercer lugar, dado que el gen
RCS1 parecia estar implicado en la utilizacion del etanol, a posteriori quedaba claro
que habria sido mas conveniente utilizar otro sistema reportero, por ejemplo el basado
en regiones promotoras reconocibles por la proteina LexA (Estojak et al, 1995)
insensible a glucosa.

6. PAPEL DE RCS1EN LA ASIMILACION DE HIERRO POR S.cerevisiae

Durante el curso de este estudio se publicé un trabajo (Yamaguchi-ilwai et
al.,1995) describiendo la clonacion y caracterizacion del gen AFT1 de S. cerevisiae
mediante una estrategia disefiada para buscar genes implicados en el metabolismo
del hierro. En el mismo se demostraba que dicho gen es necesario para la expresion
de los genes FRE1, FRE2 y FET3 en un medio deficiente en hierro (ver Introduccion).
La secuencia de AFTT1 resulté idéntica, con algunas diferencias puntuales
(probablemente debido a polimorfismos), a la de RCS1. Asimismo, los datos de
mapeo de ambos genes y de las zonas adyacentes también eran idénticos, por lo que
se podia concluir con toda seguridad que se trataba del mismo gen.

6.1. Supresion del fenotipo de los mutantes rcs1-5 por adicion de hierro al
medio de cultivo

Tal como se ha descrito anteriormente (Fig. 9), la cinética de crecimiento de
una cepa (CML126) portadora de la delecciéon rcs7-5 en medio SD-glucosa es mas
lenta que la de la cepa salvaje (CML128) y el numero final de células que alcanza un
cultivo de la cepa mutante es menor que en el caso de la cepa salvaje. Con el fin de
averiguar si estas diferencias desaparecian cuando el mutante se crecia sobre el
mismo medio suplementado con hierro, se prepararon seis cultivos en paralelo de
ambas cepas en medio SD-glucosa con cantidades crecientes de Fe;SO4 y de
ferrocina [agente quelante del Fe(ll)] en las siguientes proporciones mM Fe/mM Fz:
0/0, 0.04/0.1, 0.1/0.25, 0.4/1, 1/2.5, 1.5/3.75. El crecimiento de los cultivos se
determind midiendo tanto el nimero de células como la DOggg (cultivos control) o
DO (cultivos conteniendo Fe/Fz) al cabo de 48 h. Los resultados (Fig. 15a)
indicaron que la proporcion 0.4/1 de Fe/Fz restauraba en el mutante los niveles de
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Figura 15. Efecto del hierro sobre células de la cepa salvaje RCS7 (CML128) (barras
blancas) y del mutante rcs7-5 (CML126) (barras negras). Células creciendo
exponencialmente en medio SD-glucosa se resuspendieron a una concentracion de
10° células por ml en el mismo medio (panel A) o en medio SD-etanol/glicerol (panel
B) adicionados con las concentraciones indicadas de hierro (en forma de sulfato
ferroso) y de ferrocina. A las 48 horas de incubacion en estas condiciones se midi6 la
concentracion de células. Las barras indican el porcentaje de concentracién celular
alcanzado en cada condicién relativo a la concentracién en el cultivo de la cepa
salvaje sin adicion de hierro ni ferrocina.
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crecimiento de la cepa salvaje y que concentraciones superiores a aquellas resultaban
mas tdxicas para la cepa salvaje que para el mutante, de lo que se deducia que éste
debia ser deficitario en la captacion de hierro. Estos resultados coincidian con los
obtenidos por Yamaguchi-lway et al (1995) para AFT1, lo que confirmaba
definitivamente que se trataba del mismo gen. Se comprobé ademas que la adicién de
ferrocina (1mM) al medio de cultivo inducia la expresion de FRE1 y FRE2 en el caso
de la cepa salvaje pero no en el mutante rcs7-5 (Fig. 16a). Los resultados también
demostraron que ambos genes tienen cinéticas de induccién diferentes, precediendo
la de FRE1 a la de FRE2. Este hecho concuerda can los resultados de Georgatsou y
Alexandraki (1994), segun los cuales la actividad reductasa férrica dependiente de
Fre1 se manifiesta antes que la dependiente de Fre2 en células deficitarias en hierro.

Para comprobar si la adicién de hierro suprimia también el crecimiento
deficiente del mutante en etanol/glicerol, células de la cepa salvaje y de la cepa
mutante creciendo exponencialmente en glucosa se transfirieron a un medio con
etanol/glicerol tal como se ha descrito en apartados anteriores. De cada uno de los
cultivos se hicieron seis alicuotas a las que se afiadieron las mismas cantidades de
hierro/ferrocina descritas en el experimento previo y el crecimiento se determiné
midiendo la concentraciéon de células al cabo de 48 h como en el caso anterior. Los
resultados se indican en la Fig. 15b. También en este caso el fenotipo de las células
res1-5 quedaba suprimido por la adicién de Fe/Fz.

Finalmente, quisimos comprobar si la incapacidad de una cepa carente de
Rcs1 para recuperarse después de un proceso ae transformacién era debida a la
deficiencia de hierro. Para ello, las cepas salvaje y mutante rcs7-5 se transformaron
con el plasmido YEp13 siguiendo el protocolo de Gietz et al, (1992) y los
transformantes se plaquearon sobre medio SD-glucosa con los aa correspondientes
en presencia de diferentes concentraciones de hierro. Los resultados (Tabla 3) nos
permitieron constatar que mediante este método, que se diferencia del empleado
anteriormente (Hill et al., 1991) basicamente en que acorta el tiempo de exposicion de
las células al acetato de litio, la eficiencia de transformaciéon mejoraba (2-3 veces
respecto al método anterior) en la cepa salvaje (2-3 x 10* transformantes/ug) y que se
obtenian transformantes con la cepa mutante, aunque con una eficiencia menor
(aproximadamente la mitad respecto a la de la cepa salvaje). La adicion de Fe/Fz a las
concentraciones 0.1/0.25, 0.4/1 y 1.0/2.5 mM al medio de cultivo mejoré la eficiencia
de transformacién de ambas cepas. Lo anterior nos permitié concluir, que el método
de transformacién de Gietz et al., (1992) debe suponer una menor pérdida de hierro
por parte de la célula permitiendo que el mutante rcs1-5 se recupere mejor y que, la
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Tabla 3. Eficiencia de transformacién del plasmido YEp13 sobre las cepas CML128 (RCS7) y
CML126 (res7-45) en funcién de la concentracion de hierro en el medio de seleccion

Transformantes/ug DNA

Fe/Fz (mM) CML128 CML126
0/0 21280 14560
0.1/0.25 68800 36560
0.4/1.0 31600 27560
1.0/2.5 3960 6480

Las placas de seleccion (SD-glucosa mas los aa correspondientes) contenian las cantidades de
hierro y ferrocina indicadas. Para transformar las respectivas cepas se empleé el método de
Gietz et al. (1992).
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adicion de hierro incrementaba el nimero de transformantes obtenidos llegando a
igualar el mutante la eficiencia del salvaje a concentraciones superiores (0.4/1.0) de
FelFz .

6.2. Expresion de FRE1 y FRE2 en una transicién de glucosa a
etanol/glicerol

Se ha descrito (Lesuisse et al., 1987) que el crecimiento en una fuente de
carbono no fermentable incrementa la entrada de hierro en la célula, posiblemente
porque se requiere mas hierro en forma de hemo para metabolizar estos nutrientes.
Esta observacién, que concordaria con nuestros resultados expuestos en el apartado
anterior sugeria la posibilidad de que en la transicion de condiciones fermentables a
respirables las células necesitasen inducir la expresién de los genes FRET1 y FRE2.
Dado que esta induccién es dependiente del gen AFT1/RCS1 (Yamaguchi-lwai et al.,
1995, y resultados de nuestro laboratorio), se explicaria el fenotipo del mutante rcs7-5
en presencia de etanol/glicerol como tnicas fuentes de carbono.

La comprobacién de esta hipétesis se llevé a cabo mediante Northern a partir
de muestras de células de la cepa salvaje transferidas de un medio con glucosa a un
medio con etanol/glicerol. Los resultados (Fig. 16b), en contra de lo esperado, no
mostraron induccién ni de FRE1 ni de FREZ2 en ninguno de los tiempos estudiados. En
cambio, cuando este experimento se repiti6 afiadiendo ferrocina al cultivo en el
momento de la transicién, se observo induccion de ambos genes a las 24 h (Fig. 16b),
coincidiendo con el momento en que las células reirician el crecimiento.

Los resultados anteriores nos permitieron concluir que el mayor aporte de
hierro requerido por las células cuando crecen en un medio respirable no tiene lugar
mediante el sistema de alta afinidad en el que estan implicados los productos de los
genes FRE1y FREZ2 sino mediante algin otro mecanismo diferente que también seria
dependiente de RCS1. Alternativamente, la presencia de Rcs1 en la cepa salvaje
podria comportar la existencia de niveles basales de actividad ferro-reductasa y de
entrada de hierro suficientes para el crecimiento en este medio.

Paralelamente a la realizacion de este trabajo, nuestro grupo participé en la
secuenciacion de aproximadamente 70 Kpb de la region proximal al telémero
- izquierdo del cromosoma XV de S. cerevisiae, dentro del Proyecto de Secuenciacion
del Genoma de Levadura financiado por la Unién Europea. En el transcurso de este
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Figura 16. Analisis mediante Northern de los mRNAs de FRE1, FRE2 y AOB629. (a)
Células de la cepa salvaje RCS71 y mutante rcs7-5 creciendo en medio SD-glucosa
fueron privadas de hierro mediante adicion de ferrocina (Fz) a tiempo 0, tomandose
muestras para el andlisis a los tiempos subsiguientes indicados. La ferrocina se
afiadio a concentracion 1 mM para la cepa salvaje (excepto para AOB629, cuya
expresion también se analizé a concentracion 2 mM de ferrocina) y a 2 mM para la
cepa mutante. (b) Células de la cepa salvaje RCS17 creciendo en medio SD-glucosa
se transfirieron a SD-etanol/glicerol a tiempo 0 y al mismo tiempo parte de los cultivos
fueron tratados con ferrocina a 2 mM. A los tiempos indicados, se tomaron muestras
para el andlisis por Northern. Todas las muestras tenian cantidades equivalentes de
RNA.




Frel
Fre2
AOB629

Frel
Fre?2
AOBG29

Frel
Fre?
AOB629

Frel
Fre2
AOR629

Frel
Fre2
AQORBR629

Frel
Fre?2
AQORG29

Frel
Fre?2
AOB629

Frel
Fre2
AOB629

Frel
Fre2
AQOB629

Frel
Fre?2
AQOB629

Frel
Fre2
AOB629

Frel
Fre2
AOB629

Frel
Fre2
AOB629

Frel
Fre?2
AOB629

RAPEKSDKKTVVSQPL . MANETAYH. YYYEENIG. IHLNLMRSQWCAWGLVF .
KG...SANLTY...PVEM. . DTQLRKAYYHALHG. FYANLDVGNIYG.GIIC.
¢¢svss.. MIEERDLVLSNGIH. ...CIADIHSELYARLKKESQAATPWVYQ

v+ odFWVAVLTAATILNIL.....KRV. .FGKNIMANSVKKSLIYPSV.
«ee. . JAYFVAIMAFAGVLHCMNYTPFKTV. . LLKQKLVGYVRGYLTLPTIG
KQYGKFVTYFVAVIIFLSLIKKLAFMYYDSSEEFLPERKNSPTTPSVFLARIM

YK..DYNERTFY.LWKRLPFN, F. . TTRGKGLVVLIFVIL. TILSLSFGHNIK
SK. .HASDFSYFRIFT..GY..L. .PTRLEGIIILGYLVLHTVF.LAYG...Y
TKLVAFNRYICYRKFPTLIFSYLGIPTSVGTFLV. . .VMATTLYTLLYCF. ..

LPHP...YDRPRWRRSMA.F....VSRRADLMAIALFPVVYLFGIRNNPF.IP
EYDPENIIFKSRRVQ.VARY....VADRSGVLAFAHFPLIVLFAGRNN.F.LE
VPHP..... FYRP...CAGFGSPPLSVRAGIMAISLVPFVFSLSGKIN. .VIG

. ITGLSFSTFNEYHKWSAYVCFMLAVVHSIVMTASGVKRGVEFQSLVRKE . . . .
YISGVKYTSFIMFHKWLGRMMFLDAMIHGSAYTSYTVANKTWATSKNRL. . ..
WLVGLSYEKINIYHOWASILCLFFSWVHVIPFLRQARHEGGYERMHORWKASD

YFRWGIV.ATILMSIITFQSEKVFRNRGYEIFLLIHKAMNIMFIIAMYYHCHT
YWQFGVA. ALCLAGTMVFFSFAVFRKYFYEAFLFLHIVLGAMFEFYACWEHRVVS
MWRSGVPPILFLNL. LWLSSLPIARRHFYEIFLOQLHWILAVGEYISLFYHVYP

. LGWMGWIWSMAGILCFDRFCRI. ... .VRIIMNG. .GLKTATLSTTDDS..N
.LSGIEWIYTAIAIWIVD...RI.....IRIIKASYFGFPKASLQLIGD...D
ELNSHMYLVATIVVWFAQLFYRLAVKGYLRPGR, SFMASTIANVSIVGEGCVE

VIKIS...VKKPKFFKYQV.GAFAYMYFLSPKSAWFYSFQSHPFTVLSERHRD
LIRLT...VKKPARPWRAKPGQYVFVSFLHP. .. .LYFWQSHPFTVL. . .DSV
LI......VKDVEMAY, ,SPGQHIFVRTIDKGIIS..... NHPFSIF...PSA

PNNPDQLT .MYVKANKGITRVLLSKVLSAPNHTVDC. .KIFLEGPYGVTVPHI
SKN.GELV.IILKEKKGVTR.LVKKY . VCRNGGKT . SMRLAIEGPYGSSSP.V

" KYPGG. . IKMLIRAQKGFSKRL. ....YESNDDMK. . .KILIDGPYGGIERDI

AKLKRNLVGVAAGLGVAAILYPHEVECL,RLPST. .. .DQLQ. HKFYWIVNDLS
NNYN.NVLLLTGGTGLPG. . PIAH.AL.KLGKTSAAAGKQS . VKLVIAVRGFD

RSET.NVYLICSGSGISTCLPFLQKYGPILHKT. ... .NLEVITLDWVVRHRE
HLKWFENEL. .....QW.LKEKSCEV3VIY,....T..G...3.SVE.DTNS.
VLEAYKPEL......MC..LENLNVQLHIY....NTMEV...P.SLT.PSDSL

DISWIRDEMCTLSNNLRQLFLDGKIVVRIYVCSDSTVPGLIKTFPQTIDTASD

D.ESTKGFDDKE.ESEITV. .ECINK......vcvss ... .RPDL....KEL
D.ISQQ. .DEKA,DEKGTVVATTLEKSANPLGFDGVV.FHCGRPNV. . ..KEL
QSDLAKREKDTEFGQDDTESNSTFDKSNN. . EYKGLITITIPSKPDLNQVINDY

VRSEIKLSELENNNITFYSCGPATFNDDFRN. .AV......VQGID3SLKIDV
LHEAAELSG. . ..SLSVVCCGPPIFVDKVRNETAKI.....V..LDKSAK.AT
«i+.. .QIGFRN...CFICSGSDSLRYTVGNSVAVYRPRFFLTKMSKSAIYTA
E.L..EEESFTW. .
EYF..EEYQCW. ..
RVLATSRKQMASTM




Figura 17 (pagina anterior). Alineamiento de las proteinas codificadas por los genes
FRE1y FREZ2 y la pauta de lectura abierta AOB629 de S. cerevisiae. Las secuencias
correspondientes a FRET y FRE2 comienzan en los aa 106 y 130 respectivamente,
mientras que se muestra la secuencia completa de AOB629. Los residuos presentes en
al menos dos de las proteinas estdn remarcados. Las regiones probablemente
implicadas en la unién a flavina adenina dinuecleétido y a NADPH (Dancis et al., 1992)
se sefalan mediante lineas de trazo continuo y discontinuo respectivamente.



Resuitados

trabajo se secuenci6 una pauta de lectura abierta denominada AOB629 (Casamayor
et al., 1995) que presenté homologias significativas con FRET y FRE2 (Fig. 17). A la
vista de nuestros resultados previos, nos interesé estudiar si la expresion de AOB629
estaba regulada por hierro, en caso afirmativo analizar si dicha expresién era
dependiente o no de RCS1, y por ultimo estudiar su posible induccién en presencia de
etanol/glicerol como Unicas fuentes de carbono. Respecto del primer punto, la adicién
de ferrocina 1mM a sendos cultivos de la cepa salvaje y la cepa mutante en SD-
glucosa indujo transitoriamente la expresién de AOB629 (Fig. 16a), en tanto que
cantidades superiores del quelante (2mM) mantuvieron constantes los niveles de
expresion (Fig. 16a). Asi pues, la expresion de AOB629 respondia a los niveles de
hierro presentes en el medio, pero a diferencia de FRE71 y FRE2 no era dependiente
de RCS1 (Fig. 16a). Cuando se analiz6 su expresion en una transicion a
etanol/glicerol, tampoco mostré induccién, se hubiese (Fig. 16b) o no (datos no
mostrados) afiadido ferrocina al cultivo en el momento de la transicion. Unicamente se
observé induccién de la expresién de AOB629 cuando se afiadié ferrocina (2mM) a un
cultivo de células transferidas 48 h antes a SD-etanol/glicerol, esto es, cuando ya
habian reemprendido el crecimiento (datos no mostrados). Estos resultados sugerian
que AOB629 podria estar implicado en la asimilacion del hierro, formando parte de un
sistema no dependiente de Rcs1 que se induciria posiblemente cuando el hierro esta
presente en el medio a concentraciones todavia mas bajas de las requeridas para
inducir la expresién de FRE1y FRE2.

Puesto que los experimentos hechos con sistemas reporteros demostraban
que Rcs1 es un activador transcripcional (véase apartado 5 de esta misma Seccién),
se comprobd a continuacion si la falta de hierro provocada por la adicién de ferrocina
al medio inducia la capacidad activadora de Rcs1 sobre el sistema reportero
GAL1ylacZ. Los resultados (Tabla 4) demostraron que no era asi ni sobre células
creciendo en medio SD-glucosa ni sobre células preincubadas durante 42 horas en
medio SD-etanol/glicerol. En estas ultimas condiciones, la evoluciéon de la capacidad
transactivadora sobre el sistema reportero en el curso del experimento es semejante a
la del activador viral VP16, por lo que el aumento de actividad de la proteina hibrida
Galdps-Res1 no puede explicarse en base a la carencia de hierro (dicho aumento seria
consecuencia de la desrepresion del promotor GAL7 al eliminar la glucosa, vease
apartado 5).
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Tabla 4. Actividad transcripcional in vivo de la proteina hibrida Gal4,-Rcs1 sobre un sistema
reportero GAL7-lacZ en condiciones de carencia de hierro

Actividad p-galactosidasa en células transformadas con

pGBT9 pCM86 pCM110

Tiempo de carencia Etanol/ Etanol/ Etanol/
de hierro (horas) Glucosa glicerol Glucosa glicerol Glucosa glicerol
0 <0,1 <0,1 1,2 14,0 11,1 7,2
4 <0,1 0,1 0,8 18,1 (14,6) 8,0 16,4 (11,4)
8 <0,1 0,2 0,9 20,0 (17,8) 11,2 26,5 (26,6)

Células transformadas con pGBT9 (control), pCM86 (Gal4y4-Rcs1) or pCM110 (Galdy,4-VP16)
crecnendo exponencialmente en medio SD-glucosa o SD-etanol/glicerol a una concentracion de
5x10° células por ml fueron privadas de hierro mediante adicion de ferrocina a 1 mM (tiempo
0). A los tiempos indicados se midi6 la actividad p-galactosidasa. Las células en medio SD-
etanol/glicerol habian sido transferidas a este medio desde SD-glucosa 42 horas antes. Los
nGmeros entre paréntesis indican la actividad enzimatica en células creciendo paralelamente
en medio SD-etanol/glicerol en presencia de hierro




Resultados

6.3. Papel de la fosforilacion de Rcs1 en la induccién de FRE1y FRE2

Con la finalidad de estudiar si la fosforilacién de Rcs1 era necesaria para la
induccién de FRE1 y FRE2, se parti6 de un cultivo de la cepa salvaje en SD-glucosa
en fase exponencial al que se afiadi6 ferrocina (1mM). Estudios previos mostraron que
en estas condiciones las células eran capaces de soportar el mismo ritmo de
crecimiento que el correspondiente control sin ferrocina durante casi cinco
generaciones, transcurridas las cuales el efecto de la ferrocina provocaba una
detencién del crecimiento del cultivo. En este experimento, era importante no
superponer el efecto de la eliminacion del hierro con la parada transitoria del
crecimiento del cultivo durante el shift diadxico, que como se ha descrito
anteriormente provoca la fosforilacién de Rcs1. Para ello, el cultivo se mantenia en
condiciones exponenciales durante todo el intervalo del experimento, mediante
diluciones sucesivas en el mismo medio, y se tomaron muestras a intervalos durante
10 h de tratamiento con el quelante. Los resultados (Fig. 18) mostraron que la
expresion de FRE1 y FRE2 se inducia con anterioridad a la aparicién de la forma
fosforilada de Rcs1, dato que nos permitia constatar que esta modificaciéon no era
requerida para la funcion de Rcs1 hasta aqui descrita como elemento activador de la
entrada de hierro.

6.4. Induccién de FRET en una cepa portadora de una deleccién parcial del
gen RCS1 '

Dado que se disponia de una cepa portadora de una deleccion parcial rcs-1
(ver apartado 2.1 de Resultados) que produce una protleina truncada en el aminoacido
440, se estudid si la ausencia de la region carboxi-terminal rica en glutaminas, que
podia contituir un posible dominio transactivador, era importante para el papel de Rcs1
en la induccién de de los genes FRE como respuesta a la carencia de hierro. Para
ello, cultivos exponenciales en SD-glucosa de la cepa mutante CML12, portadora de
dicha deleccion y de su correspondiente control, la cepa salvaje OL1, se trataron con
ferrocina (1mM) durante 6 h, al cabo de las cuales se recogieron muestras para
determinar por Northern la expresion de FRE1. Los resultados manifestaron el mismo
patrén de induccién en ambas cepas (datos no mostrados), hecho que permitio
concluir que la ausencia de este posible dominio transactivador no afectaba al papel
de Rcs1 en la respuesta al hierro.
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Figura 18. Analisis mediante Western de Rcs1 en células de la cepa salvaje RCS7
creciendo en medio SD-glucosa y privadas a tiempo 0 de hierro mediante adicién de
ferrocina a 1 mM. Después de 4 horas en estas condiciones, las células se diluian 1:4
en medio fresco con ferrocihna con el fin de mantenerlas dividiéndose
exponencialmente. Las flechas inferior y superior corresponden respectivamente a la
forma hipo e hiperfosforilada de Res1.



Resultados

7. EFECTO DE LA SOBREEXPRESION DE RCS17

El estudio del papel de un gen en la célula puede basarse en el andlisis de los
correspondientes mutantes pero también en el efecto que comporta para la célula la
sobreexpresion del mismo. Los efectos fenotipicos de la sobreexpresiéon de genes
pueden ayudar también a comprender posibles actuaciones simuitaneas de un
producto génico sobre diversos procesos celulares (Ramer et al., 1992; Espinet et al.,
1995). En consecuencia, y ante la posibilidad de que la fosforilacién de Rcs1 estuviese
relacionada con alguna otra funcién de esta proteina en la célula, se estudid el
fenotipo causado por la sobreexpresion de RCS71. Para ello, la cepa CML72 se
transformé por un lado con el plasmido pCM49, que lleva dicho gen bajo control del
promotor GAL1, y por otro con el vector YCpGAL como control. La sobreexpresion se
indujo afadiendo galactosa a sendos cultivos exponenciales en SD-rafinosa,
tomandose muestras a sucesivos tiempos. El crecimiento de los cultivos se determind
midiendo tanto la DOgy como el nimero de células. Asimismo, se contabilizd el
porcentaje de células gemadas y se analizaron los niveles de mRNA de RCS1 y de
sintesis de la proteiha. Los resultados mostraron una induccién rapida del gen que
alcanzo niveles maximos al cabo de tan sélo una hora, manteniéndose en tiempos
posteriores (Fig. 19d). En cuanto a la proteina los niveles maximos se observaron a
partir de las 4 h (Fig. 19d). A nivel fenotipico, la sobreexpresién de RCS17 provocé una
detencién de la division celular coincidiendo con el tiempo al cual las células contenian
niveles maximos de Rcs1 (4 h), seguida de un incremento del tamafo de las células
(Fig. 19a). La medicién del porcentaje de células gemadas (Fig. 19b) y el analisis
mediante FACS (Fig. 19c) permitieron constatar que la parada del crecimiento se
producia. en forma de células no gemadas con un contenido N de DNA, todo ello
indicativo de una parada en la fase G1 del ciclo celular.

Los resultados anteriores llevaron a pensar que si la parada del crecimiento era
consecuencia de la toxicidad por una entrada masiva de hierro a la célula causada por
la sobreproduccion de Rcs1, el efecto de la sobreexpresion podria suprimirse
afiadiendo ferrocina al cultivo en el momento de la induccién por galactosa. Para
estudiar esta posibilidad, se repitié el experimento anterior y en el momento de la
induccién se hicieron seis alicuotas de cada uno de los cultivos a las que se
adicionaron cantidades crecientes de ferrocina desde 0 a 3 mM. Los resultados
(Fig.20) mostraron que el hecho de disminuir la cantidad de hierro en el medio de
cultivo disponible para la célula no suprimia la parada inducida por sobreexpresion de
RCS1. ‘
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Figura 19. Efecto de la sobreexpresién de RCS7 sobre el crecimiento celular. Células
de la cepa CML72 transformadas con YCpGAL o con pCM49 (YCpGAL-RCS1)
crecieron exponencialmente en medio liquido SD-rafinosa. A tiempo O, se afnadié
galactosa al 2% (concentracion final) a ambos cultivos y se sigué la densidad éptica a
600 nm y la concentracion celular a diferentes tiempos (panel A). En paralelo, se
determiné el porcentaje de células gemadas mediante observacién microscépica de
al menos 200 células por muestra (panel B). Después de 24 horas en presencia de
galactosa, se tomaron muestras de la cepa CML72 transformada con YCpGAL
(diluida a diferentes tiempos para mantener las células creciendo exponencialmente)
o0 con YCpGAL-RCS1 y se determind el contenido de DNA por citometria de flujo
(panel C). El panel D muestra los niveles de mRNA de RCS7 en ambos cultivos a
diferentes tiempos después de la adicion de galactosa, asi como la cantidad de
proteina Rcs1 determinada mediante Western. Se corrieron cantidades equivalentes
de RNA o proteina por muestra.
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Figura 20. Efecto del hierro sobre células sobreexpresando RCS1. (Panel superior)
Células de la cepa CML72 transformadas con YCpGAL o con pCM49 (YCpGAL-
RCS1) crecieron exponenciaimente en medio SD-rafinosa y a continuacién se
resuspendieron (a 10° células por ml) en medio SD con rafinosa sola (SD-Raf) o en
medio SD con rafinosa mas galactosa (SD-Raf+Gal), los cuales contenian ademas
las cantidades indicadas de ferrocina. Al cabo de 24 horas a 30°C se midi6 el nimero
de células. El histograma representa la concentracion celular relativa respecto de la
alcanzada por el cultivo de las células transformadas con YCpGAL en medio SD-Raf.
(Panel inferior) Igual que en el anterior excepto que se afadia simultaneamente
hierro (en forma de sulfato ferroso) y ferrocina a las concentraciones indicadas.



Resultados

Cabia también la posibilidad de que la abundancia de proteina Rcs1 en la
célula pudiese titular algun componente necesario para la formacién de un complejo
implicado en la asimilaciéon de hierro, con lo cual la detencidén del crecimiento que
provoca la sobreexpresion de RCS7 se produciria no por un exceso sino por un
defecto de hierro. En tal caso, dicho efecto seria suprimible afiadiendo hierro al medio.
El experimento anterior se repitié pero afiadiendo en este caso cantidades crecientes
de hierro/ferrocina en el momento de la induccion. Los resultados mostraron (Fig. 20)
que tampoco la adicién de hierro suprimia el efecto de la superexpresion de RCS1.
Por el contrario, el hierro afiadido incrementaba el efecto inhibitorio de la
sobreexpresion de RCS7 a concentraciones que por otro lado aln no resultaban
toxicas para células con niveles de expresion normales de RCS1.

8. ESTUDIOS DE RETARDAMIENTO EN GEL

Los estudios descritos en apartados previos revelan que RCS7 es necesario
para que se induzca la expresion de FRET y FRE2 en un medio deficitario en hierro, y
también que la proteina Rcs1 transactiva un gen reportero cuando se le confiere
capacidad de unién a su promotor. Por otro lado, resultados de Dancis et al., (1992)
delimitaban con bastante precisién una zona del promotor de FRE1 responsable de su
regulacion por hierro. Ello hizo que centrasemos nuestro interés en estudiar la posible
participacion de Rcs1 en el complejo responsable de inducir la expresion de FRET.
Para ello recurrimos a la técnica de ensayos de retardamiento en gel.

Se utilizd un fragmento de DNA presente en el promotor de FRET entre las
posiciones -359 a -173 que contiene un sitio de unién a Rap1 (Nieuwint et al., 1989) y
dos secuencias repetidas de 12 pb que constituyen elementos de respuesta al hierro
(Dancis et al., 1992). El proceso de obtencién y marcaje de dicho fragmento se
describe en el apartado 10 de Materiales y Métodos. Los extractos protéicos se
obtuvieron a partir de cultivos exponenciales tanto de la cepa salvaje como de la cepa
mutante rcs7-5, tratados o no, previamente a los ensayos de retardamiento, con
ferrocina durante 8 h. Este es un tiempo suficiente para inducir la expresion de FRE1
(Fig. 16a). Los extractos de la cepa salvaje se analizaron mediante Western e
immunodeteccion. Cabe resaltar que la cantidad de Rcs1 presente en los extractos
obtenidos a partir de células tratadas con ferrocina fue siempre menor que en los
extractos procedentes de células no tratadas, hecho éste indicativo de que en
presencia de ferrocina se producia algin cambio en la proteina o en su
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compartimentalizacién celular que hacia mas dificil su solubilizacién por el método
empleado para obtener dichos extractos. Cuando la sonda se incubé con extractos
procedentes de la cepa salvaje, se detectaron dos bandas de retardamiento que eran
especificas puesto que desaparecian al competir con sonda no marcada. Estas
mismas bandas aparecian cuando se utilizaron extractos de la cepa salvaje privada de
hierro o de la cepa mutante sin privar, pero en cambio desaparecian cuando los
extractos procedian de un cultivo del mutante rcs7-5 que se habia tratado con
ferrocina (Fig. 21). Cabe sefialar que en el caso de la cepa salvaje la banda de menor
movilidad era mas intensa si no se habian tratado las células con ferrocina. Por otro
lado, la adicién de anticuerpo anti-Rcs1 a la mezcla de reaccion no alterd la movilidad
de estas bandas (dato no mostrado). Asimismo, la adicion de proteina Rcs1
immunoprecipitada a los ensayos con extractos del mutante rcs7-5 no restauré el
patron de movilidad caracteristico de la cepa salvaje (dato no mostrado).

Los resultados anteriores nos permitieron concluir que la proteina Rcs1 es
necesaria para la activacion y estabilidad del complejo de retardamiento en células
tratadas con ferrocina y por tanto deficitarias en hierro y que probablemente Rcs1 no
forma parte del complejo aunque tampoco se puede descartar su implicacién. Para
explicar el hecho de que los complejos de retardamiento que se observan en células
salvajes privadas o no de hierro y en el mutante crecido en presencia de hierro sean
idénticos se deberia aceptar que en la activacion del complejo interviene una
modificacion tipo fosforilacién o bien la presencia o no de hierro acomplejado, que no
es perceptible en las condiciones utilizadas y que seria dependiente de Rcs1
(Fig. 22b). Alternativamente, en ausencia de hierro, Rcs1 podria sustituir algin
elemento del complejo, activandolo, sin que ello supusiese cambios en la movilidad del
mismo (Fig. 22a).
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Figura 21. Ensayos de retardamiento en gel con extractos de células de las cepas
salvaje RCS1 y mutante rcs7-5 y un fragmento de 187 pb del promotor de FRE1
utilizado como sonda. Las células crecieron exponencialmente en medio SD-glucosa,
incubandose parte de los cultivos con ferrocina (+Fz) durante 8 horas antes de la
preparacion de los extractos. Para cada extracto se llevaron a cabo dos ensayos en
paralelo, uno con sonda marcada radiactivamente y otro que contenia adicionalmente
un exceso molar de 50 veces de sonda no marcada. El contenido de las reacciones
se analiz6 mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y autoradiografia. La
primera calle de la izquierda corresponde a sonda marcada sola. Las flechas indican
las dos bandas especificas de retardamiento mas intensas.
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Figura 22. Posibles modelos sobre el papel de la proteina Rcs1 en el complejo
activador de la transcripcién del gen FRE1. (a) En ausencia de hierro, un componente
X no identificado del complejo transcripcional seria sustituido por Rcs1, con la
consiguiente estabilizacion y activacion del complejo en estas condiciones. (b) Rcs1
actuaria en ausencia de hierro modificando un componente X del complejo
transcripcional, lo que estabilizaria y activaria este complejo. La actuaciéon de Rcs1
seria indirecta, por ejemplo induciendo la expresion de una proteina (s con actividad
quinasa?) que seria la que directamente modificaria el complejo.
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Discusion

La entrada de hierro en la célula asociada a la accion de ferro-reductasas de
membrana es un mecanismo generalizado entre las distintas especies de levaduras
(Lesuisse et al., 1995). En S. cerevisiae constituye un mecanismo de alta afinidad que
actua cuando el hierro esta presente en el medio a bajas concentraciones, mientras
que a concentraciones mas altas del metal un mecanismo de baja afinidad, no tan
bien caracterizado como el anterior, seria el responsable de la asimilacién del hierro
(Dancis et al., 1992; Eide et al., 1993; Dix et al., 1994). El gen AFT1 de S. cerevisiae
regula la expresion de FRE1 y FRE2, que codifican para las ferro-reductasas, asi
como la de FET3, cuyo producto es necesario para la incorporacién del hierro al
citoplasma celular (Dancis et al., 1992; Askwith et ai., 1994; Georgatsou y Alexandraki,
1994; Yamaguchi-lwai et al., 1995). Asi pues, AFT1 participaria en la induccion del
sistema de alta afinidad a concentraciones bajas de hierro en el medio (Yamaguchi-
Iwai et al., 1995).

En este trabajo se confirma que RCS71 y AFT1 son el mismo gen y se
demuestra, mediante el uso de dos sistemas reporteros (GAL1,-HIS3 y GAL1,-lacZ),
que el producto de este gen, la proteina Rcs1, tiene una capacidad transactivadora
comparable a la del factor transcripcional VP16 del virus del herpex simple en
levaduras. Por otro lado, se demuestra la necesidad de Rcs1 tanto para la asimilacion
de hierro en condiciones de bajos niveles de este metal como para el crecimiento
sobre fuentes de carbono respirables como el etanol o glicerol. El hecho de que la
capacidad transactivadora de la proteina de fusion Gal4,4-Rcs1 sobre el sistema
reportero GAL1,-lacZ no muestre induccion en las condiciones en que Rcs1 es
requerido por la célula (es decir, cuando las células se transfieren de un medio con
glucosa a un medio con etanol/glicerol o cuando se privan de hierro) puede ser debido
a que la proteina hibrida Gal4,4-Rcs1 no reproduzca exactamente las propiedades del
producto Recs1 original, o a que la regulacion de la actividad transcripcional de Rcs1
requiera otros elementos que sean incapaces de interaccionar con la proteina hibrida.
Por otro lado, nuestros estudios de retardamiento en gel indican que Rcs1 es
necesaria para la estabilidad del complejo que reconoce el promotor de FRE1
unicamente en condiciones de carencia de hierro. Las bandas de retardamiento
observadas cuando se utilizan en los ensayos extractos procedentes de células
salvajes privadas o no de hierro o del mutante sin privar son similares, lo que nos lleva
a sugerir que la activacion de estos complejos en ausencia de hierro debe implicar
cambios que no son detectables en las condiciones utilizadas, tales como la
fosforilacién o la presencia o no de hierro acomplejado. En este sentido es remarcable
la presencia a lo largo de Rcs1 de varios dominios potenciales H-XXX-H o H-X-H de
unién a metales (Higaki et al., 1992; Regan, 1995). Otra posibilidad seria que algin
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elemento del complejo sea sustituido por Rcs1 en condiciones de privacion de hierro
sin que ello suponga cambios en la movilidad del complejo. El hecho de que con
anticuerpos anti-Rcs1 no se consiga variar la movilidad del complejo no permite
descartar la presencia de Rcs1 en el mismo; simplemente podria suceder que
formando parte del complejo no fuese accesible a los citados anticuerpos. Asimismo,
la no restauracién del complejo al afiadir proteina Rcs1 en los ensayos con extractos
procedentes de la cepa mutante tampoco permite descartar totaimente la presencia de
Rcs1 en dicho complejo. En cualquier caso, Rcs1 serfa responsable de la modificacion
que activa el complejo en condiciones de carencia de hierro, bien sustituyendo algin
elemento del mismo con la consiguiente estabilizacion del mismo (Fig. 23a), o bien
introduciendo una modificacion que comportaria la estabilizacion y activacion del
complejo en esas condiciones (Fig. 23b). Aunque Rcs1 es también necesaria para la
expresion de FRE2 y FETS3, el promotor de estos genes no contiene una secuencia
responsable de la regulacion por hierro similar a la encontrada en FRE1 (Georgatsou y
Alexandraki, 1994; Askwith et al., 1994), lo que demuestra que el mecanismo de
regulacion de los genes necesarios para la entrada de hierro a través del sistema de
alta afinidad debe ser complejo. Ademas, el gen AOB629 (Casamayor et al., 1995),
que también se induce como respuesta a la carencia de hierro, lo hace por una via
independiente a Rcs1, indicando también la existencia de mecanismos adicionales de
induccién por carencia de hierro independientes de los descritos hasta el momento.

Los mutantes rcs7-5, aunque crecen bien en medio SD-glucosa, lo hacen a
una velocidad inferior a la de la cepa salvaje, siendo este fenotipo suprimible por
hierro. Ello indica que Rcs1 contribuye a la entrada de hierro en estas condiciones, ya
sea manteniendo unos niveles basales de actividad ferro-reductasa y de entrada de
hierro que resultan suficientes en este medio o bien induciendo la expresion de algun
nuevo elemento implicado en la asimilacion de hierro, o simplemente participando
también en la entrada de hierro a través del sistema de baja afinidad. Indirectamente,
la ausencia de Rcs1 podria afectar a la regulacion positiva ejercida por el hierro sobre
la glucolisis a nivel de las enzimas triosa fosfato isomerasa (codificada por el gen
TPI1) y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (producto del gen THD3) (Krieger y
Ernst, 1994). Dicha regulacion se ejerce postrancripcionalmente. En condiciones de
carencia de hierro disminuye considerablemente la vida media de los mRNAs para
estas enzimas y consecuentemente los niveles de las mismas, produciéndose una
disminucion del flujo glucolitico. La ausencia de esta regulacién positiva en la cepa
carente de Rcs1 podria explicar su crecimiento mas lento en glucosa.
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Las diferencias entre las cepas RCS1 y rcs1-5 se acentlan durante la fase
postdiatixica, cuando las células crecen a expensas del etanol producido durante Ia
fermentacioén de la glucosa en la fase de crecimiento exponencial (Werner-Washburne
et al., 1993). Ello concuerda con el hecho de que la cepa mutante no crece cuando se
la transfiere de un medio SD-glucosa a un medio SD-etanol/glicerol sin variar los
niveles de hierro, fenotipo que de nuevo se suprime adicionando hierro al medio de
cultivo. Las células incorporan mas hierro cuando crecen en presencia de una fuente
de carbono no fermentable (Lesuisse et al., 1987), por lo que cabria esperar que en
estas condiciones la ausencia de crecimiento del mutante se debiese a su incapacidad
de inducir el sistema de alta afinidad para la entrada de hierro. Sin embargo, la cepa
salvaje no induce la expresién de los genes FRE cuando se la transfiere de un medio
con glucosa a otro con etanol/glicerol , lo que indica que la ausencia de expresién de
FRE1y FREZ2 no es la causa que incapacita a la cepa mutante para utilizar fuentes de
carbono respirables. A la vista de estos resultados, se podrian sugerir como posibles
causas de este fenotipo la ausencia de niveles basales de actividad ferro-reductasa y
de entrada de hierro en el mutante, en tanto que, en la cepa salvaje, en presencia de
Res1, dichos niveles serian suficientes para el crecimiento en fuentes de carbono
respirables. Si fuese asi, significaria que el sistema de baja afinidad, por si solo, es
insuficiente para suplementar a la célula niveles suficientes de hierro para el
crecimiento respiratorio, o bien que dicho sistema de baja afinidad depende también
en cierta medida de Rcs1. Alternativamente, la entrada de hierro en presencia de
etanol/glicerol podria depender de otros elementos genéticos no descritos cuya
~ expresion estuviese regulada por Rcs1. En este sentido, el producto del gen AOB629
podia haber sido un candidato a priori, pero ni se induce en etanol/glicerol ni su
expresion depende de Rcs1, lo que descarta su implicacion.

El gen MAC1 implicado en la asimilacion del cobre regula la expresién de
FRE1 como respuesta a dicho metal pero también como respuesta al hierro, lo que
explicaria que casi todos los fenotipos observados en los mutantes mac? sean
suprimibles tanto por cobre como por hierro (Jungmann et al., 1993). Al igual que los
mutantes rcs7-5, los mutantes mac? tampoco inducen la expresion de FRET en
condiciones de carencia de hierro (Hassett y Kosman, 1995), ni crecen en fuentes de
carbono respirables. Este paralelismo entre el cobre y el hierro sugiere la posibilidad
de que MAC1 y RCS1 sean elementos de la misma via. Sin embargo, mientras que la
incapacidad de los mutantes rcs1-5 para crecer en etanol/glicerol es suprimible por
hierro, en el caso de los mutantes mac1 dicho fenotipo es unicamente suprimibie por
cobre pero no por hierro. Asimismo, los mutantes mac? son sensibles al H;O>, al no
poder inducir el gen CTT1 (la otra diana conocida de MAC1) (Jungmann et al., 1993);
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en cambio, los mutantes rcs7-5 crecen perfectamente en medio YPD con H,0, 0,5
mM (datos no mostrados en detalle). De estos resultados podemos inferir que RCS1y
MAC1 aunque actuen sobre la misma diana (FRET), deben hacerlo por vias
diferentes.

La posibilidad de que exista una regulacién de los genes implicados en la
asimilacién del hierro por la fuente de carbono tampoco es descartable. El aislamiento
del gen FUP1 (Eide y Guarente, 1992) a partir de su capacidad de mejorar el
crecimiento de una cepa en un medio deficitario en hierro cuando se halla en muiltiples
copias relacioné este gen con la asimilacién del hierro. Dicho gen no resulta necesario
para la incorporacion dé hierro cuando las células crecen en glucosa, pero parece
tener un papel importante cuando las células crecen utilizando la rafinosa como fuente
de carbono (el mutante fup1 muestra niveles de incorporacion de hierro del orden del
50% de los de la cepa salvaje cuando crece en rafir.osa). El hecho de que este mismo
gen se hubiese aislado previamente como supresor en multicopia de un mutante snff;,
incapaz de expresar SUC2 (Estruch y Carlson, 1990) indicaria que muy probablemnte
la expresion de FUP1 esté regulada por la proteina Snf1, que tal como se indica en la
introduccién de este trabajo es necesaria para la desrepresion por glucosa. Lo anterior
permitiria sugerir que la utilizacion de una fuente de carbono y la entrada de hierro
podrian ser procesos coregulados y que genes como FUP1/MSN1 o RCS1 podrian
estar implicados en la relaciéon entre ambos procesos.

La sobreexpresion de RCS7 comporta una detencion homogénea del
crecimiento celular en la fase G1. Este efecto no parece ser debido a toxicidad por
entrada masiva de hierro, ni tampoco a un bloqueo en la entrada del mismo, ya que no
es suprimible ni por ferrocina ni por hierro. Dada la implicacion de FRET en la
reduccion y entrada del cobre cabria la posibilidad de que la parada observada se
debiese a toxicidad por este metal. Finalmente, Rcs1 podria estar implicada en otras
funciones celulares diferentes a su papel descrito eri la asimilacién del hierro y en este
sentido el uso de la genética de dominancia (Espinet et al., 1995; Ramer et al., 1992)
podria dar luz al respecto.

La fosforilacion de Rcs1 en condiciones que comportan una detencion
transitoria o permanente del crecimiento celular (eliminacion de la fuente de carbono,
transicién de un metabolismo fermentativo a respiratorio, detencion del ciclo celular en
G1 en mutantes cdc) es independiente de las proteina-quinasas producto de los
genes SNF1, TPK1, 2y 3, o YAK1. Cabe destacar que la parada transitoria en G1
causada por factor alfa (que es reversible y no comporta detencion del crecimiento)
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constituye la Gnica condicion (de todas las estudiadas) que no induce la fosforilacidn
de Rcs1. Durante una transicion a medio con etanol/glicerol (en la cual hay una
parada transitoria del crecimiento en la que Rcs1 aparece temporalmente
hiperfosforilada), la expresion de FRE1 y FRE2 se induce en respuesta a la carencia
de hierro solamente cuando el crecimiento se ha reanudado y la proteina Rcs1 esta de
nuevo hipofosforilada. Ademas, en un experimento independiente en el que células
creciendo exponencialmente en glucosa se privan de hierro se sugiere que es la forma
no fosforilada la responsable de la induccion de los genes FRE. Segun todo lo
anterior, la fosforilacién podria suponer un mecanismo de inactivacion de la proteina
en condiciones de detenciéon del crecimiento celular. Rcs1 podria ser una proteina
mediadora de la induccién de la asimilacion de hierro sélo en aquellas condiciones en
que las células son capaces de crecer una vez se han adaptado a la fuente de
carbono disponible. La adaptacién a la fuente de carbono seria metabdlicamente
dominante sobre otras sefales nutricionales, en este caso los niveles de hierro.
Resulta bastante l6gico que la célula no incorpore un elemento que puede resuitarle
téxico en condiciones en que no le es necesario porque no esta creciendo.

Trabajos de Lesuisse et al., (1991) con diferentes mutantes de la via Ras
asignan un papel esencial al cAMP como inductor de la actividad ferro-reductasa y
proponen la mediacion en este efecto de una fosforilacién llevada a cabo por la
proteina quinasa A dependiente de cAMP. Por todo lo expuesto anteriormente parece
claro que ademas de deficiencia de hierro la célula necesita un factor indicativo de que
crece activamente para inducir la entrada del hierro. Dicho factor podria ser el cAMP,
ya que cuando un mutante cdc25;5 privado de hierro se pasa a la temperatura
restrictiva los niveles de actividad ferro-reductasa caen drastica y rapidamente, efecto
que se suprime si al mismo tiempo que se hace el cambio de temperatura se
suministra cAMP a las céiulas (Lesuisse et al., 1991). El hecho de que el descenso de
actividad coincida con la fosforilacion de Rcs1 lleva immediatamente a ligar ambos
resultados y a plantear la posibilidad de un bloqueo de la fosforilaciéon de Rcs1 por
parte de la proteina quinasa A dependiente de ¢cAMP. En dicho sentido, nuestros
resultados con una cepa portadora de una mutacion bcy? que comporta niveles altos
de actividad para esta quinasa (en la cual la fosforilacién de Rcs1 no se diferencia de
la observada en la cepa salvaje) descartan esa posibilidad. Estos mismos resultados
permiten sugerir que si la modificacién de Rcs1 estuviese bajo control del gen RAS1
(como parece indicar la fosforilacion de Rcs1 observada en este mutante cuando
crece exponencialmente en glucosa) dicho control deberia ejercerse por una via
independiente de Tpk. Asi pues, en la sefalizacién de crecimiento activo sobre la
actividad de las ferro-reductasas podria intervenir el cCAMP afectando el estado de
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fosforilacion de Rcs1. Esta situacion podria guardar similitud con lo observado en
procariotas, donde la expresion de los genes regulados por hierro estd mediada por la
proteina Fur, que actua como represor de la expresion de los mismos cuando esta
unida a hierro. Los niveles de proteina Fur se mantienen aproximadamente
constantes, siendo la presencia o ausencia de hierro lo que determina su efecto
represor. El promotor del gén fur tiene una secuencia de reconocimiento por la
proteina CAP responsable de activar la expresion de este gen cuando se agota la
glucosa del medio y los niveles de CAMP se incrementan (de Lorenzo et al., 1988). En
estas condiciones se induce la expresién de fur, los niveles de proteina Fur aumentan
y se reprime la expresion de los genes implicados en la toma de hierro. Resultados in
vitro apoyan la idea de que cuando los niveles de Fur se incrementan, ésta es capaz
de unirse a los respectivos promotores incluso en presencia de hierro. Asi pues,
también en E. coli la expresiéon de los genes necesarios para la asimilaciéon de hierro
se supedita o se correlaciona con el estado metabdlico de las células (de Lorenzo et
al., 1988), tal como se propone en este trabajo que sucederia en levaduras.
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Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, se pueden extraer las
siguientes conclusiones:

1) Se ha completado la secuencia del gen RCS1 de Saccharomyces cerevisiae, cuya
pauta de lectura abierta contiene 2070 nucledtidos y codifica para una proteina
marcadamente basica de 77,4 Kda.

2) El mutante carente por completo del gen RCS71 no presenta alterado el tamafio
celular, ni tiene afectadas su capacidad de esporulaciéon y de germinacién de las
esporas, fenotipos estos ultimos descritos previamente para los mutantes portadores
de una deleccién parcial rcs7-1. En cambio, presenta un crecimiento mas lento que la
correspondiente cepa salvaje cuando crece en un medio con glucosa como fuente de
carbono y no crece sobre fuentes de carbono no fermentables.

3) La induccidn de los genes necesarios para el crecimiento en fuentes de carbono no
fermentables, tales como ADH2 o ICL1, no se ve afectada en las células carentes de
RCS1.

4) El gen RCS1 es necesario para la asimilacién del hierro por Saccharomyces.
cerevisiae, siendo requerido para inducir la expresion de los genes implicados en el
sistema de alta afinidad de transporte de hierro. De acuerdo con ello, la incapacidad
de la cepa carente de RCS17 para crecer sobre fuentes de carbono respirables es
suprimible por hierro, lo mismo que su crecimiento mas lento sobre fuentes
fermentables de carbono.

5) La baja transformabilidad de los mutantes carentes de RCS7 puede suprimirse
disminuyendo el tiempo de exposicion de las células al acetato de litio y/o afiadiendo
hierro al medio de seleccién de los transformantes. Se ha comprobado que la adicion
de Fe también mejora la eficiencia de transformacién de la cepa salvaje, resultado a
considerar en aquellas situaciones en que se deseen eficiencias de transformacion
especialmente altas.

6) La sobreexpresion de RCS7 provoca una detencion del crecimiento en la fase G1
del ciclo celular, efecto no suprimible por privacién o adicién de hierro, por lo que es

posible que RCS1 tenga otras funciones biolégicas en Saccharomyces cerevisiae.

7) La proteina Rcs1 es un factor transcripcional. Fucionada al dominio de unién a DNA
de la proteina Gal4 muestra la misma capacidad transactivadora sobre los sistemas
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reporteros GAL7-lacZ y GAL1-HIS3 que el factor transcripcional VP16 del virus del
herpes simple en esas mismas condiciones.

_8) Los sistemas reporteros utilizados (GAL71-lacZ y GAL1-HIS3) disefiados para el
estudio de interacciones entre proteinas mediante el sistema del doble hibrido
deberian optimizarse eliminando la secuencia responsable de la represién por glucosa
que opera sobre los mismos. Dicha secuencia debe corresponder a un sitio de
reconocimiento por Mig1 existente entre la regién UAS y la caja TATA del promotor
GAL1.

9) Los experimentos in vitro con el promotor de FRE1 han demostrado que la proteina
Rcs1 es necesaria para que se forme el complejo responsable de la induccion de
FRE1 en condiciones de privacion de hierro, aunque Rcs1 podria no formar parte de
dicho complejo.

10) El gen RCS1 puede desempefiar un papel adicional al ya citado, puesto que en
condiciones en que el sistema de alta afinidad para la asimilacion de hierro no esta
inducido (crecimiento exponencial en medio SD-glucosa), la ausencia de RCST
también afecta al crecimiento celular.

11) La proteina Rcs1 se modifica por fosforilacion en condiciones de detencién
transitoria o permanente del crecimiento celular. Nuestros resultados muestran que
dicha fosforilacion es independiente de las proteina-quinasas producto de los genes
SNF1, y YAK1, asicomo de la proteina quinasa A dependiente de cAMP, aunque
sugieren la posibilidad de que elementos anteriores de la via Ras puedan estar
implicados.

12) Durante transiciones de crecimiento por cambio de fuente de carbono, la privacion
de hierro solamente induce la expresion de FRE1 y FRE2 cuando Rcs1 esta en su
forma hipofosforilada, lo que sugiere que la fosforilacion de Rcs1 podria constituir un
mecanismo para inactivar su capacidad transactivadora.
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