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Resum

L’Ataxia de Friedreich és una malaltia neurodegenerativa que segueix un patré d’heréncia
autosomic recessiu. La causa de la malaltia és una mutacié al gen denominat FRDA que
provoca una baixa expressié d’aquest gen i com a conseqliencia, els nivells del seu
producte, la proteina frataxina, es troben al voltant del 10-30% en comparacid amb
individus sans no portadors. Frataxina és una proteina mitocondrial, altament conservada
al llarg de I'evolucio, de la qual encara no se’n coneix la funcié amb precisié tot i que s’ha
suggerit que té relacié amb el metabolisme del ferro. L’hipotesi més acceptada és que
frataxina participa en la biosintesi d’'uns cofactors denominats centres Fe-S. Donat que
aquesta és una proteina molt conservada, s’han utilitzat un gran nombre d’organismes
com a models d’estudi entre els quals hi ha el llevat Saccharomyces cerevisiae on el déficit
de Yfhl, 'homoleg de frataxina en llevat, provoca la perdua de proteines amb centres Fe-
S, hipersensibilitat a estrés oxidatiu i alteracions en el metabolisme del ferro. En treballs
previs del grup, es va generar un model condicional de llevat que va permetre establir
I'ordre temporal d’aquests fenotips. Es va observar que I'activacié del reguld del ferro i
I’estres oxidatiu eren fenotips primaris mentre que la pérdua de proteines amb centres
Fe-S es va descriure com un fenotip secundari previ a una aturada del creixement. En
aquesta tesi s’ha continuat amb I’analisi dels mutants condicionals de llevat en els quals
s’ha caracteritzat una adaptacid metabolica a la perdua de Yfhl que esta dirigida
principalment per les proteines Adrl i Cth2. En primer lloc, s’observa la inactivacié d’Adrl
a través de la seva relocalitzacid al citosol el que provoca una baixada en els nivells de
moltes proteines implicades en el metabolisme de fonts de carboni alternatives. Aquesta
inactivacié també succeeix en mutants de Grx5 i en situacions d’estrés oxidatiu el que
apunta a un mecanisme de regulacié general en situacions d’estres oxidatiu. Tanmateix,
es va identificar la proteina Cth2 com la responsable de la perdua de les proteines amb
centres Fe-S. La delecié de Cth2 mantenia I'activitat de les proteines amb centres Fe-S tot
i la manca de Yfhl, el que posa en dubte que frataxina tingui un paper essencial en la
biosintesi d’aquests cofactors. Tant la inactivacié d’Adrl com I'activacio de Cth2 sén els
principals responsables de |'aturada en el creixement observada previament. Altres

efectes que porten a aquesta aturada poden ser el dany oxidatiu produit per I'increment
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en la produccié de ROS juntament amb I'acumulacié de ferro provocada per I'activitat

d’Aftl i les seves dianes.

Per altra banda, es va analitzar I'implicacio de la proteina Yhb1 (Yeast flavoHemoglobin 1),
en els fenotips observats, i es va observar que la seva delecié impedeix I'activacié del
regulé del ferro en absencia de Yfh1. Aquest fenotip és conseqiiéncia de 'augment en els
nivells intracel-lulars d’oxid nitric que fan que les soques deficients en YHBI1 siguin més

resistents a I'estres oxidatiu, que es creu que és el responsable de I'activacié d’Aft1.

Conjuntament, els resultats obtinguts en aquesta tesi posen de relleu la importancia de
I'estres oxidatiu i de les espécies reactives de I'oxigen en els mutants deficients en Yfh1 i
suggereixen que una alteracio en els mecanismes de control o deteccié de ROS pot portar
a les alteracions observades tant en el metabolisme energéetic com en el metabolisme del

ferro.
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Resumen

La Ataxia de Friedreich es una enfermedad neurodegenerativa que sigue un patrén de
herencia autosémico recesivo. La causa de la enfermedad es una mutacién en el gen
denominado FRDA que provoca una baja expresion de este gen y como consecuencia, los
niveles de su producto, la proteina frataxina, se encuentran alrededor de un 10-30% en
comparacion con individuos sanos no portadores. Frataxina es una proteina mitocondrial
altamente conservada a lo largo de la evolucidn, de la cual no se conoce su funcién con
precision aunque se ha sugerido que guarda relacion con el metabolismo del hierro. La
hipotesis mas aceptada es que frataxina participa en la biosintesis de unos cofactores
denominados centros Fe-S. Ya que esta es una proteina muy conservada, se han utilizado
un gran numero de organismos como modelos de estudio entre los cuales se encuentra la
levadura Saccharomyces cerevisiae donde el déficit de Yfhl, la proteina homdloga de
frataxina en levadura, provoca la pérdida de proteinas con centros Fe-S, hipersensibilidad
a estrés oxidativo y alteraciones en el metabolismo del hierro. En trabajos previos del
grupo, se generd un modelo condicional de levadura que permitié establecer el orden
temporal de estos fenotipos. Se observd que la activacion del reguldn del hierro y el
estrés oxidativo eran fenotipos primarios, mientras que la pérdida de proteinas con
centros hierro azufre se describié como un fenotipo secundario previo a una parada en el
crecimiento. En esta tesis se ha seguido con el analisis de los mutantes condicionales de
levadura en los cuales se ha caracterizado una adaptacién metabdlica a la pérdida de Yfh1l
dirigida principalmente por las proteinas Adrl y Cth2. En primer lugar, se observa la
inactivacion de Adrl a través de su relocalizacion al citosol, lo que provoca un descenso
en los niveles de muchas proteinas implicadas en el metabolismo de fuentes de carbono
alternativas. Esta inactivacién también sucede en mutantes de Grx5 y en situaciones de
estrés oxidativo, resultados que apuntan a un mecanismo de regulacion general ante este
tipo de estrés. Asimismo, se identifico la proteina Cth2 como la responsable de la pérdida
de las proteinas que contienen centros Fe-S. La mutacién de Cth2 mantenia la actividad
de las proteinas con centros Fe-S a pesar de no tener Yfhl, lo que pone en duda el papel
esencial de frataxina en la biosintesis de estos cofactores. Tanto la inactivacién de Adrl

como la activacion de Cth2 son los principales responsables de la parada en el
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crecimiento observada anteriormente. Otros efectos que pueden llevar a esta parada son
el dafio oxidativo producido por el incremento en la producciéon de ROS junto con la

acumulacién de hierro provocada por la actividad de la proteina Aftl y de sus dianas.

Por otro lado, se analizé la implicacién de la proteina Yhbl (Yeast flavoHemoglobin 1) en
los fenotipos observados, y se observd que la mutaciéon de esta proteina impide la
activacion del reguldn del hierro en ausencia de Yfh1l. Este fenotipo es consecuencia del
aumento en los niveles intracelulares de 6xido nitrico que hacen que las cepas deficientes
en YHB1 sean mas resistentes al estrés oxidativo, que se cree que es el responsable de la

activacion de Aftl.

Conjuntamente, los resultados obtenidos en esta tesis ponen de relieve la importancia del
estrés oxidativo y de las especies reactivas del oxigeno en los mutantes deficientes en
Yfh1 y sugieren que una alteracién en los mecanismos de control o deteccién de ROS
puede llevar a las alteraciones observadas tanto en el metabolismo energético como en el

metabolismo del hierro.
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Abstract

Friedreich ataxia is a neurodegenerative disease with an autosomal recessive inheritance.
The cause of the disease is a mutation in the FRDA gene that leads to a decreased
expression and consequently the levels of its product, the protein frataxin, are around 10-
30% compared to non-affected individuals. Frataxin is a mitochondrial protein that is
highly conserved among evolution and its function is not precisely known although it was
suggested that is related to iron metabolism. The most accepted hypothesis is that
frataxin is involved in the biosynthesis of the cofactors known as iron-sulfur clusters. As it
is a highly conserved protein, many organisms have been used as models like the yeast
Saccharomyces cerevisiae where the lack of Yfh1, the Yeast Frataxin Homolog, induce the
loss of iron-sulfur proteins, hypersensitivity to oxidative stress and alterations in iron
metabolism. In previous work of the group a new yeast conditional model was created,
and that model allowed them to classify the different phenotypes in a time-dependent
fashion. The activation of the iron regulon and oxidative stress were classified as primary
phenotypes whereas the loss of iron-sulfur containing proteins was classified as a
secondary phenotype previous to growth arrest. In this thesis we followed with the
analysis of the yeast conditional Yfh1l mutants in which we have observed a metabolic
remodeling triggered by the proteins Adrl and Cth2. First we observed the inactivation of
Adrl through its relocalization to the cytosol which triggered a decrease in the protein
levels of many genes involved in alternative carbon source metabolism. Such inactivation
also occurs in Grx5 mutants and under oxidative stress conditions. These results points to
a general regulatory mechanism under oxidative stress conditions. Moreover, Cth2
protein was identified as the responsible for iron sulfur protein loss. The deletion of CTH2
maintained the activity of the Iron-sulfur proteins although Yfh1 was also reduced. These
results questioned the essential role defined for frataxin in Fe-S cluster biosynthesis. The
inactivation of Adrl and the activation of Cth2 are the main causes that promote growth
arrest. Other effects such as oxidative damage due to an increase in ROS production and
iron accumulation due to the increased activity of Aftl and its targets may also be

involved in growth arrest.
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On the other hand, we analyzed the role that plays Yhb1 (Yeast flavoHemoglobin 1) in the
observed phenotypes, and we observed that the deletion of this gene impairs the
activation of the iron regulon in the absence of frataxin. This phenotype is due to the
increase in nitric oxide levels that promote a higher resistance of YHB1 deficient strains to
oxidative stress. Thus, is believed that Aftl activation may be dependent on the increase

of ROS.

Altogether, the results obtained in this thesis highlight the relevance of the oxidative
stress and the reactive oxygen species in Yfhl deficient mutants, and suggest that an
alteration of control mechanisms or ROS sensing may lead to the observed alterations in

the energetic metabolism and also in the iron metabolism.
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1. L’Ataxia de Friedreich

L’Ataxia de Friedreich és una malaltia neurodegenerativa descrita a finals del segle XIX pel
metge alemany Nikolaus Friedreich de qui va adquirir-ne el nom. Friedreich va observar
en un grup de pacients que durant la pubertat es comengaven a manifestar una serie
simptomes caracteristics, concretament: ataxia, disartria, perdues de sensibilitat, debilitat
muscular, escoliosis, peu buit (pes cavus) i simptomes cardiacs. Posteriorment també s’ha
descrit una major incidéencia en diabetis que en la resta de poblacié. Es considera una
malaltia rara que segueix un patré d’herencia autosomic recessiu. La freqliencia de
portadors oscil-la, depenent de la zona, entre 1:50 i 1:100, mentre que els afectats per la
malaltia son aproximadament 1:50.000, el que converteix aquesta malaltia en la forma

d’ataxia hereditaria més comu.

La mutacié responsable de la malaltia és una expansié de triplets GAA en el primer intro
del gen FRDA o X25, al cromosoma 9, que codifica per la proteina mitocondrial frataxina
(Campuzano et al., 1996). Aquesta expansié de triplets, que en pacients pot arribar a tenir
fins @ més de 1000 copies, produeix una davallada en els nivells de proteina frataxina fins
un 5-30% dels nivells normals (Campuzano et al., 1997). El nombre d’expansions GAA té
una relacié inversament proporcional amb I'edat on es comencen a manifestar els
primers simptomes de la malaltia i també en determina la severitat dels mateixos (Filla et

al., 1996; Isnard et al., 1997; McDaniel et al. 2001).

Tot i que no esta del tot clar el mecanisme pel qual I'expansid de triplets afecta
I’expressiod de frataxina, existeixen diverses hipotesis. En primer lloc, diferents estudis van
suggerir que aquestes expansions formarien una triple hélix de DNA que impediria la
correcta transcripcié de frataxina (Bidichandani et al. 1998; Ohshima et al. 1998).
Posteriorment, es va descriure el mecanisme pel qual es formaria aquesta triple helix. En
un estudi dut a terme per Grabcyk i Usdin, es va descriure com a mesura que la RNA
polimerasa avanga a través de |‘expansié de triplets GAA es va generant un
superenrotllament en el DNA que frena l|'activitat de la RNA polimerasa. Aquest

superenrotllament provoca que poc a poc la RNA polimerasa es vagi frenant, i al mateix
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temps es formaria aquesta triple hélix de DNA. El pre-mRNA transcrit fins al moment

estabilitzaria la cadena de DNA restant (Grabczyk & Usdin, 2000) (Figura 1B).

Finalment, també s’ha suggerit que I'expansio de triplets, juntament amb els mecanismes
suggerits anteriorment, provoca una compactacié de la cromatina el que fa impossible la
transcripcié de frataxina. En aquest sentit, s’ha observat que amb tractaments amb
inhibidors de les Histones Deacetilases (iHDAC) és possible incrementar els nivells de
transcrit de frataxina, resultats que donen suport a aquesta hipotesi i que més a més

tenen un ampli potencial terapeutic (Herman et al., 2006).

Si bé I'expansio de triplets en homozigosi és responsable d’aproximadament un 96% dels
casos, hi ha un petit percentatge, el 4% restant, on I'expansié de triplets GAA es troba en
heterozigosi. En aquests casos |'al-lel que conserva un nombre normal de repeticions GAA
presenta mutacions puntuals que sovint produeixen canvis d’aminoacid a la proteina
frataxina. Els canvis descrits fins al moment, poden afectar a la interaccié de frataxina

amb altres proteines o bé afectar a I'estabilitat de la mateixa (Galea et al., 2016).
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Figura 1. Mecanismes d’inhibiciéo de I'expressio al gen FRDA. Diferents mecanismes s’han
proposat per a la inhibicid de I'expressio de frataxina com a conseqiiéncia de I'expansié de triplets
GAA. A) Les expansions de triplets GAA podrien formar una triple helix de DNA, una estructura no
accessible per la RNA polimerasa. B) Durant la transcripcid, la RNA polimerasa copia les
expansions GAA i a mesura que avanca es va formant superenrotllament del DNA darrere seu i es
comencga a formar un triplex de DNA que anira creixent (a-c) fins que finalment la RNA polimerasa
no pot avancar més i el resultat és un triplex de DNA juntament amb una doble hélix hibrida DNA-
RNA (d). C) L'expansioé de triplets dona lloc a la compactacié de la cromatina que resulta en un
menor accés de la RNA polimerasa i una menor expressio del gen de frataxina.
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1.1. Frataxina, una proteina ancestral

Frataxina és una proteina molt conservada al llarg de I'evolucié i se’n poden trobar
homolegs en practicament tots els regnes. La seva estructura formada per dos hélix alfa
unides per una serie de fulles beta antiparal-leles esta altament conservada i es considera
Unica (Figura 2). Tot i I’alt grau de conservacié en I'estructura tridimensional, I'estabilitat
d’aquesta proteina varia sensiblement entre especies. Un dels factors responsables de les
diferéncies en l'estabilitat de la proteina és I'extrem C-terminal. Mentre que en Yfhl
('homoleg de llevat) aquest extrem és practicament inexistent, en la forma humana
aquest fragment s’insereix entre les dues helix alfa protegint aixi el nucli hidrofobic de la

proteina incrementant aixi I’estabilitat de la proteina (Adinolfi et al., 2004).

A C,
N g
(7.#\\
o0 “’Q
P
B

Mouse 1MWAFGGRAAVGLLPRTAS-RASAWVEGNPRWREP IVTE LHVTUNAGATRH--AHLNL 57
Yoast 1---HIKESENSEM------------R------ VssvMmi YMI AAAG- - GERAR- - - - - - 31
B.€c0ld c-cccccccccccccccccccccccccccccccccccccccsecccccscacacccsaan=

Human lMWTLG;lAVACI.LASPSFAQAQT LTRVPRPAELAPLC!I.RTDIDATCTFRRASSNQR 60

Human 61 GENQJI YLMNL----- RKSGTLGHIG———SLD 112
Mouse 58 HMLQ L | xq CVMHL----- RNLGTEONP S - SI.D 109
Yeast 32 FEPAMT NTEQKRFVESSTDGQW - vrozvml.nzx |. 5|. 90
E.COli l------cceccecccceceeeeeeeeeeee—ee———— zrn Lmlle R 23
Human 113 UAB-kPYTEE sFG s GVl KLGGDL IWE s er Tk 171
Mouse 110 LAB-KPYTLE SFGDGVL IKLGGDL IWLS 75 GP K TGK 168
Yeast 91 LSEAHPDCIP vsl.sncv LEL-PAF |vn.A GPN FBLLNG 147
E.coli 24WDG----- 0BG € INGGVLRITE € - NGSKIII EPLN KQ GGYHEBLKEGD 76
Human 172 NVIV SHDGV L LLAA LKTKEDESSLAYSGKDA 210
Mouse 159N\'lv snoav L LLAR ENTKEDESS LAY SGKET 207
Yeast 148 E LRNGTKLEDILTE SKSQ------------ 174
E.coli 77 EWICORSGEMFWBLLEQA AGETUSER--------- 106

Figura 2. Estructura i seqliéncia de diferents frataxines. A) Comparacid de les estructures de les
frataxines humana, de llevat i bacteriana (adaptat de Pandolfo & Pastore, 2009). B) Alineament de
les seqlieéncies de les frataxines humana, de ratoli, de llevat i bacteriana. En els diferents colors es
marquen els diferents tipus de aminoacids (adaptat de Martelli & Puccio, 2014).
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Frataxina és una proteina mitocondrial i com a tal té un peptid senyal en el seu extrem N-
terminal. Ben aviat es va identificar, tant per Yfhl com per la frataxina de ratoli, que la
peptidasa MPP-(3 (de I'anglés, Mitocondrial Processing Peptidase) interaccionava amb
frataxina i era la responsable del seu processament (Koutnikova et al., 1998; Branda et al.,
1999). Aquest processament comporta dos talls seqliencials en I'estructura de frataxina
per la mateixa peptidasa, el que genera en primer lloc una forma intermediaria de
frataxina i posteriorment la forma madura. Els llocs de tall canonics descrits sén entre els
aminoacids 41-42 i entre els aminoacids 80-81 per a la frataxina humana, tot i que s’han
identificat altres formes menys abundants que correspondrien a llocs de tall alternatius
(Figura 3). En aquests mateixos treballs, es va demostrar que la forma madura de
frataxina (aa 81-210) és totalment activa i capa¢ de millorar la supervivéncia i els fenotips

de cél-lules deficients en frataxina (Condo et al., 2007; Schmucker et al., 2008).

Tot i la demostracié que la forma m81-210 és la forma activa i actua al mitocondri,
existeix cert debat sobre el paper que podria desenvolupar la forma intermediaria. En
primer lloc es va demostrar que el processament de la forma intermediaria és més lent
que el de la forma precursora, el que suggeria que aquest podria ser un mecanisme de
control dels nivells de frataxina madura (Cavadini et al., 2000). Més recentment, s’ha
suggerit que les diferents formes de frataxina juguen diferents papers en la funcié de

frataxina com podria ser en la biosintesi de centres Fe-S (Gakh et al., 2010).

A banda del processament post-transcripcional, també s’han observat mecanismes de
splicing alternatiu que poden donar lloc a diferents isoformes de frataxina. Segons un
estudi recent, aquestes formes alternatives tenen diferents funcions i localitzacions i a
més semblen ser especifiques de teixit (Xia et al., 2012). Tot i aix0, no existeixen a dia

d’avui suficients evidéncies de la rellevancia d’aquestes formes alternatives.

11
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[MWTLG... . CGRRGLR..TPRRASSN... LMNLRKSGILGHPGSEDETTNEREAEETEDS - ] [ _exonlA ] [Lexon2 ][ exon3 ][ exond J[ exonS | Canonical one
I T T T 1
Amino acid 1 42 56 81 210 -
[exonB/A18 | [Cexon2 ][ exon3 ][ exond J[ exons ] ExonlB/AIS
Precursor (1-210) 23 kDa
mge-FXN (56-210) 17 kDa [exon1B/ A18] [exon2 | [Lexond ][ exons | ExonlB/Al18Aexon3

Mye-FXN (78-210) 14.5kDa
Mgy-FXN (81-210) 14.2kDa

Oexon1aa141 [Cexon2 ] [Cexond J[Cexond [ exonS ] ExonlAA 141

Figura 3. Isoformes de frataxina. A) Frataxina es processa en I'import al mitocondri en dos talls
successius donant lloc a una forma intermediaria (42-210) i posteriorment a la forma madura (81-
210) tot i que s’han detectat formes madures alternatives (m56 i m72) (Schmucker et al., 2008).
B) Isoformes de frataxina generades per splicing alternatiu (Xia et al., 2012). Algunes d’aquestes
isoformes no presentarien I'exo 3 i/o modificacions en I'exo 1.

1.2.Funcio de Frataxina

Vint anys d’estudi després del seu descobriment com la responsable de I'Ataxia de
Friedreich (Campuzano et al., 1996), la funcié concreta de frataxina a la cél-lula segueix
essent una incognita tot i que ben aviat, utilitzant el llevat Saccharomyces cerevisiae com
a model d’estudi, es va establir que frataxina tenia una relacié amb el metabolisme del

ferro al mitocondri (Babcock et al., 1997).

Al llarg d’aquests anys s’han proposat diferents funcions per a frataxina, les quals giren
principalment al voltant del metabolisme del ferro i el control de I'estrés oxidatiu al

mitocondri.

1.2.1. Emmagatzematge de Ferro

Una de les funcions que s’ha proposat per frataxina és que aquesta podria funcionar com
una xaperona i emmagatzemadora de ferro. En treballs realitzats principalment pel grup
de la Dra. Isaya, es va observar que frataxina tenia I'habilitat d’interaccionar amb atoms
de ferro en el seu estat d’oxidacié Fe?* in vitro. Aquesta interaccié entre ferro i frataxina, li
permetria actuar donant ferro a diferents processos mitocondrials (Figura 4). A més, a

unes relacions frataxina-ferro molt concretes, el ferro provocava la seva oligomeritzacié
12
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fins a formar uns complexos d’alt pes molecular (850-1100 KDa) que emmagatzemaven
ferro al seu interior (Adamec et al., 2000; Cavadini et al., 2002; Schagerlof et al., 2008).
Aquestes estructures recordaven a les mateixes que forma la proteina ferritina, la
principal proteina encarregada de 'emmagatzematge de ferro en eucariotes superiors,
aixi que es va proposar que frataxina podria actuar com una ferritina mitocondrial. Tot i
que aquesta funcio seria redundant en eucariotes superiors ja que ja existeix una ferritina
mitocondrial, aquesta hipotesi va adquirir certa forca quan en estudis posteriors es va
demostrar que |'expressid d’aquesta ferritina mitocondrial en llevats deficients en
frataxina era capa¢ de recuperar parcialment alguns dels fenotips observats.
Concretament, |'expressid de la ferritina mitocondrial reduia I'acumulacid de ferro
parcialment ja que aquestes cel-lules seguien contenint uns nivells de ferro dues vegades
superiors a la soca salvatge; les cél-lules eren més resistents a agents oxidants i es
recuperaven parcialment les activitats d’enzims amb centres Fe-S (Campanella et al.,,

2004).

Malgrat aquestes evidencies, estudis més recents han demostrat que frataxina no
actuaria com una proteina de emmagatzematge de ferro in vivo. Concretament, en un
estudi realitzat a I'any 2010 on es va utilitzar Saccharomyces cerevisiae com a model es va
demostrar que tot i alterar les relacions frataxina — ferro a través de modular I'expressio
de frataxina, afegir ferro de forma exogena o bé en mutants que acumulen aquest metall;
no semblava que frataxina actués com una ferritina (Seguin et al., 2010). Per altra banda
els aminoacids responsables d’aquesta unid es localitzen en una zona concreta de la
proteina formant una superficie acidica, for¢ca conservada, diferent dels motius d’unié a
ferro canonics on s’hi solen trobar aminoacids de cisteina i/o histidina. Aquesta zona
d’unié resulta en una unid electrostatica debil i inespecifica del ferro ja que permet

també la unié d’altres metalls divalents (revisat a Pastore & Puccio, 2013).

13
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Figura 4. Frataxina com a xaperona i emmagatzemadora de ferro. Donat que frataxina pot
interaccionar amb atoms de ferro a través de la zona acidica de la seva seqliéncia, s’ha proposat
que podria actuar com a xaperona de ferro. A) En condicions de baixa concentracié de ferro
frataxina funcionaria formant trimers i podria actuar donant ferro a diferents processos
mitocondrials com la biosintesis de grups hemo. B) Quan augmenten els nivells de ferro, els
trimers de frataxina poden associar-se entre ells per formar grans oligomers que oxidarien el ferro
i 'emmagatzemarien a l'interior evitant-ne aixi la toxicitat de forma semblant al que faria una
ferritina (Park et al., 2003).

1.2.2. Control de I'estres oxidatiu i la generacié de ROS

Un dels fenotips caracteristics de la deficiencia de frataxina en molts dels models d’estudi
utilitzats és la sensibilitat a agents oxidants, el que revela una situacié d’estrés oxidatiu en
aquestes cel-lules (Babcock et al., 1997; Gabrielli et al., 2012; Obis et al., 2014; Vazquez-
Manrique et al.,, 2006; Wong et al.,, 1999). Donat que frataxina té [|’habilitat
d’interaccionar i d’alguna manera actuar com a quelant de Fe®*, un metall altament actiu
a nivell redox, es va proposar que frataxina podria regular I'estres oxidatiu a través de
limitar la biodisponibilitat de ferro. Per tant, a través de la unid i la posterior oxidacio dels

atoms de Fe?' a Fe*

per part de frataxina s’evitaria la formacié de noves especies
reactives de I'oxigen a través de la reaccié de Fenton ja que frataxina evitaria que hi
hagués Fe”" lliure (O’Neill et al. 2005; Gakh et al. 2006). En suport d’aquesta hipotesi, cal
apuntar que s’ha demostrat que molts dels fenotips observats en deficieéncia de frataxina,
incloent-hi la pérdua d’enzims amb centres Fe-S, pot recuperar-se a través de reduir

I'estrés oxidatiu ja sigui afegint quelants de ferro per reduir la disponibilitat d’aquest

metall i aixi la reaccié de Fenton, o bé afegint Mn?* per a millorar activitat superoxid

14



Introduccié

dismutasa (Irazusta et al., 2006; Wong et al., 1999). En altres experiments realitzats en
Drosophila melanogaster, també s’ha demostrat que les mosques deficients en frataxina
son hipersensibles a peroxid d’hidrogen, i que la sobreexpressié d’enzims antioxidants
com catalasa i la peroxiredoxina mitocondrial en milloren la supervivencia (Anderson et

al., 2008).

1.2.3. Frataxina a la cadena de transport electronic

A fi de definir la funcié de frataxina a la cél-lula s’han realitzat nombrosos estudis
d’interaccié. En un d’aquests estudis realitzat també en S. cerevisiae, es varen identificar
diverses interaccions de frataxina amb proteines de la cadena de transport electronic.
Entre les proteines identificades, varen apareixer les proteines Sdhl i Sdh2 les quals son
membres del complex Il de la cadena de transport electronic, aixi com Ypr004c (homologa
de la ETF-a) i Ygr207c (homologa de la proteina ETF-B) també implicades en la
transferéncia d’electrons a la ubiguinona mitocondrial (Gonzalez-Cabo et al., 2005).
Aquestes interaccions per tant, suggerien que frataxina podria jugar algun paper a la
cadena de transport electronic. Tot i aquest estudi, el rol de frataxina en aquest procés no
esta clar i altres estudis on s’ha analitzat la composicid dels supercomplexes
mitocondrials no s’ha arribat a verificar la preséncia de frataxina en les condicions
analitzades (Lapuente-Brun et al., 2013), el que indicaria que la interaccié de frataxina
amb la cadena de transport electronic és una interaccié debil un fet que suggeriria un

paper secundari d’aquesta proteina.

1.2.4. Frataxina en la biosintesi de grups hemo i centres Fe-S

Finalment, també s’ha proposat que frataxina podria participar en la biosintesi tant de
grups hemo com de centres Fe-S com a donador de ferro. Aquesta hipotesi té diversos
fonaments: a) el déficit de frataxina provoca una pérdua d’activitat de proteines que

contenen centres Fe-S i també grups hemo; b) frataxina té la capacitat d’interaccionar
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amb atoms de ferro; c) diversos estudis han mostrat I'habilitat de frataxina per
interaccionar amb la ferroquelatasa, I'altim enzim en la biosintesi de grups hemo i
encarregat d’introduir el ferro a la protoporfirina IX. També s’han mostrat interaccions
amb les proteines que formen el complex principal de la biosintesi de centres Fe-S com

son Isul i la desulfurasa Nfs1.

Biosintesi de grups hemo

La incorporacié de I'atom de ferro a la protoporfirina IX és I'Gltim pas en la biosintesi de
grups hemo. Aquest pas esta catalitzat per I'enzim ferroquelatasa, perd no esta massa
clar com obté I'atom de ferro o qui li proporciona ja que el Fe?* no circula lliure per la
cél-lula. En estudis in vitro, es va demostrar que existia una interaccié fisica entre
frataxina i ferroquelatasa amb una estequiometria 1 a 2 el qual sembla logic ja que
ferroquelatasa funciona com un dimer. A més, aquesta interacci6 donava lloc a la
formacié de grups hemo amb el qual es donava suport a la hipotesi de que frataxina
actuava com a donador de ferro per a la sintesi de grups hemo (T. Yoon & Cowan, 2004).
Al mateix temps, un estudi en el qual es varen combinar estudis estructurals i estudis
bioinformatics va suggerir les zones entre les que frataxina i ferroquelatasa podrien
interaccionar, en les quals apareixia la superficie acidica de frataxina responsable de la
unié amb atoms de ferro (He et al. 2004). Aquests resultats, juntament amb la pérdua
d’activitat d’enzims que contenen grups hemo en abséncia de frataxina, donen suport a la
hipotesi de frataxina com a donador de ferro en la biosintesi de grups hemo. En un estudi
molt recent, s’ha aprofundit en aquesta funcid i s’ha caracteritzat el complex que

formarien la ferroquelatasa juntament amb frataxina (Soderberg et al., 2016).
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Biosintesi de centres Fe-S

A més d’interaccionar amb ferroquelatasa, frataxina també interacciona amb les
proteines que formen la maquinaria central de biosintesi de centres Fe-S, concretament
amb les proteines Isul, Nfs1, i Isd11. Aquesta interaccid, facilita la incorporacié de ferro
sobre Isul, la proteina bastida on es sintetitzen els clusters Fe-S, el que va suggerir en un
principi que frataxina podria actuar com a donador de ferro també en la biosintesi
d’aquests centres (Gerber et al., 2003). No obstant, si frataxina fos una proteina essencial
en aquest procés la pérdua de les proteines que contenen centres ferro-sofre hauria de
ser el fenotip principal en models de deficieéncia de frataxina pero diferents estudis, tan
en llevat com en eucariotes superiors, han mostrat que aquest seria un fenotip secundari
(Irazusta et al., 2006; Moreno-Cermeio et al., 2010; Navarro et al., 2015; Obis et al.,
2014)

Recentment, s’ha suggerit que frataxina participaria en la biosintesi de centres Fe-S com a
regulador al-lostéeric i no com a donador de ferro de forma que el seu paper en el procés
no seria essencial. En treballs realitzats in vitro amb la proteina CyaY (homologa
bacteriana de frataxina), es va demostrar que aquesta tenia un efecte inhibidor sobre la
produccié de centres Fe-S. Aquest efecte s’incrementa a més concentracio de ferro en el
que els autors van descriure com una regulacidé per a adaptar la produccié d’aquests
cofactors al nombre d’acceptors finals (Adinolfi et al., 2009). Per contra, estudis realitzats
amb les proteines humanes varen demostrar que frataxina tindria un efecte estimulant
en la produccié de centres Fe-S a través d’afavorir I'activitat de la desulfurasa (Bridwell-

Rabb et al., 2014; Tsai & Barondeau, 2010).

Avui en dia, tot i I'intens debat generat al voltant de la funcié o funcions de frataxina,
aquesta activitat no essencial en el metabolisme del ferro com a regulador al-lostéric de la
biosintesis de centres Fe-S és la més acceptada i a través de la qual es podrien explicar la
gran majoria de fenotips observats en pacients i en els diferents models d’estudi, tot i que

no es descarta que frataxina pugui desenvolupar més d’una funcio.
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Figura 5. Mecanisme de regulacio al-lostéerica de frataxina en la biosintesis de centres Fe-S. a) En
condicions normals frataxina té una unid débil amb la maquinaria de biosintesi de centres Fe-S
permetent que aquests es produeixin d’acord amb el nombre d’acceptors finals. B) Quan els
nivells de ferro sén elevats, frataxina s’'uneix de forma depenent de ferro a aquesta maquinaria de
biosintesis i modula I'activitat de la desulfurasa. C) En abséncia de frataxina I'activitat no es
controla i déna lloc a una generacié excessiva i deficient de clusters que donara lloc a estrées
oxidatiu i a 'acumulacidé de ferro (Adinolfi et al., 2009).

1.3.Models per a I’estudi de frataxina i I’Ataxia de Friedreich

Al llarg dels anys s’han generat diferents models per a I'estudi de la funcié de frataxina i
els fenotips derivats del seu déficit. Entre aquests, podem trobar models cel-lulars que
van des dels llevats S. cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe, fins a models obtinguts a
partir de cel-lules de pacients; i també models pluricel-lulars tant d’organismes

invertebrats com diferents models de ratoli.
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1.3.1. Models cel-lulars

El llevat com model

Els primers estudis adregats a identificar la possible funcio de frataxina es varen realitzar
utilitzant el llevat S. cerevisiae com model d’estudi donat I’alt grau de conservacié en la
proteina frataxina. En aquest primer estudi, es va identificar la proteina Yfhl com
I'homologa de frataxina en llevat i se’n varen estudiar els fenotips a nivell cel-lular
derivats del seu déficit. Es va identificar Yfh1 com una proteina mitocondrial, i es va
observar que el seu deéficit provocava un augment dels sistemes de captacio de ferro amb
la conseqlient acumulacié d’aquest metall principalment al mitocondri. Alhora, les
cel-lules deficients en Yfh1l presentaven una hipersensibilitat a agents oxidants com el
peroxid d’hidrogen (Babcock et al., 1997). En estudis posteriors es va observar que les
cel-lules deficients en Yfhl perdien activitat de proteines amb centres Fe-S i la respiracié
cel-lular es veia compromesa ja que existia un fort dany sobre el DNA mitocondrial (Rotig
et al.,, 1997; Wilson & Roof, 1997). Estudis de complementacié posteriors realitzats en
Saccharomyces cerevisiae, varen demostrar que |'expressié de la frataxina humana en
llevats deficients en Yfh1l, I’'homoleg de frataxina en llevat, aconseguia restaurar els
fenotips observats en aquests mutants (Cavadini et al., 2000) el que demostraria que la

funcid de frataxina també esta conservada.

Utilitzant aquests mutants, s’ha pogut descriure la importancia que té 'estres oxidatiu en
absencia de frataxina sobre la resta de fenotips. En aquest sentit, estudis previs del nostre
grup van demostrar que en deficiencia de Yfh1l hi havia una perdua d’activitat de les
superoxid dismutases deguda a una deficient assimilacié de manganés. La simple addicio
de Mn®" al medi provocava una disminucido en la carbonilacié de proteines i una
recuperacié d’activitat de molts enzims afectats entre els quals enzims amb centres Fe-S

(Irazusta et al., 2010, 2006).

Per altra banda, també s’ha realitzat un estudi utilitzant el llevat de fissio
Schizosaccharomyces pombe. En aquest estudi liderat per la Dra. Hidalgo, es va identificar

I’'homoleg de frataxina en S. pombe i posteriorment se’n varen analitzar els fenotips
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derivats del seu deficit. Entre ells, es van identificar fenotips comuns amb els mutants de
S. cerevisiae: sensibilitat a agents oxidants, acumulacié de ferro, un menor consum

d’oxigen i un descens en I’activitat de I'enzim aconitasa (Gabrielli et al., 2012).

Tot i els nombrosos i valuosos resultats obtinguts, la utilitzacié dels mutants nuls Ayfh1 i
també del mutant Apfhl de S. pombe, genera un problema capital i es la perdua de la
cronologia dels fenotips, és a dir, no només és important saber quins fenotips tenen lloc
en deficiencia de frataxina sind que és important identificar quin és o quins sén els
fenotips primaris entre tots ells (Pastore & Adinolfi, 2014). En el cas dels mutants Ayfh1 la
identificacio d’aquest fenotip es fa dificil donada I’alta relacié que guarden entre si els
tres fenotips principals identificats en abséncia de frataxina: acumulacié de ferro, estrés

oxidatiu i peérdua de proteines amb centres Fe-S.

Amb I'objectiu d’adrecar aquest problema, el nostre grup va desenvolupar un nou model
condicional de llevat on el gen YFH1 es trobava sota el control del promotor tetO; el qual
es pot reprimir afegint doxiciclina al medi, una tetraciclina que no té cap efecte sobre el
creixement del llevat. Gracies a aqguest model es va poder establir un ordre en els fenotips
observats previament, i es van identificar com a fenotips primaris la induccié dels
sistemes de captacié de ferro i d’enzims antioxidants; mentre que com a fenotips
secundaris apareixia el descens, tant en activitat com en els nivells de proteina, de

proteines que contenen centres Fe-S (Moreno-Cermefio et al., 2010).

Models cel-lulars d’eucariotes superiors

Tot i la gran utilitat dels llevats, per a entendre millor els processos fisiologics que tenen
lloc en abséncia de frataxina en els pacients s’han generat diferents models cel-lulars de
mamifers. En aquest sentit, podem diferenciar entre aquells models en que s’indueix la
deficiencia de frataxina per RNA d’interferéencia en cultius primaris de cel-lules
diferenciades com les neurones dels ganglis de I'arrel dorsal (DRGs) o miocits cardiacs i els

models basats en I’Us de cel-lules de pacients.
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Respecte els primers, recentment, el nostre grup ha generat dos models basats en cultius
primaris de DRGs i miocits cardiacs de rata i interferencia de frataxina amb vectors
lentivirals. En el cas dels miocits cardiacs es van identificar com a fenotips primaris de la
deficiencia de frataxina una alteracié de la xarxa mitocondrial, una acumulacié de gotes
lipidigues a les cel-lules i major sensibilitat a agents oxidants. No obstant, no es varen
observar alteracions en el metabolisme del ferro ni en els enzims que contenen centres
Fe-S com Aconitasa, el que apuntaria a que aquests fenotips serien un fenotip secundari
igual que s’havia observat en els llevats (Obis et al., 2014). Pel que fa a les DRGs, aquest
model va permetre caracteritzar el procés de neurodegeneracié i mort apoptotica
d’aquestes cél-lules que té el seu origen en una alteracid de la homeostasi del calci, un fet

que va permetre obrir noves perspectives terapeutiques (Mincheva-Tashevaet al., 2014).

Un altre dels teixits més afectats en la malaltia és el pancreas, el que deriva en una major
incidencia en diabetis en els pacients amb Ataxia de Friedreich que en la resta de la
poblacié. Per estudiar els efectes derivats del deficit de frataxina en les cel-lules
pancreatiques, també es va establir un model cel-lular amb RNA d’interferéncia (Cnop et
al., 2012). En aquest treball, on es van utilitzar cél-lules 3 pancreatiques de rata i es va
baixar I'expressié de frataxina amb RNA d’interferéncia, es va identificar una menor
secrecio d’insulina en les cel-lules interferides aixi com una major sensibilitat a diferents
agents estressants que provocaven la mort per apoptosi, resultats que explicarien perque

els pacients d’ataxia de Friedreich tenen una major incidencia en diabetis.

Per altra banda, s’han utilitzat multiples models cel-lulars a través de la utilitzacid de
cél-lules provinents de pacients d’Ataxia de Friedreich. A partir de limfocits i fibroblasts
s’han pogut obtenir diferents linies cel-lulars immortalitzades comercials les quals s’han
utilitzat sovint per a comprovar resultats obtinguts amb altres models com per exemple

en llevat (Bulteau et al., 2012).

A banda d’aquestes linies cel-lulars i a través de protocols de reprogramacié genetica
s’han aconseguit obtenir cél-lules mare pluripotents induides de pacients (iPSC, de
I"angles induced pluripotent stem cell) (Ku et al., 2010). Posteriorment, aquestes cel-lules

es poden diferenciar en el tipus cel-lular d’interes, i de fet s’han realitzat amb relatiu exit
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diferenciacions a miocits cardiacs i neurones (Hick et al., 2013). Aquests models sén
altament interessants donat que conserven les expansions GAA originaries dels pacients,
si bé amb alguna diferéncia com a conseqiiéncia de la inestabilitat de les repeticions, i
permeten testar no tant sols compostos potencialment terapeutics per a revertir els
fenotips observats sind que també permeten testar compostos destinats a incrementar
els nivells de frataxina a través de I'increment dels nivells d’expressid, estabilitzacié del

MRNA o altres mecanismes.

1.3.2. Models pluricel-lulars

Models invertebrats

A fi d’analitzar la deficiencia de frataxina en sistemes més complexes, s’han generat

models d’estudi en Drosophila melanogaster i també en Caenorhabditis elegans.

En el cas dels models de mosca, a grans trets consisteixen en I'expressid d’'un RNA de
interferéncia contra el gen dfh (de I'angles, Drosophila Frataxin Homolog) (Cafiizares et
al., 2000). Es important en aquest model modular els nivells de repressié del gen, donat
que una alta repressié déna lloc a letalitat en estadis larvaris, pero, si s’obté una repressid
gue doni lloc a uns nivells d’expressié del 30% respecte als controls, aquestes mosques
son viables i representen millor la malaltia. Amb la utilitzacié d’aquest model, es va
identificar I'estres oxidatiu com un component principal dels fenotips observats en les
mosques deficients en dfh (Llorens et al., 2007). També s’han identificat problemes
metabolics, concretament en el metabolisme lipidic (Navarro et al., 2010). Aquest models
de mosca son molt utils per a testar compostos potencialment terapeutics i aixi s’ha fet
en nombrosos estudis on s’han testat, entre altres compostos, la deferiprona, la
idebenona, el blau de metilé i més recentment la rapamicina (Calap-Quintana et al., 2015;

Soriano et al., 2013; Tricoire et al., 2014).
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Pel que fa als models de C. elegans, aquests també es basen en RNA de interferéncia per
a reduir I'expressié de frataxina. Diferents estudis han mostrat diversos fenotips en
aquest model entre els quals, tal com s’ha mostrat per altres models de deficieéncia de
frataxina, major sensibilitat a agents oxidants (Vazquez-Manrique et al., 2006; Ventura et
al., 2005). Tot i aix0, els resultats publicats, de forma contraria als obtinguts en altres
models, indiquen un menor contingut de lipids, un descens en alguns enzims antioxidants
com SOD2 i també una menor produccié de ROS (Schiavi et al., 2015). Aquests resultats
posen de relleu la dificultat d’obtenir resultats homogenis en els diferents models
d’estudi de frataxina per a obtenir una idea més clara de la funcié d’aquesta proteina,
donat que la seva deficiencia en diferents organismes i en diferents tipus cel-lulars sembla

tenir diferents efectes.

Models de ratoli

Amb l'objectiu de generar un model de mamifer per a I'estudi de la deficiencia de
frataxina a nivell sistemic, s’"han intentat generar diferents models de ratoli. Un problema
en la generacié d’aquests models és que la delecié total de frataxina provoca letalitat
embrionaria. Per aguest motiu s’han generat diferents ratolins en els quals s’ha introduit
les repeticions GAA al gen de frataxina. Principalment es poden destacar dos models els
quals han introduit les repeticions GAA sobre el gen del ratoli, que sén el model KIKO
(knock-in — knock-out) i el KIKI (knock-in — knock-in). La diferéncia entre ambdds models
es que el model KIKO té modificat un al-lel amb I'expansié de triplets GAA mentre que
I'altre al-lel té una delecid, donant lloc a un fenotip Fxn®*"_ Per altra banda el model KIKI
conté als dos al-lels la insercié de de triplets GAA per tant el seu fenotip és Fxn®AYA,
Entre els models de ratoli que han intentat reproduir la patologia a través de I'expansio
de triplets, també trobem els denominats YG8R i YG22R. En aquest cas es van obtenir
ratolins KO per Fxn que expressen la forma humana de frataxina afectada pels triplets a
través de la insercié del gen en un cromosoma artificial de llevat (YAC). Tot i els esforgos

per obtenir aquests models de Ataxia de Friedreich els tres ratolins citats presenten

fenotips molt poc severs que sovint triguen a apareixer en el temps tot i tenir reduits els
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nivells de frataxina. Donades aquestes circumstancies, aquests ratolins s’estan utilitzat
principalment per a I'analisi de compostos que reverteixin el silenciament genic de

frataxina com els iHDAC i altres drogues amb potencial terapéutic.

Finalment, també s’han desenvolupat models condicionals de teixit. Per a construir
aquests models es va flanquejar I'exd 4 de frataxina amb les seqliencies loxP que sén
reconegudes per la recombinasa Cre. Acte seguit, aquests ratolins es creuaven amb
ratolins que tenien el gen de la recombinasa Cre sota el control de diferents promotors
especifics per a diferents teixits. D’aquesta manera, es van desenvolupar 4 ratolins: 1 que
presentava deficiencia de frataxina al teixit cardiac, 2 models neuronals i un dltim model
on frataxina era deficient al fetge. Aquests ratolins presenten I'avantatge de poder
estudiar efectes especifics de teixit, pero l'inconvenient de no reproduir fidelment
I'alteracid trobada en els pacients, ja que contrariament al que passa en l'ataxia de
Friedreich, els nivells de frataxina d’aquests ratolins sén practicament nuls en els teixits

indicats.

Taula 1. Fenotips dels diferents models de ratoli. Resum d’alguns dels testos realitzats als
diferents models de ratoli per a determinar-ne tant fenotips neuronals com cardiacs caracteristics
de I'ataxia de Friedreich. MCK = Model condicional cardiac, NSE i PRP models condicionals
neuronals. N = test realitzat i no es varen detectar alteracions, S = test realitzat amb alteracions
detectades (adaptat de Perdomini et al., 2013).

Test realitzat\Model de KIKO/KIKI YG8R/YG22R MCK NSE PRP
ratoli

Ataxia cerebel-losa i

sensorial
- Rotarod N S - - S
- Petjades - - - - S
Defectes sensorials
- Electromiograma - - - S S

Funcid cardiaca
- Ecocardiografia - - S S -

Defectes motors
- Activitat locomotora - S - - -
- Test forga “grip” - S - - N
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2. El metabolisme del Ferro en Saccharomyces cerevisiae

El ferro és el quart element més abundant a I'escorca terrestre, el que ha provocat que al
llarg de I'evolucié aquest metall de transicié hagi estat utilitzat per un gran nombre
d’organismes i avui en dia el ferro és un oligoelement essencial per practicament totes les
formes de vida. En condicions fisiologiques, podem trobar el ferro en dos estats
d’oxidacioé o estats redox: una forma reduida i soluble, Fe2+; o bé en forma oxidada i poc
soluble, Fe**. Aquesta propietat permet que el ferro pugui ser utilitzat en un ampli
nombre de reaccions en diferents grups prostétics, com els centres Fe-S o els grups hemo,
ja que el potencial redox del parell Fe?*/Fe* va des de -300 fins a 700 mV, depenent del
lligant al que es trobi unit, un rang que coincideix amb el dels agents oxidants i reductors
biologics (revisat a Crichton, 2001). Aquestes reaccions inclouen la cadena de transport
d’electrons, el transport d’oxigen o bé la reduccio de nucleotids, pas clau en la sintesi del
DNA. Aquestes mateixes caracteristiques que fan del ferro un element molt util per la
cél-lula també el converteixen en una arma de doble tall. El ferro lliure dins la cél-lula pot
reaccionar amb oxigen donant lloc a espécies reactives de I'oxigen que son altament
perjudicials per la cel-lula donat que poden reaccionar amb diferents macromolecules
provocant la seva inactivacid. Per aquest motiu, tant la captacid, com I'emmagatzematge i
la distribucié del ferro dins la cel-lula sén processos que han de ser minuciosament

controlats.

Un dels elements centrals en la regulacié del metabolisme del ferro en un gran nombre
d’organismes son els centres Fe-S. La utilitzacio d’aquests centres com a sensors, permet
relacionar els nivells de ferro extracel-lulars amb la seva utilitzacié dins la cél-lula el que
permet donar una resposta transcripcional adequada en funcié dels nivells de ferro

presents al medi (revisat a Outten & Albetel, 2013).
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2.1.Biosintesi de centres Fe-S

Tant en llevats com en bacteris o eucariotes superiors la biosintesi de centres Fe-S juga un
paper central en la regulacid del metabolisme del ferro. Aquest és un procés altament
conservat al llarg de la evolucié i els productes generats en aquesta reaccid, els clusters
Fe-S, son cofactors essencials per a moltes proteines i permeten que moltes reaccions
cel-lulars puguin tenir lloc. La biosintesi de centres Fe-S s’ha estudiat amb un alt nivell de
detall utilitzant S. cerevisiae com a model el que ha permeés entendre millor aquest procés

i identificar-ne un gran nombre de proteines que en formen part.

La biosintesi de centres Fe-S té lloc principalment al mitocondri i en podem diferenciar 3
processos principals: a) la biosintesis dels clusters sobre la proteina-bastida Isul, b) la
transferéncia dels clisters a les apo-proteines receptores, i c) l'exportacié d’un
component suposadament format de glutatid i sofre que servira per generar els clusters
per a les proteines citosoliques a través de la maquinaria citosolica CIA (de I'anglés,

Cytosolic Iron-sulfur Assembly machinery) (Lill et al., 2012).

2.1.1. Sintesis de novo de centres 2Fe-2S sobre Isul

El primer pas de la biosintesi dels centres Fe-S, és la generacio d’un clister 2Fe-2S sobre
Isul que actua com a proteina bastida, procés pel que es requereix sofre, ferro i electrons
(Figura 6). En primer lloc, Isul forma un complex amb les proteines Nfsl i Isd11 les quals
s’encarreguen conjuntament de proporcionar el sofre necessari per a la biosintesi del
cluster. Nfsl és un enzim amb activitat desulfurasa, mentre que Isd11 actua com a
proteina accessoria a la reccid i és indispensable per a I'activitat de Nfsl. Juntes,
catalitzen I'obtencio de sofre a partir de I'aminoacid cisteina generant com a subproducte
alanina i per a la qual es requereix com a cofactor piridoxal fosfat (Miihlenhoff et al.,
2004; Wiedemann et al., 2006). El sulfur obtingut forma un persulfit sobre la cisteina

activa de Nfsl la qual esta molt conservada. Acte seguit aquest persulfit es transfereix
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sobre una cisteina de Isul formant un nou persulfit. Per a la formacio del cluster, el
persulfit format sobre les cisteines de Isul s’ha de reduir a S* pel que es necessiten
electrons. Aquests electrons s’obtenen del NAD(P)H en una reaccié catalitzada per un
complex format per dues proteines: la ferredoxina Yah1 i la ferredoxina reductasa Arh1
(Webert et al., 2014). Finalment, s’incorpora el ferro sobre Isul per a la formacio final del
centre 2Fe-2S que posteriorment sera transferit a les proteines receptores. En aquest
procés d’incorporacié del ferro, s’han identificat els transportadors Mrs3 i Mrs4 com els
responsables de I'import de ferro del citosol al mitocondri (Mihlenhoff et al. 2003;
Froschauer et al. 2009) pero no es sap exactament com aquest metall arriba fins a Isul.
Tot i que s’ha suggerit que frataxina podria ser el donador de ferro en aquest procés
donada la seva habilitat d’interaccionar amb atoms de ferro, aquest paper no esta del tot
clar. Recentment, s’ha suggerit que frataxina podria actuar com un regulador al-losteric
de la formacié de clusters el que suposa que no tindria un paper essencial en aquest
procés i per tant I'exclouria com a candidata a ser el donador de ferro (Adinolfi et al.,
2009). D’acord amb aquesta hipotesi, s’ha mostrat com un mutant puntual de Isul
(M1071) reverteix els fenotips derivats de la manca de frataxina demostrant aixi que Yfh1l
és dispensable per a la biosintesi dels clusters (Yoon et al., 2012). El mecanisme proposat
pel qual aquesta mutacid permet prescindir de Yfhl és precisament una regulacié
al-losterica sobre la desulfurasa Nfsl produida per aquesta mutacidé que seria similar a

I’efecte que podria tenir Yfh1 (Pandey et al., 2013).

2.1.2. Transferéncia dels clusters a les apo-proteines receptores

Un cop format el centre 2Fe-2S sobre Isul, aquest s’ha de transferir sobre les proteines
receptores. Per a dur a terme aquesta tasca existeixen una série de proteines que en
primer lloc alliberen el clister de Isul en un procés que requereix ATP. Posteriorment
existeixen diferents vies de maduracié d’aquests clusters, les quals no es tractaran en
aquest apartat, que serveixen tant per a la modificacié dels clisters com per a la posterior

transferéncia a proteines especifiques (Figura 6).
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El primer pas en la transferéncia dels clusters, és la unié de holo-Isul a la proteina Jacl.
Aquesta proteina funciona conjuntament amb Ssql una xaperona de la familia HSP70 Ia
gual té un domini d’unié a ATP. Per tant, després de la unié de Jacl amb Isul, també
s'uneix la proteina Ssql unida a ATP. Seguidament, Ssql hidrolitza aquest ATP el que
provoca una série de canvis de conformacié que afecten en primer lloc a la unié de Jacl a
aquest complex, i també a I'estructura de Isul (Andrew et al., 2006). Aquest canvi produit
sobre Isul debilita la seva unié amb el centre 2Fe-2S fent que aquest sigui més accessible.
Finalment, la glutarredoxina monotiolica Grx5 pot accedir al clister i transferir-lo
directament a proteines receptores o bé a altres proteines que actuen en la transferéncia
i maduracié d’aquests centres (Rodriguez-Manzaneque et al., 2002; Uzarska et al., 2013).
Per a que el cicle pugui tornar a comengar, un cop s’ha hidrolitzat I’ATP i s’ha trencat la
uniéo amb Jacl, s'uneix al complex format Ssq1-ADP i Isul la proteina Mgel que canvia
I’ADP de Ssql per un ATP. Aquest canvi promou un nou canvi de conformacié gracies al
qgual es trenca el complex i Ssq1-ATP queda lliure per iniciar un nou cicle aixi com Isul

gueda de nou disponible per a la sintesi de nous clusters.
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Figura 6. Biosintesi de centres Fe-S al mitocondri. La biosintesi de centres Fe-S té lloc al
mitocondri i se’n diferencien 3 parts principals. 1) La biosintesi de novo de centres 2Fe-2S sobre
Isul, en aquest procés participen la desulfurasa Nfsl i la seva proteina accessoria Isd11l que
aporten el sulfur obtingut a partir de 'aminoacid cisteina; els transportadors Mrs3/4 i frataxina
que aportarien el ferro; i finalment la ferredoxina i la ferredoxina reductasa (Arh1 i Yahl) aporten
els electrons necessaris per al procés. 2) Per a la transferéncia dels centres des de Isul fins a les
apo-proteines receptores participen les xaperones Jacl i Ssql, que catalitzen el pas del centre
2Fe-2S des de Isul fins a la proteina Grx5 en un procés que depéen d’ATP. La proteina Mgel
intercanvia el ADP resultant de la reaccié per ATP podent aixi comencgar un nou cicle. 3) Des de
Grx5 existeixen tota una serie de branques per a la maduracid dels diferents clusters (extret de Lill
et al., 2015)

2.1.3. Maquinaria de sintesi citosolica (CIA)

La part central de biosintesi de centres Fe-S i sobre la que giren tots els processos derivats
es localitza al mitocondri i per aixd es requereix una segona maquinaria, citosolica, per a
proporcionar els clusters als enzims tant citosolics com nuclears que els requereixin que
depén de la fracciéd mitocondrial. Si bé aquest procés no esta tant ben caracteritzat com el
que té lloc al mitocondri, si que s’han identificat tota una serie de proteines que hi
participen.
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Aquesta maquinaria citosolica depén del transportador Atm1 el qual es creu transporta
un compost format per glutatid i algun element més derivat de la biosintesi dels centres
Fe-S al mitocondri. Aquest compost aporta sofre i és el que serveix com a precursor per la
sintesi dels clusters al citosol. Aquest compost, denominat sovint X-S, s'uneix a la Grx3 un
cop al citosol la qual s’uneix a les proteines Nbp35 i Cfd1l que serveixen com a proteines
bastida. Acte seguit s’incorpora el ferro necessari tot i que se’n desconeixen les proteines
gue hi participen i, igual que passa al mitocondri, també es requereixen electrons que
s’obtenen a traves de l'oxidaci6 de NAD(P)H per part del complex format per les
proteines Tah18 i Drel. Per a la transferéencia final del clister a les apo proteines
receptores s’han identificat fins a 4 proteines que participen en aquest procés: Narl, Cial,
Cia2 i Mms19 (revisat a Lill, Srinivasan, & Miihlenhoff, 2014). A banda de la dependeéncia
gue mostra aquest procés de l'activitat del transportador Atm1, cal destacar que la
majoria de les proteines implicades en la CIA sén proteines que contenen centres Fe-S els
guals son essencials per a les seves respectives activitats. Aquest fet reforca encara més la

unid entre el procés que té lloc al mitocondri i la maquinaria citosolica.
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Figura 7. Maquinaria citosolica de biosintesi de cltsters Fe-S (CIA). En un procés que depén de la
sintesi dels centres al mitocondri, tot comenga amb I'exportacié d’un compost X-S que conté
glutatid i sofre per part del transportador Atm1. 1) Un cop al citosol aquest compost serveix a les
proteines Cfd1 i Nbp35 per a comencar la sintesi dels centres. En aquest procés el complex format
per les proteines Dre2 i Tah18 aporta el poder reductor. Es desconeix d’on surt el ferro necessari
tot i que es creu que la proteina Grx3 participa en aquest procés. 2) Finalment, el centre
sintetitzat sobre les proteines-bastida Cfd1 i Nbp35 es transfereix a les proteines receptores a
través d’una série de proteines que participen en la transferéncia d’aquests clusters (Nar1, Cial,
Cia2 i Mms19) (extret de Lill, Srinivasan, & Mihlenhoff, 2014)

2.2.Regulacio transcripcional del metabolisme del ferro: els regulons YAPS i

AFT1

A fi de controlar al maxim la circulacié de ferro dins la cel-lula, les proteines implicades en
aquests processos estan controlades principalment a nivell transcripcional. Depenent de
si els gens participen en la resposta a alts nivells de ferro o a baixos nivells de ferro
podem classificar-los en dos grups. El primer, la resposta a alts nivells de ferro, és el que
es denomina reguld YAPS i tot i que no és molt conegut i se’n coneixen pocs gens que en
formin part regula 'emmagatzematge de ferro i esta regulat pel factor transcripcional
Yap5 del qual en pren el nom. Per altra banda, la resposta a baixos nivells de ferro esta

regulada pel factor transcripcional Aftl, i en menor mesura el seu paraleg Aft2, i el grup
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de gens el qual regula se’l denomina regulé del ferro o reguld AFT1 (Yamaguchi-lwai et al.,

1996).

Citosol

Mitocondri
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Figura 8. Regulacid transcripcional del metabolisme del ferro en S. cerevisiae. En condicions de
suficiencia de ferro, es produeixen centres Fe-S al mitocondri que serveixen com a senyalitzadors
de la regulacid transcripcional del metabolisme del ferro. En aquesta situacid, per una banda
s’activa el reguld Yap5 que promou I'emmagatzematge de ferro a través de I'expressié del gen
CCC1. Per altra banda, s’inhibeix I'activitat del regulé Aftl que es manté al citosol fent impossible
I’expressid dels gens que formen el reguld del ferro. Els detalls de cada regulacid es troben al text.

2.2.1. El regulé YAP5

Donat que el ferro és un element toxic a altes concentracions és essencial regular-ne la
seva distribucid a la cél-lula. El llevat Saccharomyces cerevisiae pot emmagatzemar ferro
dins la vacuola com a reserva en una forma innocua. S’ha identificat un unic
transportador de ferro citosol — vacuola, denominat CCC1 (Li et al., 2001). Aquest
transportador, es regula a la baixa en condicions de deficiencia de ferro pero quan les
concentracions d’aquest metall al medi sén elevades, la seva expressid augmenta. El

factor transcripcional que en regula I'expressid és Yap5, un factor transcripcional de la
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familia Yap els quals modulen I'expressié de diferents gens en diferents situacions
d’estres (Li et al., 2008). Posteriorment a la identificacié d’aquest factor transcripcional,
es van dur a terme estudis transcriptomics per a identificar més gens regulats per Yap5 i
qgue formessin part de la resposta a alts nivells de ferro. Tot i que no s’han identificat un
gran nombre de gens regulats directament per Yap5, a banda de CCC1 es va identificar els
gens de la glutarredoxina 4 (GRX4) i el gen TYW1 relacionat amb la sintesi de tRNAs (Li et
al.,, 2011; Pimentel et al., 2012). La troballa de que I'expressié de GRX4 esta regulada per
Yap5 és altament interessant ja que permet establir una relacié directe entre la resposta a
alts nivells de ferro, regulada per Yap5, i la resposta a baixos nivells de ferro, regulada per
Aftl; ja que la localitzacié de Aftl, i per tant la seva activitat, esta regulada entre altres
proteines per Grx4 (Pujol-Carrion et al., 2006). Per tant, en condicions on els nivells de
ferro soén elevats, s’indueix Grx4 i aquesta inhibiria I'activitat de Aftl promovent

d’aquesta manera que no s’indueixin els gens regulats per aquest factor de transcripcio.

L’activacié de Yap5 esta regulada pel contingut de ferro, pero, quins sén els mecanismes
pels quals es regula aquest factor de transcripcié? La comparacié amb proteines de la
seva mateixa familia com el factor de resposta a estres Yapl, va permetre la observacié
gue al contrari que Yap1, Yap5 no conté cap seqiiencia d’exportacié nuclear (NES) el que
fa que sempre es localitzi al nucli, pero té conservats dos dominis rics en cisteines que son
importants per la seva regulacido donat que la mutacié d’aquestes cisteines a alanines
bloguejava I'activitat de Yap5 (Li et al., 2008). Tot i que en un principi es creia que el ferro
podria actuar directament sobre aquests dominis rics en cisteines induint la formacio de
ponts disulfur, un estudi més recent ha demostrat que la regulacié de Yap5 depén
directament dels centres Fe-S (Rietzschel et al., 2015). Concretament, s’ha descrit que
Yap5 funciona com un homodimer, i que quan aquest homodimer uneix dos centres Fe-S
es produiria un canvi de conformacié que doéna lloc a la forma activa de Yap5. Aquest
mecanisme de regulacié permetria unir la utilitzacid del ferro, en forma de biosintesi de
clusters Fe-S, amb la regulacié dels seus nivells al citosol i com a conseqliéncia a altres
compartiments a través tant de la regulacio de CCC1 com de GRX4 que inhibiria I'activitat

de Aftl i per tant evitaria una sobrecarrega de ferro.
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2.2.2. El reguld del ferro o regulé AFT1

A banda del regulé Yap5, la resposta més estudiada en llevat és la que es dona en
condicions de baixa biodisponibilitat de ferro. En aquestes condicions, S. cerevisiae activa
una serie de gens denominats en conjunt com el regulé del ferro activats pel factor
transcripcional Aftl i en menor mesura Aft2 (Yamaguchi-lwai et al.,, 1996). Aquesta
resposta té com objectiu incrementar la biodisponibilitat de ferro a la cel-lula a través
d’induir la captacié de ferro amb transportadors d’alta afinitat, la mobilitzacié de reserves
de la vacuola i una remodelacié metabolica que té com a objectiu optimitzar I’ds del ferro

a la cel-lula. Aquests objectius es descriuen a continuacio.

Taula 2. Gens regulats pels factors transcripcionals Aftl i Aft2. Resum dels gens regulats per Aftl
i Aft2 que formen el reguld del ferro i pels quals s’ha demostrat directament aquesta relacié. Els
gens s’han agrupat per funcions independentment de I'organul on duen a terme la seva funcio
(adaptat de Rutherford & Bird, 2004).

Transportadors FET4, FET5, FTR1, FTH1, SMF3, MRS4, CCC2, COT1
Ferrooxidases FET3, FET5
Metaloreductases FRE1, FRE2, FRE3, FRE4, FRE5, FRE6

Proteines de la paret cel-lular  FIT1, FIT2, FIT3

Transport de siderofors ARN1, ARN2, ARN3, ARN4
Biosintesi de centres Fe-S ISU1, ISU2
Altres CTH1, CTH2, ATX1, HMX1
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2.2.2.1. Sistemes de captacio de ferro

El primer punt que han de resoldre els llevats referent al ferro és la seva captacié donat
gue la gran majoria del ferro disponible al medi es troba en la seva forma més insoluble
Fe**. Pera aquest proposit el llevat disposa de diferents mecanismes de captacié de ferro,
els quals els podem dividir principalment en dos grans blocs: a) la via no reductiva i b) la

via reductiva (Lesuisse & Labbe, 1989).

La via no reductiva, com el seu propi nom indica, implica I"assimilacié de ferro en estat
oxidat sense necessitat de reduir-lo a Fe?*. Aquesta via depén de la captaci6 de petites
molecules organiques, conegudes com siderofors, que poden solubilitzar el ferro i
afavorir-ne la captacié per part de la cel-lula. Aquests siderofors, que no son sintetitzats
pel llevat sind per altres microorganismes que puguin compartir-ne |’habitat, sdn
reconeguts per una série d’enzims i cadascun d’ells és especific d’'un siderofor o d’'una
familia concreta.

Per altra banda, trobem la via reductiva la qual implica un primer pas de reducci6 de Fe*'

a Fe? i la posterior captacié d’aquests atoms de ferro. Aquesta reaccié esta mitjancada
per una serie de ferrireductases, principalment Frel-2, tot i que n’existeixen més
homolegs, que es localitzen a la membrana plasmatica. Aquestes proteines tenen uns
nivells d’expressid basals pero la seva expressié augmenta en deficiencia de ferro a través
de I'activacié d’Aftl. D’aquesta forma, el ferro reduit es pot captar per diferents canals
com Fet4 i Smfl que no sén especifics de ferro ja que també poden transportar altres
metalls divalents (Chen et al., 1999; Dix et al., 1997). Aquests transportadors també es
coneixen com el sistema de baixa afinitat. Dins la via reductiva, trobem el sistema de
captacio de ferro d’alta afinitat format per la ferrooxidasa Fet3 i la proteina
transportadora Ftrl. Juntes, aquestes dues proteines agafen ferro reduit, Fet3 I'oxida de
nou a Fe®' i acte seguit la proteina Ftrl el transporta cap al citosol en una reaccié

acoblada definida com iron channeling (Kwok et al., 2006).

Mentre que els nivells de les proteines Fet4 i Smfl no semblen augmentar en deficiencia

de ferro -per tant no semblarien estar regulades pel factor transcripcional Aftl- el sistema
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d’alta afinitat, aixi com les reductases de la membrana plasmatica i les proteines que

formen la via no reductiva si que estan altament regulats per Aftl (Taula 2).

Una altra forma d’obtenir ferro i que aquest pugui utilitzar-se a la cel-lula rapidament, és
la mobilitzacié de les reserves de la vacuola. De la mateixa manera que passa a la
membrana plasmatica, existeix un procés identic a la part interna de la membrana de la
vacuola a fi de mobilitzar aquestes reserves. En aquest cas, Aftl activa I'expressié de la
reductasa FRE6 i també dels gens FET5 i FTH1 els quals realitzen la mateixa funcié que
Fet3 i Ftrl a la membrana plasmatica permetent aixi que es mobilitzi el ferro cap al citosol

(Urbanowski & Piper, 1999).

2.2.2.2. Remodelacié metabolica en situacions de déficit de ferro

Amb la finalitat d’optimitzar els recursos de ferro en una situacié de baixa disponibilitat
d’aquest metall, S. cerevisiae promou una drastica regulacid6 metabolica. Aquesta
remodelacid la duen a terme mitjancant I'expressio de proteines regulades per Aftl, Cthl
i Cth2, essent aquesta ultima la més rellevant. Aquestes proteines s’uneixen a uns motius
denominats AREs (de I'anglés, AU Rich Elements) als extrems 3’-UTR dels mRNAs de les
seves dianes. La unié d’aquestes proteines llurs mRNAs diana en promou la seva
degradacio a través del reclutament de I’helicasa tal i com s’ha demostrat pel mRNA de

SDH4, una de les dianes de Cth2 (Pedro-Segura et al., 2008).

Entre les dianes de Cth1 i Cth2 trobem principalment proteines que utilitzen ferro, ja sigui
en forma de centres Fe-S, grups hemo o en altres formes com per exemple el centre dos
ferro que es troba en I'enzim ribonucleotid reductasa. L'activitat de Cth1-2 també afecta
proteines que participen d’altres formes en el metabolisme del ferro com el
transportador Cccl (Puig et al., 2005). Tot i que comparteixen algunes dianes els rols que
juguen Cth1 i Cth2 en aquesta remodelacié difereixen lleugerament. Quan es déna una
situacio de deficiéncia de ferro, en primer lloc augmenten els nivells de Cth1 que regularia
a la baixa una serie de dianes no essencials. Si aquesta situacio persisteix, els nivells de
Cth2 augmenten progressivament fins a dur a terme una remodelacié més profunda que

afecta a proteines essencials com la ribonucleotid reductasa i proteines de la cadena de
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transport electronic, el que suposa una parada immediata del creixement. Aquest
mecanisme de regulacid s’aconsegueix gracies a una regulacié creuada que existeix entre
Cth1 i Cth2 donat que els mMRNAs d’ambdues proteines contenen també motius ARE (Puig
et al., 2008). Aquesta regulacié creuada, que també pot ser auto-regulacié, alhora permet
gue quan es restableixen els nivells de ferro la adaptacié de la cél-lula sigui més rapida

(Martinez-Pastor et al., 2013).
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Figura 9. Vies regulades en resposta a baixos nivells de ferro en S. cerevisiae. En resposta a una
situacié de baixos nivells de ferro, el llevat activa diferents mecanismes regulats per Aftl (gens
marcats en negre) i regula a la baixa altres vies per a optimitzar I'Gs del ferro en aquesta situacio
(marcats en gris) (Philpott & Protchenko, 2008).
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2.2.2.3. Regulacio de Aftl

Al contrari que Yap5, el qual sempre es localitza al nucli, Aftl segueix principalment una
regulacié a nivell de localitzacié (Yamaguchi-lwai et al., 2002). En aquesta regulacié soén
importants les proteines Grx3, Grx4, Fral i Fra2. Aquestes proteines formen un complex
gue és |'encarregat de mantenir Aftl al citosol inactiu (Kumanovics et al., 2008; Pujol-
Carrion et al., 2006). Pero la formacié d’aquest complex depéen d’un altre procés que és la
biosintesi de centres Fe-S. Anys enrere ja s’havia suggerit que 'activitat de Aftl depenia
de la biosintesi de centres Fe-S i no de la quantitat de ferro disponible al medi (Chen et
al., 2004). Estudis posteriors han demostrat que entre les proteines Grx3/4 i Fra2 es
coordina un centre Fe-S, i aquest complex interacciona amb Aftl establint aixi una
vinculacid directe entre la biosintesi de centres Fe-S i la regulacié del metabolisme del

ferro (Li et al., 2009).

Aixi doncs en una situacié de déficit de ferro, no es produirien suficients centres Fe-S, el
complex es trenca i Aftl pot entrar al nucli on reconeix la seqiéncia “PyPuCACCCPu”
localitzada als promotors dels gens que formen el regulé del ferro (Yamaguchi-lwai et al.,
1996). Un cop finalitzada la situacié de deficiencia de ferro i els nivells d’aquest metall es
restableixen, Aftl s’exporta del nucli a través d’un mecanisme ferro depenent que consta

de dos passos:

a) En primer lloc, Aftl es separa dels promotors on actua gracies a la unié entre
aquest factor transcripcional i un dimer de les glutaredoxines monotioliques
Grx3/4 pel qual es requereix un centre Fe-S. Per a la formacié d’aquest complex
entre Aftl i les Grx3/4 s’ha observat que es requereixen les cisteines 291 i 293, i
les leucines 99 i 102 d’Aftl, ja que s’ha observat que en mutants puntuals en
aquests residus s'impedeix la formacié d’aquest complex i per tant la desunio dels

promotors del reguld del ferro (Ueta et al., 2012).

b) Posteriorment, Aftl és reconegut per la exportina Msn5 la qual promou la seva

sortida cap al citosol. En aquest procés, que també depén dels nivells de ferro, hi
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ha multiples factors a tenir en compte. El més important, és la interaccié d’Aftl
amb ell mateix a través de diferents residus entre els quals hi ha la C291 i 4
treonines (T421, T423, T431 i T435). Aquesta interaccid, permet que la exportina
Msn5 pugui reconeixer un domini format per diferents unitats de Aftl. A més, la
fosforilacié de les Serines S210 i S224 també és important en el procés

d’exportacio nuclear, tot i que no és suficient (Ueta et al., 2007).

En aquesta regulacié d’Aftl sembla tenir una important rellevancia la cisteina C291, tant
en la desunié dels promotors com en el reconeixement per la exportina Msn5. De fet,
existeix una variant natural de Aftl on aquesta proteina té una mutacid puntual que
converteix la cisteina 291 en una fenilalanina (C291F). Aquest mutant, denominat Aft1-
lup, no té capacitat de regular els gens del reguld del ferro depenent dels nivells de ferro
al medi ja que sempre es troba actiu i unit als promotors dels seus gens diana (Ueta et al.,

2012; Yamaguchi-lwai et al., 1995; Yamaguchi-lwai et al., 2002).

Per altra banda, les fosforilacions observades en els residus S210 i S224 també son
importants en el mecanisme d’exportacié de Aftl. Tot i que no s’han identificat les
guinases que promouen aquestes fosforilacions, aquest podria ser un mecanisme per unir
el metabolisme energetic i el metabolisme del ferro. En un estudi realitzat per Casas et
al., es va demostrar que Aftl es fosforila al llarg del canvi diauxic. En aquest mateix
treball, es va identificar aquest mecanisme com una forma d’inhibicid de I'activitat d’Aftl
gue servia per a sincronitzar el creixement de les cél-lules amb I'activacié del reguld del
ferro, de forma que quan les cel-lules paren de créixer momentaniament, s’atura
I'expressid dels gens del reguld del ferro (Casas et al., 1997). En estudis posteriors, s’ha
identificat que la subunitat catalitica Tpk2 de la quinasa PKA té un efecte inhibitori sobre
I'expressid dels gens del reguldé del ferro, en el que seria una nova evidéencia de I'alta
relacié i control que es manté entre el metabolisme del ferro i el metabolisme energetic
(Robertson et al., 2000). En aquest sentit també s’ha suggerit que la quinasa Snfl,
homologa de la quinasa AMPK d’eucariotes superiors, també podria jugar algun paper en
la regulacio, en aquest cas positiva, sobre Aftl tot i que no en forma de fosforilacid

directa (Haurie et al., 2003).
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2.1.Paral-lelismes amb el metabolisme del ferro d’eucariotes superiors

Tot i el salt evolutiu que existeix entre els llevats i els mamifers, la regulacié del
metabolisme del ferro guarda una gran similitud, potser no en els mecanismes de
regulacié pero si en els objectius que es volen aconseguir amb aquesta regulacié a nivell
cel-lular. El metabolisme del ferro en mamifers esta controlat principalment per dues
proteines anomenades IRP1 i IRP2 (de l'angles, Iron Responsive Protein). L’activitat
d’aquestes dues proteines és a traves de la unid als seus mRNAs diana, en unes
seqliencies denominades IREs que es poden localitzar o bé a les zones 3’-UTR o bé a
I’extrem 5’-UTR. Depenent de si aquests IREs es localitzen a un extrem o un altre dels
mMRNAs, la unié de les IRPs tindra efectes contraris sobre els missatgers. Si els IREs es
localitzen a I’'extrem 3’-UTR la unié de les IRPs promou |'estabilitzacié del mRNA mentre
gue si aquests IREs es troben a I'extrem 5’-UTR del mRNA, la unié de les IRPs no permet
I"accés dels ribosomes a aquests mRNAs i per tant es bloqueja la traduccio. A grans trets,
I'activacié de les IRPs promou: a) la captacié de ferro, a través d’estabilitzar el RNA
missatger del receptor de la transferrina i del transportador DMT1; i b) es bloqueja la
traduccié de mRNAs de proteines que participen en 'emmagatzematge, I'exportacidé de
ferro i altres vies que consumeixen aquest metall (revisat a Anderson et al. 2012;

Wilkinson & Pantopoulos, 2014).

IRP1 i IRP2 regulen la seva activitat per mecanismes diferents. Pel que fa a la regulacié de
IRP2, aquesta esta lligada a la regulacio dels nivells de proteina per part de la proteina
FBXL5, un sensor de ferro que esta relacionat amb el complex ubiquitina proteina lligasa.
Quan els nivells de ferro sén optims FBXL5 uneix ferro el que li provoca un canvi
conformacional que estabilitza la proteina i en permet la unié amb IRP2. Aquesta unié
promou la ubiqitinitzacido de IRP2 per part del complex SKP1-CUL1, i per tant la seva
degradacio al proteasoma (Guo et al., 1995; Moroishiet al., 2011; Yamanaka et al., 2003).
Per altra banda, i de forma semblant al que passa en llevat, I'activitat de IRP1 depéen de la
biosintesi de centres Fe-S. Quan els nivells de ferro sdn els adequats, IRP1 conté un centre

4Fe-4S i actua com a aconitasa citosolica (revisat a Anderson et al., 2012). Quan IRP1 perd
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aquest centre 4Fe-4S com a conseqliéncia d’uns baixos nivells de ferro o altres motius
com pot ser una situacié d’estres (Bouton, 1999), IRP1 pot unir-se als mRNAs a través del
motius IRE que s’han citat anteriorment. Tot i que els mecanismes d’actuacié son
diferents, no es pot negar que existeixen clares semblances amb la regulacié d’Aftl, i que
la resposta generada tant per I'activacié de les IRPs com la d’Aft1 persegueix els mateixos
objectius. Aquest grau de similitud mostra el procés evolutiu del metabolisme del ferro
on s’ha mantingut un paper central pels clisters Fe-S com a sensors dels nivells d’aquest

metall a la cél-lula.

Recentment, també s’ha descrit un homoleg de la proteina de llevat Cth2 en eucariotes
superiors i que du a terme una funcié semblant. En aquest estudi realitzat per Hossein
Ardehali i els seus col-laboradors, es va identificar la proteina TTP (tristetraprolin), com a
homoleg funcional de Cth2. Es va observar que l'expressid de TTP augmentava en
resposta a tractament amb quelants de ferro, i que l'activitat de TTP promovia la
desestabilitzaciéo del mRNA del receptor de transferrina (TfR). Tot i que aquesta resposta
semblaria estar en contra amb la que duen a terme les IRPs ja que el missatger de TfR és
un dels mRNAs estabilitzats, els autors argumenten que aquest seria un mecanisme per
modular la resposta a baixos nivells de ferro. Per altra banda es va establir una relacié
clara amb un regulador central del metabolisme com és TOR. En el mateix article es va
descriure que TOR regula 'activitat de TTP de forma que serviria per unir el metabolisme

energeétic de la cel-lula amb el metabolisme del ferro (Bayeva et al., 2012).

3. El metabolisme energétic de Saccharomyces cerevisiae

El llevat S. cerevisiae és un organisme que utilitza glucosa com a font principal de carboni
adoptant un metabolisme fermentatiu. Per tant, quan hi ha altes concentracions de
glucosa al medi es reprimeixen les vies metaboliques més oxidatives, per exemple la
cadena de transport electronic, en favor de la fermentacid alcoholica, un efecte que es
coneix com efecte Crabtree (De Deken, 1966). No obstant, quan la concentracid de

glucosa al medi baixa degut al creixement del cultiu, té lloc una adaptaciéo metabolica que
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es coneix com canvi diauxic. Al llarg d’aquest procés el llevat activa una série de vies de
senyalitzacid, les quals es detallaran posteriorment, que permetran I'expressié de gens
implicats en el metabolisme respiratori, i per tant més oxidatiu, afavorint el consum de
fonts de carboni alternatives a la glucosa com per exemple I'etanol produit durant la

fermentacio.

El canvi cap a un metabolisme respiratori implica la coordinacié de diferents vies de
senyalitzacio, com per exemple la captacio de ferro i la biosintesi dels cofactors necessaris
per a les proteines que formen part, per exemple, de la cadena de transport electronic.
De la mateixa manera, també cal coordinar aquest canvi en el metabolisme amb una
major expressid de gens antioxidants donada la major produccio d’espécies reactives del

oxigen que se’n deriva d’un metabolisme més oxidatiu.

3.1. Metabolisme respiratori

Quan la glucosa comenca a exhaurir-se i el llevat entra en canvi diauxic S. cerevisiae
canvia el seu metabolisme cap a un metabolisme oxidatiu on utilitza fonts de carboni
alternatives a la glucosa. Si bé en condicions normals la font més utilitzada és I'etanol,
gue s’acumula durant el procés de fermentacid, hi ha multitud de fonts de carboni que el
llevat pot utilitzar per continuar creixent, com soén els acids grassos, el lactat, el acetat o el
glicerol entre altres. En aquest procés d’adaptacid hi participen nombrosos factors de
transcripcié (Taula 3) i hi juga un paper central la quinasa Snfl, homologa de I'TAMPK

present en mamifers i eucariotes superiors.
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Taula 3. Reguladors transcripcionals principals del metabolisme de fonts de carboni no
fermentables. Factors transcripcionals que actuen al llarg del canvi diauxic i els gens i processos
sobre els que actuen (adaptat de Turcotte et al. 2010).

Regulador transcripcional Gens diana

Adrl Metabolisme de fonts de carboni no fermentables (p.e. ADH2, GUTI,
ACS1)

Biogénesi de peroxisomes i utilitzacié d’acids grassos (p.e. POX1, PXA1)

Cat8 Gens de la gluconeogeénesi (p.e.PCK1, FBP1)
Gens del cicle del glioxilat

Factor transcripcional SIP4

Ertl PCK1

Altres dianes desconegudes

Gsm1l Gluconeogenesi (PCK1, FBP1)

Factor transcripcional HAP4
Hap1l Gens de la respiracio cel-lular (p.e. CYC1, CYC7)

Hap2/3/4/5 Gens de la respiracio cel-lular (CYC1)

Gens del cicle de Krebs

Oafl Utilitzacio d’acids grassos (p.e. POX1, FOX3)

Biogénesi de peroxisomes
Oaf3 Repressor dels gens de resposta a oleat

Pip2 Utilitzacio d’acids grassos (p.e. POX1, FOX3)

Biogénesi de peroxisomes

Rds2 Gluconeogenesi (PCK1, FBP1)
Gens del cicle del glioxilat

Factors de transcripcid (HAP4, SIP4)

Sip4 Gens de la Gluconeogenesi (p.e. PCK1)

3.1.1. ’AMPK en llevat: Snfl

En la transicié fermentacié — respiracié, hi juga un paper essencial la quinasa Snfl
homologa de la quinasa AMPK d’eucariotes superiors. Snfl forma un complex amb les
proteines Snf4, equivalent a la subunitat y de AMPK, i amb un de les tres proteines

Gal83/Sip1/Sip2, que equivaldria a la subunitat B de la quinasa AMPK. La quinasa Snfl
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s’activa a través de la fosforilacid del residu T210, el qual esta molt conservat, per part de
les quinases Sakl, EIm1 i Tos3 les quals tenen funcions redundants (Hong et al., 2003;
Nath et al., 2003). Per altra banda, quan les concentracions de glucosa son altes, Snfl es
manté en un estat desfosforilat i inactiu. El manteniment d’aquest estat inactiu és gracies
principalment a I'activitat del complex format per la fosfatasa Glc7 i la seva subunitat

reguladora Regl (Sanz et al., 2000).

L’activacié de la quinasa AMPK en organismes superiors, depéen directament de la relacié
AMP/ATP. Tot i que aquest mecanisme no esta del tot descartat en llevat, es creu que
Snfl respon directament als nivells de glucosa perd no esta del tot clar com aquests

senyals s’integren sobre I'activacié o la inhibicié de I'activitat de Snfl.

Sak1, Elm1, Tos3

- Metabolisme de fonts de
carboni alternatives

- Gluconeogeénesi

- Metabolisme respiratori
- Cicle del glioxilat

- Remodelacié de la

Complex inactiu Complex actiu cromatina

Regl-Glc7

Figura 10. Mecanisme de regulacié de la quinasa Snfl. El complex format per Snfl, Snf4 i
Gal83/Sip1/Sip2, s’activa per fosforilacid sobre Snfl per part d’alguna de les cinases indicades
(Sak1, EIm1 o Tos3). L'activacié de Snfl permet la posterior activacid de vies que es troben
corrent avall i que permeten I'adaptacié a un metabolisme oxidatiu on s’utilitzen de fonts de
carboni no fermentables. La fosfatasa Glc7 i la seva proteina accessoria Regl promouen la
defosforilacid i la conseqlient inactivacié de Snfl en preséncia de glucosa (adaptat de Ghillebert
et al.,, 2011).

Per a Snfl s’han descrit diferents mecanismes d’activacio dels gens reprimits per glucosa,
tant de forma directa com de forma indirecta. Per un costat s’ha descrit que I’activacio de
Snfl promou canvis epigenéetics afavorint aixi la transcripcié de certs gens. Snfl du a
terme aquesta activitat a través de I'activacié de la histona acetiltransferasa Gen5 que

amb la seva activitat promou l'obertura de la cromatina i permet aixi una major
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accessibilitat als diferents factors de transcripcido (Abate et al., 2012; Salminen et al.,
2016). Per altra banda s’ha descrit que Snfl pot regular directa o indirectament altres
reguladors del metabolisme de fonts alternatives de carboni com els factors
transcripcionals Adrl i Cat8 (veure apartats posteriors). Una de les dianes més estudiades
de Snfl és el repressor Migl. Aquest repressor, és un dels encarregats de reprimir
I’expressid dels gens reprimits per glucosa a través de la unié directa als seus promotors.
Un cop la concentracidé de glucosa al medi baixa i Snfl s’activa, aquesta quinasa és capac
de fosforilar directament Migl, el que provoca que es desuneixi dels promotors i s’exporti

del nucli cap al citosol (Hahn & Young, 2011).

A més, Snfl pot coordinar altres vies de senyalitzacié que permeten I'adaptacié de les
cél-lules a un metabolisme més oxidatiu. En primer lloc, tal com s’ha citat anteriorment,
Snfl promou l'activacié del reguld del ferro regulat per Aftl (Haurie et al., 2003), el que
permet a la cel-lula captar una major quantitat de ferro del medi i adaptar-se aixi als nous
requeriments, donat que molts enzims que composen la cadena de transport electronic,
per exemple, necessiten cofactors que contenen ferro com sén els grups hemo i els
centres Fe-S. A més, recentment s’ha demostrat que Snfl pot regular positivament
I’activitat del factor transcripcional Hcm1 (de tipus FoxO) a través de fosforilacid directa.
Aquesta regulacié permet I'expressié de gens implicats en la biogenesi mitocondrial, la
respiracio cel-lular i el metabolisme de fonts de carboni alternatives, pero també de gens
de resposta a estrés oxidatiu els quals sdn necessaris en una situacié de metabolisme

oxidatiu (Rodriguez-Colman et al., 2013).

3.1.2. El factor transcripcional Adrl

Adrl és un dels factors transcripcionals amb més pes en aquest canvi metabdlic, ja que
activa la transcripcié d’un gran nombre de gens relacionats amb el metabolisme de fonts
de carboni alternatives (Young et al., 2003). L'expressié d’aquest factor transcripcional
esta regulada pels nivells de glucosa, de forma que quan els nivells de glucosa baixen

I'expressié d’Adrl augmenta (Blumberg et al.,, 1988). Tot i aix0 la regulacio de la seva
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activitat encara no esta clarament definida i s’han descrit diferents mecanismes de

regulacié que no son excloents entre ells:
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a)

b)

En primer lloc existeix una regulacié per fosforilacié en el domini d’unié al DNA de
la proteina, concretament a la serina 98. Per tant, la fosforilacid en aquest residu
impedeix la unié d’Adrl al promotor. Es va observar que la quinasa depenent de
ciclina Pho85 hi guarda relacié ja que en soques nul-les per aquesta proteina els
nivells de fosforilacido de la Ser98 eren menors perd en assajos quinasa amb el
complex Pho85/Pho80 purificat no es va veure fosforilacio en la Ser98. Aquest fet
indicaria una regulacié indirecta per part d’aguest complex (Kacherovsky et al.,

2008).

Per altra banda existeix una regidé reguladora entre els aminoacids 227 i 239 on
s’han identificat certes mutacions que poden escapar a la regulacié per glucosa
(Denis, 1992). Entre aquests residus apareix la serina 230 de la qual es creu que és
el centre de regulacio de la proteina per part de Snfl. Quan aquesta serina esta
fosforilada, Adrl és inactiu fet que té lloc en condicions amb elevada concentracio
de glucosa. En manca de glucosa o quan aquesta comenca a exhaurir-se, Snfl
promouria la defosforilacio6 de la Ser230 inactivant la quinasa responsable
d’aquesta fosforilacid, la qual no ha estat determinada, arribant a la conclusié que

diverses quinases poden ser les responsables (Ratnakumar et al., 2009).

Finalment, en relacid amb el punt anterior, s’ha descrit que les proteines 14-3-3 de
llevat anomenades Bmhl i Bmh2 poden interaccionar amb la Ser230 fosforilada
inhibint-ne I'activitat. Aquesta activitat té lloc al nucli on Adrl hi resideix lligat als
promotors tot i que en un estat inactiu per I'activitat de les proteines Bmh1l i

Bmh2 (Braun et al., 2013; Parua et al., 2010).
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3.1.3. El factor transcripcional Cat8

Un altre dels factors transcripcionals activats durant el canvi diauxic, és el denominat
Cat8. Cat8 és responsable de I'expressié d’'un gran nombre de gens que permeten la
utilitzacié de fonts de carboni alternatives, alguns de forma individual i altres de forma
coordinada amb Adrl o Snfl per exemple (Young et al., 2003). Principalment s’ha descrit
qgue Cat8 regularia gens que participen en la gluconeogenesi, el cicle del glioxilat i en el

metabolisme de I’etanol (Haurie et al., 2001).

En presencia de glucosa, I'expressié d’aquest factor transcripcional es troba reprimida per
I'activitat del repressor Migl. Tal com s’ha comentat en |'apartat anterior, quan s’activa
Snfl aquesta fosforila Migl que seguidament s’exporta al citosol i permet I'expressio dels
gens els quals estava reprimint anteriorment com Cat8. Pero, per ser completament actiu,
Cat8 necessita fosforilar-se, una accié que es creu que també du a terme la quinasa Snfl,
ja que mutants fosfomimetics de Cat8 (S562E) rescaten parcialment els fenotips derivats

del déficit de Snfl en S. cerevisiae (Randez-Gil et al. 1997; Charbon et al. 2004).

4. L’estres oxidatiu

Des de I'aparicié de I'oxigen a I'atmosfera com a conseqliéncia directa del metabolisme
dels primers organismes fotosintéetics, aquesta molécula ha estat indispensable per a
processos metabolics com la respiracié cel-lular. L'oxigen en el seu estat O, no és un
radical pero pot reaccionar parcialment en reaccions de transferéencia d’electrons alterant
el seu estat d’oxidacié i donant lloc a espécies reactives de |’'oxigen conegudes com ROS
(de I'angles, Reactive Oxigen Species). Aquestes son altament oxidants i produeixen dany
a macromolecules com proteines, lipids i DNA. Per altra banda, la cél-lula disposa de
mecanismes per fer front a aquestes molecules en el que coneixem com a defenses

antioxidants. Per tant, una situacié d’estres oxidatiu apareix quan la produccio d’espécies
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reactives de I'oxigen supera la capacitat antioxidant de la cel-lula i es produeix dany

oxidatiu sobre els diferents components cel-lulars.

4.1.Generacio de les espécies reactives de I’oxigen (ROS)

En la cél-lula, la producci6 d’especies reactives del oxigen és majoritariament la
conseqliencia del metabolisme respiratori dels organismes aerobics. Aixi doncs, la font
més important de ROS a la cel-lula es troba al mitocondri, concretament a la cadena de
transport electronic, i aquests oxidants apareixen com un subproducte de la respiracio
cel-lular. La cadena de transport electronic, implica la coordinacié de diversos enzims i
altres components per a generar un flux d’electrons que sustenta la produccioé d’energia
en forma d’ATP. En aquesta cadena de transport electronic existeixen diferents punts on
els electrons poden escapar i reaccionar amb |'oxigen donant lloc a aquests ROS (revisat a
Herrero et al. 2008). A diferencia dels eucariotes superiors el llevat té un complex |
diferent, un dels punts on es generen ROS, que consta de NADH deshidrogenases, una a
la part interna de la membrana interna del mitocondri (Ndil) i dues a la part externa
(Ndel i Nde2). Estudis amb la proteina Ndil han revelat que aquesta és altament eficient
en la transferéncia d’electrons des del NADH fins a la quinona i el seu mecanisme de
reaccié permet que no es generin ROS en aquest punt ja que |'oxigen no pot accedir al
centre catalitic (Yang et al., 2011). Per contra, les dues deshidrogenases externes que
catalitzen I'oxidacio del NADH que prové de reaccions citosoliques, si que sén un punt de
produccié de ROS i generen aproximadament la meitat del superoxid total generat al
mitocondri (Fang & Beattie, 2003). Un altre punt de generacié de ROS al mitocondri és a
nivell del complex lll. En aquest complex, es catalitza la transferencia d’electrons des de
I"'ubiquinona reduida o ubiquinol fins al citocrom C. Estudis en els quals s’han utilitzat
diferents compostos inhibidors del complex lll com sén la Antimicina A i el mixotiazol
entre altres, han mostrat que la font principal de superoxid en aquest punt es localitza al
denominat centre Qg on s’oxida l'ubiquinol. L'oxidacié parcial de I'ubiquinol a diferents
espécies denominades semiquinones és el que dona lloc a la generacié de superoxid

donat que aquestes poden reaccionar amb I'oxigen (revisat a Bleier & Drose, 2013).

48



Introduccié

Un altre tipus de molecules oxidants son les denominades espécies reactives del nitrogen
(RNS) on trobem una altra molécula altament oxidant com és el peroxinitrit (ONOO’). El
peroxinitrit apareix de la reaccid entre I'0xid nitric (NO) i el superoxid i pot provocar danys
irreversibles a proteines, lipids i DNA. La produccié d’oxid nitric en eucariotes superiors té
una gran importancia en diferents mecanismes de senvyalitzacid, per exemple a nivell
vascular. En S. cerevisiae, s’ha identificat la proteina Tah18 com la responsable de la
produccié de NO utilitzant arginina com a substrat en un mecanisme semblant a les oxid
nitric sintases (NOS) (Nishimura et al., 2013). Per altra banda, I'0xid nitric també es pot
produir al mitocondri, concretament al complex IV, en situacions d’hipoxia on s’utilitzaria
el nitrit com a substrat (Castello et al., 2006). Tot i que no esta clar el paper del NO en
cel-lules de llevat, es creu que aquest juga un paper important en la senyalitzacio en
situacions d’hipoxia i també s’ha demostrat que la seva produccié activa, a través de

I’enzim Tah18, protegeix front estressos térmics (Nishimura et al., 2013).
4.1. Propietats de les diferents ROS

Existeixen principalment 3 especies reactives del oxigen, les quals presenten diferents
propietats pel que fa a estabilitat, reactivitat, difusid, etc. (Taula 4). Aquestes espeécies
reactives de I'oxigen son: I'anié superoxid (O,), el peroxid d’hidrogen (H,0,) i el radical

hidroxil (OH-).

Taula 4. Propietats dels diferents ROS. A la taula s’indiquen les propietats dels diferents ROS,
potencial de reduccié mesurat en Volts, la vida mitja en segons i la concentracié en molar
calculada in vivo (adaptat de Giorgio et al. 2007).

Potencial de reduccié (V) 0,94 0,32 2,31
Vida mitja (Ty/.)(sec) 10° 107 10°
Concentraci6 in vivo (M) 10" 107 10"
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En primer lloc, I'aparicié de I'anidé superoxid té lloc quan es redueix amb un electrd
I’oxigen molecular. El superoxid és relativament estable pero la seva capacitat de difondre
per la cel-lula és molt reduida donat que té carrega negativa. La dismutacié del superoxid
per part dels enzims Superoxid Dismutasa (SOD) doéna lloc a I'aparicid del peroxid
d’hidrogen, una molecula més estable que el superoxid i que té la capacitat de difondre
per la cél-lula. Donada aquesta capacitat de difusid, s’han fet nombrosos estudis sobre el
paper senyalitzador que podria jugar el peroxid d’hidrogen a la cél-lula (veure apartats
posteriors) (revisat a Giorgio et al. 2007). A més, el peroxid d’hidrogen té la capacitat de
reaccionar amb atoms de ferro en el seu estat de reduccié 2+. Aquesta reaccid, coneguda
com la reaccié de Fenton, provoca la formacio del radical hidroxil (OH+) una molécula amb
una vida mitja molt curta consequeéncia de la seva alta reactivitat. El radical hidroxil pot
reaccionar amb les macromolécules que formen els diferents compartiments cel-lulars

donant lloc a peroxidacié lipidica, oxidacid de proteines i oxidacio del DNA.

Tal com s’ha mostrat, les diferents ROS tenen propietats diferents el que fa que tinguin
unes dianes especifiques dins la cel-lula a excepcié del radical hidroxil que practicament
pot reaccionar amb qualsevol macromolecula. Per un costat, I'anid superoxid té
preferéncia pels centres Fe-S els quals pot destruir provocant aixi I'alliberacié del ferro a
la cel-lula i la consequient inactivacidé o activacié de la proteina. El superoxid també pot
reaccionar amb gran afinitat i velocitat amb I"0xid nitric (NO) donant lloc a peroxinitrit
(ONOQ’). Per altra banda, trobem que el peroxid d’hidrogen, tot i que també pot atacar
centres Fe-S, té més especificitat per aminoacids que contenen sofre com sén les
cisteines i les metionines de les quals en provoca I'oxidacid. També pot atacar altres
centres catalitics formats per metalls com el ferro o el coure (Figura 11)(D’Autréaux &

Toledano, 2007).
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Figura 11. Origen i reactivitat dels diferents ROS. Cicle dels diferents ROS on s’indica el seu origen
i I'especificitat de reaccié de cada ROS amb certes dianes. En cada reaccié s’indica el potencial de

reduccio (extret de D’Autréaux & Tol

4.2.Defenses antioxidants

Per a fer front a la produccié d’e

edano, 2007).

spéecies reactives de |'oxigen, les cél-lules disposen d’un

conjunt de sistemes antioxidants destinats a detoxificar directament els diversos ROS o

restaurar el dany reversible que

per exemple I'oxidacié de protei

hagin pogut provocar a diferents macromolécules com

nes. Entre les defenses antioxidants podem diferenciar

entre sistemes enzimatics (Taula 5) i els sistemes no enzimatics. Aquests sistemes no

enzimatics son molécules amb capacitat antioxidant de les quals podem destacar-ne

principalment tres, el glutatio, I'acid ascorbic i I'a-tocoferol.

a) El glutatido (GSH) és un t

cel-lula. Actua com a ta

ripeptid (glutamat-cisteina-glicina) molt abundant a Ila

mpoé redox de la cel-lula i participa com a donador

d’electrons en diversos sistemes enzimatics (veure apartats posteriors). La relacio

entre glutatio reduit (GSH

) i glutatio oxidat (GSSG) s’utilitza sovint per a definir la
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b)

situacio redox de la cél-lula o del organul en qlestid ja que aquesta relacié varia
entre els diferents compartiments cel-lulars. La sintesi del glutatié en llevat consta
de dos passos catalitzats pels enzims GSH1 i GSH2 al citosol en un procés que

requereix d’ATP.

Tot i que els llevats no poden sintetitzar acid ascorbic si que poden sintetitzar
eritroascorbat, un analeg d’aquest primer amb propietats similars, a partir de
diferents precursors. Tot i aquesta capacitat, els nivells d’aquest compost en
condicions normals son practicament indetectables. Aquests resultats sumats a
gue els nivells no augmenten en situacions d’estres fan dubtar sobre el paper que
tindria la biosintesis d’eritroascorbat en la resposta front situacions d’estres
oxidatiu en S. cerevisiae (Spickett et al., 2000). Tot i aquests resultats, és
inquestionable el rol antioxidant de I'ascorbat ja que la seva suplementacié al
medi de cultiu millora la supervivencia de soques deficients en els enzims

superoxid dismutasa (Krzepitko et al., 2004).

Finalment, el tocoferol o vitamina E, és una molécula liposoluble el que li atorga la
capacitat d’actuar com antioxidant a les membranes cel-lulars evitant per exemple
la peroxidacio lipidica. Tot i no produir-se en S. cerevisiae, i de forma semblant al
gue s’ha comentat previament per I'ascorbat, la suplementacio a cultius de llevat
de I'analeg de la vitamina E, Trolox, augmentava la capacitat antioxidant de les
cel-lules a través de la disminucié dels nivells de ROS com el superoxid o el peroxid
d’hidrogen i d’aquesta manera es reduia el dany a macromoléecules com el DNA

(Raspor et al., 2005).

Per altra banda, trobem els sistemes antioxidants enzimatics. Entre aquest grup de

proteines, podem diferenciar aquelles que utilitzen centres metal-lics per a dur a terme la

seva funcid, com les SOD o les catalases, o bé aquelles que utilitzen cisteines de la seva

estructura per dur a terme la seva funcid.
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Taula 5. Defenses antioxidants en S. cerevisiae. (adaptat de Morano et al. 2012).

Antioxidant Gen Localitzacié Activitat
Sistema tioredoxina

Tioredoxina TRX1, TRX2 Cit Activitat disulfur oxidoreductasa
TRX3 Mit Activitat disulfur oxidoreductasa
Tioredoxina TRR1 Cit Reductor de tioredoxines oxidades (Trx1, Trx2)
reductasa TRR2 Mit Reductor de tioredoxines oxidades (Trx3)
Peroxiredoxina TSA1, TSA2 Cit 2-Cis Prx, tioredoxina peroxidasa i activitat
Xaperona
AHP1 Cit 2-Cis Prx, tioredoxina peroxidasa
particularment amb alquil hidroperoxids
DOT5 Nuc 2-Cis Prx, funcio en silenciament telomeric
PRX1 Mit 1-Cis Prx, activitat tioredoxina peroxidasa

Sistema glutaredoxina

Sintesi de GSH GSH1, GSH2 Cit Catalitza dos passos dependents d’ATP a la
biosintesis de GSH
Glutatio reductasa GLR1 Cit/Mit Recicla el GSSG oxidat a la forma reduida GSH
Glutatio transferasa GTT1 RE Catalitza la conjugaci6é de GSH a diversos
electrofils
GTT2 Mit Catalitza la conjugaci6é de GSH a diversos
electrofils
GTO1 Per Glutatié transferases del tipus Omega
GTO2, GTO3 Cit Glutatié transferases del tipus Omega
Glutatid peroxidasa  GPX1, GPX2 Cit Fosfolipid hidroperoxid glutatié peroxidasa
GPX3 Cit Fosfolipid hidroperoxid glutatio peroxidasa,
transductor de la senyal Yap1l
Glutaredoxina GRX1 Cit Activitat glutatio disulfur oxidoreductasa
GRX2 Cit/Mit Activitat glutatio disulfur oxidoreductasa
GRX3, GRX4 Nuc Glutaredoxina monotiolica
GRX5 Mit Glutaredoxina monotiolica, participa en la sintesis
de centres ferro-sofre.
GRX6, GRX7 Gol Glutaredoxina monotiolica Cis-Golgi
GRX8 Cit Activitat glutatio disulfur oxidoreductasa

Altres sistemes antioxidants

Superoxid SOD1 Cit/Nuc Catalitza la dismutacié de I'anid superoxid a
dismutasa peroxid d’hidrogen
SOD2 Mit Catalitza la dismutacié de I'anid superoxid a
peroxid d’hidrogen
Catalasa CTT1 Cit Catalitza la reduccié de peroxid d’hidrogen a
aigua i oxigen
CTA1 Per Catalitza la reduccido de peroxid d’hidrogen a
aigua i oxigen
Metionina sulfoxid MXR1 Cit Catalitza la reduccié de metionina (S)-sulfoxid tiol
reductasa (MSRA) depenent
MXR2 Mit Catalitza la reduccié de metionina (R)-sulfoxid tiol
(MSRB) depenent
fRMsr Cit Catalitza la reduccié de metionina (R)-sulfoxid tiol
(YKLOG6OW) depenent
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4.2.1. Superoxid dismutases (SODs)

Les superoxid dismutases son enzims encarregats de detoxificar superoxid generant com
a subproducte peroxid d’hidrogen. S. cerevisiae conté dos gens que codifiquen per dues
SODs diferents denominats SOD1 i SOD2. SOD1 codifica per la superoxid dismutasa
citosolica també denominada Cu,Zn-SOD ja que utilitza aquests metalls com cofactors.
Tot i que es va definir com a citosolica també s’ha descrit que es pot localitzar al nuclii a
I’espai intermembrana del mitocondri. De fet, la seva localitzacié a I'espai intermembrana
protegeix front I'estrés generat al mitocondri i millora la supervivéncia de les cel-lules un
cop passada la fase diauxica (Sturtz et al., 2001). Els mutants Asod1, sén sensibles a
agents que generen superoxid com el paraquat o la menadiona i a més sén auxotrofs per
alguns aminoacids com a conseqliencia del dany generat pel superoxid sobre enzims
essencials en la biosintesi d’aquests (Wallace et al., 2004). Per altra banda, el gen SOD2
codifica per la superoxid dismutasa mitocondrial que depen de manganées com a cofactor
(Mn-SOD). Si bé I'activitat d’aquesta proteina no és tant important durant el creixement
en medis que contenen glucosa, aquest gen es practicament indispensable per al
creixement respiratori i la supervivéncia en fase estacionaria (Flattery-O’Brien et al.,
1997; Longo et al., 1996). En models de llevat d’ataxia de Friedreich on s’acumula ferro al
mitocondri, s’ha observat un descens en l’activitat SOD, un problema que pot ser
consequencia del canvi de metall en el centre catalitic. L'adici6 de manganés al medi
permetia la recuperacio de |'activitat SOD i una millora dels fenotips observats (Irazusta et

al., 2010, 2006).

4.2.2. Catalases

Les catalases son enzims que promouen la reduccié del peroxid d’hidrogen a aigua i
oxigen i utilitzen grups hemo com a cofactors. En llevat trobem dos gens que codifiquen
per diferents catalases, els denominats CTT1 i CTAl. La catalasa Cttl es localitza
principalment al citosol i detoxifica gran part del peroxid d’hidrogen generat a la cel-lula.
Per altra banda, la catalasa Ctal es localitza principalment als peroxisomes i es creu que
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juga un paper important en la detoxificacié del peroxid d’hidrogen generat en la [3-
oxidacié dels acids grassos en aquest organul (revisat a Hiltunen et al., 2003). Si bé sembla
que la delecié d’ambdues catalases no té un efecte sobre el creixement, les soques
deficients en ambdues catalases sén hipersensibles al peroxid d’hidrogen en fase
estacionaria el que apunta a que ambdues jugarien un paper col-laboratiu ja que els
mutants simples no presenten aquesta hipersensibilitat (Izawa et al., 1996). Per altra
banda, també s’ha suggerit que les catalases podrien participar en la detoxificacié d’altres

compostos oxidants com el peroxinitrit (Sahoo et al., 2009).

4.2.3. Peroxidases

A banda de les catalases la cel-lula disposa d’un altre grup d’enzims denominats
peroxidases capacos de reduir el peroxid d’hidrogen i altres peroxids. Dins aquest grup
d’enzims podem trobar-ne dos subgrups: les tioredoxina peroxidases, que alhora es

divideixen en diferents subgrups; i les glutatio peroxidases.

Per un costat les tioredoxina peroxidases, també denominades peroxiredoxines, les
podem classificar en 3 subfamilies depenent de les cisteines que participen en el
mecanisme de reaccid. Aixi doncs, podem diferenciar entre les 2-Cys tipiques, les 2-Cys
atipiques i les 1-Cys. Totes les peroxiredoxines contenen una cisteina reactiva la qual és la
responsable de la reduccid dels peroxids i com a conseqiiencia de la reaccid, aquesta
cisteina s’oxida. Seguidament, aquesta cisteina reacciona amb una altra de la propia
peroxiredoxina, o amb altres tiols com el glutatié en el cas de les 1-Cys, donant lloc a un
pont disulfur. Posteriorment aquest pont disulfur es redueix amb I'ajuda d’altres
antioxidants com el sistema tioredoxina (veure apartats posteriors) (revisat a Karplus,
2015; Toledano & Huang, 2016). En condicions més oxidants, la cisteina oxidada de la
peroxiredoxina en qliestié es pot sobreoxidar donant lloc a un grup sulfinic. Aquesta
oxidacidé es pot revertir de nou a sulfénic a través de I'accid de les sulfiredoxines en un

procés que requereix del consum d’ATP (Jeong et al., 2012).

Les denominades glutatié peroxidases, tenen un mecanisme d’accié similar a les

peroxiredoxines, amb la diferencia que en el sistema de reduccio del peroxid s’utilitza el
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glutatio com a donador d’electrons i participen principalment en la reduccio de fosfolipids
oxidats. El glutatio oxidat resultant de la reaccié de la glutatié peroxidasa, pot ser reduit

de nou per part dels enzims glutatio reductasa (Glr).

4.2.4. Sistema glutaredoxina

Un dels sistemes per reparar l'oxidacid de cisteines, és el denominat sistema
glutaredoxina on aquestes proteines participen a través de reduir ponts disulfur. Aquests
enzims es varen descriure per primer cop com a reductors de la ribonucleotid reductasa
en E. coli en una reaccié que utilitzava com a donador d’electrons el glutatié (Holmgren,
1976). Dins de la familia de les glutaredoxines en podem trobar dues subfamilies, les
denominades glutaredoxines ditioliques (GRX1, GRX2 i GRX8) i les glutaredoxines
monotioliques (GRX3, GRX4, GRX5, GRX6 i GRX7) (Herrero & de la Torre-Ruiz, 2007). La
diferencia entre ambdues subfamilies es troba en el centre catalitic d’aquests enzims:
mentre que en les ditioliques el centre actiu té dos residus de cisteina (CPYC) en les
monotioliques aquest centre actiu només consta d’una cisteina (CG/PF/YS) el que fa que
el seu mecanisme de reaccié sigui lleugerament diferent (Figura 12). Per un costat, les
GRX ditioliques poden reaccionar amb proteines que contenen ponts disulfur com a
consequiencia de l'oxidacié de les seves cisteines. En aquesta reaccio, les cisteines del
centre actiu de la GRX aporten electrons per a resoldre el pont disulfur de forma que en
primer lloc es forma un pont disulfur mixte entre les dues proteines, per a que
posteriorment aquest pont disulfur es formi entre les cisteines de la GRX tal que la
proteina inicialment oxidada queda reduida. Per a restablir les condicions inicials, les GRX
obtenen electrons del glutatido (GSH) aconseguint aixi reduir el pont disulfur i generant
com a producte glutatié oxidat (GSSG). Finalment I'’enzim glutatié reductasa catalitza la
conversio del GSSG a 2GSH a través de l'oxidacid del NADPH. Pel que fa a les GRX
monotioliques se les ha relacionat més a la reduccid de proteines glutatiolades. En
aquesta reaccio, les GRX redueixen la cisteina oxidada (ProtS-SG) i incorporant el glutatié

a la cisteina del centre actiu. Seguidament utilitzen el glutatio com a donador d’electrons
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per a reduir-se i es genera com a producte glutatié oxidat (GSSG) que pot ser reduit de

nou per la glutatié reductasa.

a)
Protein-S, GRX 4 GSSG NADPH + H*
Glutathione
X X reductase
Protein-(SH), GRX,, 2GSH NADP*
b) 2GSH
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Figura 12. Mecanismes de reaccid de les glutaredoxines. A) Mecanisme general de reaccié de les
glutaredoxines. B) Mecanismes de reaccié de les diferents subfamilies de glutaredoxines,
ditioliques (2-Cys) i monotioliques (1-Cys), els detalls de cada reaccid s’expliquen al text (Herrero
& de la Torre-Ruiz, 2007)

4.2.4.1. Les GRX diotioliques

En S. cerevisiae, la familia de les GRX ditioliques esta formada pels gens GRX1, GRX2 i la
més desconeguda GRX8. Les glutaredoxines 1 i 2, tenen una similitud entre elles del 85% i
son parcialment redundants. Si bé els mutants d’aquestes proteines no mostraven una
alta sensibilitat a agents oxidants durant |la fase exponencial de creixement, si que es van
apreciar diferencies en fase estacionaria, on es va observar una major sensibilitat dels
mutants grx1 a estrés per superoxid i una major sensibilitat dels mutants grx2 a I'estres
per peroxids (Luikenhuis et al., 1998). En aquest mateix treball i en un altre realitzat pel
mateix grup, es varen apreciar diferencies d’expressidé entre els dos gens sota diferents

condicions d’estres. Mentre |'expressio de GRX1 era superior en situacions d’estrés térmic
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i osmotic I'expressio de GRX2 era superior en fase estacionaria i en el creixement en medi
on la font principal de carboni no fos glucosa, per exemple en medi amb glicerol (Grant et
al., 2000; Luikenhuis et al., 1998). Aquest fenomen pot tenir la seva explicacio en el fet
que la GRX2 també té localitzacid mitocondrial i tant I'activitat mitocondrial com la
biosintesi de les mateixes augmenten durant la fase diauxica i en les etapes de
creixement posteriors aixi com en el creixement en fonts de carboni no fermentables.
Aquesta localitzacido mitocondrial és conseqliencia d’un codé d’iniciacié (AUG) diferent al
classic i que es localitza 99 pb abans del codd d’iniciacié canonic. Aquest nou fragment
aporta a la proteina un péptid de localitzacié mitocondrial, on es localitza tot i que els

seus nivells sén inferiors als de la forma citosolica (Pedrajas et al., 2002).

4.2.4.2. Les GRX monotioliques

La familia de les GRX monotidliques esta formada pels gens GRX3, GRX4, GRX5, GRX6 i
GRX7. Aquestes es localitzen en organuls diferents i participen no tan sols en la resposta a

estres oxidatiu sind que també duen a terme altres funcions rellevants.

Les primeres identificades varen ser les glutaredoxines 3,4 i 5. Mentre que els mutants de
les glutaredoxines 3 i 4 no mostraven una alteracié en el seu ritme de creixement, el
mutant Agrx5 si que ho feia. A més aquest mutant també mostrava una major sensibilitat
a agents oxidants com el peroxid d’hidrogen o la menadiona i un major grau de
carbonilacié de proteines (Rodriguez-Manzaneque et al.,, 1999). Posteriorment, es va
observar que aquesta proteina tenia localitzacié mitocondrial i la seva delecié provocava
un increment en els nivells de ferro intracel-lulars i la pérdua de I'activitat dels enzims que
contenen centres Fe-S com aconitasa. Tot i que els centres Fe-S sén sensibles a |'estres
oxidatiu, la péerdua d’aquests no era consequéencia de l'acumulacié de ferro el que
apuntava a un paper directe de Grx5 en la biosintesis d’aquests cofactors (Rodriguez-
Manzaneque et al., 2002). Per altra banda, es va descriure que Grx5 també podria
funcionar com una GRX ditiolica a través dels aminoacids C60, que pertany al centre actiu,
i la C117 (Tamarit et al., 2003), tot i que aquesta seria una funcié secundaria de la

proteina ja que mutacions a I'aminoacid C117 no donen lloc als fenotips d’acumulacio de
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ferro, sensibilitat a menadiona i dificultats de creixement en medis sintétics com les que
ho provoquen la delecié de la proteina o la mutacid de la cisteina del centre catalitic C60

(Belli et al., 2002).

Pel que fa referencia a les Grx3 i Grx4, aguestes tenen localitzacid citosolica-nuclear. S’ha
descrit que aquestes proteines funcionen en la regulacié del metabolisme del ferro a
través de regular la localitzacié del factor transcripcional Aftl (Pujol-Carrion et al., 2006).
Aquesta regulacié té lloc juntament amb la proteina Fra2 amb la qual la proteina Grx3 o la
Grx4 coordinen un centre 2Fe-2S que és essencial per a regular I'activitat d’Aft1 (Figura
13) (Kumanovics et al.,, 2008; Li et al., 2009). A banda d’aquesta regulacié del
metabolisme del ferro, les glutaredoxines 3 i 4 també regulen els nivells d’oxidacio de
proteines nuclears. Recentment, s’ha descrit com aquestes dues proteines poden revertir
la glutatiolacié que pateix la sirtuina Sir2 restaurant-ne aixi I'activitat (Vall-Llaura et al.,

2016).

A
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Figura 13. Formaci6 de homo i heterodimers de Grx3/4. A) Grx3 i Grx4 poden formar
homodimers a traves de la coordinacié d’un centre 2Fe-2S amb les cisteines del seus centres
actius i les cisteines del glutatié que poden unir. B) Per a la regulacié del metabolisme del ferro,
Grx3 i Grx4 poden formar un heterodimer amb la proteina Fra2 coordinant el centre Fe-S amb una
histidina de la seva estructura. El quart Iligand implicat en la coordinacié d’aquest centre encara
no s’ha identificat. (Li et al., 2009)

Finalment les glutaredoxines 6 i 7 s’han associat al reticle endoplasmatic i I'aparell de

Golgi (Izquierdo et al., 2008; Mesecke et al., 2008). Tot i tenir un alt grau d’homologia,
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tenen diferéncies que suggereixen que duen a terme diferents funcions entre elles. Una
de les diferéncies es troba en I'estructura, on s’ha descrit que Grx6 forma un tetramer
coordinat per centres Fe-S, una estructura que no es troba en Grx7 (Mesecke et al., 2008).
Si bé la seva funcié concreta no esta clara, s’ha descrit que la deficiéncia en Grx6 altera la
homeostasi del calci, a través de I'activacié de la via de la calcineurina, mentre que la
delecié de Grx7 no produeix aquest efecte (Puigpinds et al., 2015). Segons aquest estudi,
els efectes observats poden ser conseqiiéncia de I'alteracié en la situacio redox del reticle
derivats del deéficit de Grx6 ja que I’adicié de reductors com el DTT restableixen els nivells

de calci. Aixi doncs, Grx6 actuaria com a reductor al reticle endoplasmatic.

4.2.5. Altres sistemes enzimatics de reparacié del dany oxidatiu

A banda del sistema glutaredoxina, existeix un altre conjunt d’enzims, conegut com el
sistema tioredoxina, que serveix per reduir ponts disulfur formats per 'oxidacio de
cisteines. La principal diferencia amb el sistema glutaredoxina és que aquest no utilitza

glutatid, i obté els electrons directament del NADPH.

Les tioredoxines contenen dues cisteines molt conservades al seu centre actiu que son les
responsables de la seva activitat tiol oxidoreductasa. Saccharomyces cerevisiae conté tres
gens que codifiquen per tioredoxines, TRX1, TRX2 i TRX3, essent les dues primeres
citosoliques i la tercera mitocondrial (revisat a Herrero et al., 2008). Aquestes proteines
juntament amb les tioredoxines reductases (Trrl i Trr2) formen dos sistemes tioredoxina,
un citosolic i un altre mitocondrial. Tot i que el sistema tioredoxina i el glutaredoxina son
sistemes diferents, ambdds tenen funcions redundants tant en termes de regulacido com
en llurs dianes. Aquest fet queda demostrat en la combinacié de diferents mutants dels
dos sistemes. La perdua de funcionalitat dels dos sistemes alhora, com passa en el mutant
Aglrl Atrrl, resulta en letalitat (Trotter & Grant, 2003). Aquesta letalitat, es creu que es
déna com a conseqiiencia de la impossibilitat de reduir algun enzim essencial, com per
exemple la ribonucleotid reductasa posant de manifest la redundancia en les seves
dianes. Per altra banda, la mutacié de Glrl juntament amb la Trr2, la reductasa

mitocondrial, (Aglrl Atrr2) no genera aquesta letalitat tot i que s’observa un creixement
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lent en medi respiratori i una hipersensibilitat a peroxid d’hidrogen. Aquests fenotips son
conseqliencia de la incapacitat per a reduir la Trx3 que provoca una situacié d’estres al
mitocondri (Trotter & Grant, 2005). Aquests resultats proven la existéncia de dos sistemes
tioredoxina independents descrit préviament (Pedrajas et al., 1999), aixi com la connexio

entre els sistemes glutaredoxina i tioredoxina citosolic i mitocondrials.

A banda de l'oxidacié de cisteines, la ceél-lula disposa de mecanismes per a revertir
I'oxidacié d’altres aminoacids com la metionina. Aquest aminoacid, que també conté
sofre, pot oxidar-se donant lloc al que es coneix com a metionina sulfoxid. Els dos enzims
dels que disposa S. cerevisiae per a restaurar les metionines oxidades sén els gens MXR1 i
MXR2. Cadascun d’aquests enzims és especific pels diferents enantiomers de metionina
sulfoxid (formes L i R). La manca d’aquests enzims genera sensibilitat a peroxid d’hidrogen
i el creixement en medis on la metionina es troba oxidada també és menor en
comparacio amb soques salvatges (Le et al., 2009). En mutants de les dues MXR s’ha
observat I'activacio del reguld del ferro Aftl, un fenotip que s’ha relacionat amb un
defecte en la biosintesi de centres Fe-S o un augment del dany oxidatiu sobre aquests.
Per tant, la proteccidé de les Mxr front estrés oxidatiu també inclou la proteccid dels
centres Fe-S de I'oxidacio (Sideri et al., 2009). El mecanisme de reduccié que utilitzen les
Mxr per a reduir les metionines oxidades implica I'oxidacié de les cisteines que tenen al
centre actiu que després de reduir la metionina s’oxiden formant un pont disulfur.

Posteriorment el sistema tioredoxina redueix aquestes cisteines (Le et al., 2009).

4.3.Redox signaling, les espeécies reactives de I'oxigen com a senyalitzadors

Tal com s’ha explicat anteriorment, les especies reactives de I'oxigen tenen diferents
propietats, tant de difusi®6 com de reactivitat, el que permet que aquestes siguin
utilitzades per la cel-lula com a senyalitzadors. Aquesta senyalitzacié és important en

molts processos, com la resposta transcripcional a situacions d’estres oxidatiu.
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En termes de reactivitat, podem trobar clars exemples de com diferents ROS poden
activar diferents respostes transcripcionals de la cél-lula. Per a mostrar-ho amb un
exemple, podem fixar-nos en els sistemes OxyR i SoxR d’Escherichia coli. Per un costat el
sistema OxyR serveix per respondre en presencia de peroxid d’hidrogen. Aquest radical
provoca I'oxidacio de certes cisteines en la seva estructura donant lloc a la forma activa
de la proteina que activa la transcripcié dels gens de resposta a estres. Per altra banda, el
sistema SoxR posseeix com a sensor un centre Fe-S el qual és més sensible a la preséncia
de superoxid que no pas al peroxid d’hidrogen. En preséncia de superoxid aquest centre
Fe-S es desestabilitza, el factor transcripcional SoxR s’activa i promou |'expressio, entre

altres, de la superoxid dismutasa (Pomposiello et al., 2001).

En el cas de S. cerevisiae, trobem un clar exemple de senyalitzacié redox en I'activacié del
factor transcripcional Yapl, un dels activadors de la resposta front estres oxidatiu. Aquest
factor transcripcional, s'oxida en preséncia de peroxid d’hidrogen formant un pont
disulfur intern entre les cisteines C303 i C598 que li provoca un canvi de conformacio i
com a conseqliencia perd la capacitat d’interaccionar amb I'exportina nuclear Crm1,
augmentant aixi la seva preséncia al nucli (Delaunay et al., 2000). Aixi doncs, aquesta
localitzacio nuclear en preséncia d’estrés és conseqliencia d’un descens en |I'exportacid
nuclear i no conseqiéncia d’'un augment en l'import (Isoyama et al., 2001). Aquest
mecanisme de regulacio és especific per al peroxid d’hidrogen, ja que, estressos amb
diamida, tot i que provoquen la localitzacié nuclear de Yapl, impliguen |'oxidacié de
diferents cisteines, el que suggereix especificitat en la resposta front diferents agents
oxidants (Coleman et al., 1999). Posteriorment, es va observar que |'activacié depenent
de peroxid d’hidrogen té un intermediari, la glutatié peroxidasa 3 (GPx3). En preséncia
d’hidroperoxids, aquesta peroxidasa els redueix oxidant una de les seves cisteines
reactives, concretament la C36. Aquesta cisteina oxidada reacciona amb la C598 de Yapl
donant lloc a un pont disulfur mixte entre les dues proteines. Finalment la C303 de Yap1l
forma el pont disulfur intern que ddéna lloc a la forma activa de Yapl (Delaunay et al.,
2002). La reduccié de Yapl depén del sistema tioredoxina i per tant dels gens que el propi

factor transcripcional expressa (Kuge & Jones, 1994), establint-se aixi una clara relacio
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entre nivells d’estrés i I'expressid de defenses antioxidants, de forma que quan la bascula

s’inclina a favor de les defenses antioxidants aquestes deixen d’expressar-se.

Aixi doncs, les especies reactives de l'oxigen no son només un subproducte del
metabolisme oxidatiu, sind que des dels procariotes fins als eucariotes superiors aquestes
molecules s’han utilitzat com a senyalitzadors a través de diferents intermediaris que

generen especificitat per aixi integrar aquestes senyals i generar una resposta adequada.
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Resultats previs del grup, aixi com resultats obtinguts per altres grups, apunten a que la

perdua de proteines que contenen centres Fe-S és un efecte secundari del déficit de

frataxina. Tot i aix0, no s’ha descrit un mecanisme concret més enlla del dany oxidatiu

gue poden patir aquestes proteines. Si bé la perdua d’aquestes proteines pot portar a

I'aturada del creixement observada en Saccharomyces cerevisiae (Moreno-Cermeno et

al., 2010), altres mecanismes podrien participar en aquesta perdua de velocitat del

creixement. Amb aquests antecedents, ens plantegem els seglients objectius:

1.

Identificar, utilitzant metodes protedomics, noves alteracions en cel-lules de
Saccharomyces cerevisiae deficients en frataxina que puguin portar a la pérdua de
viabilitat cel-lular i analitzar la possible implicaci6 d’'un factor comu en els

possibles efectes observats a I’analisi protedmica.

Analitzar la implicacié de la proteina Cth2 en el descens d’activitat i nivells de
proteina de les proteines que contenen centres Fe-S, com Aconitasa, en mutants

deficients en Yfh1.

Analitzar el mecanisme d’activacié del reguld del ferro en mutants de

Saccharomyces cerevisiae deficients en Yfh1.

Posta a punt d’'un metode de proteomica dirigida per a la rapida deteccio i

guantificacié de proteines relacionades amb els diferents fenotips observats en els

mutants de Yfh1.
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1. Microorganismes i condicions de cultiu

1.1.Soques de Saccharomyces cerevisiae utilitzades i condicions de

creixement

Per a I'estudi dels fenotips derivats del deficit de frataxina, s’han utilitzat les soques que

es mostren resumides a la Taula 6.

Taula 6. Soques de S. cerevisiae utilitzades en aquest treball. Es detalla el codi de la soca, el
genotip i el seu origen.

Codi

W303-1A

W303-1B

BQS200

BQS201

BQS213

BQS215

BQS216

BQS250

BQS251

Genotip rellevant

MATa ura3-1 leu2-3, 112 trp1-1 his3-11,
15 ade2-1

MATa ura3-1 leu2-3, 112 trp1-1 his3-11,
15 ade2-1

W303-1A tetO2-YFH1::kanMX4 tetR’-
Ssn6::LEU2

W303-1A tetO7-YFHI1::kanMX4 tetR’-
Ssn6::LEU2

W303-1A ADR1-GFP::hphNT1

BQS201, ADR1-GFP::hphNT1

BQS201, ADR1-3HA::natMX4

W303-1B, cth2::natMX4

BQS201, cth2::natMX4

Font i Comentaris

Soca salvatge

Soca salvatge

Moreno-Cermefio (2010)

Moreno-Cermeiio (2010)

ADR1 marcada amb GFP.
Dr. Armando Moreno-
Cermeno.

ADR1 marcada amb GFP.
Dr. Armando Moreno-
Cermeino.

ADR1 marcada amb
I'epitop 3x HA. Dr.

Armando Moreno-
Cermeino.
Aquest estudi.

Interrupcio del gen CTH2

Aquest estudi. Espora
provinent del creuament
BQS201xBQS250
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BQS252 W303-1A cth2::natMX4 Aquest estudi. Espora
provinent del creuament
BQS201xBQS250

MML313 W303-1A tetO7-GRX5::kanMX4 tetR’- Dr. Enric Herrero
Ssn6::LEU2

BQS257 MML313, cth2::natMX4 Aquest estudi. Espora
provinent del creuament
MML313xBQS250

BQS253 W303-1B, yhb1::natMXx4 Aquest estudi.
Interrupcio del gen YHB1

BQS254 W303-1A, yhb1::natMX4 Aquest estudi.
Interrupcio del gen YHB1

BQS255 BQS201, yhb1::natMXx4 Aquest estudi. Espora
provinent del creuament
BQS201xBQS253

BQS259 BQS200, YHB1-GFP::hphNT1 Aquest estudi. Marcatge
de YHB1 amb [Iepitop
GFP

BQS265 W303, FET3-9myc::hphNT1 Aquest estudi. Marcatge
de FET3 amb el epitop 9x
Myc

BQS266 BQS252, FET3-9myc::hphNT1 Aquest estudi. Marcatge
de FET3 amb el epitop 9x
Myc

BQS267 BQS201, FET3-9myc::hphNT1 Aquest estudi. Marcatge
de FET3 amb el epitop 9x
Myc

BQS268 BQS255, FET3-9myc::hphNT1 Aquest estudi. Marcatge
de FET3 amb el epitop 9x
Myc

Els cultius es van créixer principalment en medi respiratori YPG. Per a determinats
experiments, tal com s’indicara quan correspongui, també es van utilitzar altres medis

com YPD o medi sintetic (SC). En els casos on es va utilitzar medi SC, es van afegir al medi
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les auxotrofies requerides per la soca en qiestid. La composicio dels medis de cultiu es

detalla ala Taula 7:

Taula 7. Composicié dels medis utilitzats per al creixement de S. cerevisiae.

YPG 3% YPD 2% SC
Glicerol 3% Glucosa 2%  Glucosa 2%
Extracte de 1% Extracte de 1%  Yeast 6,7g/L
llevat llevat Nitrogen
Base (YNB)
Peptona 2% Peptona 2%  Drop-out 1,32g/L

En el cas dels cultius en medi liquid, aquests es van créixer en erlenmeyers respectant una
relacio 1:5 entre el volum de cultiu i el volum del erlenmeyer per a assegurar una bona
oxigenacio. Els cultius es van créixer a una temperatura de 302C utilitzant un agitador
orbital de calor sec. En el cas del creixement en medi solid, es van utilitzar els mateixos
medis descrits anteriorment als quals se’ls hi va afegir agar 2% (p/v). Les plaques

s’incubaven el temps desitjat en una estufa a 30 eC.

1.2. Mesura del temps de generacio

Per a la determinacié dels temps de generacio dels cultius de llevat, es va partir d’un
preinocul de la soca desitjada crescuda en el medi en el qual es volgués determinar la
taxa de creixement. Aquests cultius es van diluir fins una densitat optica inicial de 0,05
(ODgoo) en plaques de 24 pous (Falcon), en les quals s’utilitzava un volum de 0,5 mL per
pou. Les plagues es van segellar amb una membrana transpirable (Breathe Easy Sealing
Membrane, Sigma) i es varen incubar en un lector de plaques (Powerwave XS, Biotek) a
30 2C amb agitacio constant on se’n va mesurar I'absorbancia a 600 nm cada mitja hora al

llarg de 48 hores.

Les dades es varen obtenir amb el programa Gen5.1 (Biotek) i es varen calcular els temps
de generacio de la fase exponencial dels cultius utilitzant el programa Excel de Microsoft.
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1.3. Assajos de viabilitat

Per a la realitzacio dels diferents assajos de viabilitat, es varen seguir dues estrategies:

a)

b)

Es varen créixer els cultius en medi YPG fins a una ODggo = 0,4 - 0,7. Aquests cultius
es varen tractar amb el compost que es volgués analitzar durant un cert temps.
Seguidament, es varen prendre 0,5 ODs d’aquest cultiu, es va centrifugar durant 2
minuts a 6000 rpms i el pel-let es va rentar un cop amb PBS. Es va centrifugar de
nou i el pel-let es va resuspendre en 1 mL de PBS. Finalment, es varen fer dilucions
seriades (1:5) en PBS i 2,5 UL de cadascuna d’aquestes dilucions es varen plaquejar

en medi YPD durant 36-48h en una estufa a 30°C.

Les soques a analitzar es varen créixer en medi YPG fins a una ODggo = 0,4 - 0,7.
Seguidament es van prendre 0,5 ODs, aquestes cel-lules es varen centrifugar 2
minuts a 6000 rpms i el pel-let es va rentar amb 1 mL de PBS. Es va centrifugar de
nou, i el pel-let es va resuspendre en un volum final de 1 mL de PBS. A continuacié
es van realitzar 5 dilucions seriades (1:5) en PBS i se’n varen plaquejar 2,5 UL de
cadascuna en plaques que contenien el compost del qual se’n volia determinar la

sensibilitat. Les plagues es varen incubar durant 36-48h en una estufa a 302C.

1.4.Creixement de bacteris (Escherichia coli)

Amb la finalitat d’amplificar plasmidis per a obtenir-ne més quantitat, es van utilitzar

cél-lules DH5a d’Escherichia coli. Per al creixement d’aquests bacteris, es va utilitzar medi

LB (1% Triptona, 1% NaCl, 0,5% Extracte de llevat), amb preséncia o no d’ampicil-lina a

una concentracio final de 100 pg/mL. Els cultius es varen créixer en un agitador orbital de

calor seca 372C.

Per al creixement en placa, es va utilitzar el mateix medi LB amb o sense ampicil-lina i

amb un 2% (p/v) agar. Aquestes es van incubar en una estufa a 379C.
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2. Meétodes d’analisi de proteines

2.1.Obtencid d’extractes proteics

Per a la disrupcid mecanica de les cél-lules i I'obtencié dels extractes es va utilitzar un
Mini-BeadBeater 16 Cell Disrupter (MBB-16) i perles de vidre (glass beads, Sigma) en
preséncia de tampo. Segons la posterior utilitzacid dels extractes proteics es varen
utilitzar tampons de lisi diferents. En cada metode d’analisi de proteines es detallara el

tampo utilitzat i les condicions d’extraccio.

2.2.Quantificacioé d’extractes proteics

Per a la quantificacioé dels extractes de proteina, es varen utilitzar dos metodes diferents
basats en el métode de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad) i el métode de Lowry
(BCA™ Protein Assay Kit, #23227 Thermo Scientific). La utilitzacié d’un o altre métode
depén de la presencia o no de SDS en els extractes ja que el Bradford és incompatible a
aquest detergent. En ambdds casos es va utilitzar una corba patré elaborada amb
concentracions conegudes de BSA per a calcular la concentracié de proteina de cada

mostra.

2.3.Meétodes electroforetics

2.3.1. SDS-PAGE

L’electroforesi desnaturalitzant o SDS-PAGE, permet la separacié de les proteines d’una
mostra en gels d’acrilamida en funcid de la seva mida. Aquesta electroforesi es basa en la
desnaturalitzacié de les proteines amb el detergent anionic SDS el qual també afegeix

carrega negativa a la mostra.
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Protocol, preparacio de les mostres:

Es parteix d’un pel-let de 7 ODs de cél-lules, les quals es resupenen en 100 ML de
tampd 50 mM Tris-HCl pH=7,5, 1 mM EDTA i inhibidors de proteases.

S’afegeixen perles de vidre i es lisen les cél-lules en un Mini-BeadBeater 16 Cell
Disrupter. Es fan 3 cicles de 45 segons.

Es perfora el tub i es col-loca un tub nou de 1,5 mL a sota. Es centrifuga a 3000 rpm
durant 1 minut i es recupera I'extracte.

L’extracte es centrifuga de nou a 12.000 rpm durant 10 minuts.

Es recupera el sobrenedant i se’n quantifica la proteina utilitzant el métode de
Bradford tal com s’ha descrit a I'apartat anterior.

S’iguala tant la concentracié de proteina com el volum entre les diferents mostres i
s’hi afegeix SRx3 en una proporcid 1:3 respecte la mostra. Aquesta solucié conté SDS,
EDTA i B-mercaptoetanol que queden a una concentracié final del 5%, 10 mM i 5%
respectivament.

Seguidament les mostres es bullen a 100 2C durant 3 minuts en un bloc termic.
Finalment s’afegeix la solucié SSx4 en una proporcié 1:4 respecte la mostra. Aquesta
solucid és el que també denominem tampd de carrega ja que conté sacarosa, a una
concentracio final del 5%, que doéna densitat a la mostra i blau de bromofenol

0,0125% que déna color a la mostra.

Protocol, preparacié de mostres amb acid tricloroacetic (TCA):
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Es parteix d’un cultiu a una densitat optica ODggo = 0,5 — 0,7 i s’hi afegeix TCA a una
concentracio final del 20%.

Es prenen 5 ODs i es centrifuguen 2 minuts a 5000 rpm.

El pel-let es resuspen amb 0,5 mL 20% TCA, es transfereix a un tub de 1,5 mL i es
centrifuga durant 1 minut a 10.000 rpm.

Es descarta el sobrenedant i es resuspéen el pél-let amb 100 pL de TCA 12,5%.
S’afegeixen perles de vidre i es lisen les cél-lules en un Mini-BeadBeater 16 Cell

Disrupter. Es fan 3 cicles de 45 segons.
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- Es perfora el tub i es col-loca un tub nou de 1,5 mL a sota. Es centrifuga a 3000 rpm
durant 1 minut i es recupera I’extracte.

- Escentrifuga 'extracte durant 1 minut a 10.000 rpm i es descarta el sobrenedant.

- El pél-let es resuspén amb 100 UL de acetona freda, es centrifuga de nou 1 minut a
10.000 rpm. Aquest procés es repeteix dues vegades més. Després de I'Gltim rentat el
pel-let es deixa assecar a temperatura ambient durant 5 minuts.

- Esresuspen el pel-let en tampd 0,67M Tris-HCl pH=8, 1% SDS i 1 mM EDTA.

- S’afegeix la solucié SRx3 + 15% [3-mercaptoetanol en una proporcié 1:3 respecte la
mostra.

- Esbullen les mostres a 100 2C durant 3 minuts en un bloc termic.

- Finalment s’afegeix la solucié SSx4 en una proporcidé 1:4 respecte la mostra.

- Abans de carregar el gel, les mostres es centrifuguen durant 3 minuts a 10.000 rpm

per eliminar possibles agregats.

Protocol, electroforesi:

- Per a la preparacio dels gels, s'utilitza el sistema Mini Protean 3 (Bio-Rad). La
composicio dels gels es detalla a la Taula 8.

- Un cop polimeritzats, es carreguen les mostres als pous. La quantitat de proteina que
es carrega oscil-la entre 15-40 g depenent de la finalitat de I'experiment. En un dels
pous es carrega un marcador de pes molecular com a referéncia (Precision Plus
Protein ™ All Blue Prestained Protein Standards, #1610373, Bio-Rad).

- Un cop carregades les mostres, s’afegeix tampd de migracié a la cubeta
d’electroforesi. La cursa es realitza mantenint una intensitat de corrent de 15 mA fins
gue el front arribi al gel separador i aquesta s"augmenta a 20-25 mA constants la resta

de la cursa.
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Taula 8. Composicio dels gels de poliacrilamida. La concentracié del gel separador variava segons
I'objectiu de I'experiment entre el rang de percentatge indicat.

Gel Concentrador Gel Separador
Acrilamida/Bisacrilamida (30:0,8) 5% (v/v) 7,5-15% (v/v)
Tris-HCl pH 8,9 - 375 mM
Tris-HCl pH 6,5 125 mM -
SDS 0,1% (p/v) 0,1% (p/v)
Persulfat amonic 0,005% (p/v) 0,005% (p/v)
TEMED 0,025% (v/v) 0,025% (v/v)

Taula 9. Composicié del tampoé de migracié (Running buffer)

Tampo de migracié

Tris-HCIl pH 8,8 25 mM
Glicina 192 mM
SDS 0,1% (p/v)

2.3.2. Electroforesi Bidimensional

L’electroforesi bidimensional (2-DE) permet la separacié de proteines en funcié de dues
propietats diferents. En aquest treball s’ha utilitzat la separacid per punt isoeléctric o
isoelectroenfoc (IEF) com a primera dimensid, i la separacié per pes molecular (SDS-PAGE)
per a la segona dimensid. L'IEF es va dur a terme en tires IPG (Immobilyzed pH Gradient)
amb un rang de pH 3-10 no lineal i de 17 cm de longitud (Bio-Rad). La segona dimensié o
SDS-PAGE es va fer tal com s’ha descrit a 'apartat 2.3.1 en gels de 18 cm pel que es va

utilitzar el sistema Protean Il (Bio-Rad).
Protocol, preparacio de mostres per als gels analitics:

- Es parteix d’un pél-let de 7 ODs de cel-lules el qual es resuspén en 75 L de tampé 25

mM Tris-HCl pH=8, Urea 8M i inhibidors de proteases.
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- S'afegeixen perles de vidre i es lisen les cel-lules en un Mini-BeadBeater 16 Cell
Disrupter. Es fan 3 cicles de 45 segons.

- Safegeixen 75 UL de 8M Urea 8% CHAPS a la mostra i es barreja amb I'ajuda d’un
vortex.

- Es perfora el tub, es col-loca sobre un tub de 1,5 mL nou i es centrifuga a 3000 rpm
durant 1 minut per recuperar I'extracte.

- Seguidament, es centrifuga a 12.000 rpm durant 10 minuts i es recupera el
sobrenedant.

- Es quantifica la proteina utilitzant el métode de Bradford.

- S'utilitzen 50 pg de proteina per cada mostra, els quals es dilueixen amb tampé de
rehidratacido (RHB VI, General Electric), DTT a una concentracid final de 50 mM i

Amfolits (BioLytes 3-10, #163-1112, Bio-Rad) en un volum final de 340 pL.

Protocol, preparacié de mostres per als gels preparatius:

- Es parteix d’un pel-let de 7 ODs de cel-lules el qual es resuspen en 100 UL de tampd 50
mM Tris-HCl pH=7,5, inhibidors de proteases i 6% SDS.

- Seguidament, s’afegeixen perles de vidre i es lisen les cel-lules per disrupcié mecanica
en un Mini-BeadBeater 16 Cell Disrupter. Es fan 3 cicles de 45 segons cadascun.

- Es perfora el tub, es col-loca sobre un tub nou de 1,5 mL i es centrifuga a 3000 rpm
durant 1 minut a fi de recuperar I'extracte.

- La proteina es precipita afegint 9 volums de acetona (900 L), s’agita suaument al
vortex i s’incuba durant 45 minuts a temperatura ambient.

- Passat el temps d’incubacid, es centrifuga durant 5 minuts a 5000 rpm i es descarta el
sobrenedant. Seguidament, el pel-let de proteina es renta 2 vegades amb 1 mL de
acetona. Després de I'UGltim rentat es deixa evaporar completament la acetona.

- El pellet de proteina es resuspén en 100 PL de tampd de rehidratacié (RHB VI,
General Electric) durant 2 hores a temperatura ambient i agitacid constant en un
Thermomixer Comfort (Eppendorf).

- Tot seguit es quantifica la proteina amb el metode de Bradford.

- Finalment, es prenen 300 Ug de proteina, els quals es porten fins a un volum final de

340 UL amb tampd de rehidratacié, 50 mM DTT i Amfolits.
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2.3.2.1. Primera Dimensio: Isoelectroenfoc

Un cop preparades les mostres es va seguir amb la primera dimensid o isoelectroenfoc,
gue consisteix en separar les proteines segons el seu punt isoeléctric. Aquesta primera
dimensid es va realitzar sobre tires IPG (de I'anglés, Immobilyzed pH Gradient) de 17 cm i
amb un rang de pH 3-10 no lineal (#1632009, Bio-Rad). Aquest protocol consta de dues
parts, la rehidratacié de la tira, durant la qual la mostra entra dins I'acrilamida de la tira, i

I'isoelectroenfoc propiament dit, on es separen les mostres segons el seu punt isoeléctric.

Protocol:

- Es pren tot el volum de mostra (340 WL) i es reparteix al llarg d’un carril de la cubeta
d’isoelectroenfoc.

- Seguidament es deposita sobre la mostra la tira IPG i es cobreix amb oli mineral per a
evitar I'oxidacio i assecat de la mostra.

- Esrealitza un procés de rehidratacié activa, per al qual es marca un voltatge constant
de 50 mV durant 12-16h a una temperatura de 20 2C en un Protean IEF Cell (Bio-Rad).

- Finalitzada la rehidratacié, en la mateixa cubeta es realitza I'isoelectroenfoc, per la

qual es marca una intensitat maxima de 50 PA per tira i s'utilitza el seglient programa:

0 500V [A] 30 minuts

0 1000V [A]1 hora

0 10000V [A]1 hora

0 10000 V/h [f*] 55000V x h
0 500V [A]2hores

- Un cop acabada la primera dimensio les tires es guarden a -202C fins al moment de

ser utilitzades.
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2.3.2.2. Segona Dimensio: SDS-PAGE

La segona dimensid consisteix en una separacid per pes molecular o SDS-PAGE. Per a
aquesta separacio, es necessita un equilibrat de les tires que consisteix en incorporar SDS
a la mostra per a donar-li carrega negativa i realitzar els passos de reduccié i alquilacié
per evitar la formacio de ponts disulfur entre proteines de la mostra. Posteriorment, es

realitza la separacié en gels de poliacrilamida en condicions desnaturalitzants.

Protocol:

- Es descongelen les tires durant 15 minuts a temperatura ambient.

- Seguidament les tires es sotmeten a un equilibrat amb dos tampons diferents (Taula
10). En primer lloc s’afegeix tampo d’equilibrat | i s’incuben les tires durant 15 minuts.
Posteriorment es retira aquest tampd i s’afegeix tampd d’equilibrat II durant 15
minuts més.

- Les proteines contingudes a les tires es migren en gels de 18 cm d’una concentracio
final d’acrilamida del 10% preparats en un Protean Il (Bio-Rad).

- Lestires es col-loquen a la part superior del gel evitant la formacié de bombolles entre
les tires i el gel. Sobre les tires s’aplica una solucié d’agarosa 0,5% i blau de
bromofenol, que serveix per a fixar la tira sobre el gel i marcar el front de color blau.

- La migracio es realitza durant 16h a una intensitat constant de 9 mA per gel.

Taula 10. Composicié dels tampons equilibradors. Tampons utilitzats per a I'equilibrat de les tires
IPG abans de la segona dimensio.

Tampo equilibrador | Tampé equilibrador Il
Tris-HCl pH 8,8 375 mM  Tris-HCl pH 8,8 375 mM
Urea 6M Urea 6M
SDS 2% (p/v) SDS 2% (p/v)
Glicerol 20% (p/v) Glicerol 20% (p/v)
DTT 130 mM lodoacetamida (IAM) 135 mM
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Finalitzada la separacio, els gels es tenyeixen amb diferents tincions fluorescents; els gels
analitics es tenyeixen utilitzant Flamingo (Bio-Rad), mentre que els gels preparatius es

tenyeixen amb Oriole (Bio-Rad).

2.4.Immunodeteccio de Proteines, Western Blot

Després de la separacio de proteines, ja sigui en un gel desnaturalitzant (SDS-PAGE) o en
un gel natiu, aquestes es transfereixen a una membrana de PVDF o bé de nitrocel-lulosa

per a la posterior immunodeteccio.
Protocol transferéncia:

La membrana de PVDF s’incuba en metanol durant 30-60 segons per treure-li la
hidrofobicitat i seguidament es reserva en tampo de transferencia (Taula 11).
Al acabar la electroforesi s'incuba breument el gel en tamp6 de transferéncia.
Seguidament es fa una transferencia semi-seca en un equip Hoeffer Semiphor. S’aplica

una intensitat de corrent de 1 mA/cm? (60 mA per membrana) durant una hora.

Alternativament, per a la deteccidé de proteines petites com frataxina, la transferencia es
realitza sobre una membrana de nitrocel-lulosa amb un tampd de transferéncia sense SDS
i amb un 20 % de Metanol. Per a aquest tipus de membrana no es realitza el pas de

hidrataciéo amb metanol.

Taula 11. Composicid del tampo de transferéncia.

Tampo de transferéncia
Tris 48 mM
Glicina 39 mM
SDS 0,0375% (p/v)
Metanol 10% (v/v)
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Protocol immunodeteccio:

- Finalitzada la transferéncia, la membrana es bloqueja utilitzant una solucié de 0,3%
(p/v) de reactiu de bloqueig (/-block, Tropix®) en tampd PBS i Tween 20 0,1% (v/v).
Aquest pas es realitza durant un minim de 1 hora a temperatura ambient o bé durant
tota la nit a 4°C.

- Després del pas de bloqueig, es fan 2 rentats amb TBST + 5% de solucié de bloqueig
(v/v) per eliminar I'excés de solucié de bloqueig.

- S’incuba la membrana amb I'anticos primari durant 1 hora a temperatura ambient o
tota la nit a 49C. Els anticossos, tan primaris com secundaris, es dilueixen en la solucid
TBST + 5% solucié de bloqueig.

- Seguidament, es realitzen dos rentats de 5 minuts amb TBST + 5% solucié de bloqueig
per eliminar I'excés d’anticos primari.

- S’incuba la membrana amb I'anticos secundari unit a peroxidasa durant 1 hora.

- Finalment, després es realitzen 5 rentats de 5 mintus amb TBST.

- Per a revelar, s’incuba la membrana amb el substrat de la peroxidasa (Immobilon
Western, Millipore) durant 5 minuts.

- Lesimatges de la membrana s’adquireixen en un equip Chemidoc XRS (Bio-Rad).

Taula 12. Composiciéo dels tampons PBS i TBST utilitzats al llarg del protocol de
immunodeteccio.

Tampo PBS Tampo TBST
Na,HPO, 58 mM  Tris-HCI 20 mM
NaH,PO4H,0 1,7 mM NacCl 125 mM
NacCl 6,8 MM Tween-20 0,1% (v/v)
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Taula 13. Llistat d’anticossos primaris utilitzats.

Anticos Primari Dilucio us Origen

a-HA 1 en 1000 Roche (#1 867 423)

a-GFP 1 en 1000 Clontech (#632381)

a-Acol 1 en 5000 Dr. Lill (Universitat de
Marburg)

a-Sdh2 1 en 1000 Dr. Lill (Universitat de
Marburg)

a-Porina 1 en 1000 Invitrogen (#459500)

a-SOoD1 1 en 1000 Chemicon (#AB1237)

a-3NT 1 en 500 BioVision (#5416-50)

a-Myc 1 en 5000 Millipore (#06-549)

Taula 14. Llistat d'anticossos secundaris utilitzats.

Anticos Secundari Dilucio d’us Origen

a-Rat 1 en 8000 Molecular Probes (#A10549)
a-Mouse 1 en 40000 Pierce (#31430)

a-Rabbit 1 en 40000 Pierce (#31460)

2.5.Meétodes de Tincio de Proteines

Tincié amb Blau de Comassie (CBB): Aquesta tincid es va utilitzar com a control de carrega
de la proteina total permeten aixi la normalitzacié dels resultats del Western Blot. Les

membranes es tenyien després de realitzar la immunodeteccio.
Protocol:

- Les membranes s’incuben durant un minim de 10 minuts en solucié de tincio: 0,1%
(p/v) Comassie Brilliant Blue, 50% (v/v) metanol i 10% (v/v) acid acétic.

- Acabat el temps de tincid, es retira la solucié amb el colorant i es fan successius rentats
amb la solucid decolorant: 50% (v/v) metanol, 10% (v/v) acid acétic.
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- Finalment, es realitza un ultim rentat amb aigua destil-lada i es deixa assecar la

membrana.

Tincié fluorescent: Es van utilitzar els reactius Oriole i Flamingo (Bio-Rad). Aquests
metodes de tincio es van emprar per a la tincid de gels tan mono com bidimensionals. Son
tincions amb una gran sensibilitat i compatibles amb espectrometria de masses. Per
ambdues tincions es varen seguir els passos detallats pel fabricant que es resumeixen a

continuacio.

Protocol tincid Oriole:

- El gel s’incuba directament amb el volum recomanat d’Oriole (Bio-Rad) durant un
minim de 90 minuts.

- Seguidament, es retira la solucié de tincié i el gel es renta amb aigua destil-lada per
eliminar del tot I'Oriole restant i reduir el soroll de fons.

- Per acabar, es prenen imatges en un Versadoc (Bio-Rad).

Protocol tincié amb Flamingo:

- Esfixen els gels incubant-los durant 2 hores amb una solucié d’etanol 40% (v/v) i acid
acetic 10% (v/v) en un agitador.

- Seguidament, els gels s’incuben amb solucié de tincié durant un minim de 3 hores en
agitacio i protegit de la llum.

- Per a reduir el soroll de fons, els gels es renten amb una solucié 0,1% Tween 20
durant 10 minuts.

- Finalment, es prenen imatges dels gels en un Versadoc (Bio-Rad).
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2.6.Proteomica Dirigida mitjangant MRM (Multiple Reaction Monitoring)

Per a la quantificacié de nombroses proteines dins una mateixa mostra, es va posar a
punt un metode de protedomica dirigida. Aquest métode consisteix en obtenir extractes
proteics, digerir les proteines en solucio, separar els peptids resultants en una cursa
cromatografica en un HPLC i detectar diversos peptids proteotipics de cada proteina
d’interes utilitzant espectrometria de masses. Per a la quantificacié es van utilitzar com a

estandards versions pesades de cadascun dels péeptids que es volien analitzar.

2.6.1. Obtencio d’extractes

Per a obtenir els extractes, es va partir de 7 ODs de cel-lules.

- El pel-let de cel-lules es resuspén amb 150 PL de tampd 50 mM Tris-HCl pH=7,5, 1 mM
EDTA i inhibidors de proteases.

- S’afegeixen perles de vidre i les cel-lules es lisen al MiniBead Beater.

- Seguidament, s’afegeix SDS a una concentracio final del 2% i es barreja amb |'ajuda
d’un vortex 1 minut.

- L’extracte s’incuba a 1002C durant 3 minuts.

- Escentrifuga a 12.000 rpm durant 10 minuts i es recupera el sobrenedant.

- L’extracte es quantifica utilitzant el metode de Lowry.

2.6.2. Digestiod en solucid

Per a la digestid, utilitzem 50 pg de proteina. Abans de la digestio, I'extracte proteic es

sotmet a un procés de reduccid i alquilacid. Els passos es detallen a continuacio:

- Es precipita la proteina amb 9 volums d’acetona freda durant 30 minuts a -20°C.
- Es centrifuga a 10000 rpm durant 2 minuts i es descarta el sobrenedant. Es renta dues

vegades el pel-let amb acetona freda.
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Es resuspen el pel-let de proteina amb 20 L de 8M Urea - 0,1M Bicarbonat amonic,
de forma que la mostra queda a una concentracié de proteina de 2,5 mg/mL.

Reduccid: S’afegeix ditiotreitol (DTT) a una concentracid final de 12 mM i s’incuba la
mostra a 352C durant 30 minuts en agitacié (1000 rpm).

Alquilacié: Passat el temps d’incubacié s’afegeix lodoacetamida (IAA) a una
concentraci6 final de 40 mM i s’incuba la mostra a 252C durant 45 minuts a la foscor
en agitacio (1000 rpm).

Seguidament s’afegeix Bicarbonat amonic 0,1M amb I'objectiu de diluir la Urea fins a
una concentracioé de 1,5M per a que no interfereixi en la digestio.

Finalment, s’afegeix tripsina a la mostra en una relacié enzim:substrat 1:100, és a dir
que per 50 g de proteina s’afegeixen 0,5 Ug de tripsina. S'incuba a 372C durant tota la

nit sense agitacio en una atmosfera humida per a evitar que la mostra s’evapori.

2.6.3. Purificacio en columna C18

A fi d’enriquir els péeptids i preparar la mostra per a la cromatografia, es van utilitzar
columnes C18 (Pierce C-18 Spin Columns, #89870, Thermo Scientific) i es va seguir el

seglient protocol:

Es prenen 60 UL de digestid, que equivalen a 30 [ug de proteina (carrega maxima de la
columna), i es barregen amb 20 L de 20% ACN - 2% TFA. El pH hauria de ser < 4.
En aquest punt s’afegeix a la mostra la barreja que conté els estandards interns
(péptids pesats), 0,8 UL d’un stock on la concentracié aproximada de cada péptid és de
0,0035 nmol/pL. Els péptids s’adquireixen a I'empresa JPT (SpikeTides™ _L).
Es passa l'extracte per la columna. Aquest pas consta de 4 passos principals:
preparacié de la columna, unio dels peptids a la columna, rentat i elucié dels peptids.
0 Preparacié de la columna:
* Es posa la columna sobre un tub de 1,5 mL i s’afegeixen 200 ML de solucio
activadora (50% ACN).
= Escentrifuga a 1500 g durant 1 minut.

» Esrepeteixen els dos passos anteriors.
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= S’afegeixen 200 L de solucié equilibradora (5% ACN - 0,5% TFA).
= Es centrifuga a 1500 g durant 1 minut.
= Esrepeteixen els dos passos anteriors.
0 Unid dels peptids a la columna:
= S’aplica la mostra a la resina (80 pL).
= Es centrifuga a 1500 x g durant 1 minut. Es recuperar I'eluit i es torna a
passar per la columna per assegurar una bona unid.
= Es centrifuga a 1500 x g durant 1 minut i es descarta I'eluit.
0 Rentat de la columna:
= S’afegeixen 200 L de solucio de rentat (5% ACN - 0,5% TFA) sobre la resina.
= Es centrifugar a 1500 g durant 1 minut i es descarta I’eluit.
* Es repeteixen els dos passos anteriors dues vegades més per assegurar una
bona eliminacio de la Urea i el Bicarbonat Amonic.
0 Elucié dels péeptids:
= S’afegeixen 20 L de solucié d’elucid (70% ACN - 0,1% acid formic)
= Es centrifuga a 1500 g durant 1 minut.
= S’afegeixen 20 IL més de solucio d’elucid.
» Escentrifuga a 1500 x g durant 1 minut de nou i es recull tot I'eluit (40 pL).
* Finalment s’evapora completament el solvent en un Concentrator Plus
(Eppendorf). Un cop evaporat, la mostra es resuspen en fase A de
cromatografia, que en aquest cas és 5% ACN - 0,1% acid formic. S’afegeixen

15 puL de manera que la mostra queda a una concentracio de 2 pg/puL.

2.6.4. Analisi per espectrometria de masses

Per a I'analisi de les mostres, aquestes es van separar utilitzant HPLC seguit d’un analisi

per espectrometria de masses.

Per a cada cursa, es van injectar 5 PL de mostra; els peptids de la mostra es van
separar utilitzant una columna BIOShell A160 Peptide (C18 2,7 um 1x150 mm,

Supelco) en un sistema cromatografic 1200 Series (Agilent Technologies) acoblat,
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mitjancant una font d’electroesprai, a un triple quadrupol model 6420 Triple Quad
LC/MS (Agilent Technologies). Per a la separacié cromatografica es va utilitzar una
fase A (5% ACN - 0,1% acid formic) hidrofilica i una fase B (90% ACN - 0,1% acid
formic) hidrofobica amb un flux constant de 75 pL/min. El gradient que es va utilitzar

és el que es mostra a la

Figura 14. A fi de coneixer els temps de retencié de cada peptid i optimitzar les condicions
de separacio, deteccid i, com a conseqliencia, la posterior quantificacid, es van realitzar

diferents injeccions dels estandards pesats.
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Figura 14. Gradient utilitzat en I'analisi per MRM. El| gradient utilitzat en cada cursa
cromatografica es mostra el percentatge de fase A i fase B que composen la fase mobil al llarg del
temps.

La deteccio dels peptids d’interes es va fer en mode MRM segons els parametres indicats
a I'apartat de resultats. L'adquisicio de les dades es va fer mitjancant el software Mass
Hunter; posteriorment aquestes dades s’exportaven al programa Skyline amb el qual
s’analitzaven i es quantificaven. Per a les quantificacions es calcula la relacid entre I'area
cromatografica del peptid lleuger (corresponent a la mostra) i la del mateix péptid pesat
(corresponent a I'estandard). Aquest valor es calcula per cada mostra i posteriorment es

calcula el canvi entre mostres tractades i controls (fold-change).
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3. Meétodes de Biologia Molecular

3.1.Electroforesi d’acids nucleics

L’electroforesi d’acids nucleics permet separar aquest tipus de moléecules segons la seva

mida en un gel d’agarosa.

Com estandard es varen utilitzar gels del 0,8-1% agarosa (p/v). L’agarosa es dissol en
tampd TAE i es porta fins a I'ebullicid per a dissoldre-la completament. Abans de que
solidifiqui, s’afegeix SYBR Safe (#533102, Invitrogen) per a tenyir el DNA permeten aixi la

posterior visualitzacid. Seguidament |’'agarosa es deixa refredar a la cubeta.

Per a correr les mostres, aquestes es dilueixen en aigua i tampd de carrega. Es va utilitzar

el marcador de pes molecular 1Kb (/nvitrogen).

La electroforesi es fa mantenint un voltatge constant de 90 V durant 45-60 minuts.
Posteriorment el gel es visualitza en un transiluminador UV i/o se’n prenen imatges en un

EZ Imager (Bio-Rad).

Taula 15. Tampons utilitzats en I'electroforesi d’acids nucleics. En les dues taules es detalla la
composicio del tampd TAE i la del tampd de carrega amb el que es preparaven les mostres.

Tampo TAE Tampo de carrega (LB 5x)
40 mM Tris-HCl pH=8,5 15 % Ficoll (p/v)
20 mM Acid acétic 100 mM Na,EDTA pH=8
2 mM EDTA 0,25 % Blau de Bromofenol (p/v)
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3.2.Transformacio de bacteris

Es varen utilitzar cultius de E. coli per a la produccié de plasmidis d’interes.

Concretament, es varen utilitzar cel-lules competents DH5a.

Protocol:

Es descongelen les cel-lules en gel durant 10 minuts.

Es prenen 100 L de cel-lules per a cada transformacio.

Es barregen les cél-lules amb 10 ng del plasmidi que es vol transformar i s’incuba
durant 20 minuts en gel.

Seguidament es realitza un xoc térmic que consisteix en incubar les cel-lules 45 segons
a 42°C i seguidament 2 minuts en gel. Aquest pas permet I'entrada del DNA al bacteri.
Tot seguit, s’afegeixen 900 UL de medi LB preescalfat a 372C i s’incuben les cel-lules
durant 1 hora a aquesta temperatura.

Finalment, es prenen 50 UL de la transformacio i es sembren en una placa de LB amb

ampicil-lina o I'antibiotic corresponent per a seleccionar les cél-lules positives.

3.3. Purificacié de DNA plasmidic

Per a I'extraccio i purificacio de DNA plasmidic, es va créixer un cultiu d’E. coli amb el

plasmidi d’interes en medi LB amb Ampicil-lina durant tota la nit. Al dia seglient partint

d’aquest cultiu, es va utilitzar el kit NucleoSpin Plasmid QuickPure (740 615.50, Macherey-

Nagel) per a la purificacié del DNA plasmidic seguint les instruccions del fabricant.

3.4. Amplificacié de DNA plasmidic

Partint de diversos plasmidis, aquests es van amplificar amb encebadors especifics amb la

finalitat d’obtenir diferents cassettes, ja fos per a delecionar gens o bé per marcar

proteines amb diferents epitops. Les parelles d’encebadors que s’utilitzen consten d’una
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part “fixa” la qual hibrida dins els plasmidis, i d’una cua que determina les zones on
hibridara el cassette. Per altra banda, els plasmidis que s’han utilitzat com a motlle per a
la construccio dels cassettes, son: pAG25 per delecionar gens (Goldstein & McCusker,
1999), i els plasmidis pYM20 i pYM25 per marcar proteines bé amb I'epitop 9IMYC o amb

la proteina verda fluorescent (GFP) respectivament (Janke et al., 2004).

Per a la amplificacié dels plasmidis, s’utilitza la polimerasa Expand (#11 732 641 001,
Roche) una polimerasa d’alta fidelitat que introdueix molt poques mutacions. Per a cada

amplificacié preparem la seglient mescla i es segueix el seglient programa de PCR:

Taula 16. Composicié de la mescla de PCR Taula 17. Programa de PCR utilitzat per a
I'amplificacioé de plasmids

Mescla PCR
DNA motlle 100 ng Programa PCR
Encebador A (25 pM) 3L 94 2C 5 minuts
o .
Encebador B (25 uM) 3L 942C 1 minut
2° 4 icl
dNTPS (10 mM) 1,5 1L 52 ¢C 5segons  x 30 cicles
T 72 °C 3 minuts

Tampo Polimerasa Expand 10x 5uL

72 °C 7 minuts
MgCl, (50 pm) 2 uL

4° Y
Polimerasa Expand 1L
H,0 miliQ Fins 50 pL

3.5.Transformacio de Llevats

A fi d’obtenir els mutants desitjats, es varen utilitzar els cassettes citats a 'apartat

anterior i es va utilitzar el protocol de transformacid que es detalla a continuacio:

- Escreix la soca que es vol transformar en medi YPD fins a una ODggo=0,4 - 0,7.
- Es prenen 10 mL de cultiu per cada transformacid, tenint en compte que per cada

transformacio s’ha d’incloure un control negatiu.
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- Es centrifuga el cultiu a 5000 rpm durant 5 minuts i es descarta el sobrenedant.

- Esresuspenen les cel-lules en 1 mL d’aigua miliQ esteril i es traspassen a un tub de 1,5
mL.

- Seguidament es centrifuga de nou a 4000 rpm durant 2 minuts.

- Esrenta el pel-let amb 1 mL de 100 mM Acetat de Liti (AcLi) / TE (10 mM Tris-HCI, 1
mM EDTA).

- Es centrifuga de nou a 4000 rpm durant 2 minuts.

- Seguidament, es resuspéen el pellet en: 5 UL AcLi 1M, 5 pL TE 10x, 5 pL ssDNA
(desnaturalitzat préviament: 3 minuts a 1002C i 5 minuts a 49C), el volum del producte
de PCR necessaris per a tenir 1 g de DNA, i aigua miliQ fins arribar a 50 L.

- S’agreguen 300 UL de polietilenglicol (PEG) 40% / TE / 100 mM Acli i es barreja amb
cura. Seguidament, s’incuba 30 minuts a 302C i posteriorment 15 minuts a 42°C.

- Es centrifuga a 4000 rpm durant 2 minuts i es descarta el sobrenedant.

- S’afegeix 1 mL de YPD per resuspendre el pel-let de cel-lules, posteriorment es porta
fins a un volum de 5 mL amb YPD en un erlenmeyer i s’'incuba durant 4 hores a 302C en
un agitador orbital de calor sec.

- Finalment, es centrifuga el cultiu a 5000 rpm durant 5 minuts, es resuspen en 300 L
de medi YPD, i posteriorment es sembren en plaques de seleccié diferents volums (50-
100-150 pL).

- Agquestes plaques s’incuben durant 2-3 dies a 302C.

Passat el temps d’incubacio, els transformants es plaquegen de nou, i s’analitzen ja sigui
per PCR de colonia o bé per Western Blot. També es valida I'abséncia de creixement a la

placa on hi hem sembrat el control negatiu de la transformacié.

3.6.Creuament de soques i esporulacié

El segon metode utilitzat per a la obtencié de noves soques es basa en el creuament de
dues soques amb mating o tipus sexuals diferents, mat a o mata, per obtenir una nova

soca que incorpori les caracteristiques d’interés de les dues soques originaries.
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Quan dos llevats de sexes oposats es posen en contacte formen un zigot que donara lloc a
una cel-lula diploide (mat a/mata). En condicions adverses, com la limitacié de nutrients,
aquests diploides esporulen donant lloc a 4 céel-lules filles haploides. Aquestes cel-lules
filles queden retingudes dins d'un sac denominat asca, que pot ser digerit
enzimaticament permetent aixi la recuperacié de les cél-lules filles utilitzant un
microscopi amb micromanipulador. El protocol consta de 3 passos principals que es

detallen a continuacio:

Creuament i obtencié de diploides:

- Es sembren en patch, en una placa YPD, les dues soques que es volen creuar i es
deixen créixer 24 hores en estufa a 302C.

- Passat el temps, es pren una bona quantitat de cél-lules de cada soca amb |'ansa de
sembra i es barregen a la mateixa placa. A les 2-4 hores ja es pot observar la formacio
de zigots que tenen una forma caracteristica de 8. Es deixa créixer 24 hores a 302C per
obtenir una bona quantitat de diploids.

- Es pren massa cel-lular de diploids amb I’'ansa de sembra i es plaqueja per a seleccionar
nomeés els diploids. Es deixa créixer 24 hores a 302C. Alternativament, els zigots es
poden seleccionar amb I'ajuda del micromanipulador.

- Les colonies que creixen, es re-sembren de nou en plaques de seleccié per a tenir

aillats diferents clons. Aquests clons es van sembrar també en patch en plaques YPD.

Esporulacié:

- Es pren el patch de diploides i es sembra en una placa amb medi d’esporulacié (
ocupant el menor espai possible. La placa es segella amb parafilm i es col-loca dins
d’una bossa amb la finalitat de que no es deshidrati. Aquesta placa s’incuba durant 7-
10 dies a 25°C.

- Passats 7 dies es verifica la preséncia de tétrades al microscopi.
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Processament de les espores i separacié dels haploides:

- Enun tub esteril de 10 mL es posen 500 YL d’aigua miliQ esteril i la meitat de I'ansa de
sembra plena de massa cel-lular provinent de la placa d’esporulacié.

- S’afegeixen 12 L de b-Glucuronidase/arylsulfatase (#10 127 060 001, Roche) i s’incuba
durant 15 minuts a 302C a I'estufa evitant moviments bruscs.

- S’agreguen curosament 5 mL d’aigua esteril per aturar la reaccio.

- Es centrifuga a 1000 rpm durant 10 minuts (sense fre).

- Seguidament, es retira el sobrenedant deixant un volum suficient per prendre les
cel-lules (100 pL).

- Finalment, es sembren 5-10 UL amb I'ansa de sembra sobre una placa YPD. Les
tetrades es disseccionen utilitzant el micromanipulador (Singer MSM Model 300).

- S’incuba la placa a 302C durant 2-3 dies.

Les espores que van créixer es van replaquejar en plaques YPD i plaques de seleccio a fi

d’identificar els mutants.

Un cop aillats els mutants se’n verifica el mating creuant cada clon amb cél-lules de
mating conegut i observant al microscopi I'aparicié de zigots. Finalment, les cel-lules
positives i amb el mating desitjat (mat a) es comproven per PCR de colonia i/o RT-PCR o

bé per Western Blot.

3.7.Colony PCR

A fi d’analitzar la correcta delecié de gens de diferents transformants de forma rapida, es
va utilitzar el metode de la PCR de colonia o colony PCR. Aquest meétode consisteix en
prendre una colonia de cada clon o transformant que es vulgui analitzar, trencar les
cél-lules utilitzant microones i seguidament realitzar la PCR amb encebadors especifics, de

forma que s’utilitzen les cel-lules senceres com a motlle per la PCR.
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Protocol:

- Es pren una colonia i es deixa al fons d’un tub de 1,5 mL.

- S’escalfen els tubs amb les colonies durant 1 minut al microones a maxima poténcia i
seguidament s’incuben en gel durant un minim de 5 minuts.

- Es resuspén la colonia amb 2 volums de mescla de PCR (Taula 18) sense els
encebadors i es separa en dos tubs.

- Esrealitzen dues PCRs en paral-lel, una positiva i una negativa.
Per la PCR positiva s’hi afegeix una parella de encebadors on el A (o forward) sera una
seqliencia del promotor i el B (o reverse) hibridara dins el cassette de transformacio.
Per altra banda als tubs de PCR negativa, s’hi afegira el mateix encebador A, pero el B

estara dissenyat per hibridar a una zona dins del gen.

Taula 18. Composicié de la Mescla de PCR Taula 19. Programa de PCR utilitzat per a
la colony-PCR
Mescla de PCR (Master Mix)
Programa PCR

H20 345 UL 94eC 5 minuts
Tampé Polimerasa 10x 5 uL 94 oC 1 minut
MgCl2 (50 mM) 2 UL 52 2eC 45 segons » x 30 cicles
dNTPs (10 M) 1,5 UL 682C 15 minuts

0 7 minut
Encebador A 3L 68 2C minuts

49 oo

Encebador B 3L
Taq Polimerasa (Biotools) 0,5 UL
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3.8. Analisi de I’expressid génica

Es va analitzar I'expressio de diversos gens en multiples soques per a identificar i
analitzar-ne les possibles diferencies. El protocol d’analisi de I'expressidé geénica consta
principalment de 3 passos: I'extraccié de RNA total, transcripcid reversa i obtencio de

DNA codificant, i finalment la PCR quantitativa o PCR a temps real.

3.8.1. Extraccio de RNA total

Per a purificar el RNA total, es va partir de 2-3 ODs de cél-lules préviament recollides i
rentades amb aigua miliQ. Es va utilitzar el kit comercial RNeasy Kit (#74104, Qiagen)
seguint les instruccions del fabricant. Un cop s’ha obtingut el RNA, aquest es quantifica i
se’n analitza la puresa al Nanodrop a través de la mesura de les relacions entre les
absorbancies 260/280 i 260/230. Seguidament, se’n analitza la integritat en un gel

d’agarosa 0,8% mitjancant la visualitzacid del RNA ribosomal (rRNA).

3.8.2. Transcripcio reversa i produccié de DNA codificant (cDNA)

Per a la transcripcio reversa s’utilitza 1 g de RNA de cada mostra. La reaccio té lloc en 3

passos per als quals necessitem preparar 2 barreges diferents.

Taula 20. Composicio de la MIX1 per a la reaccid de transcripcio reversa

MIX1 Volum per 20 pL de volum total de reaccié
dNTPS 10 mM (Sigma) 1L
Hexanucleotids Mix (1277081, Roche) 2 UL
RNA 1pg
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Taula 21. Composicid de la MIX2 per a la reaccié de transcripcio reversa.

MIX2

Tampd FS 5x

DTTO,1M

RNAse OUT

4L

2 L

1L

Volum per 20 pL de volum total de reaccié

En primer lloc, preparem la MIX1 que conté el RNA, hexanucleotids que actuaran com a

encebadors aleatoris i aigua miliQ per a completar el volum de la reaccio. Amb aquesta

MIX1 comencem la reaccid al termociclador. Finalitzats els dos primers passos de

temperatura, s’afegeixen 7 UL de MIX2, que conté el tampd de la polimerasa, DTT i

inhibidors de RNAses, a cada mostra i es segueix amb el protocol al termociclador. Per

acabar, s’afegeix 1 L de transcriptasa reversa SuperScript Il Reverse Transcriptase

(#18064-014, Invitrogen) i es continua amb la reaccié. El protocol del termociclador es

mostra a la Figura 15.

MIX1

MIX2
5'65°C

15"4°C

10"25°C

SuperScript

Reverse Transcriptase

2'42°C

50'42°C

15"70°C

0o 40C

Figura 15. Programa de la reaccié de transcripcié reversa. Es detallen les temperatures i els
temps aixi com els punts on s’afegeixen les diferents mescles (Mix1 i Mix2) i la transcriptasa

reversa.
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3.8.3. PCR quantitativa o a temps real (RT-PCR)

Per a I'analisi de I'expressid genica, es van utilitzar 50 ng del cDNA obtingut en el pas
anterior. Cada mostra es va analitzar per triplicat en un volum final de reaccié de 20 pL.
Per a la reaccid, es va utilitzar la Tagman Universal PCR Master Mix kit (#4304437, Applied

Biosystems) i es va utilitzar un termociclador iCycler (Bio-Rad) amb el seglient programa:

- 509C durant 2 minuts
- 95°Cdurant 10 minuts
- 952C durant 15 segons
:L 40 cicles

- 602C durant 1 minut

Els encebadors i les sondes necessaries per la reaccié estan dissenyades per Applied
Biosystems (Tagman Gene Expression Assays, Custom). La quantificacid es va fer a través
del software iCycler IQ Real-Time detection system (versio 2.3, Bio-Rad). Els canvis en els
nivells d’expressio dels gens analitzats es varen calcular en funcié dels valors Ct. En tots
els gens analitzats es va utilitzar el gen ACT1 (actina) com a control intern i per a la

normalitzacid dels resultats.
4. Mesura de Ferro intracel-lular

Per a realitzar aquesta mesura es va seguir el métode fotometric descrit anteriorment a
(Tamarit et al., 2006), que consisteix en una digestié de les cel-lules amb acid nitric 3%,
una posterior reduccié amb ascorbat sodic i finalment la mesura de I'absorbancia que

déna I'agent quelant batofenantrolina disulfonat (BPS) unit a ferro.
Protocol:

- Esrecullen 7 ODs de céel-lules, les quals es renten dues vegades amb 1 mM EDTA.
- Aquest pel-let es resuspen en 500 UL d’acid nitric 3% i s’incuba un minim de 12 hores a
982C en agitacidé constant. També es prepara un tub sense cel-lules el qual s’utilitzara

com a blanc.
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- El digerit es centrifuga 5 minuts a 10.000 rpm.

- Es prenen 400 L del sobrenedant, i se li agreguen 300 pL d’aigua, 160 UL d’ascorbat
sodic (38 mg/mL) i 126 UL d’acetat amonic (dilucié 1:3 d’una solucié saturada).

- Agquesta mescla es transfereix a una cubeta d’espectrofotometre i se’n mesura
I’absorbancia a 535 nmia 680 nm i en calculem la diferéncia (OD535 - OD680).

- Posteriorment s’afegeixen 15 UL de BPS (34 mg/mL), es tornen a mesurar les

absorbancies i se’n calcula la diferencia.

Per a obtenir la concentracidé de ferro intracel-lular es calcula la diferéncia entre els valors
obtinguts a la segona i a la primera mesura i se’ls hi resta el blanc. A les mostres control
se’ls hi va donar el valor arbitrari de 1 i les mostres tractades es calculen com la variacid

en els nivells intracel-lulars de Ferro respecte el seu control.

5. Activitats enzimatiques

5.1.Aconitasa

L’Aconitasa és un enzim del cicle de Krebs que catalitza la conversié de Citrat a Isocitrat.
Aquesta reaccio té un intermediari: el cis-Aconitat. La mesura de I'activitat Aconitasa es
va dur a terme mitjancant un meétode fotometric que mesura precisament la desaparicio
de cis-Aconitat conseqliencia de l'activitat d’aconitasa (Darley-Usmar, Rickwood, &

Wilson, 1987).
Protocol:

- Es parteix de 7 ODs de cél-lules de les quals s’obté I'extracte proteic trencant amb
tampd Tris-HCI 50 mM pH 8 + inhibidors de proteases. Seguidament es centrifuga 3
minuts a 10.000 rpm i es recupera el sobrenedant.

- Es parteix de la seglient mescla de reaccié:

0 500 pL de tampd 40 mM Tris-HCl pH 7,4 i 50 mM NaCl
0 4 L de cis-aconitat 7 mg/mL

0 4-8 UL d’extracte proteic
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Es va mesurar la disminucié de I'absorbancia a 240 nm durant 1 minut a 25 2C en una
cubeta de quars. Es defineix una unitat d’enzim aconitasa (U) com la quantitat d’enzim
necessaria per a transformar 1 pmol de cis-aconitat per minut tenint en compte que el
coeficient d’extincié molar del cis-aconitat és £=4,28 mM™ cm™. L’activitat especifica es

defineix com U/mg de proteina.

5.2. Activitat peroxidasa lligada a grups Hemo

Per a detectar certes proteines d’interes, es va utilitzar I'activitat peroxidasa lligada als
grups hemo. Aquest protocol es va utilitzar per a detectar les formes holo del citocrom Ci
de la flavohemoglobina de llevat Yhb1. El protocol difereix lleugerament per a cadascuna

d’elles.

5.2.1. Citocrom C

Per a detectar el Citocrom C, podem codrrer les mostres en un gel desnaturalitzant
convencional perd sense agents reductors ja que el seu grup hemo esta unit

covalentment a la proteina.
Protocol:

- Es parteix de 7 ODs de cel-lules que es trenquen al MBB-16 amb 75 UL de tampd de lisi
que conté 100 mM Tris-HCI pH 7, 1 mM EDTA i inhibidors de proteases i perles de
vidre.

- Esrecupera l'extracte perforant el tub i centrifugant a 1000 rpm durant 1 minut.

- Es centrifuga I'extracte a 3000 rpm durant 5 minuts, es pren el sobrenedant i es
quantifica la proteina utilitzant el metode de Bradford.

- S’iguala la quantitat de proteina entre les diferents mostres utilitzant 100 mM Tris-HCl

pH 7.
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- Es barreja la mostra amb 1 volum de tampd 2, que conté 135 mM Tris-HCl pH 7, 50%
Glicerol i 0,1% SDS. S’incuba a 429C durant 15 minuts en agitacié.

- Escarreguen 20 g de proteina per carril en un gel del 13,5% d’acrilamida.

- Es transfereix a una membrana de PVDF.

- La membrana es renta amb TBS durant 20 minuts.

- S’incuba amb el substrat i es revela la membrana en un ChemiDoc XRS.

5.2.2. Yhb1l

La deteccid de la forma holo-Yhb1, es va fer seguint el mateix principi que per al Citocrom
C. Unicament hem de tenir en compte que el grup hemo no esta unit covalentment a la
proteina, per tant hem de separar les mostres en un gel natiu que no contingui cap tipus

de detergent.
Protocol:

- Es parteix de 7 ODs de cel-lules que es trenquen al MBB-16 amb 75 L de tampd de lisi
gue conté 50 mM Tris-HCl pH 7,5 i inhibidors de proteases i perles de vidre.

- Es centrifuga 3000 rpm durant 5 minuts, es recupera el sobrenedant i es quantifica la
proteina.

- S’iguala la proteina entre mostres amb tampod de lisi i s’hi afegeix SSx4.

- Escarreguen 20 g d’extracte en un gel natiu (sense SDS).

- Un cop separats els extractes es realitza una transferencia a una membrana de PVDF.
amb tampé de transferéncia sense SDS.

- La membrana es renta durant 20 minuts amb TBS.

- S’incuba la membrana amb el substrat i en prenem imatges en un ChemiDoc XRS.

6. Microscopia de fluorescéncia

Es va utilitzar la microscopia de fluorescencia per a I'analisi de la localitzacié de diferents

proteines marcades amb la proteina verda fluorescent GFP. Aquesta metodologia permet
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per tant analitzar la localitzacié de les proteines d’interes sota diferents condicions o

estressos. Es va utilitzar un microscopi Olympus BX51 acoblat a una camera Olympus

DP30BW per a la captura de les imatges.

6.1. Analisi de proteines marcades amb GFP

Protocol:

Es prenen 0,5 — 1 ODs de ceél-lules, es centrifuguen durant 3 minuts a 6000 rpm i es
descarta el sobrenedant.

El pél-let es renta una vegada amb PBS i seguidament es resuspen amb 40 — 75 UL de
PBS i s’"homogenitza bé la suspensio per desfer possibles agregats.

D’aquesta suspensio, es preparen 3-4 UL sobre un portaobjectes i seguidament es
visualitzen al microscopi de fluorescencia i se’n prenen imatges tant de fluorescencia
com de camp visible. Per cada condicié s’analitzen un minim de 100 cel-lules.

Per a analitzar les imatges obtingudes, es va utilitzar el programa ImageJ.

6.2.Tincié nuclear amb DAPI

A fi d’aconseguir una tincid nuclear i poder realitzar assajos de co-localitzacié es va

utilitzar el reactiu DAPI (4’,6 — diamidino — 2 — phenylindole). Aquest reactiu s’aplicava

sobre les mostres de forma que s’obtenia una tincié nuclear in vivo.

Protocol:

Es parteix de 0,5 — 1 OD de cel-lules que es centrifuguen 6000 rpm durant 3 minuts i
s’elimina el medi de cultiu.

El pel-let es resuspéen en PBS 30% etanol, es barreja per inversié del tub 2-3 cops, i
rapidament es centrifuga de nou per eliminar I’etanol.

El pél-let es resuspén amb 1 mL de PBS i 1 pug/mL de DAPI durant 10 minuts.
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Es centrifuguen de nou els tubs, s’elimina el PBS amb DAPI, i es fan dos rentats més
amb PBS.

Finalment les cel-lules es resuspenen amb 40-75 UL de PBS, i d’aquests se’n prenen 3-
4 UL que es preparen sobre un portaobjectes i es capturen les imatges utilitzant el

filtre UV.

Meétodes fluorimetrics

7.1.Mesura de la produccié de Superoxid (DHE)

A fi d’analitzar la produccid de superoxid, es va utilitzar el compost Dihidroetidi

(DHE)(#37291, Sigma). Aquest compost reacciona amb el superoxid oxidant-se i donant

lloc a dihidroetidina, un compost fluorescent. Si fem mesures consecutives cada 5 minuts

durant 30 minuts s’obté una cinética, el pendent de la qual representa la produccié de

superoxid.

Protocol:

Es creixen les cél-lules fins a una densitat optica OD600=0,4 - 0,7.

Seguidament es prenen dues aliquotes de 0,5 ODs de cél-lules per cada soca que es
vulgui analitzar i es centrifuga a 6000 rpm durant 2 minuts.

S’elimina el sobrenedant i es resuspen el pel-let en 1 mL de PBS + 0,1% Glicerol.
S’afegeixen 0,5 UL de DMSO (blanc) o bé 0,5 pL de DHE 10 mg/mL, es barreja amb
I'ajuda d’un vortex i s’utilitzen 100 L per a la mesura.

Es fa la mesura en un lector de plaques de fluorescencia Infinite M200 (Tecan)
utilitzant plagues negres de fons transparent (#655090, Greiner Bio one). Es fan
lectures cada 5 minuts durant 30 minuts.

Els resultats es representen en un grafic com lI'increment de fluorescéncia en funcié
del temps i d’aquest grafic resultant es calcula la recta de regressid. El pendent
d’aquesta recta representa la cinetica d’oxidacid del DHE, equivalent a la produccié de

superoxid.
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7.2.Mesura de la produccié d’Oxid Nitric (DAF-FM DA)

Per a analitzar els nivells d’oxid nitric (NO) dins la cél-lula, es va utilitzar la sonda
fluorescent DAF-FM DA (#D-23844, Life Technologies). Aquesta sonda es permeable a les
cél-lules, i un cop al citosol reacciona amb I'0xid nitric augmentant la fluorescéncia.
Aquesta fluorescéncia es va mesurar en un citometre de flux model FACS Cantd Il (Becton

Dickinson).
Protocol:

- Es creixen els cultius fins a una ODgge= 0,4-0,5

- Es prenen 2 mL de cultiu i s'incuben durant 1h a 302C i a la foscor amb 10 pM DAF-FM
DA. De la mateixa manera, es preparen controls amb DMSO.

- Els cultius es centrifuguen i es renten 2 vegades amb PBS esteril.

- Seguidament, es resuspenen les cél-lules amb 1 mL de PBS i es deixen 15 minuts a
temperatura ambient a la foscor.

- Finalment es soniquen els tubs suaument per a disgregar els agregats de cél-lules i

aquestes s’analitzen al citometre de flux.

8. Metodes estadistics

Per a analitzar els resultats obtinguts i determinar si les diferencies observades eren
significatives o no es va utilitzar el programa Xlstat 2015. Les mostres es varen analitzar

per ANOVA i un posterior analisi utilitzant el test de Tukey.

Els resultats es varen considerar significatius quan el p-valor, era inferior a 0,05. En els
grafics o taules, els resultats significatius s’indicaran amb * quan p < 0,05, ** quan p <

0,01 o *** quan p < 0,001.
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CAPITOL 1: Estudi de la remodelaci6 metabolica en cél-lules

deficients en YFH1 i de la implicacié de Adrl i Cth2






Resultats

1. Analisi proteomica de la deficiéncia de Yfh1

La deficiencia de frataxina en llevat provoca, entre altres fenotips, una perdua d’enzims
amb centres ferro-sofre, una situacié d’estres oxidatiu, i una desregulacio de ’lhomeostasi
del ferro observada per I'activacié del reguld del ferro o reguld AFT1. En treballs previs
del grup s’ha demostrat que la perdua de les proteines que contenen centres Fe-S, com
Aconitasa, és un efecte secundari de la manca de frataxina tot i que sembla un efecte
determinant en I'aturada del creixement; per altra banda l'activacié del regulé AFT1 i
I'augment d’enzims antioxidants com Sodl i Sod2 sén els primers fenotips observats

després de la repressio de frataxina (Moreno-Cermeiio et al., 2010).

Amb I'objectiu d’identificar més alteracions que portin finalment a aquesta aturada en el
creixement o que puguin tenir relacié amb I'activacié d’Aftl i la perdua de proteines amb
centres Fe-S, varem utilitzar una aproximacié protedmica que consistia en una separacio
dels extractes proteics per electroforesi bidimensional i una posterior identificacio per

espectrometria de masses (MALDI-ToF/ToF).

Es va utilitzar la soca BQS201 en la que YFH1 es troba sota el control del promotor tetO; i
es van comparar mostres control (sense doxiciclina, YFH1 expressat) i mostres tractades
durant 14 hores amb doxiciclina (YFHI reprimit). Es va escollir aquest temps de repressid
de I'expressié de YFH1 ja que és un punt en el que els sistemes de captacio de ferro ja
estan induits, aixi com els enzims antioxidants SOD1 i SOD2, perdo encara no hi ha
afectacions en el creixement ni en els enzims que contenen centres Fe-S. Per tant, I'analisi
protedmica en aquest punt podria aportar noves informacions de I'adaptacié del llevat a

la manca de Yfh1.

Es van analitzar tres repliques independents de cada condicié. La primera dimensid es
porta a terme en tires IPG de 18 cm, rang de pH 3-10 no lineal. Per a la segona dimensid

es van utilitzar gels de 18x18 cm. Els gels obtinguts es varen tenyir utilitzant una tincié
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fluorescent (Flamingo, Bio-Rad), seguidament se’n van prendre imatges utilitzant un

Versadoc (Bio-Rad) i aquestes es van analitzar utilitzant el software PDQuest (Bio-Rad).

Tal com s’observa a les imatges dels gels (Figura 16 i Figura 17), es van detectar fins a 8
spots que presentaven diferéncies significatives (p<0,05) amb canvis superiors o iguals a 2

vegades respecte als controls (Taula 22).
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Figura 17. Ampliacio dels gels de la Figura 16. Ampliacié de tres zones dels gels on es mostren els
8 spots que van presentar diferéncies significatives (212, p=0,05).

Per tal d’identificar a quines proteines corresponen els spots que van presentar canvis
significatius, es va preparar un gel preparatiu en el qual es van carregar 300 Ug de
proteina de la soca BQS201 sense tractar. D’aquest gel se’n van retallar els spots, es van
digerir amb tripsina i es van analitzar per espectrometria de masses utilitzant un MALDI-
ToF/ToF model AutoFlex Speed (Brucker). Amb els espectres de masses que es van
obtenir, es va identificar a quines proteines corresponia cada spot per empremta
peptidica utilitzant el software Biotools (Brucker) que alhora, fa servir el motor de cerca
MASCOT (Taula 22). En el cas de I'spot 7, la identificacié per empremta peptidica va
aportar dos resultats positius, pel que es va procedir a realitzar un analisi amb més
profunditat per MS/MS lon Search. Per a aquest analisi per MS/MS, es van seleccionar els
10 peptids més intensos de I'espectre de masses, els quals es van fragmentar i se’n van
detectar els ions resultants. Aquest protocol, permet obtenir informacié de la seqiéncia i
per tant una identificacio6 més acurada (Taula 23). D’aquesta manera es va confirmar la

presencia tant de Yhb1l com d’Adh1 a I'spot 7.

116



Resultats

Entre les proteines identificades, es pot observar com les que veuen reduits els seus
nivells (spots 1-6) sén enzims del metabolisme respiratori i pertanyen al grup dels gens
reprimits per glucosa. Aquests gens, augmenten la seva expressid en absencia de glucosa i
participen en el metabolisme de fonts de carboni alternatives com sén el glicerol o
I’etanol entre altres (revisat a Turcotte et al. 2010). Tenint en compte que el medi de
cultiu és un medi respiratori (YPG) que no conté glucosa, la pérdua d’aquests enzims
suposaria un repte per la cél-lula ja que tindria dificultats en I'obtencié d’energia. Entre
aquestes proteines regulades a la baixa hi trobem Adh2 i Ald4 implicades en el
metabolisme de I'etanol i per tant requerides per créixer en un medi amb fonts de
carboni no fermentables. Per altra banda, també es va identificar Mdh2 que catalitza la
conversié de malat a oxalacetat durant la gluconeogenesis. Aquestes proteines estan sota
el control d’un dels principals reguladors dels gens reprimits per glucosa, el factor
transcripcional Adrl (de I'anglés, Alcohol Dehydrogenase Regulator 1). Adrl és un factor
transcripcional que juga un paper clau en el metabolisme de fonts de carboni alternatives
jaque a banda d’ADH2, la seva diana més estudiada, també regula molts altres gens entre
els quals hi ha ALD4 i MDH2. Aquesta regulacido la pot fer en solitari o de forma
coordinada amb Cat8, un altre regulador del metabolisme de fonts de carboni

alternatives (Young et al., 2003)

Per altra banda es van identificar tres proteines que veien augmentats els seus nivells en
deficiencia de Frataxina; la flavohemoglobina Yhb1, I'enzim Adhl i I'enzim del cicle de
Krebs Lscl. Tot i que a I'spot 7 també es van identificar dos péptids de la proteina Fbal, es
va descartar ja que no s’havia trobat en la primera identificacié per empremta peptidica i
un dels péptids identificats per MS/MS mostrava una baixa puntuacié de MS/MS lon

Search.

En relacid6 a YHB1, s’ha descrit que participa en la resposta front estres oxidatiu i
nitrosatiu actuant com a oOxid nitric oxidorreductasa (Cassanova et al.,, 2005).
Curiosament, també s’ha descrit que pot interaccionar amb frataxina tot i que no s’ha
trobat una explicacié funcional per a aquesta interaccid (Gonzdlez-Cabo et al., 2005). Al
mateix spot, es va identificar també Adh1, enzim implicat en la fermentacié de la glucosa,

concretament en la reaccié que catalitza el pas de acetaldehid a etanol. Tant per Adhl
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com Lscl, el seu increment podria ser una resposta de la cel-lula a incrementar I’activitat
d’altres vies metaboliques en resposta a la perdua dels gens regulats per glucosa per a
mantenir un equilibri energétic, promovent aixi una remodelacié o redireccié metabolica

cap a vies menys oxidatives en resposta a la deficiéncia de frataxina.

En paral-lel a aquest estudi proteomic, es va realitzar un estudi transcriptomic utilitzant
“microarrays”. En aquest estudi transcriptomic, també es va detectar un descens en el
grup dels gens reprimits per glucosa. Dins d’aquest grup de gens, es va poder observar
com els gens que no estan regulats per Adrl no mostraven alteracions, fet que apuntava
definitivament cap a una alteracié en la regulacié d’aquest factor transcripcional en
absencia de Yfhl. També es va detectar, entre d’altres, la induccié del gen YHBI
confirmant aixi les dades obtingudes en I'estudi proteomic (Moreno Cermefio 2011, Tesi

Doctoral).

1.1. Validacio de dianes

A fi de confirmar I'afectacié en les dianes identificades a I'estudi proteomic i la possible
implicacio del factor de transcripcié Adrl, es va analitzar I'expressio per PCR a temps real
dels gens ADH2 i ALD4, identificats en I'analisi proteomic, i FDH1 i GUT1 gens del
metabolisme de fonts de carboni alternatives també regulats per Adrl. També es varen
analitzar els nivells d’expressio del propi ADR1 i del transportador de ferro d’alta afinitat
FET3, regulat pel factor transcripcional Aftl i induit en abséncia de frataxina com a

control.

Tal com es mostra a la Figura 18, es va confirmar el descens, també en els nivells
d’expressio, dels gens ALD4 i ADH2 que havien estat identificats a I'analisi proteomica. De
la mateixa manera, es va observar un clar descens en els altres dos gens analitzats FDH1 i
GUTI1. Aquest descens en els nivells d’expressid s’observa ja abans de les 14 hores de

repressio de frataxina, temps al que es va fer I'analisi protedmica, concretament a les 10
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hores després d’afegir la doxiciclina. Per altra banda, no es va observar cap alteracié en

els nivells d’expressio d’ADR1.

Aquests resultats, per tant, varen confirmar que existeix una afectacid sobre el
metabolisme respiratori que podria tenir un impacte directe sobre el creixement ja que
comprometria I'obtencid d’ATP. Aquesta regulacid a la baixa dels gens reprimits per
glucosa semblava ser conseqliencia d’algun problema amb el factor transcripcional Adrl
ja que si comparem els nivells d’expressio de FDH1, exclusivament regulat per Adrl, amb
els de GUTI, regulat per Adrl i Cat8, després de la repressid de frataxina hi ha diferéncies
clares entre els nivells de repressié d’ambdds gens. També cal destacar, que els resultats

de 'estudi transcriptomic citat anteriorment, apuntaven en la mateixa direccio.

Finalment, es va observar un fort increment en |'expressio de FET3, el transportador de

ferro d’alta afinitat, d’acord amb el que s’havia descrit anteriorment.

3,51

2,5 1

1,54

Nivells relatius mRNA
(YFH1 OFF/YFH1 ON)

0,5 |

[ = [

ADR1 ADH2 GUT1 FDH1 ALD4 FET3

Figura 18. Analisi de |'expressié génica de ADR1, ADH2, GUT1, FDH1, ALD4 i FET3. Es va créixer la
soca BQS201 en medi YPG i es va tractar amb doxiciclina durant 10 hores. Les cél-lules es varen
recollir i se’n va analitzar I'expressio relativa (Tractat/No tractat) dels gens indicats. Els resultats
es mostren com la mitjana + la desviacio estandard de tres experiments independents.

Aixi doncs, tant l'estudi protedmic com les dades d’expressié obtingudes per PCR

guantitativa, apunten cap a una remodelacid metabolica que implicaria la regulacio a la
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baixa de molts gens del metabolisme de fonts de carboni alternatives, principalment els

regulats pel factor transcripcional Adr1l.

En les seccions posteriors, es tractara el mecanisme o mecanismes pels quals Adrl
modifica la seva activitat en abséncia de frataxina i com fenotips previs a la perdua
d’aquests enzims respiratoris com son |’activacié del reguld del ferro i I'estrés oxidatiu

poden influir en 'activitat de Adr1.

2. Estudi del factor transcripcional Adrl

Dels resultats de I'apartat anterior es va concloure que el factor transcripcional Adrl
podria jugar un paper clau en la perdua d’enzims encarregats del metabolisme de fonts
de carboni alternatives i contribuir d’aquesta manera a l'aturada en el creixement
observada en estudis anteriors del grup. S’ha descrit, que Adrl té multiples vies de
regulacié entre les que hi ha la regulacié de la transcripcid, les fosforilacions de les Serines
98 i 230 que modularien la unié al DNA i l'activitat d’aquest factor de transcripcio
respectivament, i també la unié amb les proteines 14-3-3 de S. cerevisiae, també
conegudes com Bmh1-2, que alhora depén de la fosforilacio de la Ser230 (revisat a Hahn

& Young 2011).

2.1.Canvis en els nivells de proteina i la localitzacié d’Adrl després de la

repressio de frataxina

A fi d’analitzar el paper que juga Adrl en la perdua dels gens reprimits per glucosa en
abséncia de frataxina, es van construir diferents mutants. Concretament es va marcar
Adrl amb els epitops HA o GFP en els fons W303 i BQS201 (soques BQS213-BQS216,
Taula 6 de I'apartat materials i metodes), per aixi analitzar-ne tant els nivells de proteina
com la localitzacié en diferents condicions. En primer lloc, ja que Adrl regula els gens

reprimits per glucosa, es va estudiar com aquesta proteina responia a diferents medis
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utilitzant la soca W303 ADR1-GFP (BQS213). Es van créixer dos cultius d’aquesta soca, un
en medi YPD i I'altre en medi YPG, i quan aquests van arribar a una densitat optica de 0,4-
0,7 es varen prendre 0,5 ODs per visualitzar les cel-lules al microscopi de fluorescénciaila
resta del cultiu es va recollir per a analitzar els nivells de Adrl per Western Blot seguint el

protocol d’extraccié amb TCA.

Els resultats confirmen, d’acord amb el descrit préviament (Blumberg et al., 1988),
gue un dels mecanismes principals de regulacié d’Adrl és la regulacié de la

transcripcio i per tant la regulacid dels seus nivells de proteina. Tal com es mostra a la

Figura 19, en un medi fermentatiu com el YPD els nivells de Adr1-GFP son practicament
indetectables tant per Western Blot com per microscopia de fluorescencia. Per contra, en
medi respiratori, YPG, els nivells de Adrl-GFP augmenten i té una clara localitzacié

nuclear com es mostra en la superposicié de la imatge de Adr1-GFP i les del marcador

nuclear DAPI.
A W303 ADR1-GFP B W303ADR1-GFP
YPG YPD
GFP
Anti-GFp | —-—
CBB
C W303 ADR1-GFP

YPG YPD

GFP

VISIBLE

Figura 19. Nivells de proteina i localitzacié de ADR1-GFP en els medis YPD i YPG. Es van analitzar
per Western Blot els nivells de proteina de ADR1-GFP (A), aixi com la seva localitzacié (B-C). Es va
utilitzar la tincié nuclear DAPI per confirmar la localitzacié nuclear de ADR1-GFP (B).
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Un cop vist com es regula Adrl en presencia i absencia de glucosa, la pregunta era: com

respon aquest factor transcripcional a la manca de Yfh1?

En primer lloc, es varen analitzar els nivells de proteina Adrl utilitzant la soca tetO7-YFH1
ADR1-HA (BQS216) on YFH1 es troba sota el control del promotor tetO; i Adrl marcat
amb I'epitop HA. Aquesta soca es va créixer en medi YPG, es va tractar amb doxiciclina i
es varen recollir cel-lules a diferents temps. També es va incloure una mostra d’aquesta
soca crescuda en medi YPD com a control. Els extractes es van obtenir realitzant una

extraccié amb TCA de la mateixa manera que s’havia fet anteriorment.

Tal com es mostra a la Figura 20, no s’aprecia un descens dels nivells de Adrl1-HA després
de la repressio de frataxina contrariament al que passa en la seva regulacio per glucosa. Si
bé, s’observa un lleuger increment no significatiu en els nivells de proteina com es mostra
a la quantificacié relativa del senyal per a la que es va utilitzar com a control de carga la

tincio de la mateixa amb Blau de Coomassie.

YPG + Doxiciclina 3

YPD Oh 8h 12h 16h 24h 2,5

Anti HA -

15 *okok

1
0,5 ‘

0 ==
YPD Oh 8h 12h 16h 24h

CBB

Quantificacio relativa

YPG + Doxiciclina

Figura 20. Nivells de Adri1-HA en abséncia de YFH1. Es va créixer la soca BQS216 en medi YPG, es
va tractar amb doxiciclina i es van avaluar els nivells de ADR1-HA als temps indicats per Western
Blot utilitzant anticossos especifics contra I'epitop HA. Es van calcular els nivells relatius de ADR1-
HA a través de la quantificacié del senyal de quimioluminescencia i utilitzant com a control de
carrega la tincié amb blau de Coomassie de la membrana després de la deteccid. La quantificacié
es mostra com la mitjana * la desviacid estandard de com a minim tres experiments independents
relativitzats a la mostra crescuda en YPG sense doxiciclina (*** p < 0,001).
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Seguidament, es va utilitzar la soca tetO,-YFH1 ADRI1-GFP (BQS215), on Adrl esta
fusionada a la proteina GFP per a analitzar-ne la localitzacié després de la repressio de
YFH1. Aquesta soca es va créixer en medi YPG, es va tractar amb doxiciclina i es van
prendre cél-lules als temps indicats per a analitzar-ne la localitzacié de Adrl-GFP al
microscopi de fluorescéncia. Tal com es mostra a la Figura 21A, a mesura que augmenta
el temps de tractament amb doxiciclina es pot observar una deslocalitzacié del factor
transcripcional Adrl el qual passa del nucli al citosol. Aquest efecte es comenca a
observar a les 8 hores de repressid de YFH1 pero és molt més evident als temps
posteriors. Per descartar efectes col-laterals de la doxiciclina, es va utilitzar com a control
la soca BQS213, la qual no conté el promotor tetO;, tractada amb doxiciclina durant 15
hores. No es va observar cap efecte de la doxiciclina sobre Adrl per se (Figura 21B),
confirmant aixi que el canvi de localitzacié observat és conseqiiéncia de la manca de

frataxina.

En conjunt, aquests resultats mostren que Adrl canvia de localitzacido en abséncia de
frataxina, del nucli al citosol, sense afectar els nivells de proteina. Aquesta regulacio, que
difereix de la regulacié classica descrita en preséncia de glucosa al medi, explica la
regulacié a la baixa d’alguns gens reprimits per glucosa observada a I'apartat anterior i

gue comprometria el metabolisme de fonts de carboni alternatives.
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A tetO,YFH1 ADR1-GFP + Doxiciclina

8h 12h 18h

GFP

Visible

W303 ADR1-GFP + Doxiciclina
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Figura 21. Localitzacié de Adr1-GFP després de la repressié de YFH1. Es va créixer la soca BQS215
en medi YPG i es va tractar amb doxiciclina. Seguidament es va analitzar la localitzacié de Adrl-
GFP al microscopi de fluorescéncia als temps indicats (A). Com a control es va utilitzar la soca
BQS213 tractada durant 15 hores amb doxiciclina (B).
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2.2.Estudi de Adrl en mutants GRX5

Adrl presenta una regulacié en absencia de Yfh1 que difereix de la regulacio classica. Per
determinar si aquest és un efecte exclusiu de la manca de frataxina o també té lloc en
altres mutants de proteines mitocondrials, varem decidir estudiar aquest fenotip en
mutants de la Glutaredoxina 5 (Grx5). Grx5 és una proteina mitocondrial que participa en
la biogenesi de centres ferro-sofre. Els mutants Agrx5 presenten un fenotip que té molts
punts en comu amb els mutants de yfhl com sén: a) activacié del regulé del ferro, b)
estrés oxidatiu i c) pérdua de proteines amb centres ferro-sofre (Rodriguez-Manzaneque

et al., 2002).

De la mateixa manera que amb YFHI, varem utilitzar un mutant condicional de GRX5
(tetO,~-GRX5) en el qual es va marcar ADR1 amb la proteina verda fluorescent (GFP) i
posteriorment se’n va analitzar la localitzacié després de reprimir I'expressié de GRX5
durant 14 hores. Aquest és un temps suficient per a reduir els nivells de Grx5 i en el qual
el reguld del ferro i els sistemes antioxidants estan induits, tal com passa amb els mutants

YFHI.

tetO7-GRX5 ADR1-GFP

No tractat 14h Doxiciclina

GFP

Visible

Figura 22. Localitzacié de Adrl en mutants tetO,-GRX5. La soca BQS217 es va créixer en medi
YPG, es va tractar amb doxiciclina durant 14 hores i es va analitzar la localitzacié de Adr1-GFP.
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Com s’observa a la Figura 22, la resposta de Adrl observada en els mutants tetO,-GRX5
ADRI1-GFP és la mateixa que la descrita en I'apartat anterior pels mutants tetO-YFH1.
S’observa un clar canvi de localitzacio del nucli al citosol. Per tant, aquests resultats
apunten cap a un mecanisme de regulacié general, que no és exclusiu de la manca de

frataxina.

2.3. Analisi de I’efecte de diferents estressos sobre Adrl

Els resultats obtinguts fins al moment, suggereixen que Adrl tindria diferents vies de
regulacié: una depenent de la preséncia de glucosa al medi, i una segona que és la que
succeeix en absencia de Yfh1l o Grx5. Aquestes dues vies difereixen principalment en la
regulacié dels nivells de proteina tal com s’ha demostrat previament. Tant de resultats
previs del grup com d’altres investigadors, es sap que la manca de frataxina i la de Grx5
provoca tant I'activacié del reguldé del ferro com una situacié d’estres oxidatiu. Ambdods
fenotips s’observen abans del canvi de localitzacid d’Adrl, fet que podria apuntar a una
relacio entre ells. A fi d’identificar si I'estrés oxidatiu o la senyalitzacié a baixos nivells de
ferro provoquen el mateix efecte sobre Adrl que la manca de frataxina, varem tractar la
soca BQS213 (W303 ADR1-GFP) amb I'agent oxidant H,0,, a diferents concentracions per
induir una situacio d’estres oxidatiu, i per altra banda, també varem induir la senyalitzacié

a baixos nivells de ferro tractant les cel-lules amb el quelant de ferro BPS.

En primer lloc es va analitzar el tractament amb quelant de ferro. Per fer-ho, es va afegir
BPS a una concentracié de 100 UM als cultius i es van prendre mostres a diferents temps,
concretament 6, 9 i 12 hores. Abans d’analitzar la localitzacié de Adrl, es van mesurar els
nivells d’expressié del gen FET3 a fi de comprovar que aquest tractament estava induint el
regulé Aftl. Tal com mostren els resultats, el tractament amb BPS indueix clarament
I'expressidé de FET3 el que indica que Aftl es trobaria actiu. Pel que fa a la localitzacié
d’Adrl, no es van observar canvis respecte al control a cap dels temps que es van
analitzar, resultat que ens permet concloure que I'activacido d’Aftl per se no afecta a

I'activitat d’Adr1 (Figura 23).
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Seguidament es va analitzar I'efecte que produia una situacié d’estrés oxidatiu en forma
de peroxid d’hidrogen sobre la localitzacié d’Adrl. Es van escollir dues concentracions, 0,2
mM i 1 mM per reproduir diferents nivells d’estrés. A I'analitzar I'efecte de les dues
concentracions de peroxid sobre Adrl, es va observar com, mentre que un estrés suau,
0,2 mM H,0,, no tenia cap efecte sobre la localitzacié d’Adr1, un estrés més sever, 1 mM
H,0,, provocava la sortida d’Adrl del nucli als 30 minuts de tractament amb peroxid
d’hidrogen. A més, de forma similar al que passa en abséncia de Yfhl, els nivells de

proteina de Adr1-GFP no es veuen alterats (Figura 23).

Amb aquests resultats es va concloure que Adrl es pot regular en una situacié d’estrés
oxidatiu modificant-ne la localitzacié sense alterar els nivells de proteina, un mecanisme

de regulacié que no s’havia descrit previament.
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Figura 23. Localitzacié de Adr1-GFP en diferents situacions d'estres. Es va créixer la soca BQS213
en medi YPG i es va tractar amb els compostos indicats a diferents temps. A) Mesura de
I'expressié de FET3 per RT-qPCR al llarg del tractament amb BPS. B) Localitzacié de Adrl-GFP
durant el tractament amb BPS. C-D) Localitzacié i nivells de proteina de Adrl-GFP durant el
tractament amb peroxid d’hidrogen. (* p < 0,05; *** p < 0,001).

3. Estudi de la implicacié de CTH2 en la pérdua de proteines amb centres Fe-S

La perdua de proteines que contenen centres Fe-S és un dels fenotips paradigmatics en
cel-lules deficients en frataxina. Tot i que I'explicacio principal d’aquest fenotip sempre ha

estat la implicacié de frataxina en el procés de biosintesis de clusters Fe-S al mitocondri,
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aquesta hipotesi queda en dubte per nombroses evidencies de diferents grups on es
demostra que la pérdua de proteines que contenen centres ferro-sofre no té lloc o és
conseqliencia de la situacié d’estrés i de I'acumulacié de ferro que pateixen els mutants
de frataxina (lrazusta et al., 2006; Navarro et al., 2015). En el model condicional tetO,-
YFH1, la perdua de proteines amb centres Fe-S es va classificar com a fenotip secundari,
fet que descartaria una funcié essencial de frataxina en la biosintesi d’aquests clusters
(Moreno-Cermefio et al., 2010). Per tant, tenint en compte aquestes dades, la implicacid
essencial de frataxina en el procés de biosintesis de clusters Fe-S quedaria en dubte, pero
llavors la pregunta que sorgeix és: quina és la rad de la perdua de les proteines que

contenen centres Fe-S?

Des de la seva identificacid a I'lany 2005 fins I’actualitat, s’"han caracteritzat dues proteines
Cthl i Cth2 que duen a terme una funcié de remodelaci6 metabolica en situacions de
deficiencia de ferro (Puig et al., 2005, 2008). Aquestes proteines, que pertanyen al reguld
del ferro i per tant la seva transcripcio esta regulada per Aftl, s'uneixen als mRNAs diana i
en promouen la seva degradacid. Aquesta resposta permet a la cel-lula optimitzar els
recursos de ferro disponibles ja que les seves dianes sén majoritariament proteines que
contenen ferro en forma de centres ferro-sofre com Aconitasa, grups hemo com el

citocrom C, o bé de centres diferro com la ribonucleotid reductasa.

Donat que les cel-lules deficients en frataxina activen el reguld del ferro, i ja que CTH2 és
un dels gens del reguld, en primer lloc varem decidir analitzar-ne els nivells d’expressié en
deficiencia de Yfhl. Aquesta analisi es va fer a diferents temps després de I'addicié de
doxiciclina, concretament a 14 hores, on encara no hi ha afectacions sobre les proteines
gue contenen centres Fe-S; i a 24 i 48 hores, on ja s’observen pérdues d’activitat, una
reduccio en els nivells de proteines com Aconitasa i Succinat deshidrogenasa, i finalment

una disminucid drastica en la velocitat de creixement.

Tal com es mostra a la Figura 24 s’observa un increment en els nivells d’expressio del gen
CTHZ2 després de I'addicié de doxiciclina al medi. Aquest increment ja s’observa a les 14

hores, pero es fa molt més evident a les 24 i a les 48 hores, arribant a assolir uns nivells
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=10 vegades superiors al control. Aquest és un punt interessant ja que aquest increment
té lloc en paral-lel a la perdua d’enzims com Aconitasa i Succinat Deshidrogenasa, els
quals sén dianes de Cth2. Aquesta correlacio d’ambdds fenomens en el temps suggereix
una possible relacié entre I'increment dels nivells de Cth2 i la perdua de proteines que

contenen centres Fe-S.
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Figura 24. Expressioé del gen CTH2. Es va créixer la soca BQS201 en medi YPG i es va tractar amb
doxiciclina. Seguidament, es va mesurar |'expressio del gen CTH2 per RT-qPCR als temps indicats.
Els resultats indiquen la mitjana + la desviacié estandard de tres experiments independents
(*** p<0,001).

A fi de confirmar aquesta relacid, es van construir mutants Acth2 en un fons salvatge i en

un fons tetO,-YFH1, donant lloc a les soques BQS252 i BQS251.

En aquestes noves soques, es van estudiar tant la activitat enzimatica com els nivells de
proteina aconitasa (Acol). També es van analitzar altres dianes de Cth2, concretament, es
van analitzar els nivells de proteina de succinat deshidrogenasa 2 per immunodeteccid i
del citocrom C a través de I'activitat peroxidasa lligada al grup hemo. Aquests assajos es
van fer a les 48 hores de repressiéo de YFH1, un temps on |'activitat aconitasa és molt

baixa i on hi ha una forta induccié de I'expressié del gen CTH2.

Tal com ja s’havia descrit previament s’observa un descens significatiu d’activitat
Aconitasa en el mutant tetO,-YFH1 després de tractar aquesta soca durant 48 hores amb

doxiciclina. Aquest descens mostra una correlacié amb els nivells de proteina, els quals
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també mostren un fort descens tal com mostra la imatge del Western Blot. D’acord amb
la hipotesi de que CTH2 podria regular a la baixa les proteines analitzades, la delecié
d’aquest gen en la soca tetO,-YFH1, permet que al reprimir I'expressid de frataxina es
mantingui |'activitat aconitasa. Aquest efecte, també va en correlaci6 amb el
manteniment dels nivells de proteina, ja que en aquest mutant tant els nivells de proteina
Acol com de els de Sdh2 i Cycl sén similars a la situacio inicial (sense doxiciclina). Els
resultats obtinguts no varen mostrar diferéncies significatives entre les soques W303 i
Acth2 ni pel que fa referéncia a I'activitat i nivells d’aconitasa, ni pels nivells de la resta de

proteines analitzades.
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Figura 25. Activitat Aconitasa i nivells de proteines de dianes de CTH2. A) Es va analitzar
I'activitat Aconitasa de les soques indicades 48 hores després de I'adiciéd de doxiciclina al medi.
Les Unitats representen la conversié de Cis-Aconitat en pimols/min. B) Nivells de Acol, Sdh2 i Cycl
analitzats per Western Blot. Els resultats mostren la mitjana * la desviacié estandard de tres
experiments independents (*** p < 0,001)

Pel que fa a la resta de proteines analitzades, s’observa el mateix efecte que per
aconitasa; mentre que els seus nivells disminueixen drasticament en la soca BQS201

després de 48 hores amb doxiciclina, en el doble mutant els nivells es mantenen.

131



Resultats

D’aquests resultats en podem extreure dues conclusions principals:

a) Cth2 és el principal responsable de la pérdua d’enzims i proteines que contenen
centres Fe-S en els mutants de frataxina. Alhora, aquests resultats confirmen que
la pérdua d’aquestes proteines és un efecte secundari derivat de |’activacio del
regulé del ferro, del qual CTH2 en forma part.

b) Frataxina no és essencial per a la biogénesis de centres Fe-S ni de grups hemo.
Com s’observa en els resultats, la perdua d’activitat de proteines amb centres Fe-S
com Acol 48 hores després de la repressié de YFH1 va en relacié amb la perdua
dels nivells de proteina. En els mutants de CTH2, on els nivells de proteina es
mantenen, aquestes proteines segueixen sent funcionals, el que indica que

contenen els seus respectius clisters o grups hemo tot i la manca de frataxina.

A fi de tenir una conclusiéo més ferma pel que fa a la relacié de frataxina amb la biogénesi
de centres Fe-S i descartar un efecte general de Cth2, es va repetir el mateix experiment
utilitzant les soques tetO,-GRX5 i tetO,-GRX5 Acth2. Tal com s’ha explicat anteriorment,
Grx5 és una proteina mitocondrial que té un rol perfectament definit en la biosintesis de
centres Fe-S, concretament en la transferéncia d’aquests centres des de Isul fins a les
proteines receptores (Muhlenhoff et al., 2003). En els mutants tetO,-GRX5 la peérdua
d’activitat aconitasa, entre altres, és molt més rapida que no pas en els mutants tetO-
YFH1, i es pot observar un descens molt marcat de 'activitat aconitasa 12 hores després
d’afegir doxiciclina al medi (Rodriguez-Manzaneque et al., 2002). Es per aix0, que per
analitzar I'efecte de Cth2 en els mutants de GRX5 els experiments es varen realitzar 14
hores després de I'addicié de doxiciclina i no a les 48 hores com amb els mutants de

frataxina.

Després de reprimir I'expressié de GRX5 durant 14 hores, s’observa un clar descens en
I'activitat aconitasa tant en el mutant simple com en el doble. Aquests resultats
apuntarien per tant a que Cth2 no té cap influéncia en els mutants de GRX5 i que la

perdua d’activitat és conseqiieéncia de la perdua del centre Fe-S de Acol. Si ens fixem en
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els nivells de proteina, hi ha un descens similar en ambdds mutants que es podria atribuir

a la inestabilitat de la apo-aconitasa (Figura 26).

Aqguests resultats també confirmen que frataxina no té una funcié essencial en la
biosintesis de centres Fe-S, al contrari que Grx5, ja que queda demostrat que |'efecte de
la delecié de CTH2 és exclusiu pels mutants de frataxina i no té efecte en altres mutants

de components clarament involucrats en la maquinaria de biosintesis de centres Fe-S.
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Figura 26. Activitat i nivells d'Aconitasa en mutants tetO,-GRX5. A) es van analitzar |'activitat
aconitasa en els mutants indicats abans i després del tractament amb doxiciclina. Les Unitats
representen la conversié de Cis-Aconitat en pmols/min. B) Analisi dels nivells de proteina Acol i
Grx5. Es mostra la quantificacié relativa de les membranes per a Acol. Els resultats indiquen la
mitjana + la desviacio estandard de tres experiments independents (* p < 0,05, *** p < 0,001)
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3.1.Estudi de la influencia de CTH2 en la reduccié de la velocitat de

creixement

Després de concloure que CTH2 és el responsable de la pérdua de proteines que
contenen ferro en els mutants tet-YFH1, és va estudiar quin impacte tenia en la reduccié
de la velocitat de creixement descrita anteriorment. Per fer-ho, es van utilitzar les soques
tetO,-YFH1 i tetO;,-YFH1 Acth2 les quals es varen tractar amb doxiciclina i es va mesurar la
densitat optica a 600 nm cada mitja hora en un lector de plaques. A partir de les dades

obtingudes es va calcular el temps de generacié de cada hora.

Els resultats obtinguts en aquest experiment mostren un alentiment en el creixement de
la soca tetO>YFH1 en presencia de doxiciclina d’acord amb el que s’havia descrit
previament (Figura 27). Per altra banda, en els mutants Acth2 no s’observa aquest
alentiment de forma que no hi ha diferéncies entre les cel-lules tractades amb doxiciclina

de les no tractades.
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Figura 27. Estudi de la velocitat de creixement de les soques tetO,-YFH1 i tetO,-YFH1 Acth2. Es
va estudiar la velocitat de creixement de les soques indicades en un medi ric YPG i amb o sense
doxiciclina al medi. Els punts representen el temps de generacié al temps indicat i representen la
mitjana # la desviacio estandard de tres experiments independents.

134



Resultats

Si ens fixem amb més profunditat en aquests resultats, aquest alentiment progressiu de la
soca BQS201, es correlaciona amb la pérdua d’enzims amb centres Fe-S, com per exemple
aconitasa, que tenen especial rellevancia al créixer les cél-lules en un medi respiratori.
Sense aquestes proteines les cel-lules no poden mantenir el ritme de creixement normal.
Quan delecionem CTH2, aconseguim que es mantinguin els nivells de les seves proteines
diana. A més a més aquestes sén funcionals com s’ha demostrat préeviament, i aixo
permet a la cel-lula mantenir el ritme de creixement. Tot i que els resultats demostren
gue CTH2 tenia un paper determinant, ens varem preguntar quin era el paper que jugava
Adrl en aquesta desceleracio del creixement. Donat que les cél-lules estan creixent en un
medi ric, hi ha multiples fonts de carboni que els llevats poden utilitzar, com per exemple
aminoacids. Ja que aquestes vies no depenen d’Adrl, varem decidir repetir I'experiment
anterior utilitzant Unicament la soca tetO,-YFH1 Acth2 en medi minim SC on la font de
carboni principal fos I'etanol. D’aquesta manera la implicacié d’Adrl es major ja que
aquest factor de transcripcié regula, entre altres, el principal enzim del metabolisme del

etanol: Adh2.

Els resultats obtinguts mostren que la soca tetOYFH1 Acth2, al afegir doxiciclina, també
pateix un alentiment o aturada del creixement quan es troba en medi minim SC Etanol.
Aguests resultats apunten a que Adrl, el qual també esta afectat en aquesta soca, també

juga un paper important en la perdua de velocitat de creixement Figura 28).
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Figura 28. Creixement de la soca tetO,YFH1 Acth2 en medi minim SC Etanol. Es va créixer la
soca BQS251 en medi minim SC Etanol en presencia o abséncia de Doxiciclina al medi. Els punts
mostren el temps de generacié de cada hora i representen la mitjana + la desviacié estandard de
tres experiments independents.
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3.2.Impacte de la delecio de CTH2 en el metabolisme del ferro

Dels apartats anteriors podem concloure que mitjancant la delecié del gen CTH2 en
mutants de frataxina aconseguim mantenir els nivells i I'activitat de proteines amb
centres Fe-S i aix0 permet mantenir la velocitat de creixement. Per a aprofundir una mica
més en el metabolisme d’aquests mutants, varem decidir analitzar-ne els nivells de ferro

48 hores després de I'addicié de doxiciclina al medi.

Tal com mostren els resultats representats a la Figura 29, la soca deficient en CTH2 i YFH1
(tetO7-YFH1 Acth2) practicament no acumula ferro en comparacié amb la soca tetO;-YFH1
després de tractar-les 48 hores amb doxiciclina. En la mateixa linia, I'analisi de I'expressio
de FET3 mostrava una menor induccié d’aquest gen en els dobles mutants, que només
mostrava un increment del 50% comparat amb un increment del 500% del mutant simple,

el que indicaria un menor grau d’activacié del reguld del ferro.
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Figura 29. Nivells de ferro i expressio de FET3. Les soques BQS201 i BQS251 es varen créixer en
medi YPG i es varen tractar amb doxiciclina durant 48 hores. Posteriorment es varen analitzar els
nivells de ferro (A) i I'expressié de FET3 (B). Els resultats mostren la mitjana % la desviacid
estandard de tres experiments independents (*** p < 0,001)
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Aquests resultats varen ser alhora interessants i sorprenents ja que no esperavem que la
delecié d’una diana del regulé del ferro com és CTH2 podria afectar a I'activacio de la
resta de gens activats pel factor transcripcional Aftl. Tanmateix, una possibilitat fora que
entre les multiples dianes regulades per Cth2, n’hi hauria alguna o algunes que podrien
participar en el metabolisme del ferro i en I'activacié d’Aftl i el regulé del ferro. Es a dir,
la delecié de CTH2 podria augmentar els nivells basals de proteina corresponents a les

seves dianes les quals dificultarien I'activacio d’Aft1.

Entre les més de 200 dianes identificades de CTH2 a Puig et al. 2008, apareixen diversos
grups interessants que podrien jugar algun paper, com ho sén les proteines de resposta a
estrés Prx1 i Tsal. Diversos treballs ja han senyalat que aquestes proteines podrien
regular I'activaciéo del regulé del ferro en situacions d’estrés (Diab & Kane, 2013;
McDonagh et al., 2011). En qualsevol cas aquesta questio es tracta a I'apartat de discussio

de la tesi.
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CAPITOL 2: Estudi de la Flavohemoglobina de llevat YHB1 en
deficiencia de Frataxina i la seva relaci6 amb el Metabolisme del

Ferro






Resultats

1. Induccié de YHB1 en abséncia de Frataxina

L’activacié del reguld del ferro, regulat pel factor transcripcional Aftl, segueix essent una
de les grans incognites en les cel-lules deficients en Yfhl. Els resultats anteriors indiquen
que frataxina no és essencial per a la biosintesi de centres Fe-S, de forma que aquests
cofactors es seguirien produint en mutants de YFH1 tal com s’ha demostrat. Per tant,
aquests resultats descartarien que Aftl seguis un mecanisme de regulacid classic on la

seva activacio depén de la biosintesis de centres Fe-S (Chen et al., 2004).

En I'estudi proteomic descrit al capitol anterior, va aparéixer entre les proteines regulades
a l'alga la flavohemoglobina de llevat Yhbl. Curiosament, s’ha descrit que aquesta
proteina pot interaccionar amb Yfh1l tot i que no s’ha donat cap explicacié funcional a
aquesta interaccié (Gonzalez-Cabo et al., 2005). A més, aquesta proteina presenta doble
localitzacid ja que es pot localitzar tant al mitocondri com al citosol, i s’ha descrit que
podria jugar algun paper en la resposta a estres oxidatiu i en la detoxificacié d’oxid nitric
actuant com oxid nitric oxidoreductasa (Cassanova et al., 2005; Zhao et al., 1996). Amb
aquests precedents, varem decidir investigar si Yhbl jugava algun paper en els fenotips
observats en els mutants de frataxina, més concretament, en l'activacié de Aftl i la

resposta a estres oxidatiu.

En primer lloc, es varen construir diferents mutants nuls Ayhbl tant en el fons salvatge
com en un fons tetO,-YFH1 per a obtenir dobles mutants. De la mateixa manera, Yhb1 es
va marcar amb GFP per a obtenir una proteina de fusié que permetés tant avaluar-ne els
nivells de proteina per immunodeteccié com observar-ne la localitzacié per microscopia

de fluorescencia.

Un cop obtinguts els mutants, es va confirmar la induccié d’aquesta proteina observada
en I'estudi protedmic per Western Blot. A més a més se’n va avaluar la localitzacio ja que,
com s’ha citat anteriorment, aquesta proteina pot tenir tant localitzacio citosolica com

localitzacié mitocondrial (Figura 30).
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Els resultats varen confirmar una clara inducci6 de YHB1 6 hores després d’afegir
doxiciclina al medi. Pel que fa a la seva localitzacio, no es va observar cap canvi drastic
després de reprimir I'expressié de YFH1 pero si que es va observar la doble localitzacié

citosolica-mitocondrial.
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Figura 30. Nivells de Yhb1 en abséncia de Yfh1. Es va créixer la soca BQS259 en medi YPG i es va
tractar amb doxiciclina durant 6 hores. Es varen analitzar els nivells de proteina Yhb1-GFP per
Western Blot (A) i la localitzacié subcel-lular d’aquesta proteina per microscopia de fluorescencia

(B).

A banda de la induccié, varem voler investigar si aquesta proteina conservava els seus
cofactors, el grup hemo i la flavina (FAD), essencials per la seva activitat com oxid nitric
oxidorreductasa. Per aix0, varem fer una separacié electroforética en condicions natives
de diferents extractes cel-lulars (Figura 31). Un dels gels resultants es va transferir a una
membrana de PVDF per a analitzar-ne I'activitat peroxidasa del grup hemo, i el segon dels
gels es va rentar amb TBS i se’n van prendre imatges de fluorescéncia a fi de detectar el
grup FAD. Com a controls, es van incorporar extractes provinents de soques deficients en
YHBI1. A més, per a descartar efectes secundaris de la doxiciclina, també es van tractar les
soques W303 i Ayhb1 i es varen analitzar en paral-lel a les soques tetO,-YFH1 i tetO,-YFH1

Ayhb1.
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Els resultats d’aquest experiment estaven d’acord amb els obtinguts anteriorment (Figura
17 i Taula 22), en el sentit que hi ha un clar increment en la senyal del grup hemo en la
soca tetO7-YFH1 tractada amb doxiciclina. Per altra banda aquest increment no es va
observar tant clarament en la deteccié de la flavina, degut probablement a que la senyal
era molt lleu i feia dificil la seva deteccid. Pel que fa als controls, no es va observar cap

canvi significatiu després de tractar amb doxiciclina la soca salvatge W303.

tetO,-YFH1
W303 Ayhbl tetO;-YFH1  Ayhbl
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Figura 31. Deteccié dels grups Hemo i FAD de Yhbl. Es van separar extractes de les mostres
indicades en gels natius. El grup hemo es va detectar a través de la seva activitat peroxidasa,
mentre que el FAD es va detectar gracies a la seva fluorescencia.

En conjunt aquests resultats confirmen que hi ha una forta induccié del gen YHB1 en
abséncia de frataxina. A més l'increment dels nivells de proteina van acompanyats de
I'increment dels cofactors d’aquesta proteina, el que apuntaria a que aquesta proteina

seria potencialment funcional.
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2. Relacié entre Yhb1 i lI’activacio del regulé del ferro

Ja que l'increment en els nivells de proteina de Yhbl tenen lloc simultaniament a
I'activacié del reguld del Ferro, es va decidir investigar una possible relacié entre ambdods
processos. Per a estudiar aquesta possible interaccié entre fenotips, es va analitzar en
primer lloc el contingut de ferro de les soques tetO,-YFH1 i tetO,-YFH1 Ayhb1, després de
tractar-les durant 24 hores amb doxiciclina. A més, es va marcar la proteina Fet3 amb
I'epitop 9myc en les dues soques i se’n varen avaluar els nivells a les 24 hores de
tractament amb doxiciclina per aixi establir paral-lelismes entre 'acumulacié de ferro i
I'expressidé d’aquesta proteina la qual s’utilitza com a reporter de I'activacio d’Aftl i del

regulé del ferro.

Tal com mostren els resultats (Figura 32) la soca BQS201 acumula alts nivells de ferro
qguan reprimim I'expressié de frataxina d’acord amb el que s’havia descrit préviament
(Moreno-Cermefio et al., 2010). Per contra I'acumulacié de ferro no té lloc en el doble

mutant tetO,-YFH1 Ayhb1.

En la mateixa linia, en analitzar els nivells de proteina de Fet3-9myc en les dues soques
veiem que segueix la mateixa tendéncia: hi ha un clar increment en els nivells de proteina
en el mutant tetO,-YFH1 tractat amb doxiciclina, mentre que aquest increment és molt
menor en el seu mutant de YHBI1 tot i que s’observa un lleuger increment. Aquests

resultats apuntarien a que Yhb1 juga algun paper en la activacio de Aft1.
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Figura 32. Analisi del contingut de ferro i els nivells de Fet3 en les soques BQS201 i BQS255. A)
Les soques BQS201 i BQS255 crescudes en medi YPG, es varen tractar amb doxiciclina durant 24
hores i es va analitzar el contingut de ferro. B) Analisi dels nivells de Fet3-Myc en ambdds fons
genetics (BQS201 i BQS255) després del tractament amb doxiciclina durant 24 hores. Els resultats
es varen quantificar i es representen com els valors relatius de proteina respecte les mostres no
tractades. Els resultats representen la mitjana * la desviacié estandard de com a minim tres
experiments independents (** p< 0,01, *** p <0,001).

Donats aquests resultats, la pregunta era si Yhbl participa en I'activacié d’Aftl en
abséncia de frataxina o també ho fa en altres situacions com és |'exposicio de les cel-lules
a situacions de deficiéncia de ferro. Per a donar resposta a aquests interrogants, es varen
créixer les soques W303 i Ayhbl en medi YPG i aquestes es varen tractar amb el quelant
de ferro BPS durant 4 hores. Passat aquest temps, es va analitzar I'expressié de Fet3, una

de les dianes d’Aft1l. De la mateixa manera, també es va analitzar la capacitat d’aquestes
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dues soques de créixer en un medi amb poc ferro. Per a aquest experiment es varen
preparar plaques SC + BPS, es varen preparar dilucions seriades de cada soca comengant
en una ODgyo = 0,5 i es varen plaquejar. Com a control es va utilitzar un mutant nul de

AFT1 (A4aftl) el qual es incapag de créixer en condicions de baix ferro.

A B

W303

MW Control OBPS
Aaftl

Ayhb1l

B

w

N

W303

Expressio relativa FET3

-

Aaftl
W303 yhb1

Ayhb1l

Figura 33. Resposta de les cel-lules Ayhb1 a deficiéncia de ferro. A) Analisi de la supervivéncia en
condicions de deficiencia de ferro. Partint de cultius a una ODgy= 0,5 es varen fer dilucions
seriades i es varen incubar en plaques SC que contenien 100 UM BPS. B) Analisi de I'expressié de
FET3 després de tractar les soques W303 i Ayhbl amb 100 UM BPS durant 4 hores. Els resultats
mostren la mitjana * la desviacié estandard de tres experiments independents (* p < 0,05).

Al tractar la soca salvatge i la soca deficient en YHB1, es va observar que no hi havia
diferéncies significatives entre elles. Les dues sén capaces d’activar I'expressié de FET3 en
presencia de BPS al medi. A més, els nivells d’expressid en les dues soques son idéntics.
De la mateixa manera, ambdues soques sén capaces de créixer en un medi amb baixos
nivells de ferro a diferencia del mutant Aaftl que és incapacg de créixer. De fet, la soca
deficient en YHBI1 creix fins i tot millor que la soca salvatge (Figura 33). Aquests resultats
ens permeten concloure que en condicions de baixa disponibilitat de ferro, Yhb1 no és

necessari per a activar el regulo del ferro.
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En conjunt, els resultats que s’aporten en aquest apartat, mostren que la delecié de YHB1
té un efecte supressor sobre el fenotip d’acumulacié de ferro dels mutants deficients en
frataxina. Tot i aix0, en presencia del quelant de ferro BPS aquests mutants sén capacos
de respondre igual que la soca salvatge. Per tant, aquests resultats suggereixen que
existeixen com a minim dues vies per a activar el factor transcripcional Aftl. El primer
d’aquests mecanismes seria la regulacié classica per la qual en deficiencia de ferro hi
hauria una baixa produccié de clusters i conseqlientment I'activacié de Aftl que no pot
ser retingut al citosol (Chen et al., 2004; Rutherford et al., 2005). Per altra banda, en
deficiencia de frataxina I’activacio seguiria una via diferent i pel que s’ha mostrat Yhb1 hi

juga un paper determinant.

2.1.Mesura de la produccié de espécies reactives de I’oxigen i d’oxid nitric

En I'apartat anterior, s’"ha demostrat com I'activacié d’Aft1l segueix una via alternativa a la
regulacié classica descrita per aquest factor de transcripcid. Altres grups, ja han
demostrat la possibilitat de que Aftl es reguli per altres mecanismes, concretament en
situacions d’estrés oxidatiu (Castells-Roca et al., 2011). Aquesta possibilitat entra dins els
mecanismes plausibles de regulacié d’Aftl en abséncia de frataxina ja que la manca
d’aquesta proteina produeix, entre altres fenotips, una situacié d’estres oxidatiu a la
cél-lula. A banda d’aquest estrés oxidatiu, la induccié de YHB1 suggereix que també
podria haver-hi un increment d’oxid nitric el que provocaria una situacio d’estres nitro-
oxidatiu. Per avaluar la produccié d’especies reactives del oxigen i la produccié d’oxid
nitric es varen utilitzar dos compostos fluorescents, el dihidroetidi (DHE) que reacciona

principalment amb superoxid i el DAF-FM DA que s’utilitza per la mesura d’oxid nitric.

L’analisi de la produccié d’aquests radicals en les soques tetO,-YFH1 i tetO,-YFH1 Ayhb1
amb i sense doxiciclina, va aportar els resultats que es mostren a la Figura 34. Ambdues
soques tenen una produccié més elevada de superoxid després de I'addicio de doxiciclina
al medi durant 6 hores, fet que estaria d’acord amb les dades d’altres autors i del grup en

les quals es descrivia una situacio d’estres oxidatiu.
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Pel que fa a I'dxid nitric, cal destacar que existeix una diferéncia clara entre ambdues
soques, i s'observa com la delecié de YHB1 provoca una acumulacio d’oxid nitric. Per altra
banda, no es va observar cap increment després d’afegir doxiciclina al medi, més aviat el
contrari, ja que en les dues soques els nivells d’oxid nitric sén significativament inferiors al

reprimir I'expressié de frataxina.
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Figura 34. Analisi de la produccié de superoxid i dels nivells d'0oxid nitric. Les soques BQS201 i
BQS255 crescudes en medi YPG, es varen tractar amb doxiciclina durant 6 hores i posteriorment
es va analitzar la produccié de superoxid amb la sonda DHE (A), o bé els nivells d’oxid nitricamb la
sonda fluorescent DAF-FM DA (B). Els resultats mostren la mitjana + la desviacié estandard de
com a minim tres experiments independents (* p< 0,05, ** p< 0,01, *** p <0,001)

Per a aprofundir en aquesta situacié d’estrés nitro-oxidatiu, es va utilitzar com a
marcador la nitracidé de tirosines. La preséncia de superoxid i d’oxid nitric déna lloc a la
formacid de peroxinitrit, un agent altament oxidant que pot reaccionar amb les cadenes
laterals de les tirosines donant lloc a nitrotirosines, les quals es poden immunodetectar
amb anticossos especifics. Aixi, es varen tractar les soques tetO,-YFH1 i tetO,-YFH1 Ayhb1
durant 6 hores amb doxiciclina i es va analitzar per Western Blot la presencia de

nitrotirosines. Seguidament, es quantificava la senyal de quimioluminescencia de les
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imatges obtingudes, es normalitzava per la senyal de Comassie de la membrana,
corresponent a la proteina total, i finalment es calculava el valor relatiu de nitrotirosines
tenint com a referencia el valor corresponent a les mostres de la soca BQS201 sense

doxiciclina .

L'analisi de nitrotirosines (Figura 35), va mostrar un lleuger augment no significatiu
d’aquestes tant en la soca tetO,-YFH1 com en la soca tetO;-YFH1 Ayhb1 essent superior
en aquesta segona. Si tenim presents els resultats obtinguts préviament de produccié de
superoxid i dels nivells d’oxid nitric, hi ha una alta correlacié donat que el contingut de 3-
NT augmenta en relacié a la presencia dels diferents radicals necessaris per a la
modificacido de tirosines. En la soca BQS201 amb doxiciclina tenim un augment del
superoxid pero els nivells de NO sén aparentment normals per tant I'increment en 3-NT
és molt lleu. Per altra banda, si ens fixem en la soca BQS255 tractada amb doxiciclina que
és la que presenta un major increment en el contingut de 3-NT, podem veure com és la
situacio propicia per a la formacié d’aquestes modificacions ja que tenim un alt contingut

de NO i una major produccio de superoxid.
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Figura 35. Analisi del contingut de nitrotirosines (3-NT). Les soques BQS201 i BQS255 crescudes
en medi YPG es varen tractar amb doxiciclina durant 6 hores i se’n va analitzar el contingut de
nitrotirosines per Western Blot. Es va quantificar la senyal i es representa com el contingut relatiu
de 3-NT respecte la soca BQS201 sense tractar. Els resultats mostren la mitjana * la desviacié
estandard de sis experiments independents. (* p < 0,05).
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Si analitzem tots els resultats en conjunt podem afirmar que el descens observat en els
nivells de NO després de I'addicié de doxiciclina, podria ser conseqiieéncia de la reaccié del
NO amb el superoxid, que també s’esta generant, provocant la formacié de peroxinitrit i,
com a conseqiiéncia, de nitrotirosines en proteines. Per tant, el NO en aquest cas estaria
exercint en certa forma una funcid antioxidant com a quelant de superoxid tot i que
alhora és prooxidant ja que es genera com a producte secundari peroxinitrit. A fi de
comprovar si nivells elevats de NO poden tenir efecte antioxidant més que no pas
prooxidant, varem decidir realitzar un assaig de viabilitat. Es varen créixer les soques
W303 i Ayhbl en medi YPG i quan arribaven a una densitat optica de ODggo = 0,4-0,6 es
varen tractar amb diferents concentracions de Menadiona (10 i 20 mM) i peroxid

d’hidrogen (1i 2,5 mM) durant 45 minuts i finalment s’incubaven en una placa de YPD.

Tal com mostren els resultats (Figura 36), la soca Ayhb1l és més resistent al tractament
amb els agents oxidants MD i H,0,. Per tant, aquests resultats confirmarien que
I'acumulacid de NO en les cél-lules deficients per Yhbl té un efecte protector front
I’estres oxidatiu. Tot i aix0, no es pot descartar que |'efecte antioxidant del NO sigui
també a través d’altres mecanismes com la induccié de defenses antioxidants, ja que hi
ha dades bibliografiques que indiquen que llargues exposicions a NO poden provocar

I’'acumulacio de certs enzims antioxidants (Horan et al. , 2006).

W303

Ayhb1l

10 mM W303
Menadiona Ayhb1
20mm | W303
Menadiona | Ayhb1

Figura 36. Viabilitat de les soques W303 i Ayhb1 front estrés oxidatiu. Es van créixer ambdues
soques en medi YPD i es varen tractar amb diferents concentracions de menadiona o peroxid
d’hidrogen durant 45 minuts. Seguidament, partint d’'una ODgy= 0,5 es varen fer dilucions
seriades i es va plaquejar en plaques YPD.

150



Resultats

2.2.Regulacio de la localitzacié d’Aftl en condicions d’estrés oxidatiu

A fi de confirmar que l'activacié d’Aftl, en absencia de frataxina, es produeix a través
d’algun tipus de senyalitzacid redox que es veu bloquejada en els mutants Ayhb1, es van
construir diferents soques on Aftl es va marcar amb la proteina verda fluorescent
(soques BQS271-BQS272) i es va analitzar la localitzacié d’aquest factor de transcripcié en
diferents situacions tant d’estrés com de manca de ferro. Aquestes soques, ens varen
permetre analitzar de forma rapida i senzilla I'activacio del reguldé del ferro a través

d’observar la localitzacié del factor transcripcional Aft1.

Per a simular una situacio d’estres oxidatiu el més semblant possible al que passa en els
mutants de frataxina, es varen tractar les cel-lules amb menadiona, un generador de
superoxid, a una concentracié de 50 UM. Com a control del canvi de localitzacié d’Aft1,
també es va analitzar la localitzacido de Aft1-GFP després de tractar les cél-lules durant 4
hores amb 100 UM BPS. Tal com mostren els resultats, ambdues soques responen igual al
tractament amb quelants de ferro, tal com s’havia demostrat anteriorment per les dades
d’expressié de FET3 (Figura 33). Per altra banda, i d’acord amb les dades obtingudes per
(Castells-Roca et al., 2011), una situacié d’estres oxidatiu, provocada per |'addicié de
menadiona al cultiu, provoca un canvi de localitzacié en Aftl que incrementa la presencia
al nucli en les cel-lules W303. Per contra, en les cél-lules Ayhbl no s’observa un canvi
significatiu de localitzaciéo d’Aftl després de I'addicié de menadiona als temps indicats
respecte la situacid inicial (cel-lules no tractades)(Figura 37). Si comparem les dues
situacions, cal apuntar que el canvi de localitzacié és més evident en el tractament amb

BPS que no pas amb la menadiona.
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Figura 37. Analisi de la localitzacié d'Aft1-GFP. Es van créixer les soques W303 i Ayhbl on la
proteina Aftl estava marcada amb GFP en medi YPD i es va analitzar la localitzacio de la mateixa
en condicions de deficiéncia de ferro (100 UM BPS 4 hores) i d’estres oxidatiu (50 UM menadiona
15 i 45 minuts). El grafic mostra el percentatge de cel-lules amb senyal Aft1-GFP al nucli i
representa la mitjana * la desviacid estandard de 3 experiments independents. En cada
experiment es varen analitzar un minim de 100 cel-lules. S’indiquen les condicions que mostren
diferencies significatives respecte el control (** p < 0,01, *** p <0,001).

De la mateixa manera que s’havia realitzat en les soques BQS201 i BQS255, es varen
analitzar els nivells d’oxid nitric i la nitracid de tirosines en les soques W303 i Ayhb1 sense
tractar i tractades amb 50 UM menadiona durant 1 hora amb la finalitat d’analitzar
possibles paral-lelismes entre una situacié d’estrés en forma de menadiona i la generada
per la deficiencia de frataxina. Tal com es mostra a la Figura 38 el tractament amb
menadiona provoca un descens en els nivells d’oxid nitric en ambdues soques. Aquest
descens es pot atribuir a la formacid de peroxinitrit, ja que la immunodeteccié de 3-
nitrotirosines, producte de la reaccié del peroxinitrit amb les cadenes laterals de les
tirosines, també mostra un increment en presencia de menadiona. Si hom compara tant
els resultats de les mesures d’oxid nitric com els de les nitrotirosines, amb els mateixos
resultats obtinguts per les soques BQS201 i BQS255, s’observen grans similituds que ens

permetrien afirmar que existeix un mecanisme comu.
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Conjuntament, aquestes dades confirmen que Aftl pot tenir dos tipus de regulacio, la que
és conseqliéncia de una situacié de deficiencia de ferro i una regulacié mitjancada per
una senyalitzacio tipus redox. Aquesta senyalitzacio és la que té lloc en abséencia de Yfhl, i
la delecié de Yhbl és capag¢ de bloquejar-la gracies a I'acumulacié d’oxid nitric que en

aquesta situacio pot funcionar com a quelant de superoxid.
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Figura 38. Analisi dels nivells d’oxid nitric i contingut de nitrotirosines en preséncia de
menadiona. Cel-lules de les soques W303 i Ayhbl crescudes en YPG es varen tractar amb
menadiona 50 UM durant 1 hora, posteriorment es varen analitzar els nivells d’oxid nitric amb la
sonda fluorescent DAF-FM DA (A), i també el contingut de nitrotirosines per Western Blot (B). Els
resultats mostren la mitjana + la desviacid estandard de tres experiments independents
(* p<0,05; ** p<0,01).
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CAPITOL 3: Analisi per protedmica dirigida (MRM) de diferents

dianes afectades en els mutants de frataxina






Resultats

1. Seleccié de dianes, rang dinamic

La manca de frataxina provoca una serie de fenotips caracteristics. Concretament, en els
mutants tetO»YFH1 podem destacar I'activacio del reguld del ferro, un augment dels
enzims antioxidants, la perdua de proteines amb centres Fe-S i, tal i com s’ha destacat en
el primer capitol, una remodelacié del metabolisme respiratori (Moreno-Cermefio et al.,
2010; Moreno-Cermeiio et al.,, 2013). Al llarg d’aquest treball es va posar a punt un
metode de protedmica dirigida per a poder detectar i quantificar tot una serie de
proteines caracteristiques dels fenotips citats anteriorment. Aquesta metodologia, esta
basada en la digestié amb tripsina d’una mostra, la separacié cromatografica dels peptids
obtinguts i la posterior deteccid i quantificacio d’aquests en un espectrometre de masses

de tipus triple quadrupol (Apartat 2.6 de Materials i Métodes).

Per a aquest experiment, es varen seleccionar un total de 50 proteines d’interés, i per a
cadascuna d’aquestes es varen obtenir peptids proteotipics i les respectives transicions
de la web SRMAtlas. Aquestes proteines es varen escollir amb la finalitat de que
representessin diferents processos cel-lulars d’interés: resposta a estres oxidatiu, cadena
de transport electronic, metabolisme energetic, metabolisme del ferro, biosintesis de

centres Fe-S i diverses proteines control.

Després de diversos cribratges, de les 50 proteines inicials es va elaborar una llista final de
32 proteines i un total de 54 péptids que eren els que oferien una deteccié més optima i
reproduible (Taula 24). Aquesta seleccié final, mantenia proteines representatives dels
diferents processos cel-lulars citats anteriorment. Tal com es mostra a la Taula 24, per a
algunes de les proteines seleccionades només es va utilitzar un péeptid, un fet que
comporta tenir un marge d’error superior en la quantificacid. Entre les proteines que es
van eliminar de la seleccié final de 32 proteines, destaquen sobretot aquelles de dificil
deteccié com proteines de membrana, per exemple Fet3, Arn4 o Mrs4; i proteines poc
abundants com les que formen part de la maquinaria de biosintesi de centres Fe-S com

Isul, Nfsl o Isal-2.
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Figura 39. Rang dinamic. Les proteines detectades es varen ordenar segons la seva abundancia
atenent al valor de la relacié entre els péptids de la mostra i els estandards interns (Ratio to
Standard). Cada punt representa una proteina de la llista. Els punts blaus indiquen diferents
proteines representatives al llarg del rang dinamic.

En primer lloc es va realitzar una deteccid i quantificacié de les proteines seleccionades
en mostres provinents de la soca BQS201 sense doxiciclina. Després de la digestid, es va
afegir una quantitat d’aproximadament 0,093 nmol/mg proteina d’una versid sintética
pesada de cada peptid d’interés. Aquesta versio pesada es va utilitzar com a estandard
intern. Amb els resultats obtinguts es va calcular el rang dinamic atenent a la relacid entre
la quantificacio dels peptids de la mostra i la quantificacid dels estandards interns (Ratio
to Standard). Els resultats obtinguts mostraven un rang dinamic de dos ordres de
magnitud (Figura 39), essent la proteina menys abundant Grx5 i la més abundant Fbal
segons les dades obtingudes. Entre els dos extrems podem veure com frataxina s’ubica en
una zona central probablement com a conseqtiéncia de la sobreexpressié provocada pel
promotor tetO;. Un resultat estrany va ser els alts nivells obtinguts per la proteina Msn2,
un factor transcripcional de resposta a estres que segons estudis previs recollits a la base
de dades PaxDB és una proteina molt poc abundant. Tot i aix0, donat que els nostres
estudis es varen realitzar amb extractes de cel-lules crescudes en medi respiratori YPG, no
es varen poder establir grans paral-lelismes amb altres estudis protedmics que servissin

per a donar més validesa a les nostres quantificacions, ja que tots els estudis disponibles a
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la base de dades PaxDB, citada anteriorment, estan fets amb medis fermentatius, ja siguin

YPD o SC.

Taula 24. Proteines analitzades en l'estudi de proteomica dirigida Es mostren els péptids
analitzats per cada proteina i la relacié massa/carrega (m/z) utilitzada en cada cas per aillar-lo en
I'espectrometre de masses. Els péptids “light” corresponen al peptid generat per digestio triptica
de les proteines indicades. Els péptids “heavy” corresponen als estandards interns (marcats

isotopicament).

Proteina Peptid 16 precursor (m/z)
Yfhl LTDILTEEVEK.light 645,345383
LTDILTEEVEK.heavy 649,352482
QIWLASPLSGPNR.light 719,8937
QIWLASPLSGPNR.heavy 724,897834
Sod1l LIGPTSVVGR.light 499,803291
LIGPTSVVGR.heavy 504,807425
Grx5 ATIGLLGNQGVDPAK.light 727,404098
ATIGLLGNQGVDPAK.heavy 731,411197
FAAYNVLEDPELR.light 768,88828
FAAYNVLEDPELR.heavy 773,892415
Trx3 IIGANPTALEK.light 563,826963
IIGANPTALEK.heavy 567,834063
LTNLTEFR.light 497,271824
LTNLTEFR.heavy 502,275958
Ctal LGPNFHQIPVNC[+57.0]PYASK.light 647,992844
LGPNFHQIPVNC[+57.0]PYASK.heavy 650,664243
Sod2 AIDEQFGSLDELIK.light 789,406503
AIDEQFGSLDELIK.heavy 793,413602
AIWNVVNWHK.light 565,311283
AIWNVVNWK.heavy 569,318383
Yhb1 VGAQPNALATTVLAAAK.light 798,459404
VGAQPNALATTVLAAAK.heavy 802,466504
ATVPVLEQQGTVITR.light 806,456861
ATVPVLEQQGTVITR.heavy 811,460996
Zwfl FGNQFLNASWNR.light 727,352199
FGNQFLNASWNR.heavy 732,356334
TFPALFGLFR.light 584,829309
TFPALFGLFR.heavy 589,833443
Trx2 AEVSSMPTLIFYK.light 743,386528
AEVSSMPTLIFYK.heavy 747,393627
SASEYDSALASGDK.light 700,812435
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SASEYDSALASGDK.heavy 704,819535
Glr1 VELTPVAIAAGR.light 598,853512
VELTPVAIAAGR.heavy 603,857647
Msn2 NSISHSLDLWNHPK.light 549,946111
NSISHSLDLWNHPK.heavy 552,61751
Sdh2 DLVPDLTNFYQQYK.light 872,433052
DLVPDLTNFYQQYK.heavy 876,440151
DGTEVLQSIEDR.light 681,330795
DGTEVLQSIEDR.heavy 686,33493
sdh1 GEGGFLVNSEGER.light 675,817855
GEGGFLVNSEGER.heavy 680,821989
DVAAPVTLK.light 457,271292
DVAAPVTLK.heavy 461,278392
Cox2 LNQVSALIQR.light 571,338029
LNQVSALIQR.heavy 576,342164
LLDTDTSMVVPVDTHIR.light 637,999664
LLDTDTSMVVPVDTHIR.heavy 641,335753
Cox1 APDFVESNTIFNLNTVK.light 636,994907
APDFVESNTIFNLNTVK.heavy 639,666307
WLYSTNAK.light 491,753267
WLYSTNAK.heavy 495,760366
Cox5A LPWAQLTEPEK.light 656,350802
LPWAQLTEPEK.heavy 660,357902
Ndel GALAYIGSDK.light 497,763831
GALAYIGSDK.heavy 501,770931
Ndi1 YNDLGALAYLGSER.light 771,383362
YNDLGALAYLGSER.heavy 776,387497
Gut2 MSNYLVQNYGTR.light 723,345725
MSNYLVQNYGTR.heavy 728,34986
TPLDFLLR.light 487,78711
TPLDFLLR.heavy 492,791244
Pdcl TPANAAVPASTPLK.light 669,374809
TPANAAVPASTPLK.heavy 673,381908
Lsc2 DLSQEDPDEVK.light 637,790972
DLSQEDPDEVK.heavy 641,798071
Acol TIFTVTPGSEQIR.light 724,890823
TIFTVTPGSEQIR.heavy 729,894957
QNVETLDIVR.light 593,824952
QNVETLDIVR.heavy 598,829086
cit1 AIGVLPQLIIDR.light 654,405912
AIGVLPQLIIDR.heavy 659,410046
Adh2 ANGTVVLVGLPAGAK.light 683,906276
ANGTVVLVGLPAGAK.heavy 687,913376
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VVGLSSLPEIYEK.light 717,39795
VVGLSSLPEIYEK.heavy 721,405049
Adh1l ANELLINVK.light 507,303124
ANELLINVK.heavy 511,310223
VVGLSTLPEIYEK.light 724,405775
VVGLSTLPEIYEK.heavy 728,412874
Isd11 LVVEPLQGR.light 505,803291
LVVEPLQGR.heavy 510,807425
VLMNLFK.light 432,754224
VLMNLFK.heavy 436,761323

2. Estudi de proteomica dirigida en les soques BQS201 i BQS255

Un cop definides les proteines i péptids a analitzar, es va dur a terme un estudi per a
comparar les soques tetO,-YFH1 i tetO,-YFH1 Ayhb1 sense tractar i tractades durant 24
hores amb doxiciclina. Es va escollir aquest temps de repressid de frataxina ja que és un
punt on ja s’observen la gran majoria de fenotips descrits préviament: situacié d’estres,
perdua de proteines amb centres Fe-S i remodelacié metabolica entre altres. Aixi doncs,
amb aquest analisi es pretenia estudiar amb més profunditat I'impacte de la delecio de
YHB1 en abséncia de frataxina més enlla de I'efecte que s’ha descrit préviament en

I"activacié del reguld del ferro.

Les proteines analitzades es varen dividir en quatre grups: resposta a estres oxidatiu,
cadena de transport electronic, metabolisme energétic i biosintesis de centres ferro-
sofre. Per a la representacié dels resultats, es varen utilitzar els resultats de la soca tetO;-
YFH1 sense doxiciclina com a control. Per tant, la resta de mostres es varen calcular com
els nivells relatius de proteina respecte a la soca BQS201. D’aquesta manera, es va
aconseguir una quantificacid que ens servia per a comparar ambdues soques entre elles a
més de veure que passava amb les mostres sense frataxina. Les proteines Actl i Porl

(actina i porina) es van utilitzar com a controls (House-keeping).
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Figura 40. Grup Frataxina i proteines de biosintesis de centres Fe-S. Es mostra la quantitat
relativa de cada proteina respecte la soca BQS201 sense doxiciclina com la mitjana * la desviacié
estandard de tres experiments independents. (* tractat vs no tractat, # BQS201 vs BQS255)(*** p
< 0,001, # p <0,05).

En primer lloc, es va analitzar la repressié de frataxina en ambdues soques com a control
de I'experiment. Tal com s’observa a la Figura 40, en els dos casos s’obté una molt bona
repressio després del tractament de 24 hores amb doxiciclina, i els nivells de frataxina sén
aproximadament un 10% dels nivells inicials. Seguidament es varen analitzar dues
proteines que participen en la biosintesis de centres Fe-S: la proteina Isd11, que actua
com a accessoria de la desulfurasa Nfsl i la glutaredoxina 5, que participa en la
transferencia dels centres Fe-S a les proteines receptores. En cap de les condicions
analitzades es varen observar alteracions en els nivells d’aquestes dues proteines, el que
apuntaria a que la absencia de frataxina no provoca canvis severs a la maquinaria de
biosintesis de clusters Fe-S a nivell de proteina, tot i que convindria analitzar-ne amb més
profunditat altres membres com les proteines Isul i Nfsl les quals no es varen poder

detectar en aquest analisi per a establir-ne conclusions més fermes.

El segon bloc de proteines analitzat, on s’inclouen les proteines de resposta a estres
oxidatiu, és el que va deixar més dubtes en comparacid6 amb resultats obtinguts

anteriorment.
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En primer lloc, no es va observar un increment en Yhb1 tal com s’ha descrit en el capitol
anterior, tot i que, cal recordar que aquest estudi protedomic s’ha realitzat 24 hores
després de reprimir frataxina mentre que els resultats obtinguts anteriorment fan

referencia a temps de repressid de 6 hores.

Seguint amb I'analisi dins aquest bloc de proteines de resposta a estres, veiem com les
superoxid dismutases 1 i 2 (Sod1l — Sod2) no mostren cap increment tot i que resultats
anteriors del grup ho havien demostrat per Western Blot (Irazusta et al., 2006; Moreno-
Cermefio et al., 2010). Per a Sod2 no és va observar cap canvi, més aviat una tendéncia a
la baixa en el cas de la soca BQS201. Per contra Sod1 mostra una lleugera tendencia a
I'alga, tot i que no significativa, en ambdues soques si es compara amb els controls no
tractats. En el cas de Sodl, els resultats deixen més dubtes ja que Unicament es va
utilitzar un peptid per a la quantificacié i per tant convindria analitzar-ne un altre a fi de

refermar les dades obtingudes.

Pel que fa a la resta de proteines incloses en aquest bloc, es va observar un clar increment
en la catalasa Ctal en la soca tetO,YFH1 després de I'addicié de doxiciclina, un efecte
que es reverteix en la soca on hi manca la flavohemoglobina Yhb1. Aquesta reversié del
fenotip podria suggerir un menor grau d’estres en aquesta soca (BQS255). Préviament, ja
s’havia identificat un increment en els nivells de catalasa (Ctal) en mutants Ayfhl
(Irazusta et al., 2008) També es varen observar canvis significatius en el factor
transcripcional Msn2, concretament un descens en el cas de la soca BQS201 revertit a
I'alca en la soca BQS255. Aquest va ser un resultat inesperat, ja que Msn2 és un factor
transcripcional de resposta a estres, i, tot i que potser no esperavem un gran increment ja
que la seva activitat es regula a través de la localitzacié d’aquest factor, un descens en els
seus nivells de proteina varen ser sorprenents (Gorner et al., 2002). A fi de completar
aquest resultat, convindria analitzar també els nivells de Msn4, un altre factor que té
funcions redundants amb Msn2 en la resposta a estrés (revisat a Estruch, 2000). També es
varen trobar canvis significatius en la xaperona Ssb2 en la soca BQS255 després de
reprimir I'expressié de frataxina, concretament es va detectar un lleuger increment.

Finalment, no es varen trobar canvis en els nivells de proteina de les tioredoxines Trx2 i
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Trx3, en la glutatidé reductasa, Glrl ni tampoc en I'enzim de la via de les pentoses fosfat

Zwf1.

Amb aquests resultats, es podria concloure que tot i que s’"ha demostrat préviament que
hi ha una situacidé d’estres, aquesta no comporta un gran increment de les defenses
antioxidants, ja que Unicament veiem un gran increment en la catalasa Ctal. Tot i que
aquests resultats mostren algunes incongruencies amb resultats previs del grup on s’havia
demostrat, per exemple, un clar increment dels enzims Sod1 i Sod2 convindria realitzar

una posterior validacio dels resultats obtinguts.
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Figura 41 Grup resposta a estrés oxidatiu. Es mostra la quantitat relativa de cada proteina
respecte la soca BQS201 sense doxiciclina com la mitjana + la desviacid estandard de tres
experiments independents (* tractat vs no tractat, # BQS201 vs BQS255)(* p < 0,05, ** p < 0,01, #
p < 0,05, ## p <0,01).

El tercer bloc de proteines agrupava diferents components de la cadena de transport
electronic. Concretament es varen analitzar, les deshidrogenases Ndel i Ndil que duen a
terme la funcié del complex | en llevat juntament amb Nde2; les proteines del complex Il
Sdh1 i Sdh2; i diferents components de la citocrom c oxidasa (complex V), concretament

les proteines Cox1, Cox2 i Cox5A.
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Per a aquestes proteines es van obtenir resultats altament interessants, sobretot per les
Sdh1 i Sdh2. Cal recordar que aquestes proteines son dianes de la proteina Cth2, activada
per Aftl el qual s’activa en abséncia de frataxina. Els resultats mostren un clar descens 24
hores després de reprimir I'expressié de YFHI en la soca BQS201, tal com s’havia descrit
previament (Moreno-Cermefio et al., 2010) i com s’ha mostrat en el primer capitol
d’aquesta tesi. Per contra, en la soca BQS255 no tan sols no s’observa aquest descens,
sind que hi ha un increment significatiu d’ambdues proteines comparat amb la situacié
control (sense doxiciclina). Aquests resultats per tant, confirmen els obtinguts en el
capitol anterior on s’apuntava que la delecié de YHB1 en cél-lules deficients per frataxina
evita la activacio del reguld del ferro Aftl i com a conseqtiéncia la posterior activacié de

Cth2 que és la proteina responsable de degradar els mRNAs de Sdh1 i Sdh2.

Per altra banda també es va detectar un descens, tot i que no significatiu, de la NADH
deshidrogenasa interna (Ndil). A més, s’observa com la delecié de YHB1 bloqueja aquest
efecte i els nivells d’aquest enzim es mantenen similars als inicials. Per a la resta de

proteines analitzades no es van trobar diferéncies significatives entre les 4 condicions

analitzades.
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Figura 42. Grup cadena de transport electronic. Es mostra la quantitat relativa de cada proteina
respecte la soca BQS201 sense doxiciclina com la mitjana * la desviacid estandard de tres
experiments independents (* tractat vs no tractat, # BQS201 vs BQS255)(* p < 0,05, ** p < 0,01,
*** p<0,001, # p<0,05, ### p < 0,001)
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Finalment, a I'dltim grup de proteines es varen incloure aquelles que participen en
I'obtencié d’energia a banda de la cadena de transport electronic analitzada al grup
anterior. En aquest grup es varen incloure proteines que participen en el metabolisme

respiratori aixi com les proteines Pdcl i Adh1 que participen en la fermentacid.

De la mateixa manera que es va observar per les succinat deshidrogenases, tornem a
veure i confirmar |'efecte de Cth2 sobre Aconitasa (Acol): en primer lloc observem un
fort descens 24 hores després de reprimir I'expressié de YFH1 i en segon lloc, s'observa

com la delecié de YHB1 en absencia de frataxina prevé aquest descens.

Si analitzem la resta de proteines conjuntament, observem [’efecte de remodelacio
metabolica que s’ha descrit al primer capitol. Les dades protedomiques segueixen indicant
un descens de les proteines regulades per Adrl com sén Adh2 i Gut2. Una altra dada que
confirma la remodelacié metabolica que pateixen els mutants de frataxina, és I'increment
dels enzims Pdcl i Adhl, enzims capitals en el procés de fermentacid. Tot i que aquest
increment no és estadisticament significatiu, si que mostra una clara tendeéncia
d’aquestes cel-lules a reduir el seu metabolisme respiratori i a incrementar la
fermentacié. De nou, els resultats obtinguts en els mutants de YHB1, mostren una
reversio dels fenotips observats en la soca BQS201. A priori, I’explicacié més senzilla seria
la major capacitat antioxidant de les cel-lules deficients en Yhbl (descrita préeviament)
gue evitaria, entre altres coses, la inactivacio del factor transcripcional Adrl el qual s’ha

demostrat que s’inactiva en una situacio d’estres oxidatiu.

Pel que fa referéncia a la resta de proteines analitzades, no es varen trobar diferéncies

significatives entre les 4 condicions.

Aixi doncs, els resultats presentats en aquest capitol mostren la utilitat de la proteomica
dirigida per a analitzar i quantificar un gran nombre de proteines al mateix temps dins
una mateixa mostra. A més, els resultats obtinguts mostren com en el doble mutant
tetOYFH1 Ayhbl es reverteixen la majoria de fenotips observats en el mutant
condicional el que mostra la importancia d’aquesta proteina en els fenotips derivats del

deficit de frataxina, un fet que s’analitzara a la discussio.
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Figura 43. Grup metabolisme energétic. Es mostra la quantitat relativa de cada proteina respecte
la soca BQS201 sense doxiciclina com la mitjana * la desviacié estandard de tres experiments
independents (* tractat vs no tractat, # BQS201 vs BQS255) (* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001,
## p < 0,01, ### p < 0,001)
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Els resultats presentats en aquesta tesi, mostren |'adaptacid metabolica dels llevats a la
deficiencia de la proteina mitocondrial Yfhl. En primer lloc s’ha identificat una
remodelacié en el metabolisme energétic on participen les proteines Adrl i Cth2. Per
altra banda s’ha analitzat el paper de la flavohemoglobina, Yhb1, en els mutants de
frataxina, el que ha permes identificar una nova via d’activacié d’Aftl depenent d’estreés.
Els resultats obtinguts posen en dubte el paper essencial de frataxina en la biosintesi de
centres Fe-S i suggereixen que |'estrés oxidatiu juga un paper principal en els diferents

fenotips observats. Aquests punts es discuteixen a continuacio.

1. Adaptacio metabolica en abséncia de Yfh1: el paper d’Adrl i Cth2

L’Ataxia de Friedreich és una malaltia amb una fisiopatologia complexa que afecta a
diferents teixits, especialment el sistema nervios. Els principals teixits afectats en aquesta
patologia sén aquells que tenen una major demanda i consum energétics com el propi
sistema nervids, el cor o el pancrees. De |'afectacié sobre aquests teixits en deriven els
principals simptomes de la malaltia com la miopatia, la diabetis i les afectacions
neurologiques (revisat a Abrahdo et al.,, 2015). Sembla clara doncs la implicacié de
frataxina en el metabolisme energétic i en la generacid d’energia al mitocondri.
Anteriorment, ja s’havia apuntat a que les cel-lules deficients en frataxina patien una
remodelaciéd metabolica que en el cas d’un model de Drosophila melanogaster i de cultius
primaris de miocits cardiacs afectava al metabolisme dels lipids (Navarro et al., 2010; Obis

et al., 2014).

En el present treball s’Tha mostrat com les cel-lules de llevat reorganitzen el seu
metabolisme en abséncia de Yfhl cap a un metabolisme menys oxidatiu, i en aquesta
remodelacié hi participen principalment dues proteines, el factor transcripcional Adrlila
proteina d’unié a mRNA Cth2. Si bé el paper de CTH2 pot semblar logic ja que és un gen
regulat per Aftl i I'activacio d’aquest factor de transcripcié és un dels fenotips classics de
la deficieéncia de Yfh1 en llevat (Chen & Kaplan, 2001; Moreno-Cermefio et al., 2010), per
a Adrl es va identificar un nou mecanisme de regulacid que no s’havia observat

préviament.
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1.1.La inactivacié d’Adrl: un mecanisme de resposta front I’estrés oxidatiu?

Els resultats obtinguts en aquest treball mostrats a les Figures 21 i 23, indiquen que Adrl
s’exporta del nucli al citosol en abséncia de frataxina aixi com en situacions d’estres
oxidatiu en forma de peroxid d’hidrogen. Donat que l'estres oxidatiu és també un dels
fenotips classics de la manca de frataxina en llevat (Bulteau et al., 2012; Irazusta et al.,
2010; Marobbio et al., 2012), la resposta que mostra Adrl en ambdues situacions a priori
es donaria a través del mateix mecanisme. A més, la delecid6 d’una altra proteina
mitocondrial com és Grx5 la qual també provoca estres oxidatiu i acumulacio de ferro
(Rodriguez-Manzaneque et al., 2002) genera el mateix fenotip de sortida d’Adrl del nucli
(Figura 22). Aquest fenotip és d’especial rellevancia ja que el medi utilitzat per al
creixement dels llevats és un medi respiratori (YPG) on |’activitat d’Adrl és fonamental ja
gue molts dels gens que regula participen en el metabolisme de fonts de carboni
alternatives com el propi glicerol. Aquest mecanisme de regulacio a través de la
localitzacid sense alteracio dels nivells de proteina, permetria regular transitoriament
I"activitat d’Adrl. Aixi doncs, en una situacio d’estrés oxidatiu es redueix |'activitat d’Adr1,
i, com a conseqliéncia, es redueixen les activitats de les vies metaboliques oxidatives
regulades per aquest factor transcripcional afavorint aixi una menor produccié de ROS.
Aguest mecanisme permetria que un cop rebaixada la situacio d’estres, Adrl tornés a ser
actiu rapidament, sense necessitat de sintetitzar proteina Adrl de nou. A més, els
resultats obtinguts en els experiments de protedmica dirigida que es mostren a la Figura
43 indiguen que els llevats deficients en Yfh1 intentarien virar cap a un metabolisme més
fermentatiu com mostren els augments, tot i que no significatius, de les proteines Adh1l i
Pdcl les quals son altament importants en la fermentacidé alcoholica ja que catalitzen les
dues reaccions que hi ha entre el piruvat i I'’etanol. Aquests resultats mostrarien que
aquestes cel-lules estan remodelant el seu metabolisme, des d'un metabolisme
respiratori cap a un metabolisme més fermentatiu. La principal pregunta que roman és,
quin és el mecanisme que regula aquesta resposta a |’estres oxidatiu? Entre les multiples

possibilitats potser dues sén les que tenen més sentit.

En primer lloc, donat que una situacié d’estres, per peroxid d’hidrogen, es produeix la
mateixa resposta que per la manca de frataxina, es podria especular amb una possible
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modificacido oxidativa en Adrl com un pont disulfur per exemple. Tot i que aquesta
possibilitat podria tenir bastant sentit, existeixen dades a la bibliografia que suggeririen
un altre mecanisme. Si ens fixem en els factors de resposta a estres com Yapl o el seu
ortoleg de Schizosaccharomyces pombe Papl, aquests responen a concentracions baixes
de peroxid (200-400 UM) i en un temps d’entre 5 i 12 minuts (Delaunay et al., 2000;
Vivancos et al., 2006). Per contra, en el cas de Adrl, tal com es mostra a la Figura 23,
aquesta resposta és més lenta (30 minuts) i a majors concentracions de peroxid
d’hidrogen (1 mM). Tot i aix0, cal tenir present que les condicions experimentals entre
els articles citats i les que s’han utilitzat en aquest treball sén diferents, ja que en el
nostre cas els experiments s’han realitzat en medi respiratori YPG en el qual els llevats
son més resistents a situacions d’estres oxidatiu en comparacio amb el medi fermentatiu
YPD (Cabiscol et al., 2000). Aquesta diferencia entre els medis utilitzats podria fer variar el
temps de resposta a agents oxidants aixi com les concentracions necessaries per a

observar una resposta similar.

Un altre mecanisme de regulacié possible que uneix la resposta a estres amb la regulacid
transcripcional és a través d’una fosforilacio. Per Adrl s’han descrit multiples
fosforilacions, tant en el domini d’unié al DNA (S98) com en una zona reguladora de la
seva estructura (5230) (Kacherovsky et al., 2008; Ratnakumar et al., 2009). En relacié amb
I’estreés oxidatiu, en resposta a altes concentracions de peroxid (1 mM o més) s’activen
tota una série de vies de senyalitzacio MAPK com és la via PKC en S. cerevisiae que acaba
amb la fosforilacié de la quinasa SIt2 o bé la via de Styl en S. pombe (de la Torre-Ruiz et
al., 2010; Vivancos et al., 2006). Tot i que no s’han descrit interaccions entre aquestes vies
i la regulacidé d’Adrl aquesta possibilitat no es pot excloure ja que tampoc es coneixen
amb precisié les quinases que actuen sobre Adrl i s’ha suggerit que diferents quinases
podrien fosforil-lar diferents residus regulant I'activitat d’Adrl a través de diferents

mecanismes (Kacherovsky et al., 2008; Ratnakumar et al., 2009).
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1.2. Cth2, la baula perduda: Frataxina no és essencial en la biosintesi de

centres Fe-S

A banda d’Adrl, la proteina Cth2 també juga un paper important en el canvi metabolic
observat en deficiencia de Yfhl. L’expressi6 de CTH2 esta regulada pel factor
transcripcional Aftl, i per tant I'expressid d’aquest gen augmenta en situacions de
deficiéncia de ferro (Puig et al., 2005). Un dels fenotips més paradigmatics en els models
d’estudi de deficit de frataxina, és la pérdua de proteines amb centres Fe-S. Aquest
fenotip juntament amb la identificacié de la interaccido de Yfhl amb les proteines que
formen I'estructura central de la biosintesi de centres Fe-S van portar a la conclusié que
frataxina era una proteina essencial en aquest procés (Gerber et al., 2003). No obstant,
els resultats obtinguts pel nostre grup aixi com resultats d’altres grups han posat en
dubte aquesta hipotesi al detectar que la pérdua de proteines amb centres Fe-S, com
aconitasa, només s’observava en determinades circumstancies com estrés per ferro o
hiperoxia i per tant no es podia considerar com un fenotip principal (Irazusta et al., 2006;
Navarro et al., 2015; Obis et al., 2014). El model condicional de llevat tetO,-YFH1, utilitzat
en aquesta tesi, va permetre classificar la pérdua d’aquestes proteines com un fenotip
secundari (Moreno-Cermefio et al., 2010). La perdua d’activitat d’aquests enzims anava
acompanyada d’una perdua en els nivells de proteina, el que feia sospitar en un
mecanisme de regulacid post-transcripcional ja que aquesta perdua d’activitat i de
proteina no podria explicar-se Unicament per la pérdua del centre Fe-S. Donat que un dels
fenotips primaris després de la repressio de Yfh1 és I'activacid del reguld del ferro, es va

investigar el paper de la proteina Cth2.

Tal com mostren els resultats (Figura 25) I'activitat de Cth2 és crucial en la péerdua de
proteines que contenen centres Fe-S en abséncia de Yfh1. La delecié de CTH2 no només
protegeix les seves dianes de ser degradades sind que aquest efecte reverteix I'aturada
en el creixement observada préviament en aquest model de llevat (Figura 27). Aquests
resultats per tant sén la confirmacié que frataxina no és essencial en la biosintesi de

centres Fe-S ja que 48 hores després de reprimir I'expressido de YFHI, |'activitat de
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proteines amb centres Fe-S com aconitasa es manté. Aquest resultat es veu reforgat amb
els resultats obtinguts en la soca tet-GRX5, una proteina essencial en el procés de
biosintesi d’aquests cofactors, on la perdua d’activitat aconitasa no es recupera quan

delecionem el gen CTH2.

De forma similar a aquests resultats, estudis realitzats amb Schizosaccharomyces pombe
van identificar que la proteina Php4 realitzava una funcié equivalent a Cth2 en mutants
deficients en I'"homoleg de frataxina (pfh1l). Php4 reprimeix I'expressid de gens que
promouen I'emmagatzematge de ferro i de gens de proteines que contenen centres Fe-S
en situacions de deéficit de ferro. Per tant, duu a terme una funcié semblant a Cth2 tot i
gue segueix un mecanisme d’accio diferent. Cal mencionar que malgrat en aquest treball
no es va analitzar si en el doble mutant Apfhi1A4php4 es recuperaven les activitats de
proteines amb centres Fe-S com aconitasa, si que es va mostrar una millora en el
creixement d’aquestes soques respecte als mutants simples dofh1 (Gabrielli et al., 2012).
Per tant, aquests resultats estan en concordanga amb els que hem obtingut en S.
cerevisiae, en el sentit que existeixen mecanismes per a regular a la baixa les proteines
amb centres Fe-S en absencia de frataxina, i per tant, la pérdua d’activitat en aquestes

proteines és conseqliencia d’aquesta regulacio i no de la perdua dels centres Fe-S.

Donat que CTH2 esta sota el control d’Aftl, entendre els mecanismes de regulacid
d’aquest factor transcripcional és clau per entendre la successido de fenotips en els
mutants de Yfh1 aixi com la funcié o funcions que du a terme frataxina a la céel-lula. Per
altra banda, la posta a punt d’'un metode de protedomica dirigida ens ha permés analitzar
diferents proteines representatives dels processos afectats en deficiencia de frataxina
com dianes de Cth2, gens del metabolisme energéetic i de la resposta a estrés oxidatiu. En
aquest estudi on s’han comparat les soques tetO;-YFH1 i tetO>-YFH1 Ayhb1 s’han obtingut
uns resultats que van en la mateixa direccid que els obtinguts en els mutants de CTH2. En
els dobles mutants, on I'activacié d’Aftl no es produeix tal com mostren els resultats de la
Figura 32, s'observa com els nivells de proteina de les dianes de Cth2, Acol, Sdh1 i Sdh2
es mantenen. Aquests resultats, reforcen encara més les conclusions obtingudes en els

mutants de CTH2, és a dir, que frataxina no és essencial per la biosintesi de centres Fe-S, i
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gue la perdua de proteines amb centres Fe-S és conseqiéncia de |'activacio de CTH2 que

depen d’Aftl.

2. L'activacio d’Aftl en absencia de frataxina, una via depenent de redox

signaling?

Molts dels fenotips observats en llevats deficients en Yfh1l depenen de I'activacio d’Aftl,
com per exemple I'acumulacié de ferro i la pérdua de proteines amb centres Fe-S en un
mecanisme que depéen de Cth2. L’activitat d’Aftl es regula a través de regular-ne la seva
localitzacid un procés en el que hi participen les glutaredoxines monotioliques Grx3 i
Grx4, les proteines Fral i Fra2 i els centres Fe-S (Kumanovics et al., 2008; Li et al., 2009).
En condicions de deficit de ferro, la produccié de centres Fe-S es veu afectada com a
consequencia del deficit d’aquest metall el que genera un senyal que fa que Aftl es
localitzi al nucli i activi el reguld del ferro. Aquest senyal, es creu que és la pérdua del
centre Fe-S que manté el complex Grx3/4-Fra2-Aftl unit i localitzat al citosol, provocant
aixi que aquest complex es trenqui (Outten & Albetel, 2013). En una situacio de deficit de
frataxina també es genera un senyal de déficit de ferro, ja que el factor transcripcional
Aftl s’activa ben aviat després de reprimir I'expressiéo de YFHI, tot i que els nivells de
ferro al medi siguin normals i la biosintesi de centres Fe-S es mantingui al llarg del temps
tal com es va demostrar préviament en el model condicional de llevat (Moreno-Cermeiio
et al., 2010). Aquests resultats previs obtinguts al grup ja apuntaven a que hauria d’existir
un mecanisme de senyalitzacié independent de la biosintesi de centres Fe-S que servis
per activar el factor transcripcional Aftl. Els resultats obtinguts amb el doble mutant
tetO-YFH1 Ayhb1 apunten clarament cap a aquesta possibilitat. En aquest mutant, s’evita
I'acumulaciéo de ferro a través d’evitar |'activacido del regulé del ferro, i, per tant,
I’'augment en els nivells de proteina de Fet3 (Figura 32). Tot i aquests resultats, I'activacié
d’Aftl no es veu afectada en mutants 4dyhb1 tractats amb quelants de ferro (Figura 33) un
resultat que definitivament apunta a vies de regulacié diferents. Yhbl s’ha descrit com
una proteina amb activitat oxid nitric oxidoreductasa, per tant la seva funcid seria

detoxificar NO (Cassanova et al., 2005). A més, tot i existir dades contradictories, s’ha
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descrit que la seva expressid es veuria augmentada en diferents situacions d’estres
oxidatiu i que per tant jugaria un paper important en aquesta resposta (Zhao et al., 1996),
probablement evitant la formacio de peroxinitrit a través de reduir els nivells d’oxid nitric.
De fet, la principal diferéncia entre els mutants simples i els dobles sén els nivells d’oxid
nitric com a conseqiiéncia de la manca de Yhb1, ja que la produccié de superoxid és
idéntica en les dues soques. Com a conseqtiencia, el doble mutant té una major formacié
de peroxinitrit i alhora un contingut més alt de nitrotirosines (Figura 35), el que confirma
el paper protector de Yhb1. Perd, com influeixen els nivells d’oxid nitric en I’activacio del
regulé del ferro? Practicament no hi ha informacio clara dels efectes de I’0xid nitric sobre
el metabolisme de S. cerevisiae, pero si que s’ha descrit que la seva produccio per part de
I’enzim Tah18 és important per fer front a una situacié d’estrés térmic (Nishimura et al.,
2013). La resposta front estrés termic i estrés oxidatiu comparteix un alt nombre de
dianes (Gasch et al.,, 2000), el que podria apuntar a que I'0xid nitric també podria
participar en la resisténcia a estres oxidatiu. Per altra banda, estudis d’altres grups han
apuntat a que alteracions en I'estat redox del mitocondri poden provocar |'activacié del
regulé del ferro, per exemple la delecié de la peroxiredoxina mitocondrial (Prx1) o la
delecié de les metionina sulfoxid reductases (Mxr) (McDonagh et al., 2011; Sideri et al.,
2009). A més, altres situacions oxidatives com el tractament de les cel-lules amb peroxids
o mutacions a la bomba de protons vacuolar també generen situacions d’estrés que
activen en major o menor mesura el reguld del ferro (Castells-Roca et al., 2011; Diab &
Kane, 2013). De la mateixa manera, en eucariotes superiors també s’ha observat que la
proteina IRP1 pot activar-se en situacions d’estrés per peroxid d’hidrogen o per oxid nitric
(Fillebeen & Pantopoulos, 2002). Aixi doncs, amb aquestes evidencies, podria seguir Aftl

un mecanisme de regulacido ROS-depenent en absencia de frataxina?

Els resultats que es mostren a la Figura 37 corroboren aquesta possibilitat ja que en
presencia de baixes concentracions de menadiona Aftl es localitza al nucli en major
proporcid a la soca salvatge en comparacié amb el mutant Ayhbl. Tot i que caldria
obtenir dades d’expressid per a obtenir conclusions més fermes, aquests resultats
confirmarien que [I'activacié d’Aftl a través d’'un mecanisme ROS-depenent pot
obstaculitzar-se en mutants Ayhb1. Una possible explicacio, es que les soques deficients

en YHBI1 siguin més resistents a estrés oxidatiu, que de fet és el cas tal com es mostra a la
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Figura 36. Entre els possibles mecanismes que poden portar a aquesta major resistencia a
estrés oxidatiu, un d’ells seria que el NO reaccionaria directament amb el superoxid
actuant com a quelant. Aquest és un mecanisme factible ja que la reaccio entre superoxid
i oxid nitric és més rapida que la reaccid catalitzada per les SOD (Beckman & Koppenol,
1996) i per tant nivells més alts de NO podrien proporcionar proteccio front un estres de
superoxid. Els resultats mostrats a la Figura 38 donen suport a aquesta hipotesi, ja que un
tractament amb menadiona sobre la soca salvatge i la soca Ayhbl provoca una baixada
en la fluorescencia en la sonda DAF-FM, el que indica un descens en els nivells de NO. Al
mateix temps s’observa un lleuger augment en el contingut de nitrotirosines igual que
passa en els mutants de frataxina. Per tant, aquests resultats donarien suport a que la
delecié de YHBI1 protegeix front estrés oxidatiu a través de I'augment en els nivells d’oxid
nitric. Aquest mecanisme d’interaccid entre I’0xid nitric i el superoxid ja s’ha suggerit que
té lloc al sistema vascular amb la finalitat de controlar I'alliberament de superoxid i aixi

controlar la vascularitzacio (Guzik et al., 2002).

Tot i el benefici que proporciona la delecié de YHBI1, sembla contradictori que en
deficiencia de frataxina s’indueixi I'expressié d’aquest gen. L’explicacié més senzilla és
que I'expressio de YHBI1 estigui regulada pels factors transcripcionals de resposta a estres
oxidatiu; de fet, a aquesta proteina se I'ha relacionat des de fa temps amb la resposta a
front aquest tipus d’estrés (Zhao et al., 1996). Cal tenir present, que, tot i que la delecio
de YHBI1 pugui tenir un efecte protector a curt termini a través de I'efecte quelant de
I’0xid nitric sobre el superoxid, aquesta reaccié dona lloc a peroxinitrit que a la llarga pot
produir problemes de toxicitat. Per tant, la induccié de YHBI1 protegiria front aquest dany

derivat de la produccié de peroxinitrit.

Un altre mecanisme possible de resisténcia front una situacié d’estrés oxidatiu en els
mutants Adyhbl implicaria un augment en els nivells basals de diversos enzims
antioxidants. D’acord amb el que s’ha descrit préviament, en situacions d’estres per RNS,
S. cerevisiae modifica I'expressié de nombrosos gens entre els quals hi ha gens descrits
com gens de resposta a estrés oxidatiu (Horan et al., 2006). Si entenem que el déficit
d’Yhbl comporta un lleuger estres per RNS de forma cronica, podriem esperar que
aquestes soques tinguessin parcialment induides certes defenses antioxidants el que faria

gue aquestes cel-lules fossin més resistents a estrés. En aquest mateix sentit podriem
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trobar una explicacid al perqué les cel-lules deficients en frataxina i CTH2 tampoc
acumulen ferro (Figura 29). Donat que Cth2 pot regular un gran nombre de dianes entre
les quals hi podem trobar diversos gens de resposta a estrés (Puig et al., 2008), algunes
amb un paper préviament descrit en la regulacié del metabolisme del ferro com seria la
PRX1 o les TSAs, podriem esperar que la delecié de Cth2 provoqués un lleuger augment
en els nivells d’aquestes proteines proporcionant a les cel-lules una major capacitat
antioxidant que seria determinant per a bloquejar I'activacido d’Aftl a través d’aquest

mecanisme ROS-depenent.

Si I'activacié d’Aftl depen d’una via de senyalitzacid redox, el segilient pas seria esbrinar
quin és el mecanisme que regula aquesta via. Donat que la localitzacié d’Aftl esta
regulada per un complex que depén de la coordinacié d’un centre Fe-S, un dels
mecanismes més obvis seria |'oxidacié d’aquest clister com a conseqiieéncia d’un
augment en la produccioé d’especies reactives de I'oxigen provocant aixi I’entrada d’Aft1 al
nucli i I'activacio del regulé del ferro. Un altre possible mecanisme a investigar és
I'oxidacié de cisteines d’Aftl. Aquesta és una possibilitat interessant ja que una variant
natural d’Aftl la qual és constitutivament activa, és una mutacié d’una cisteina per una
fenilalanina (C291F), el que fa pensar en que una oxidacié d’aquesta cisteina podria

provocar un fenotip d’activacié d’Aftl semblant.

2.1.L’estres oxidatiu en la fisiopatologia de I’Ataxia de Friedreich

Entendre la successio de fenotips en els diferents models d’estudi del déficit de frataxina
és un pas clau per entendre millor la fisiopatologia de I’Ataxia de Friedreich, la funcié de
la propia frataxina i poder dissenyar terapies més efectives. Si bé en S. cerevisiae el paper
de I'estres oxidatiu és d’especial importancia ja que, tal com s’ha mostrat en el present
treball, és I'origen de la resta de fenotips, en altres models d’estudi el paper de l'estrés
oxidatiu es creu secundari. L'augment en la produccié de ROS mostrada en el model de
llevat (Figura 34) no s’ha arribat a identificar en altres models tot i que la gran majoria de
models comparteixen una hipersensibilitat front agents oxidants (revisat a Bayot et al.,

2011). Tot i les diferents hipotesis que existeixen pel paper de I'estrés oxidatiu en
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superiors, no hi ha motius per a deixar de pensar que les ROS podrien tenir un paper
important en l'inici de la patologia, potser no a nivell de toxicitat pero si a nivell de
senyalitzacié. Donat que els ROS es produeixen principalment al mitocondri, podriem
pensar en una alteracio en la senyalitzacié mitocondri-nucli, en la qual els ROS hi jugarien
un paper important. En el cas dels llevats, aquesta alteracio en la senyalitzacié porta a un
trencament de I’homeostasi del ferro tal com s’ha explicat a I'apartat anterior. En el cas
dels models d’eucariotes superiors sembla ser que s’alterarien altres vies abans que
I'alteracié de I'homeostasi del ferro, com per exemple la del calci. En estudis previs del
grup, es va descriure que en cultius primaris de neurones de I'arrel dorsal de rata existeix
una alteracido del metabolisme del calci que finalment porta a la mort per apoptosi
(Mincheva-Tasheva et al., 2014). La connexid entre |'estrés oxidatiu i el metabolisme del
calci ha estat ampliament estudiada al llarg dels anys i s’han descrit diferents vies pels
quals un augment de I'estrés oxidatiu pot alterar el metabolisme del calci (revisat a Yan,
et al., 2006). Aixi doncs, podriem parlar d’una alteracié en la senyalitzacié depenent de
ROS en els diferents models d’ataxia de Friedreich? Si fos aixi, podriem pensar en una
terapia antioxidant de cara al tractament de I’Ataxia de Friedreich. En aquest sentit cal
apuntar que, tot i que alguns compostos antioxidants com la idebenona (un analeg del
coenzim Q10 amb activitat antioxidant) han fracassat al no observar-se diferencies entre
els tractaments i els placebo en assajos clinics, hi ha diverses linies de recerca amb
compostos com EPI-743 (Edison), SHP622 (Shire), RTA-408 (Reata), RT001 (Retrotope) que
ja es troben en fase I-Il d’assajos clinics que busquen millorar la resposta antioxidant
(font: www.curefa.org/pipeline), el que de nou confirma l'important paper que se li

atorga a I'estres oxidatiu en la fisiopatologia de I’Ataxia de Freidreich.

3. Sobre la funcié de Frataxina, podem parlar d’una proteina moon-lightning?

Després de 20 anys d’investigacié des que es va identificar el gen de frataxina com a
responsable de I’Ataxia de Friedreich (Campuzano et al., 1996), la funcié d’aquesta
proteina segueix essent un tema de debat candent a les reunions cientifiques. Fins fa uns

anys, la hipotesi més acceptada és que frataxina actuava com a donador de ferro en la
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biosintesi de centres Fe-S i per tant aquesta tindria un paper essencial en el procés. Tal
com s’ha explicat previament, frataxina no és essencial en la biosintesi de centres Fe-S i
per tant no pot ser el donador de ferro en aquest procés. Recentment, s’ha suggerit un
altre rol per frataxina dins aquest procés, concretament el de regulador al-losteric de la
biosintesis de clisters a través de regular I'activitat de la desulfurasa Nfs1 (Adinolfi et al.,
2009; Colin et al., 2013; Pandey et al., 2013). Aquesta funcié no estaria en contra dels
nostres resultats ja que podria considerar-se una funcidé no essencial. En favor d’aquesta
funcid hi ha una série de treballs que han caracteritzat un mutant puntual de Isul (M141l)
el qual pot restaurar els fenotips derivats del deficit de frataxina (H. Yoon et al., 2012).
Aquesta mutacié en Isul actuaria de la mateixa manera que ho fa frataxina sobre la
desulfurasa promovent I'activitat d’aquest enzim en un mecanisme de regulacié
al-lostérica (Pandey et al., 2013). Curiosament, els procariotes, que també disposen de
maquinaria de biosintesi de centres Fe-S, disposen d’aquesta versié de la proteina-bastida
(IscU), el que fa que aquests organismes no depenguin de la preséncia de frataxina tot i
que disposen d’ella, com és CyaY en el cas d’E. coli (Roche et al., 2015). Juntament amb
aquests resultats, la reproduccio del procés de biosintesi de centres Fe-S in vitro realitzat
pel Dr. Lill i els seus col-laboradors mostren de la importancia de frataxina, aixi com altres
components, en el procés de biosintesi de centres Fe-S. Tot i aixi, cal dir que també es
mostra que poca frataxina, concretament a una relacié 1:10 respecte la desulfurasa és
suficient per mantenir la formacié de centres ferro sofre tot i que a una velocitat una
mica inferior, i en una relacio 1:4 la velocitat de reaccié és practicament idéntica a una
relacié 1:1 (Webert et al., 2014). Donada aquesta independéncia de frataxina per a la
biosintesi de centres Fe-S perduda al llarg de I'evolucid i els resultats obtinguts pel grup
del Dr. Lill, la pregunta que ens podem fer és: té frataxina alguna funcié secundaria?
Moltes sén les funcions que s’han proposat per frataxina tot i que posteriorment no s’han
pogut provar in vivo, perd una d’elles podria encaixar amb els fenotips observats en els
mutants de frataxina. Previament s’ha observat que frataxina pot interaccionar amb
proteines de la cadena de transport electronic com la succinat deshidrogenasa i les ETFs
de llevat i s’ha suggerit que frataxina podria participar en la transferencia d’electrons
(Gonzalez-Cabo et al.,, 2005). Tot i que la preséncia de frataxina en els grans

macrocomplexes mitocondrials no s’ha descrit, des del seu descobriment es va suggerir
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gue, tot i ser una proteina de la matriu mitocondrial, podria estar associada a la
membrana interna (Campuzano et al., 1997). Estudis previs del grup, pendents de
confirmacid, realitzats en condicions menys restrictives que les utilitzades per identificar
els macrocomplexes mitocondrials, també suggereixen que frataxina podria formar
complexes amb proteines implicades en la transferéncia d’electrons (Elia Obis, 2014, Tesi
Doctoral). Per tant, podriem especular que la manca de Yfh1 podria provocar que aquesta
transferéncia fos menys eficient donant lloc per exemple a fenomens de transferéncia
reversa d’electrons, RET (de I'anglés, Reverse Electron Transfer), una situacié que genera

estres oxidatiu, el qual juga un paper central segons les dades del nostre model.

Aixi doncs en una situacid patologica on els nivells de frataxina cauen per sota del 30%
respecte els nivells normals, per0 resta una certa quantitat de frataxina, podem
hipotetitzar que no hi hauria prou frataxina per cobrir ambdues funcions. Per tant,
malgrat es poguessin mantenir uns nivells de sintesi de centres Fe-S aparentment
normals, la situacié d’estrés que es generaria com a conseqiiéncia d’un mal funcionament
de la cadena de transport electronic podria provocar altres alteracions que inclourien la
destruccié d’aquests clusters i com a conseqliencia la perdua d’activitat de les proteines
afectades. D’acord amb aquesta hipotesi, la terapia antioxidant o una terapia que millori
la funcionalitat dels mitocondris seria la millor opcié mentre no s’arribi a la terapia genica
o cel-lular. En aquest sentit, a banda dels farmacs citats anteriorment, existeixen diversos
estudis preclinics on s’ha demostrat que compostos com el blau de metile, el qual pot
participar en reaccions de transferencia d’electrons a la cadena de transport electronic, o
bé tractaments amb rapamicina, que augmenten les defenses antioxidants a través de la
inhibicid del complex TORC1, milloren els fenotips observats en diferents models (Tricoire
et al., 2014; Calap-Quintana et al., 2015), i donen suport a la idea de la terapia antioxidant

com una aproximacio terapeutica a mig termini.
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Conclusions

L’analisi protedmica revela que hi ha una regulacié a la baixa de diversos gens

reprimits per glucosa després de reprimir I'expressié de YFH1.

El factor transcripcional Adrl pateix un canvi de localitzacid nucli-citosol en
abséncia de frataxina, el que provoca la seva inactivacié i com a conseqiiéncia el
descens en les proteines que participen en el metabolisme de fonts de carboni

alternatives identificades a I’estudi proteomic.

Una situacido d’estrés oxidatiu en forma de peroxid d’hidrogen, o bé com a
conseqiiencia de la deleci6 de Grx5 provoca el mateix efecte sobre Adrl que
I'observat després de la repressido de Yfhl, el que suggereix que Adrl regula la

seva activitat a través d’'un mecanisme depenent de ROS.

Cth2 és la responsable de la pérdua de les proteines amb centres Fe-S en mutants

deficients en frataxina.

Frataxina no és essencial en la biosintesi de centres Fe-S.

L'aturada en el creixement observada en els mutants condicionals de Yfhl és
consequiencia de I'activitat de Cth2 i en menor mesura de la inactivacio del factor
transcripcional Adrl.

La delecio del gen de la flavohemoglobina de llevat (Yhbl) en el mutant
condicional de frataxina reverteix els fenotips depenents d’Aftl com I'acumulacié

de ferroi la delecid de les proteines amb centres Fe-S com aconitasa.

En absencia d’Yfh1, Aftl s’activa per una via de senyalitzacio diferent a la que ho

fa en situacions de deficiencia de ferro.
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9. Aftl pot activar-se de forma ROS-depenent. Aquesta resposta es déna en menor
grau en mutants Ayhbl com a conseqiiéncia de I'augment en els nivells d’oxid

nitric en aquesta soca que augmenten la capacitat antioxidant d’aquestes cel-lules.
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mutants (tetO~YFH1) to investigate metabolic remodeling upon Yfh1 depletion. These studies revealed that
Yfh1 depletion leads to downregulation of many glucose-repressed genes. Most of them were Adr1 targets, a
key transcription factor required for growth in non-fermentable carbon sources. Using a GFP-tagged Adr1, we
observed that Yfh1 depletion promotes the export of Adr1 from the nucleus to the cytosol without affecting its
Friedreich ataxia protein levels. This effect was also observed upon H,0, treatment, but not by iron overload/starvation, indicating
Yeast frataxin the presence of a regulatory pathway involved in Adr1 export and inactivation upon stress conditions. We also
Iron observed that CTH2, a gene involved in the mRNA degradation of several iron-containing enzymes, was induced
Oxidative stress upon Yfh1 depletion. Accordingly, decreased levels of aconitase and succinate dehydrogenase were observed.
Nevertheless, their levels were maintained in a Acth2 mutant even in the absence of Yfh1. From these results
we can conclude that, in addition to altering iron homeostasis, frataxin depletion involves drastic metabolic
remodeling governed by Adr1 and Cth2 that finally leads to downregulation of iron-sulfur proteins and other

Keywords:

proteins involved in respiratory metabolism.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Frataxin is a small, highly conserved, mitochondrial protein whose
deficiency in humans causes Friedreich ataxia. Ortholog proteins have
been described in bacteria, yeasts and plants [1]. Thus, non-mammalian
models have been widely used to investigate frataxin function and the
consequences of frataxin deficiency on cell metabolism. Indeed, soon
after the discovery of frataxin, it was reported that yeasts deficient in
its ortholog Yfh1 (from Yeast frataxin homolog®) accumulated increased
amounts of iron [2]. This was the first evidence relating this protein to
iron metabolism. However, the precise function of Frataxin is
controversial. For years, the most accepted hypothesis was that it
provided the iron required for iron-sulfur biogenesis, a highly conserved
process that takes place in mitochondria and requires several specialized
proteins. This hypothesis was supported by several biochemical studies
indicating direct interaction between frataxins and proteins involved in
iron-sulfur biogenesis [3]. However, many biological studies indicate
that frataxin is not essential to iron-sulfur protein activity [4,5]. In this
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context, a mutation (M107I) in Isul ameliorates most of the traits
attributed to frataxin depletion [6]. The apparent paradox between the
involvement of frataxin in iron-sulfur machinery and its dispensable
role in this process may have found an explanation in recent studies
that suggest frataxin may play a regulatory role in iron-sulfur biogenesis
in response to iron availability [7]. Additionally, other roles for frataxin
have been suggested, such as iron storage [8], electron transfer to
flavoproteins [9], or regulation of Iron Regulatory Protein 1 [10].
Biological systems contain many regulatory networks that promote
metabolic remodeling in response to environmental conditions. One
example is adaptation to growth in the presence of different carbon
sources in yeasts. Glucose is the preferred carbon source in Saccharomyces
cerevisiae, and consequently this sugar exerts a strong repressive effect
over many genes involved in the utilization of other carbon sources,
including many mitochondrial genes required for respiration or NADH
generation. Yeast grown under conventional YPD media (which contains
2% glucose) display a mixed fermentative-respiratory metabolism in
which most of the glucose used is converted to ethanol. This
phenomenon is known as the Crabtree effect [11-13]. Nevertheless,
S. cerevisiae can also grow efficiently in carbon sources such as glycerol,
acetate, ethanol, or oleate when glucose is scarce. This requires a
marked metabolic rearrangement that is governed by the AMP-
activated protein kinase Snfl and involves several transcription factors,
being Adr1 one of the most relevant [ 14]. Another example of metabolic
remodeling is response to iron scarcity. The Aft1/2 transcription factors,
which promote upregulation of iron uptake systems, are activated [15]
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and Aft1 induces the expression of Cth2, an mRNA binding protein that
promotes the degradation of several mRNAs coding for iron-containing
proteins. The nearly 100 transcripts downregulated by Cth2 are
involved in iron-dependent metabolic pathways such as cellular
respiration, heme and Fe-S cluster biosynthesis, iron homeostasis, or
fatty acid metabolism. Cth2 has a paralog protein, Cth1, known to target
20 transcripts, of which 13 are shared with Cth2 [16].

Frataxin depletion in yeast leads to respiratory failure, loss of iron-
sulfur proteins, and growth arrest. In previous work, we used yeast
frataxin conditional mutants to investigate the sequence of events
occurring after frataxin depletion [5]. By this approach, activation of iron
uptake and response to oxidative stress were classified as early events
after frataxin depletion. In contrast, respiratory failure and loss of iron—
sulfur proteins were classified as late events. Late events may be governed
by the regulatory networks used by cells to respond to environmental
challenges. In the present work, proteomic and transcriptomic data
have been used to explore the mechanisms that trigger these late events.
The results obtained indicate that the transcription factor Adrl is
inactivated after frataxin depletion, while Cth2 is induced. Both events
cause the downregulation of several genes involved in respiratory
metabolism and promote growth arrest.

2. Materials and methods
2.1. Organism and culture conditions

The strains used for this study are shown in Table 1. All of them are
derived from W303-1A (MATa ura3-1 leu2-3,112 trp1-1 his3-11,15
ade2-1), which is considered wild-type in this work. Most experiments
were performed using YPG media (1% yeast extract, 2% peptone and 3%
glycerol). Unless otherwise stated, YPD media contained 2% glucose. SC
medium contained 0.67% yeast nitrogen base, 3% ethanol plus dropout
mixture and auxotrophic requirements. The cells were cultured in a
rotary shaker at 30 °C. All the experiments described in this work
were performed with exponentially growing cells at optical densities
ranging from 0.5 to 0.7 (A =600 nm, 1 cm light path).

2.2. Plasmids and genetic methods

The plasmid pCYC106 (supplied by Dr. E. Gari, Universitat de Lleida)
was used for 3HA-tagging the c-terminus of the chromosomal copies of
ADR1. Plasmid pYM25 was used for GFP-tagging the c-terminus of ADR1
[17].

2.3. Two-dimensional gel electrophoresis and protein identification

The cells were resuspended in 25 mM Tris-HCl buffer pH 8, plus 8 M
urea and a mixture of protease inhibitors (200 uM phenylmethyl-
sulphony! fluoride, 20 uM TPCK, 200 M pepstatin A) and disrupted
using glass beads. An equal volume of 8 M urea, 8% CHAPS, and 50 mM

DTT was added to the lysed cells and after centrifugation (12,000 rpm
for 5 min), 50 pg of protein (quantitated by Biorad Protein Assay,
approximately 10 pl of the supernatant) were diluted in 350 pl of
Rehydration Buffer V (General Electric Life Sciences) containing 50 mM
DTT and 1% Biolytes 3-10 (BioRad). Isoelectric focusing was performed
in 18 cm immobilized pH gradient strips (3-10 NL Bio-Rad) using a
BioRad Protean IEF cell. Second-dimension SDS-PAGE was performed on
12.5% polyacrylamide gels. The gels were Flamingo-stained. Images
were acquired in a Versadoc MP4000 (Bio-Rad) and analyzed with
PDQuest software (Bio-Rad). For protein identification, the desired spots
were excised from the gels and subjected to tryptic digestion. Peptides
were analyzed in a Bruker Ultraflex MALDI-TOF/TOF. Proteins were
identified by peptide mass fingerprinting or MS/MS ion search with
Mascot.

24. Western blot analysis

The cells were resuspended in 100 mM Tris-HCl buffer pH 7.5 plus a
mixture of protease inhibitors and disrupted using glass beads. An equal
volume of 7.5% SDS, and 7.5% R-mercaptoethanol was added to the
lysed cells and after centrifugation (12,000 rpm for 5 min), 15 pg of
protein were separated in SDS-polyacrylamide gels and transferred to
PVDF membranes. For Adr1 detection, the cells were lysed in 12.5%
TCA and after centrifugation, the pellets were washed with cold acetone
and resuspended in a 0.67 M Tris-HCI buffer pH 8.0 plus 1% SDS and
1 mM EDTA. The following primary antibodies were used: Acol (from
R. Lill, Marburg, Germany), Sdh2 (from B. Lemire), Grx5 [18], and
antibodies against HA epitope (Roche, 1867423) and GFP (Clontech,
632381). Peroxidase-conjugated anti-rabbit, anti-mouse and anti-rat
antibodies were used for detection. Image acquisition was performed
in a ChemiDoc XRS (Bio-Rad). When required, chemiluminescent data
were analyzed by Quantity One software (BioRad). Protein load was
verified by post-western Coomassie Blue (CBB) staining of the PVDF
membranes.

2.5. Microscopy studies

To analyze Adr1p cellular localization, cells expressing an ADR1-GFP
version were observed in both YPD and YPG media by fluorescence
microscopy (Olympus DP30 BW) using U-MNUA3 filter. For DAPI
nuclear staining of living cells expressing the GFP-ADR1 fusion proteins,
samples from exponentially growing cultures were directly incubated
with DAPI (5 mg/ml) during 40 min in the dark, before visualization
with an Olympus DP30 BW fluorescence microscope with U-MNUA2
filter.

2.6. Gene expression analysis

Microarray analysis was performed as described [19] in the genomic
facilities at the Universitat Autonoma de Barcelona. Comparison was

Table 1

Strains used in this work.
Strain Name used in text Relevant genotype Comments
W303-1A  Wild-type MATa ura3-1 leu2-3,112 trp1-1 his3-11,15 ade2-1 Wild-type
W303-1B MATo ura3-1 leu2-3,112 trp1-1 his3-11,15 ade2-1 Wild-type
BQS201 tetO,-YFH1 W303-1A tetO,-YFH1::kanMX4 Chromosomal YFH1 promoter replaced with tetO; promoter [5]
BQS213 W303 ADR1-GFP W303-1A ADR1-GFP::hphNT1 Chromosomal ADR1 tagged with GFP in wild-type strain
BQS215 tetO~YFH1 ADR1-GFP  BQS201 ADR1-GFP::hphNT1 Chromosomal ADR1 tagged with GFP in tetO,-YFH1strain
BQS214 W303 ADR1-HA W303-1A, ADR1-3HA::natMX4 Chromosomal ADR1 tagged with 3HA in wild-type strain
BQS216 tetO,~YFH1 ADR1-HA  tetO,~YFH1, ADR1-3HA::natMX4 Chromosomal ADR1 tagged with 3HA in tetO-YFH1strain
MML313  tetO,-GRX5 W303-1A grx5: kanMX4(pMM117[tTA tetO-GRX5])- ‘tetR'-Ssn6: LEU2 URA3  GRX5 under the control of a tetO; promoter [33].
BQS217 tetO,~-GRX5 ADR1-GFP MML313, ADR1-GFP::hphNT1 Chromosomal ADR1 tagged with GFP in MML313 strain
BQS250 W303-1B cth2::natMX4 (mat o) Deletion of CTH2 in W303-1B
BQS252 Acth2 W303-1A cth2::natMX4 (mat a) Spore from a cross BQS201xBQS250
BQS251 tetO-YFH1 Acth2 W303-1A tetO,-YFH1::kanMX4 cth2::natMX4 Spore from a cross BQS201xBQS250
BQS257 tetO~GRX5Acth2 MML313, cth2::natMX4 Spore from a cross MML313xBQS250
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done between tetO,-YFH1 and tetO,-YFH1 plus doxycycline. Data
represent two biological repeats. For quantitative real-time PCR analysis
(qPCR), total RNA was extracted using the RNeasy kit (Qiagen, ref.
74104) according to manufacturer's instructions. From each sample,
1 pg of total RNA was converted into ¢cDNA and 50 ng were used for
each individual real-time PCR reaction. The assays were performed in
an iCycler (Bio-Rad) using the TagMan Universal PCR Master Mix kit
from Applied Biosystems. Actin (ACT1) was used as an internal control.
Primer sequences and probes were provided by Applied Biosystems
(TagMan Gene Expression Assays, Custom). Quantification was
completed using iCycler I1Q Real-Time Detection System software
(version 2.3, Bio-Rad). Relative expression ratios were calculated on
the basis of delta Cp values with efficiency correction based on multiple
samples [20].

2.7. Measurement of cell growth rate

Cell growth was monitored in 1 ml cultures in 24-well plates
incubated at 30 °C and constant agitation in a Biotek PowerWave XS
Microplate Spectrophotometer. The plates were sealed with Breathe
Easy membranes (Diversified Biotech, Boston, MA). Optical density
(600nm) was recorded every 30 min. Generation times were calculated
every hour using four measurements around the desired time-point.
Gen5 Data Analysis software and Microsoft Excel were used for these
calculations.

2.8. Other methods

Alcohol dehydrogenase activities were analyzed in zymograms.
Briefly, the cells were disrupted using glass beads in a 50 mM Tris-HCl
buffer pH 8.0; 10 pg of protein was loaded on native Tris-glycine
polyacrylamide gels. After electrophoresis, the gels were stained for
ADH activity as described [21]. Native gels were scanned in a GS800
densitometer (BioRad). Aconitase enzymatic activity was assayed in a
Shimadzu UV-2401PC spectrophotometer, using cis-aconitate as
substrate [22]. Heme bound to cytochrome c was detected as described
[23], using the Supersignal detection system (Pierce). Superoxide ion
levels were measured in a fluorescence microplate reader (Infinite
M200, Tekan). Exponentially growing cells were washed in water and
resuspended in PBS plus 0.1% glycerol and 5 pg/ml of dihydroethidium
(DHE, Fluka). The rate of oxidation of DHE was calculated from the
rate of increase in fluorescence for 20 min (excitation 520 nm, emission
590 nm).

3. Results

The present study used yeast tetO-YFH1 mutant strains in which the
endogenous YFH1 gene was substituted by a regulatable Tet promoter
that can be repressed by doxycycline. In a previous report [5] we
show that Yfh1 protein levels were undetectable in this strain 8 h after
doxycycline addition. Compared to wild-type cells, untreated tetO,-
YFH1 strain showed no differences in growth rate, aconitase activity
and iron content. Also, the addition of doxycycline in wild-type cells
had no effects on cellular iron content or on the activity of the iron-
sulfur-containing enzyme, aconitase. To avoid the Crabtree effect
exerted by glucose, most experiments were performed in cells grown
in rich media containing glycerol (YPG), which strongly promotes
mitochondrial function. It is worth emphasizing that frataxin is a
mitochondrial protein and that tissues with high oxygen consumption
are the most affected in Friedreich ataxia [24].

3.1. Proteomic analysis
Whole-cell lysates obtained from doxycycline-treated and untreated

tetO,-YFHI1cells were analyzed by 2D-electrophoresis to identify new
protein targets regulated by Yfh1 depletion. These analyses were

performed 14 h after doxycycline addition because we had previously
shown that cellular iron uptake systems are already induced at that
point, and higher content of antioxidant defenses such as SOD1 can be
detected, but respiratory function and iron-sulfur proteins are not yet
affected [5]. Thus, this time-point could provide new information on
how cells adapt to the loss of frataxin. Proteins from whole-cell lysates
were separated by two-dimensional gel electrophoresis and gels were
stained with Flamingo for total protein staining. Experiments were
performed in triplicate and the 6 resulting gels were analyzed with PD-
Quest software in a single matchset. We identified 8 protein spots that
had significant (more than two-fold) differences between control and
treated cells (6 downregulated and 2 upregulated, Fig. 1). These protein
spots were subjected to tryptic digestion and identified by peptide
mass fingerprinting analysis or MS/MS lon Search. They corresponded
to five proteins listed in Table 2. Down-regulated spots corresponded to
Adh2, Ald4, and Mdh2. Up-regulated spots corresponded to Yhb1 and
Lsc1. Adh1 was also identified in spot 7 (up-regulated) but, contrary to
Yhb1, its induction was not confirmed by microarray analysis (see
below). In addition, intensity coverage was higher for Yfhb1 than for
Adh1. Details about identifications are presented in supplemental
Tables 1 and 2. Interestingly, the three down-regulated proteins were
enzymes required for growth in non-fermentable carbon sources and
known to be repressed by glucose.

3.2. Alcohol dehydrogenase in-gel enzymatic activity

One of the targets of the proteomic analysis was the alcohol
dehydrogenase isoenzyme Adh2. In S. cerevisiae, five alcohol
dehydrogenases (Adh1-Adh5) are involved in ethanol metabolism.
Adh1p, Adh3p, Adh4p, and Adh5p reduce acetaldehyde to ethanol
during glucose fermentation, while Adh2p catalyzes the conversion of
ethanol to acetaldehyde. Adhl and Adh2 are the most abundant
isoenzymes. Adh1 accounts for most of the Adh activity in the presence
of glucose, while Adh2 is repressed in the presence of glucose and
strongly induced in the presence of non-fermentable carbon sources
such as glycerol or ethanol [25]. In order to validate the changes
observed in Adh2 content by the proteomic analysis, Adh activities
were analyzed in native gels. In such gels, Adh1 appears as a slower
migrating band than Adh2 [26]. We tested YPG-grown tetO,-YFH1
cells untreated or treated by doxycycline at different times. As a control,
YPD-grown cells were also included in the analysis. As observed in
Fig. 2A, YPD-grown cells presented a single band, which corresponds
to Adhl. In YPG-grown untreated cells, a strong induction of Adh2
could be observed, while some remaining Adh1 still could be detected.
Upon doxycycline treatment, the Adh2 band strongly decreased,
confirming the results from the proteomic analysis. This decrease
could be observed 10h after doxycycline addition and was not reversed
at longer incubation times. Adh1 did not show significant changes.

3.3. Microarray DNA analysis

To search for more genes down-regulated in Yfh1 depleted cells, we
performed a DNA microarray analysis of doxycycline-treated cells after
10 h of treatment because, as indicated, the Adh activity assay revealed
decreased activity of Adh2 at this time-point. Two independent analyses
were performed for each strain. Data analysis revealed 78 genes that
exhibited more than two-fold changes in expression at 10 h after
doxycycline treatment in tetO,-YFH1 cells (26 induced; 52 repressed).
Data have been deposited in NCBI's Gene Expression Omnibus and
are accessible through GEO Series accession number GSE44871
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE44871).
Visual inspection of these data revealed that ALD4, MDH2 and YHBI,
three of the targets identified in the proteomic analysis, were also
found in the transcriptomic analysis. Another induced gene was FET3,
involved in iron uptake and previously described to be induced in this
strain upon doxycycline addition. YFH1 presented 8% of its basal level,
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YPG

YPG + doxycycline

Fig. 1. Analysis of the proteome of tetO-YFH1 cells upon 14 h of doxycycline treatment. Proteins were separated by isoelectric focusing (pH range: 3-10, NL) followed by SDS-PAGE and
stained with Flamingo total protein stain. Sections containing the differentially expressed spots are shown. Spot numbers are described in Table 2.

confirming efficient repression of this gene. The lists of repressed and
induced genes were analyzed in greater detail using the SGD Gene
Ontology Term Finder (Yeast GO: Process). Table 3 shows the repressed
genes, classified according to different GO terms. Some of these terms
have been omitted from these tables to avoid redundancy. The
complete list of GO terms generated by the analysis is provided in
supplemental material (Supplemental Table 3). Gene ontology analysis
revealed the presence of several genes involved in catabolism of
carboxylic acids and fatty acids. This pointed to a rearrangement of
the energy metabolism, which would be consistent with the proteomic
analysis, as the three targets of the proteomic analysis - ADH2, ALD4,
and MDH2 - are involved in catabolism of carboxylic acids. Some
terms related to coenzyme metabolism also appeared in the analysis.
However, most of the genes included in these terms are involved in
catabolic processes and the presence of these terms in the analysis
may not indicate any specific effect on coenzyme metabolism. Finally,

Table 2

Proteins identified by proteomic analysis in tetO7-Yfh1 cells. The indicated proteins
correspond to the spots shown in Fig. 1 and were identified by peptide mass fingerprinting
analysis or, where indicated, MS/MS ion search using MASCOT as search engine. Relative
content was calculated using PDQuest software and represent mean +/— SD from three
independent experiments.

Spot Gene  Protein Mascot Relative content
Score (YFH1 off/YFH1 on)

1 ALD4  Mitochondrial aldehyde 79 <0.1
dehydrogenase

2 ALD4  Mitochondrial aldehyde 180 0.6191 £ 0.25
dehydrogenase

3 ADH2  Glucose-repressible alcohol 121 0.1454 + 0.046
dehydrogenase Il

4 ADH2  Glucose-repressible alcohol 119 0.2421 + 0.0028
dehydrogenase II

5 ADH2  Glucose-repressible alcohol 132 0.2931 + 0.047
dehydrogenase II

6 MDH2 Cytoplasmic malate 105 0.1408 + 0.2439
dehydrogenase

7 YHB1  Flavohemoprotein 58 22501 £ 0.2174

8 LSC1 Alpha subunit of succinyl-CoA ligase 86 22675 + 04534

¢ Two peptides identified by MS/MS ions search.

two catalases and four additional genes involved in response to
oxidative stress were identified among the repressed genes. This was
an unexpected result, as induction of other antioxidant enzymes has
been reported in Yfhl-deficient cells [27,28]. Indeed, both SOD
isoenzymes are induced in the same conditional mutant upon
doxycycline addition [5]. Concerning induced genes, the SGD Gene
Ontology Term Finder (Yeast GO: Process) was unable to find significant
shared GO terms among these 26 genes. A component analysis using
Yeast GO slim mapper revealed the presence of 11 mitochondrial
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Fig. 2. A) In-gel alcohol dehydrogenase activity levels were tested in crude extracts from
tetO-~YFH1 cells grown in YPD and YPG supplemented with 2 ug/ml doxycycline for the
indicated times. B) Relative expression of the indicated genes was analyzed by
quantitative qPCR in YPG-grown tetO-YFH1 cells at 10 h after addition of doxycycline.

Actin expression was used as an internal control to normalize expression levels.
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Table 3

Genes repressed (<0.5) after 10 h of doxycycline addition classified according to GO terms. Cluster frequency indicates the number and percentage of repressed genes classified under the
indicated GO term. Background frequency indicates the number and percentage of total yeast genes classified under the indicated GO term.

GOID  GO_term

Cluster frequency  Background frequency  Repressed genes annotated to the term

9056  Catabolic process 19, 36.5%
19752  Carboxylic acid metabolic process 16, 30.8%
55114  Oxidation-reduction process 11,21.2%
46395  Carboxylic acid catabolic process 10,19.2%
6732 Coenzyme metabolic process 7,13.5%
6979 Response to oxidative stress 6,11.5%
46496  Nicotinamide nucleotide metabolic process 5,9.6%
19362  Pyridine nucleotide metabolic process 5,9.6%
46365 Monosaccharide catabolic process 5,9.6%
72524  Pyridine-containing compound metabolic process 5, 9.6%
9062 Fatty acid catabolic process 4,7.7%
19541  Propionate metabolic process 3,5.8%
15696 Ammonium transport 3,5.8%
19483  Beta-alanine biosynthetic process 2,3.8%
19543  Propionate catabolic process 2,3.8%

681, 9.5%
343,4.8%

174, 2.4%
73,1.0%
124,1.7%
87,1.2%
48,0.7%
51,0.7%
51,0.7%
53,0.7%
15,0.2%
5,0.1%
6,0.1%
2,<0.1%
2,<0.1%

TKL2, NDE2, CTA1, POX1, GND2, POT1, YJRO96W, FOX2, ALD3, ALD2, PAI3,
GAD1, SPS19, GCY1, FDH1, FDH2, CIT3, PDH1, ICL2

ACS1, YAT2, POX1, POT1, FOX2, ALD3, ALD2, GAD1, SPS19, MDH2, ALD4,
FDH1, FDH2, CIT3, PDH1, ICL2

ACS1, TKL2, NDE2, GIP2, POX1, GND2, RGI2, POT1, FOX2, ALD4, CIT3
POX1, POT1, FOX2, GAD1, SPS19, FDH1, FDH2, CIT3, PDH1, ICL2

ACS1, TKL2, NDE2, GND2, ALD4, FDH1, CIT3

CTA1, HSP12, CTT1, YJRO96W, GAD1, GCY1

TKL2, NDE2, GND2, ALD4, FDH1

TKL2, NDE2, GND2, ALD4, FDH1

TKL2, NDE2, GND2, YJRO96W, GCY1

TKL2, NDE2, GND2, ALD4, FDH1

POX1, POT1, FOX2, SPS19

CIT3, PDH1, ICL2

ADY2, ATO3, ATO2

ALD3, ALD2

CIT3, PDH1

genes (see Supplemental Table 4). Of note, two of them (YHB1 and CIR1)
had been previously reported to interact with Yfh1 [9].

3.4. Validation of several targets by qPCR

To validate the targets identified by proteomic and transcriptomic
approaches, five target genes were analyzed by qPCR: FET3, involved
in iron import and a target of Aftl, and four downregulated genes,
ADH2, ALD4, FDH1 and GUT1. Expression levels of all five genes were
analyzed after 10 h of doxycycline addition in YPG-grown tetO,-YFH1
cells. Actin (ACT1) expression levels were used for normalization. As
shown in Fig. 2B, FET3 was induced and the other four genes were
repressed upon doxycycline addition. Thus, the qPCR analysis confirmed
the results of -omics analysis.

3.5. Presence of glucose-repressed genes among the downregulated genes

Both proteomic and transcriptomic analyses revealed the presence
of many glucose-repressed genes among the down-regulated proteins
or genes. Therefore, we decided to analyze the presence of known
glucose-repressed genes among the downregulated genes found in

Table 4
List of the 20 most strongly glucose-repressed genes and their dependence on the
regulators Adr1, Snf1l and Cat8 (data according to reference [27]). yfh1/YFH1: expression
ratios (mean of 2 experiments) found in our analysis at 10 h after doxycycline addition
(ratio is yfh1 off/YFH1 on). Those genes showing more than two-fold change are shown
in bold.

Gene yfh1/YFH1 ~ ADR1-dependent SNF1-dependent CAT8-dependent
FBP1 0.91 — + +
JEN1 045 + + +
SPG1 0.50 + + -
PCK1 1.01 — + +
SFC1 0.98 — + +
RGI2 0.29 + + -
SPG4 0.50 + + -
ADY2 0.25 + + +
ATO3 0.24 + + +
FDH2 0.13 + + -
CIT3 0.18 + — —
POX1 0.24 + — +
PDH1 0.50 + — —
ACS1 0.16 + + +
FDH1 0.12 + + -
FAT3 1.11 + + +
CTA1 0.26 + + +
FOX2 0.42 + + -
YGR0O67C 091 - + +
YNL195C  0.53 + + -

doxycycline-treated tetO,-YFHIcells. Using a list of glucose-repressed
genes generated by Young and collaborators [29], we focused on the
20 genes that present the strongest changes in expression ratio when
de-repressed and glucose-repressed growth conditions are compared.
Fourteen genes from this list were downregulated in Yfh1-depleted
cells (Table 4), which suggested to us that the activity of a transcription
factor involved in glucose repression should be regulated after Yfh1
depletion. Several transcription factors are known to play a central
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Fig. 3. Adr1-HA protein levels were evaluated in crude extracts by western blot in strain
W303 ADR1-HA. A) Adr1 protein levels in cells grown in YPG or YPD media containing
the indicated amount of glucose. B) Induction of Adr1 upon transition from YPD to YPG
media. C) A shift from YPG to YPD promotes a marked decrease in Adr1 protein levels.
Protein load was verified by post-western Coomassie Blue (CBB) staining of the PVDF
membranes.
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Fig. 4. Cellular localization of Adr1. A) Levels of ADR1-GFP in cells grown in YPG and YPD culture media tested by western blot. B) Exponentially growing W303 ADR1-GFP cells were
analyzed for GFP fluorescence in YPG or YPD medium. B) Nuclear co-localization was analyzed with fluorescence microscopy using DAPI staining.

role in metabolic adaptation to carbon sources. The most relevant may
be Adr1 and Cat8. Another relevant gene is Snfl, an AMP-activated
protein kinase that plays a central role in glucose repression [30]. The
list of known genes targeted by these different proteins partly overlaps
[29]. Among those shown in Table 4, 16 are regulated by Adr1, 17 by
Snfl, and 11 by Cat8. Interestingly, most of these Adr1 targets were
downregulated upon Yfh1 depletion (14 from 16), while a lower
proportion of Snfl (11 of 17) and Cat8 (6 of 11) targets were affected
by Yfh1 depletion. This observation suggested that Adr1 could play a
crucial role in the metabolic rearrangement caused by Yfh1 depletion.

3.6. Changes in Adr1 content and localization upon Yfh1 depletion

From the proteomic and transcriptomic analyses we concluded that
several targets of the transcription factor Adr1 were downregulated in
Yfh1-deficient cells. Thus, we decided to explore whether or not this
transcription factor was inactivated after doxycycline addition in
tetO,-YFH1 cells. Several mechanisms are known to regulate Adrl
activity. Protein levels increase when glucose is scarce. In addition,
Adr1 transcriptional activity can be inhibited by phosphorylation of
Ser230 [31] and binding to Bmh proteins [32]. Snfl plays a role in
such regulation, although the precise mechanism is not completely
understood. Although regulation by nuclear export has not been
described, it should not be excluded because overall analysis of protein
localization in yeast (performed in glucose-rich media) indicates that a
GFP-tagged version of Adrl is localized in the cytoplasm [33]. We
decided to explore which changes in Adr1 expression or localization
were experienced in YPD or YPG media and after doxycycline addition
in tetO-YFH1cells. For this purpose, versions of Adr1 tagged by HA or
GFP were prepared in wild-type and tetO,-YFH1 strains. In both strains
we confirmed that the expression levels of Adr1-HA were lower in
cells grown in 2% glucose than in the same strains grown in YPG or
low glucose levels (Figs. 3A and 4A). In the GFP-tagged strain, a marked

fluorescent signal was clearly observed in the nucleus of YPG-grown
cells, which was confirmed by DAPI staining (Fig. 4B). In YPD-grown
cells, the GFP signal was very low (Fig. 4C). We also explored the
behavior of Adr1 when cells were shifted from YPD to YPG and vice
versa. To perform these experiments, exponentially growing cells
were collected, washed in sterile water, and resuspended in the desired
media. As shown in Fig. 3B-C, change from YPD to YPG triggered a
progressive increase in Adr1 content, while a shift from YPG to YPD
triggered a rapid decrease in Adr1 content. We next explored the effects
of Yfh1 depletion on Adr1. We did not observe any significant change in
Adr1-HA levels by western blot after doxycycline addition (Fig. 5A). We
also did not observe changes in ADRT mRNA levels analyzed by qPCR
(Fig. 2B), a result consistent with the transcriptomic analysis, which
found no changes in ADR1 expression. Nevertheless, by fluorescence
microscopy, we observed that Adr1-GFP moved from the nucleus to
the cytosol around 10 h after doxycycline addition (Fig. 5B). Such
mislocalization of Adr1 may be the reason explaining the decreased
expression of its target genes. To rule out the possibility that such a
change in localization could be triggered by doxycycline treatment
(and not to Yfh1 depletion), W303-Adr1-GFP cells were treated with
doxycyline. As shown in Fig. 5C, in this control strain doxycycline did
not promote mislocalization of Adr1-GFP.

3.7. Effect of oxidative stress on Adr1 localization

In the previous section we demonstrated that Yfh1 depletion triggers
Adr1 inactivation by promoting a change in its subcellular localization
without altering its expression or promoting its degradation. This
regulation mechanism differs from that exerted by glucose, which
promotes degradation of Adrl. We wanted to explore whether other
stimuli such as iron starvation or oxidative stress could exert an effect
similar to that of Yfh1 depletion. Previous work by our group and others
had shown that Yfh1 depletion promoted activation of the iron regulon
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Fig. 5. Adr1 localization shifts from nucleus to the cytoplasm upon doxycycline addition.
A) tetO7~YFH1 ADR1-HA cells grown exponentially in YPG were treated with doxycycline.
At the indicated times, Adr1-HA content was evaluated by western blot. B) tetO,-YFH1
ADRI-GFP cells grown exponentially in YPG were treated with doxycycline. At the
indicated times, images were obtained by fluorescence microscopy. C) W303 ADR1-GFP
cells grown exponentially in YPG were treated with doxycycline. After 15 h, images
were obtained by fluorescence microscopy.

and oxidative stress [2,34]. Indeed, in the conditional model used, both
effects occurred early and could be detected before 10 h of doxycycline
addition [5]. Thus, we explored the effect of the iron chelator BPS and
the oxidant molecule H,0, on localization and content of Adr1 in the
W303 Adr1-GFP/HA strains (Fig. 6A and B). BPS was added to the
growth media at 100 pM, for 6, 9 and 12 h, conditions which induce
the iron regulon as indicated by the measurements in FET3 expression
(Fig. 6C). Under such conditions no changes were observed in Adrl-
GFP localization (Fig. 6A). Concerning oxidative stress, we first
confirmed that frataxin depletion promoted an increase of the rate of
oxidation of the superoxide specific probe DHE. This parameter was
increased by 50% in tetO,-YFH1yeast cells after 14 h of doxycycline
treatment (supplemental Fig. S1A). We also observed an induction of
the antioxidant enzyme SOD1 in frataxin-depleted cells by western-
blot (supplemental Fig. S1B), as previously reported [5]. We then
explored the effect of H,0,, both at low (0.2 mM) and intermediate
(1 mM) concentrations on ADR1 localization. Treatment with 1 mM
H,0, promoted an effect similar to Yfh1 depletion, as Adr1 exited the

nucleus without changes in its protein content (Fig. 6A and B). These
results suggest that under oxidative stress Adr1 behaves as in Yfh1-
deficient cells. Treatment with 200 M H,0, had no effect on Adr1-
GFP localization.

We finally analyzed Adrl localization after depletion of Grx5,
another mitochondrial protein involved in iron metabolism. For that
purpose, we used a tetO,-GRX5 Adr1-GFP strain, in which Grx5 was
under the control of a tetO, promoter. Addition of doxycycline promoted
achange in Adr1 localization, similar to that observed in tetO,-YFH1 cells
(Fig. 6D). This result suggests that depletion of other mitochondrial
proteins involved in iron metabolism may promote Adr1 inactivation.

3.8. Cth2 promotes loss of iron-sulfur proteins in Yfh1-deficient cells

Cytosolic localization of Adr1 may explain the changes observed in
the expression of several genes after 10h of frataxin depletion. However
growth arrest occurs late (after 24-30h) and is preceded by a decline in
the content and activity of the iron-sulfur enzymes aconitase and
succinate dehydrogenase 2 [5]. These two proteins, which are not
regulated by Adr1, are targeted by the mRNA-binding protein Cth2, a
protein with a central role in yeast metabolism remodeling under low
iron conditions. Cth2 is induced by Aft1 after iron starvation and it
binds to AU-rich elements located in the 3'UTR of mRNAs coding for
several iron-related proteins promoting its degradation [16]. Thus, we
decided to analyze Cth2 expression by q-PCR at different times after
doxycycline addition. Cth2 experienced a marked induction after 24 h
of frataxin depletion (Fig. 7A). We previously reported that the amounts
and activity of Acol initiated a marked decline after this time-point [5].
Therefore, in order to investigate the contribution of Cth2 to the loss of
aconitase, we prepared a double tetO,-YFH1Acth2 mutant and analyzed
the content and activity of aconitase, as well as Sdh2 content, after 48 h
of growth in the presence of doxycycline. Aconitase activity as well as
the amounts of Aco1l and Sdh2 were maintained, compared to the single
tetO,-YFH1 mutant, which presented a marked loss of both proteins and
of aconitase activity (Fig. 7B and C). Similar results were observed with
the heme-containing protein Cyc, another target of Cth2 (Fig. 7C). These
results indicate that Cth2 mediates a marked metabolic remodeling in
Yfh1-deficient cells. Cth2 deletion did not attenuate the oxidative stress
phenotype, as the double mutant also presented an increased oxidation
rate of DHE when treated with doxycicline (Fig. S1 A, B).

3.9. Cth2 contributes to growth arrest in Yfh1-deficient cells

To further investigate the effect of Cth2 on growth arrest in frataxin-
deficient cells, we followed the effect of Yfh1 depletion on the growth
rate of the tetO~-YFH1 and tetO,-YFH1Acth2 strains. We performed these
experiments in 24-well plates containing 1 ml YPG cultures. These plates,
containing control cells and doxycycline treated cells, were incubated in a
Biotek PowerWave XS Microplate Spectrophotometer. As described in
materials and methods, cultures were kept at log phase by diluting in a
new plate every 12 h. Optical density was measured every 30 min and
generation times were calculated for each culture considering 2 h time-
lapses. As observed in Fig. 8A, a significant increase in generation time
was observed after 30 h of treatment with doxycycline in tetO-YFH1. In
contrast, such increase was not observed in the double tetO,-YFH1Acth2
mutant (Fig. 8B) suggesting that metabolic remodeling triggered by
Cth2 was the main contributor to such growth arrest and that Adrl
inactivation may have minor effects under the culture media tested.
Nevertheless, as the Adrl-dependent genes required for growth in
ethanol were strongly repressed in the tetO~YFHI mutant upon
doxycycline addition, we analyzed if a decrease in growth rate occurs in
tetO-YFH1Acth2 cells grown in SC-ethanol media. Under these
conditions, this mutant showed an increase in generation time 30 h
after doxycycline addition. Overall, these experiments indicated that
both Cth2 and Adr1 contribute to growth failure in Yfh1 deficient
mutants (Fig. 8C).
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Fig. 6. Adr1 localization shifts from nucleus to the cytoplasm upon H,0, addition. A) W303 ADR1-GFP cells grown exponentially in YPG were treated with the indicated compounds and
images were obtained by fluorescence microscopy. B) W303 ADR1-HA and W303 ADR1-GFP cells grown exponentially in YPG were treated with 1 mM H,0,. At the indicated times, Adr1
content was evaluated by western blot with the indicated antibody. C) Induction of FET3 by iron starvation at indicated times using 100 M BPS. Relative expression of FET3 was analyzed
by qPCR in YPG-grown wild-type cells at indicated times after BPS addition. Reference values are those observed in untreated cells. ACT1 was used as a control. D) tetO~GRX5 ADR1-GFP
cells grown exponentially in YPG were treated with doxycycline for 14 h. Images were obtained by fluorescence microscopy.

3.10. Cth2 is not involved in aconitase activity loss in Grx5-deficient cells

To further analyze the contribution of Cth2 to the loss of aconitase
content and activity we decided to use a tetO,-GRX5 strain. Grx5 is a
well-known component of the iron-sulfur cluster biogenesis system.
Grx5 deficiency promotes loss of aconitase activity and iron accumulation
[18]. Doxycycline addition for 14 h to YPG-grown tetO-GRX5 cells
promoted a clear decrease of GRX5, as indicated by western blot
(Fig. 9A). Interestingly, aconitase activity shows a progressive decrease
(Fig. 9B), which becomes evident immediately upon decrease of Grx5.
These results are in clear contrast to the events observed in tetO,-YFH1
cells after frataxin depletion in which the aconitase activity is maintained
even after 24 h after doxycycline treatment [5]. To analyze whether Cth2
is mediating the loss of aconitase activity in tetO,-GRX5 mutants, we
measured aconitase activity in a tetO,~GRX5Acth2 strain 14 h after
doxycycline addition (Fig. 9C). In this strain, aconitase activity was not
maintained, in contrast to the results obtained in tetO,-YFH1Acth2. This
result indicates that Cth2 is not contributing to the decrease of aconitase

activity in tetO~-GRX5 cells. Concerning aconitase amounts, a 55%
decrease was observed in doxycycline-treated tetO,-GRX5 cells. In tetO-
GRX5Acth2 strain this decrease was slightly minor (around 40%) (Fig. 9
D and E). Nevertheless, these differences between both strains were not
statistically significant.

4. Discussion

Respiratory failure and loss of iron-sulfur proteins are hallmarks of
frataxin-deficient cells and have been wusually considered direct
consequences of the absence of frataxin. We describe here that neither
event is caused by the lack of Yth1 per se. Instead, both events may be
caused by Adr1 and Cth2, two regulatory proteins that promote metabolic
remodeling in Yfhl-deficient cells in response to the disturbances
generated by the lack of this protein.

Our results indicate that Yfh1 depletion promotes the export of Adr1
from the nucleus to the cytosol by still unknown mechanisms. This
regulation differs from that exerted by the presence of glucose, which
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Fig. 7. A) Relative CTH2 expression was analyzed by qPCR in YPG-grown tetO-YFH1 cells
after addition of doxycycline for the indicated times. Actin expression was used as an
internal control to normalize expression levels. B) Aconitase activity was measured in
whole cell extracts of the indicated strains grown in YPG media. Where indicated,
doxycycline was added to the growth media for 48 h. Units represent pmols/min. C)
Aconitase and succinate dehydrogenase were detected by western blot using specific
antibodies. Cytochrome C (Cyc) was detected based on its peroxidase activity in whole
cell lysates separated by non-reducing SDS-PAGE blotted onto a PVDF membrane. CBB
staining was used as loading control.

affects Adr1 protein levels and chromatin binding [29]. Adr1 export may
be part of a regulatory pathway leading to downregulation of proteins
required for respiratory growth under stress conditions. Remarkably,
oxidative stress (in the form of H,0,) clearly promoted Adrl
mislocalization, while iron overload or starvation did not promote such
changes. Adrl export was also observed in the absence of Grx5, a
mitochondrial protein related to iron metabolism and oxidative stress
[18]. Adr1 mislocalization may allow a rapid and reversible way to arrest
growth under adverse conditions, and also rapid restoring of functions
once the stress conditions have been overcome. Thus, our hypothesis is
that lack of Yfh1 would promote oxidative stress, which in turn would
lead to Adr1 inactivation and decreased expression of genes required for
respiratory growth. Oxidative stress is found in most models of FRDA,
although the precise mechanism linking frataxin deficiency and oxidative
stress are not clearly established. It has been suggested that misregulation
of iron-sulfur biogenesis in the absence of frataxin would lead to
oxidative stress [34]. Alternative roles suggested for frataxin, such as
iron storage or detoxification [8] or electron transfer to flavoproteins [9]
could also explain how the lack of frataxin would lead to oxidative stress.
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Fig. 8. Growth curves of tetO,-YFH1 (A) and tetO,-YFH1Acth2 (B) cells grown on YPG.
Bottom panel (C) shows tetO-YFH1Acth2 cells grown on SC-ethanol. Cultures were
grown in 24-well plates in culture media not containing (blue line) or containing 2 pg/
ml doxycycline (red line). Generation time was calculated for each condition as explained
under experimental procedures. Data are represented as mean + confidence intervals
(p<0.05) from five independent cultures.

The pathway leading to Adr1 export and the proteins involved in
such a process are not known. Adrl may suffer a posttranslational
modification upon stress that could promote a change in cellular
localization. Adr1 is known to be modified by phosphorylation in several
residues. The most studied modifications are ser98 and ser230 [31].
Additional phosphorylation sites have been identified in high-
throughput studies [35], but the effect of such modifications on Adr1
are not known. Cysteine modification could be another posttranslational
modification that could promote changes in Adr1 localization. H,0; is
known to promote oxidation of transcription factors such as Yapl.
However, there are two arguments against cysteine modification. First,
nuclear export occurs at 1 mM, but not at a 200 uM H,0, concentration.
Both in S. cerevisiae and Schizosaccharomyces pombe, oxidation of Yap1
or its ortholog Pap1 are triggered by low (200 uM) H,0, concentrations,
while higher H,0, concentrations regulate the phosphorylation of
proteins related to MAPK pathways such as Slt2 [36] or Styl [37].
Second, nuclear export is not observed 15 min after treatment, while
Yapl import can be observed 5 min after H,O,treatment [38].
Nevertheless, we should be cautious about this conclusion, as most
experiments in the literature were performed in glucose-rich media
and our experiments were performed in YPG media. Cells grown in
this non-fermentable carbon source are more resistant to oxidative
stress than YPD-grown cells [39]. Another point of interest would be
the identification of the upstream regulators of Adrl. Snfl has been
described to modify Adr1 and participate in the inactivation of Adr1 by
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glucose, but its contribution in this stress response seems not very
probable as genes down-regulated after Yfh1 depletion do not include
some clear Snf1 targets such as FBP1 or PCK1.

The results shown in the present paper let us conclude that loss of
iron-sulfur proteins in Yfh1-deficient cells is mediated by Cth2 and that
Yfh1 is not essential for iron-sulfur biogenesis. This process is preserved
in the tetO,-YFH1Acth2 mutant, as judged by maintenance of aconitase
and succinate dehydrogenase activities when Yfh1 was absent. In
contrast, CTH2 deletion does not prevent aconitase activity loss in Grx5-
deficient cells. Decrease of aconitase amounts observed in Grx5-
deficient cells could be mostly attributable to destabilization of the
apoform as in tetO,~-GRX5Acth2 cells normal aconitase amounts are not
restored.

This paper also shows that Cth2 and Adr1 would be involved in
growth arrest. In YPG media, the contribution of Cth2 seems to be
preponderant since its deletion prevents growth arrest. Sustained
growth in tetO,-YFH1Acth2 cells (despite Adr1 inactivation) could be
explained by the utilization of alternative carbon sources present in

the rich media such as amino acids. Enzymes required for amino acid
utilization are not targets of Adr1; also, remaining Gut1 levels (around
50%) may still allow some glycerol utilization. The role of Adr1 in
growth arrest is highlighted when cells are grown in SC-ethanol,
where no alternative carbon substrates can be used as energy supply.

Cth2 is under the control of Aft1 [15] and the maximal induction of
Cth2 arrives at 24 h. This seems to disagree with Aft1 activation which
occurs as an early event after frataxin depletion. As described recently
[40], a possible explanation could come from the fact that there exist
auto- and cross-regulation between Cth1 and Cth2 to fine tune protein
levels in response to iron deficiency. According to this regulation,
when Fe is scarce Cth1 levels will rise at the beginning but if the
situation persists over time, then Cth2 is the dominant regulator and
responsible for the massive metabolic remodeling.

As Cth2 is under Aft1 control, the key point is to understand how the
lack of frataxin activates the iron regulon in yeast and whether or not a
regulatory [7], non-essential role of frataxin in iron-sulfur biogenesis
could trigger such an activation without compromising the activity of



3336 A. Moreno-Cermefio et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1833 (2013) 3326-3337

A Fe

Nucleus

Glucose-
Repressed
Genes

Glycerol, Ethanol and
Acetate catabolism

mRNAs FeProteins -_-_"

Mitochondria

Fe-Proteins

B Fe

Iron regulon

Nucleus

Glucose-
Repressed
Genes

Glycerol, Ethanol and
Acetate catabolism

; o

mRNAs FeProteins = 1

£

Mitochondria
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conditions, Adr1 is located in the nucleus were promotes the expression of glucose-repressed genes required for glycerol, ethanol and acetate catabolism. Aft1 would be preferentially
located in the cytosol and consequently levels of Cth2 and iron uptake systems are low. (B). Upon Yfh1 depletion, Aft1 is activated and iron acquisition is increased through Fet3-Ftr1.
Cth2 is induced and would trigger degradation of mRNAs coding for iron-containing proteins (including iron-sulfur proteins). Adr1 will exit from the nucleus and consequently,

glucose-repressed genes will not be expressed.

iron-sulfur enzymes. Nevertheless, a similar situation may occur in
other organisms, because most of them present pathways that lead to
decreased expression of iron-sulfur proteins under iron-limiting
conditions. Recently, it has been shown that loss of iron-sulfur proteins
in frataxin deficient S. pombe is mediated by the repressor Php4 [41], a
protein with a Cth2-like function. In mammals, iron-regulatory proteins
1 and 2 bind to iron-responding elements present in the mRNAs coding
for mitochondrial aconitase or succinate dehydrogenase and inhibit
their translation upon iron starvation [42]. In mammals, down-
regulation of iron requiring genes is mediated by TTP, a Cth2 homolog
which is induced by iron starvation [43].

Besides Adr1 and Cth2, it is worth mentioning the flavohemoprotein
Yhb1, as induction of this protein was observed in both the proteomic
and the transcriptomic analysis. This protein has nitric oxide reductase
activity and participates in nitric oxide detoxification [44]. Interestingly,
Yhb1 has been described to interact with Yfh1 [9]. Null Yhb1 mutants
showed decreased resistance to the iron chelator ferrozine in a large
scale survey [45], suggesting a role for this protein in iron metabolism.
These intriguing coincidences certainly deserve future research.

5. Conclusion

We have described that frataxin deficiency in yeasts affects two
regulatory networks that promote metabolic remodeling which would
be responsible for many phenotypes observed in frataxin-deficient
yeast. Fig. 10 summarizes the main events described in this paper.
Similar responses could occur in mammalian cells mediated by other
signaling proteins. We conclude that many effects observed in frataxin
deficient cells may be caused by metabolic remodeling, which in
humans will contribute to Friedreich ataxia pathophysiology.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.bbamcr.2013.09.019.
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Protein carbonyl detection has been commonly used to analyze the degree of damage to
proteins under oxidative stress conditions. Most laboratories rely on derivatization of
carbonyl groups with dinitrophenylhydrazine followed by Western blot analysis using
antibodies against the dinitrophenyl moiety. This paper describes a protein carbonyl
detection method based on fluorescent Bodipy, Cy3 and Cy5 hydrazides. Using this
approach, Western blot and immunodetection are no longer needed, shortening the
procedure and increasing accuracy. Combination of Cy3 and Cy5 hydrazides allows
multiplexing analyses in a single two-dimensional gel. Derivatization with Bodipy
hydrazide allows easy matching of the spots of interest and those obtained by general
fluorescent protein staining methods, which facilitates excising target proteins from the
gels and identifying them. This method is effective for detecting protein carbonylation in
samples of proteins submitted to metal-catalyzed oxidation “in vitro” and assessing the
effect of hydrogen peroxide and chronological aging on protein oxidative damage in yeast

cells.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Oxidative stress is described as a situation in which the cell
antioxidant defenses are insufficient to completely inactivate
the reactive oxygen species (ROS) [1]. This imbalance between
production and destruction of ROS can affect cellular compo-
nents and structures [2-5]. Many of the changes that occur
during aging and during the progression of certain diseases are
a consequence of oxidative stress [6,7]. Oxidatively modified
proteins suffer structural changes which lead to partial or total
loss of their function [4,8,9]. In this context, protein oxidative
damage plays an important role in aging and in atherosclerosis,
cancer and several neurodegenerative diseases [10]. Oxidative
modification of proteins by ROS mainly affects amino acid side
chains, and carbonyl groups are among the products of such
modification. Their detection and quantification have become
the most accepted method for measuring oxidative protein

damage in situations where oxidative stress plays a role. Protein
carbonyl groups can be generated by metal-catalyzed oxidation
(MCO) [11], by addition of oxidized sugars or by reaction with
lipid peroxidation products [12]. Detection and quantitative
analysis of carbonyl groups have been based on the formation
of stable hydrazones after derivatization with dinitrophenylhy-
drazine (DNPH). Antibodies against dinitrophenyl allow the
immunodetection of this compound bound to proteins using
classic Western blot techniques [13-16]. Carbonyl groups can
also be detected by hydrazides, which react specifically with
protein carbonyls by forming a Schiff base; this can be stabilized
by reduction with cyanoborohydride reviewed in [17]. The
advantages of this approach are a greater stability of the final
reaction product and the presence of a wide range of functional
groups coupled to the hydrazide moiety, allowing the design of
strategies for detection or capture of carbonylated proteins. One
example is the use of biotin hydrazide [18,19], the method of
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choice to track protein damage, allowing its isolation and
further identification by mass spectrometry. Here we describe
a method for easy detection of protein carbonyls based on
fluorescent hydrazides, which avoids Western-blot methods to
detect the derivatized proteins and allows timely detection and
excision of the protein spot after two-dimensional gel electro-
phoresis for further identification. Multiplexing experiments
also can be performed. We tested this approach on an analysis
of oxidatively modified Saccharomyces cerevisiae proteins during
chronological aging or by hydrogen peroxide stress and consid-
ered the effect of the MCO system on purified pyruvate kinase.

2. Materials and methods
2.1. Reagents

The Cy5 hydrazide (PA15120) and Cy3 hydrazide (PA13120) were
obtained from GE Healthcare. BodipyFL hydrazide (D-2371) was
purchased from Invitrogen. Acrylamide solutions and electro-
phoresis reagents from BioRad. Pyruvate kinase (ref. P1506) and
the rest of the reagents were from Sigma.

2.2. Organisms, cell cultures and protein extraction

The wild type strain used in this study was S. cerevisiae W303-1A
(MATa ura3-1 leu2-3,112 trp1-1 his3-11, 15 ade2-1). Yeast cells
were grown in YPD medium (1% yeast extract, 2% peptone with
2% glucose) by incubation in a rotary shaker at 30 °C (160 rpm).
Cultures of exponentially growing cells at optical densities (OD)
ranging from 0.5 to 0.7 (A\=600 nm) were challenged with 2 mM
H,0, for 45 min at 30 °C. Chronological aged cells were obtained
after 7 and 14 days of culture on YPD media. Cells were then
collected by centrifugation (5 min at 4000 rpm, 4 °C), washed
once with MilliQ water and centrifuged again. Pellets were
resuspended in 25 mM Tris buffer pH 8 plus 8 M urea and a
protease inhibitor cocktail (Sigma P8215). Crude extracts were
obtained by cell disruption in a Mini-Beadbeater-16 (Biospec
Products Inc.) using acid-washed glass beads with a particle size
of 425-600 pm (3 strokes of 45s at 550 rpm). After removing
glass beads, the cell extracts were cleared by centrifugation at
12,000 rpm for 5 min at 4 °C. The protein was quantified by the
Bradford method.

2.3.  Metal-catalyzed oxidation of pyruvate kinase

Protein oxidation was achieved by using an ascorbate/iron system.
Inactivation of the enzyme was performed in opened 1.5ml
polypropylene tubes in a Thermomixer Comfort (Eppendorf) for
30min at 20°C and 1000 rpm. The reaction mixture (20 pl)
contained 9 pmol of pyruvate kinase, 50 uM FeCl; and 10 mM
ascorbate in 50 mM MES-KOH buffer pH 6.2.

2.4. Derivatization procedure

The BodipyFL-hydrazide (Bodipy-Hz) and cyanine dyes
(Cy3-Hz and Cy5-Hz) were diluted to 50 mM in DMSO and
stored at —80 °C. For protein carbonyl derivatization, the stock
solution of the corresponding hydrazide was diluted 1:10 in

0.1 M sodium acetate pH 5, 1 mM EDTA and 1% SDS. Then 50 pl
of this solution was added to 50 pl of protein sample contain-
ing 50 pg of protein (either purified pyruvate kinase or from
crude extracts). The mixture was incubated at 25 °C at 500 rpm
in a Thermomixer Comfort. After the desired incubation time,
27.5 ulof 2 M Tris and 7.5 pl of 0.2 M NaCNBH, were added to the
reaction mixture and incubated at 25°C for 15min. This
treatment stops the reaction and stabilizes the hydrazone
formed. A scheme of the reaction is shown in Fig. S1. When
indicated, the derivatized proteins were precipitated by adding
13.5 pl of 100% TCA and kept for 30 min on an ice bath. Proteins
were concentrated by centrifugation at 14,500 rpm for 5 min
and the pellets washed by repeating 3 cycles of ethanol/ethyl
acetate (50% v/v), and then centrifuged at 14,500 rpm 5 min. For
polyacrylamide gel electrophoresis, samples were resuspended
in Laemmli’s sample buffer and loaded on a 10% SDS-PAGE. For
2D-gel electrophoresis pellets were air dried and resuspended in
Protein Extraction Reagent type 4 (C0356 Sigma), which consists
of 40 mM Trizma Base, 7.0 M urea, 2.0 M thiourea and 1% C7BzO
with low agitation for 2 h.

2.5. Two-dimensional electrophoresis

A volume of 200 ul containing 100 pg of protein in Protein
Extraction Reagent type 4 was used to rehydrate 11 cm IPG
strips (3-10 NL, BioRad) for 12h and then focused using a
Protean IPG Cell (BioRad) for a total of 31250 Vhr. After
isoelectric focusing, strips were incubated for 15 min in 6 M
urea, 2% SDS, 20% glycerol, 375 mM Tris pH 8.8 and 130 mM
DTT. For alkylation, strips were incubated with 135 mM
iodoacetamide in the same buffer (without DTT) for an
additional 15 min period. Two parallel 11-cm strips (control
and oxidized samples) were loaded side by side on the same
10% polyacrylamide gel (crosslinker ratio 37.5:1) using an
EttanDalt 6-electrophoresis system (GE Healthcare). Derivatized
proteins were visualized by epifluorescence in a VersaDoc
MP4000 imager (BioRad) using specific channel settings for
Bodipy, Cy3 and Cy5 dyes. Once this image was captured, the
total protein was stained with Flamingo fluorescent gel stain
(BioRad) and the resulting images were superimposed on those
obtained from the Cy or Bodipy. Images were analyzed with
PDQuest Advanced software (BioRad).

2.6. Protein identification by tryptic digestion and
MALDI-TOF

Protein spots were excised from gels and subjected to in gel
digestion with trypsin on a perforated microtiter plate (Proxeon
Biosystems). Gel pieces were washed with MilliQ water and
dehydrated with 50 mM ammonium bicarbonate/50% ethanol
solution for 10 min followed by 10 min with 100% ethanol.
Reduction and alkylation of cysteines were performed as follows:
i) 10 mM DTT/50 mM ammonium bicarbonate; ii) 55 mM iodoa-
cetamide/50 mM ammonium bicarbonate; iii) two washes
(15 min each) with 50 mM ammonium bicarbonate; iv) dehydra-
tion performed by incubation (15 min) in each of 3 solutions,
a) 25mM ammonium bicarbonate/5% acetonitrile, b) 25 mM
ammonium bicarbonate/50% acetonitrile, and c) 100% acetoni-
trile; and v) digestion with 15ul of 20 ng/ul Trypsin Gold
(Promega) solution for 45 min at 4 °C and overnight at 35 °C in
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25 mM ammonium bicarbonate. Tryptic peptides were recovered
and spotted onto a MALDI plate in the presence of a-cyano-4-
hydroxy-cynamic acid. Spectra resolutions higher than 8000
were obtained in a Voyager DE-PRO MALDI-ToF (AB Sciex)
operating in a reflector positive mode. External calibration was
performed with calibration mixtures PepMix4 (C104) from
LaserBio Labs and, when possible, internal calibration was
performed with peptides from the autodigestion of trypsin. The
acquired spectra were processed by Data Explorer [v. 4.0]
software. Proteins were identified by peptide mass fingerprint,
searching against the SwissProt database using MASCOT Server
2.3. Peptide mass fingerprinting assumes that peptides are
monoisotopic, oxidized at methionine residues (variable modi-
fication), and carbamidomethylated at cysteine residues (fixed
modification). One maximum missed cleavage was allowed with
a maximum peptide mass tolerance of 100 ppm.
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Fig. 1 - Pyruvate kinase preparations were derivatized with
fluorescent hydrazides after metal-catalyzed oxidation (MCO).
Samples (2 pg) of control (Ctrl) and oxidized preparations (MCO)
were taken at times indicated and analyzed in SDS-PAGE as
shown in A for Cy5-Hz derivatization. In B a plot of relative
fluorescence intensity of the pyruvate kinase band at indicated
derivatization times: gray bars (control) and black bars (MCO).
Data represent the fluorescence intensity of pyruvate kinase
under each condition, relative to the fluorescence intensity of
control samples at 15 min. White bars represent the ratio
between MCO and control sample at each time-point. Data are
mean+SD from three different experiments. C shows a
comparison of signal after Westem blot (DNPH) or fluorescence
(Bodipy-Hz, Cy3-Hz and Cy5-Hz). Samples of control and
oxidized preparations taken after 60 min under the MCO system
were TCA precipitated before electrophoresis (D).

2.7. Derivatization procedure by DNPH

Oxidative damage to proteins can also be evaluated by the
use of 2,4-DNPH, as already mentioned. Derivatization with
DNPH was performed as previously described [11]. Anti-
bodies against DNP (Dako) were used at 1:5000 dilution. A
peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody was used for
detection. Images were acquired in a ChemiDoc XRS System
(Bio-Rad).

3. Results
3.1. Detection of protein carbonyls in purified proteins

Metal-catalyzed oxidation is one of the mechanisms that
generate carbonyl groups in the amino acid side chains of the
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Fig. 2 - Different amounts of oxidized pyruvate kinase
derivatized with either DNPH or BodipyFL-Hz were loaded on
SDS-PAGE gels and analyzed for carbonyl detection by
Western blot (DNPH) (A) or fluorescence (BodipyFL-Hz) (B).
Images were analyzed by Quantity One software and the
relative intensity of the pyruvate kinase band was plotted
against the protein amount loaded in the gel. Data are mean+
standard deviation from four different experiments. Values
are represented in log(2) scale. Straight line represents values
of a theoretical dilution curve.
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Fig. 3 - Crude extracts obtained from control or hydrogen peroxide-treated cultures were derivatized with Bodipy-Hz and
analyzed by 2D-gel electrophoresis. The images shown correspond to Bodipy signal in control conditions (A) or after hydrogen
peroxide stress (B); total protein stain by Flamingo (BioRad) of the hydrogen peroxide-treated sample (C); images B and C
superimposed (D). Spot numbers correspond to identified proteins summarized in Table 1.

proteins. Such modification can be performed “in vitro” by
incubating proteins in the presence of a reductant and a
redox-active metal. To that purpose, purified pyruvate kinase
was oxidized by an ascorbate/iron system and derivatized
with either DNPH or with the fluorescent dyes Bodipy-Hz,
Cy3-Hz or Cy5-Hz as described in Materials and methods.
Reaction mixtures were incubated for 15, 30 and 60 min. As
shown in Fig. 1A, fluorescence detection of oxidized samples
using Cy5-Hz is clear after 15 min with slight increase up to
60 min. At this incubation time, signal from control protein
band showed a significant increase that can be observed in
Fig. 1B. For this reason the incubation time for derivatization
in further experiments was fixed at 30 min. Similar results
were obtained with Cy3-Hz and Bodipy-Hz. Oxidized pyruvate
kinase shows higher signal intensity when compared to
control samples with a ratio around 10, which was similar
for all fluorescent dyes used (Fig. 1C). Bands of low molecular
weight correspond to fragmentation of the protein as a

consequence of metal-catalyzed oxidation. For comparison,
the figure includes an image obtained by Western blot using
DNPH for derivatization. As observed in Fig. 1A, unbound
fluorescent reagent is clearly present at the bottom of the gel.
To avoid the possibility that the reagent could mask low
molecular weight protein bands and also to obtain a clearer
image, samples were precipitated with 10% TCA prior to
electrophoresis. The precipitated protein was resuspended in
Laemmli’s sample buffer and loaded on a polyacrylamide gel.
As shown in Fig. 1D, this treatment efficiently eliminates the
free dye without loss of specific fluorescent signal.

3.2. Linearity between Bodipy and DNPH-derivatized
samples

To compare protein carbonyl detection by DNPH and by Bodipy-
Hz derivatization, oxidized pyruvate kinase was serially diluted
and analyzed for carbonyl detection as described in experimental
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Table 1 - Oxidatively modified yeast proteins identified as targets of 2 mM hydrogen peroxide treatment. Spot numbers
correspond to 5

Protein Accession Mass (Da) Spot Coverage % Matched/unmatched Score® Oxidation fold ©
number * peptides

KPYK1, pyruvate kinase 1 P00549 54,909 la 39 21/20 235 7.4+0.25
1b 43 24/14 269 10.1+£2.1

ENO2, enolase 2 P00925 46,932 2a 33 12/16 134 18.9+4.1
2b 20 8/10 74 5.0+2.4
2c 19 7/6 76 34+14

G3P3, glyceraldehyde-3- P00359 35,838 3a 30 9/6 118 25+0.4

phosphate 3b 25 7/5 86 3.1+0.6

dehydrogenase 3

ILV5, keto-acid P06168 44,512 4a 22 10/11 119 18.6+6.2

reductoisomerase, mitochondrial 4b 25 12/19 127 14.9+5.3
4c 48 18/7 264 11.4+0.9
4d 20 9/14 99 17.8+4.3

HSP75, heat shock protein SSB1 P11484 66,732 5 33 16/3 226 2.4+0.9

HSP60, heat shock protein 60 P19862 60,999 6 24 15/21 145 6.8+2.8

ALDH4, potassium-activated P46367 56,973 7 47 20/12 263 54+1.2

aldehyde

dehydrogenase, mitochondrial

PGK, phosphoglycerate kinase P00560 44,768 8a 51 18/28 192 5.1+0.85
8b 51 19/23 208 36+14

QCR2, cytochrome b-c1 complex P07257 40,510 9 19 6/10 70 8.6+1.5

subunit 2, mitochondrial

& Accession numbers according to Uniprot.
® Score values according to MASCOT 2.3.

¢ This value represents the fold increase of the ratio [Bodipy signal/protein signal] of each spot between stressed and control conditions. Data

are the mean of three independent gels+standard deviation.

procedures. Images were acquired, avoiding saturation of inten-
sity in more prominent bands. Intensity of the bands (arbitrary
units) obtained by Quantity One software (BioRad) was plotted
against the protein amount loaded in the gel. As shown in Fig. 2,
linearity obtained by both methods was optimal along one order
of magnitude (from 62.5 to 500 ng of protein). Below these values,
both methods failed to give reproducible results, showing some
variation between replicas.

3.3.  Two-dimensional gel electrophoresis of
Bodipy-derivatized samples

Once derivatization conditions were established, the protocol
was applied to samples obtained from yeast cultures chal-
lenged with 2 mM hydrogen peroxide and analyzed by 2D-gel
electrophoresis as described in experimental procedures.
Carbonyl detection in control conditions (Fig. 3A) or after
hydrogen peroxide stress (Fig. 3B) is shown. To match these
gels with the total protein pattern, gel B was stained with the
Flamingo fluorescent protein dye (Fig. 3C) and images in B and
C were superimposed (Fig. 3D). Protein spots (red) coincide
with the Bodipy-derivatized spots (green). Images were
analyzed using PD-Quest software. For each spot, the ratio
between the Bodipy signal and the Flamingo signal was
calculated. This ratio was considered a relative measure of
the carbonyl content of each spot. Those showing an increase
of at least twice that ratio in 3 independent gels of hydrogen
peroxide-treated cells were considered for further identifica-
tion. We did not observe any spot showing a reproducible
decrease in carbonyl content in treated cells. To identify the
oxidatively modified proteins, spots of interest were excised

from the gel and identified by peptide mass fingerprinting.
The identified proteins are summarized in Table 1.

3.4. Two-dimensional gel electrophoresis of samples
derivatized with cyanine-hydrazide dyes

The availability of hydrazides derived from Cy3 or Cy5 offers
the possibility to mix control and oxidized samples and run them
in a single gel for multiplexing analysis. Samples from control
and hydrogen peroxide-treated cultures, as described in the
previous section, were derivatized with Cy-Hz and analyzed by
2D-gel electrophoresis. The results (shown in Fig. 4) were similar
using either Cy5-Hz or Cy3-Hz to derivatize control or stressed
samples, as observed when gels were viewed using the Cy3
channel or Cy5 channel. Under the detection conditions used, the
fluorescent signal of these dyes does not overlap (Fig. S2). A
similar experiment was performed in which extracts from H,0,
treated cells were derivatized with either Cy5-Hz or Bodipy-Hz,
mixed and analyzed on the same gel. This experiment showed
that the pattern obtained with these Cy dyes is equivalent to that
of the Bodipy-derivatized samples, although with Cy5-Hz dye the
spot intensity is higher than that observed when using Bodipy-Hz
(Fig. 5A and B). Nevertheless, derivatization with Cy-Hz dyes
results in spot shifting that can be observed when images
obtained from both dyes were overlayed. As shown in Fig. 5C, a
shift in either pI or molecular weight corresponding to the Cy-
derivatized proteins was observed (blue spots). In contrast, Fig. 5D
shows the correct matching between protein stain and Bodipy-
derivatized spots. Consequently, Cy-derivatized proteins do not
precisely match with protein spots.
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Fig. 4 - Crude extracts obtained from control or hydrogen peroxide-treated cultures were derivatized with Cy3-Hz and Cy5-Hz
and analyzed by 2D-gel electrophoresis. Two samples were loaded on the same gel and two different gels were used: gel 1
contained 20 pg control sample derivatized with Cy3-Hz and 20 pg H,0, sample derivatized with Cy5-Hz; gel 2 contained 20 pg
control sample derivatized with Cy5-Hz and 20 pg H,0, sample derivatized with Cy3-Hz. The images shown correspond to: A,
gel 1, Cy3 channel; B, gel 1 Cy5 channel; G, gel 2 Cy3 channel; D, gel 2 Cy5 channel.

3.5. Protein oxidative damage in chronological aged yeast

It is known that yeast cells in stationary phase show markers
of oxidative stress. In this phase, yeasts gain resistance to
such stress by inducing antioxidant systems. Nevertheless,
damage to macromolecules occurs in this physiological
situation [20,21]. To test whether this method was useful for
the analysis of protein oxidation under such physiological
conditions, samples from aged cultures (obtained after 7 or
14 day culture on YPD) were compared to cells harvested at
mid-exponential phase. Crude extracts were obtained as
previously described and Bodipy-derivatized proteins were
analyzed by 2D-gel electrophoresis. In the second dimension,
proteins from control and aged cells were run in parallel in the
same gel. Proteins stained with Flamingo are shown in Fig. 6A,
C and E while carbonylated proteins are shown in Fig. 6B, D
and F. Given that aged cultures experience major metabolic

changes, marked differences can be observed in the quantities
of many protein spots between controls and aged cells. Under
these conditions, the strategy for data analysis described in
the previous section is not suitable; therefore, an alternative
analytical strategy was followed. Three controls and three
aged cultures were analyzed. The Bodipy/Flamingo signal
ratio (B/F) was calculated for every spot in the analyzed gels.
The mean B/F value obtained from all protein spots in the gels
from exponentially growing cells, was used as a reference
value indicating basal protein damage. This value was 0.33+
0.01. Spots showing B/F ratios at least three times higher than
this reference value in at least two different gels were
considered highly carbonylated spots. In gels from aged
cultures, 16 proteins were identified as highly carbonylated
(Fig. 6F). Results are summarized in Table 2. Proteins
identified using this procedure showed only slight variations
from those we previously identified in aged S. cerevisiae cells
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Fig. 5 - Extracts obtained from hydrogen peroxide-treated cultures were derivatized with Cy5-Hz and Bodipy-Hz and analyzed
by 2D-gel electrophoresis. Both samples (20 pg each) were mixed and analyzed on the same 2D-gel system. The images shown
correspond to: A, Cy5 channel; B, Bodipy channel; C, overlay from images A and B. In D, matching between Bodipy signal and

protein stain is shown.

using the DNPH derivatization method [17]. Interestingly, we
also observed that some of the proteins induced in stationary
phase proved to be more resistant to oxidative damage
exhibiting a low B/F ratio (never exceeding a value of 0.4
which is very close to basal reference value indicated above).
These proteins, shown in Fig. 6E, were identified and summa-
rized (Table 3). Of note, the molecular chaperone Hsp26, Enolase
1 and triose phosphate isomerase showed high resistance to
oxidative modification; catalase, important for detoxification in
this phase, showed low levels of oxidative damage.

4. Discussion

The presence of carbonyls in proteins is widely used as a marker
of oxidative stress in research related to aging [22,23], diseases
[19,24,25], and translational errors [26,27], to cite a few. Detecting
protein oxidative damage by DNPH derivatization was developed
by E. Stadman, R.L Levine and collaborators [13] and has been the
method of choice in many laboratories over the last 25 years.
Concise protocols to avoid [28] or be aware of DNPH side-
reactions [29] have also been published. In 1987, Stadtman and
collaborators used fluorescein thiosemicarbazide for the same

purpose [30], but the proteins were only analyzed in one-
dimensional gels. Given that this compound has net charge,
spot shifting in 2D-gels is presumed to occur, impairing the
correct matching of spots of interest. More recently, biotin and
biocytin hydrazide-derivatives have been introduced to study
protein carbonylation in yeast, rats and humans [16]. This
approach allows the enrichment of biotin-derivatized proteins
by affinity chromatography in a streptavidin column. Although
these methods can be used for the identification of carbonylation
sites in proteins, they do not allow an accurate quantitative
analysis of the degree of carbonylation of the various proteins
identified in different samples. This limits the usefulness of
carbonylation as a tool for studying changes in the pattern of
protein oxidation in different biological conditions.

The method presented in this paper, in which fluorescent
hydrazides are used to detect carbonylated proteins, presents
many advantages. It saves time, as Western blot protocols are
no longer needed to detect protein oxidative damage. The
method also provides greater accuracy and reproducibility in
two-dimensional gel analysis of carbonylated proteins. Use of
Bodipy-Hz has the advantage of being a compound with no
net charge and low molecular weight [31], properties that
allow the perfect match between the Bodipy-derivatized spot



JOURNAL OF PROTEOMICS 75 (2012)3778-3788 3785

Protein stain Bodipy signal
A i B
- po o
Ay . -
- '—-: . T i
_ - Ceg= L ] “o @ 1
o '*‘.,'- o )
= » ’
S |ty ‘e
o
Q. -
x
L -
e -
C [-. - Dl o
. ‘&" :. o ‘- . - ¥
. > v ~e B we
%) S e e TN gt 0y . e
5 R Sy e
© can? B - 1" .
™~ e . ' Do v ..’ ..
- . LR
oy ’ .
E L= F
- -

s 8 .: . .Or- 8 r9
P " 0
- :

14 days

8 l\ 8
" 9a 9
-
. /v.
13a q3p

Fig. 6 - Crude extracts obtained from control or aged cultures were derivatized with BodipyFL-Hz and analyzed by 2D-gel
electrophoresis. In the first dimension, 11 cm IPG strips were used. In the second dimension, proteins from control and aged
cells were run in parallel in the same 24 cm-wide gel. The images shown correspond to total protein stain (Flamingo) in control
(A), aged 7 days (C) or aged 14 days (E); corresponding gels for Bodipy signal are B, D and F, respectively. Arrows in F indicate
proteins with oxidative damage (high B/F ratios), identified by mass spectrometry and listed in Table 2. Proteins resistant to
oxidative damage are shown in E, identified by mass spectrometry and listed in Table 3.

and that of the protein stain. A B/F ratio can be calculated for
every spot in the gel, allowing a comparison of the degree of
carbonylation at different protein spots. To increase precision,
it is desirable to perform simultaneous image acquisition
from the gels containing the different samples. We have
addressed this problem by running two 11-cm IPG strips in the
same 24-cm gel. This provides highly reproducible results, but
limits resolution of the analysis because of strip length.

Cyanine hydrazide derivatization (Cy3-Hz and Cy5-Hz)
allows for analysis of two samples in the same gel. This is
an advantage in terms of reproducibility, allowing multi-
plexing approaches and higher resolution because 24-cm
strips can be used. However, Cy-derivatives cause spot-
shifting after 2D-electrophoresis (Fig. 5C) due to both charge
and molecular weight, making it difficult to match a spot with
total protein stain.
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Table 2 - Oxidatively damaged proteins identified in aged yeast. Spot numbers correspond to

Protein Accession Mass (Da) Spot (s) Coverage (%) Matched/unmatched Score® B/F ratio®
number * peptides

SSA2, heat shock protein 72 P10592 69,599 1 17 10/18 87 1.6
SSA1, heat shock protein 71 P10591 69,786 1 16 9/11 87 -
HXKA, Hexokinase-1 P04806 53,738 2 19 7/13 55 1.7
MLS1, malate synthase 1, P30952 62,791 3 18 10/15 93 1.1
glyoxysomal
PYK1, pyruvate kinase 1 P00549 54,544 4 29 17/19 182 0.9
ALDHA4, potassium-activated aldehyde P46367 56,973 5 38 18/16 218 1.1
dehydrogenase, mitochondrial
PGK, phosphoglycerate kinase P00560 44,738 6 28 11/18 118 13
EF1A, elongation factor 1-alpha P02994 50,032 7 22 7/28 55 0.9
TAL1, transaldolase P15019 37,036 8 32 8/26 68 1.5
G3P3, glyceraldehyde-3-phosphate P00539 35,838 9a 21 8/23 86 0.9
dehydrogenase 3 9b 20 7/25 60 0.9
IDH2, isocitrate dehydrogenase P28241 39,886 10 35 9/21 101 0.9
subunit 2, mitochondrial
ADH1, alcohol dehydrogenase 1 P00330 36,849 11 22 5/9 61 1
ADH2, alcohol dehydrogenase 2 P00331 37,165 12 25 7/24 66 1.2
VDAC1, mitochondrial outer P04840 30,524 13a 15 4/3 59 2.6
membrane porin 13b 47 11/10 156 1.9

& Accession numbers according to Uniprot.
b Score values according to MASCOT.
¢ Details about the B/F ratio are explained in the text.

With respect to linearity in the signal intensity, fluorescent
hydrazides show a good correlation between amount and
signal, similar to that obtained with DNPH derivatization and
immunodetection. It is conceivable that for amounts of
protein lower than shown in Fig. 2, bands can be detected by
increasing exposure time. Nevertheless, if samples show great
differences in carbonylation, comparable intensities would be
limited to one order of magnitude.

This study used fluorescent hydrazides to explore protein
carbonylation in yeast cultures challenged with hydrogen
peroxide or in yeast cells in stationary phase. The results for
hydrogen peroxide stress were in agreement with those we
obtained by DNPH derivatization [32]. In chronologically aged
yeast samples, we detected carbonylation in proteins of energy
metabolism as well as in molecular chaperones of the Hsp70

Table 3 - Proteins identified as resistant to oxidative damage. The spots identified are indicated in

preceded by r indicates “resistant protein”.

family. In contrast, Hsp26, which is induced in stationary phase,
is resistant to oxidative damage. Hsp26 was described as a
stress-induced protein, highly expressed during the transition
from exponential to stationary phase, as well as by heat,
chemical, and osmotic stresses or nutrient starvation [33,34]. It
is conceivable that preserving its activity under these situations
could be of great importance for cell functions and maintaining
cell viability. In this particular case, a possible explanation for
such resistance to oxidative modification could be that Hsp26
function is ATP-independent, in contrast to that of Hsp70s,
which are proteins that use ATP. This is a key point because
ATP-binding proteins are more prone to oxidation due to their
attraction for iron through nucleotide moiety [35,36]. Another
intriguing question is the difference in resistance to damage
displayed by enolase isoenzymes 1 and 2. While isoenzyme 2

E. Spot number

Protein Accession Mass (Da) Spot (s) Coverage (%) Matched/unmatched Score® B/F ratio®
number ? peptides

HSP26, heat shock protein 26 P15992 23,865 rl 50 9/18 122 0.08+0.02

12 50 9/17 123 0.11+0.02

TPIS, triose phosphate P00942 26,893 13 39 9/23 121 0.09+0.02
isomerase

ENO 1, enolase 1 P00924 46,844 4 37 12/13 149 0.22+0.05

15 38 14/8 193 0.31+0.03

16 46 16/16 205 0.08+0.02

CATT, catalase A6ZV70 65,056 17 14 6/7 53 0.39+0.04

SYDC, aspartyl t-RNA P04802 63,647 18 10 6/5 68 0.38+0.03
synthetase

ACH1, acetyl-CoA hydrolase P32316 58,903 19 27 14/13 156 0.38+0.02

& Accession numbers according to Uniprot.
® Score values according to MASCOT.
¢ Details about the B/F ratio are explained in the text.
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has been described in a large number of publications as a main
target of oxidative stress (for a review, see ref [37]),
isoenzyme 1 is just the opposite. Although the reasons
leading to this difference are not obvious, it could be related
to differential structural features that would explain why
specific proteins are selective targets under oxidative stress
conditions [38].

In conclusion, the method described in this paper is suitable
for analyzing protein carbonylation caused by oxidative stress.
If the desired goal is a comparative analysis between two
situations, then the best choice would be combining Cy3-Hz and
Cy-Hz derivatization. In contrast, if the final purpose is to excise
the protein from the gel to establish its identification, then
BodipyFL-Hz derivatization would be the method of choice
because it facilitates tracking oxidatively damaged proteins in
the 2D-gel.

Supplementary data related to this article can be found
online at http://dx.doi.org/10.1016/j.jprot.2012.04.046.

Acknowledgments

This work was supported by Grants BFU2010-19193 and
CSD2007-00020 from the Ministerio de Ciencia e Innovacion,
and SGRO677 from the Generalitat de Catalunya and Fundacio
La Marato de TV3 (Spain). We are indebted to Isabel Sanchez
and Alba Sorolla from the “Servei de Genomica i Proteomica.
UdL” for helping on peptide mass fingerprinting, Enric Ros and
Aida Giner for technical support and to Elaine M. Lilly for
editorial assistance.

REFERENCES

[1] Cadenas E. Biochemistry of oxygen toxicity. Annu Rev
Biochem 1989;58:79-110.

[2] Stadtman ER. Metal ion-catalyzed oxidation of proteins:
biochemical mechanism and biological consequences. Free
Radic Biol Med 1990;9:315-25.

[3] Henle ES, Linn S. Formation, prevention, and repair of DNA
damage by iron/hydrogen peroxide. ] Biol Chem 1997;272:
19095-8.

[4] Beckman KB, Ames BN. Oxidative decay of DNA. ] Biol Chem
1997,272:19633-6.

[5] Steinberg D. Low density lipoprotein oxidation and its
pathobiological significance. ] Biol Chem 1997;272:20963-6.

[6] Levine RL, Stadtman ER. Oxidative modification of proteins

during aging. Exp Gerontol 2001;36:1495-502.

Stadtman ER. Protein oxidation and aging. Science 1992;257:

1220-4.

Chevalier M, Lin EC, Levine RL. Hydrogen peroxide mediates

the oxidative inactivation of enzymes following the switch

from anaerobic to aerobic metabolism in Klebsiella
pneumoniae. ] Biol Chem 1990;265:42-6.

Cabiscol E, Aguilar J, Ros J. Metal-catalyzed oxidation of Fe*

dehydrogenases. Consensus target sequence between

propanediol oxidoreductase of Escherichia coli and alcohol

dehydrogenase II of Zymomonas mobilis. ] Biol Chem 1994;269:

6592-7.

[10] Stadtman ER, Berlett BS. Reactive oxygen-mediated protein

oxidation in aging and disease. Drug Metab Rev 1998;30:
225-43.

[7

8

[9

[11] Levine RL, Wehr N, Williams JA, Stadtman ER, Shacter E.
Determination of carbonyl groups in oxidized proteins.
Methods Mol Biol 2000;99:15-24.

[12] Berlett BS, Stadtman ER. Protein oxidation in aging, disease,
and oxidative stress. J Biol Chem 1997;272:20313-6.

[13] Shacter E, Williams JA, Lim M, Levine RL. Differential
susceptibility of plasma proteins to oxidative modification:
examination by western blot immunoassay. Free Radic Biol
Med 1994;17:429-37.

[14] Irazusta V, Moreno-Cermeno A, Cabiscol E, Tamarit ], Ros J.
Proteomic strategies for the analysis of carbonyl groups on
proteins. Curr Protein Pept Sci 2010;11:652-8.

[15] Yoo BS, Regnier FE. Proteomic analysis of carbonylated
proteins in two-dimensional gel electrophoresis using
avidin-fluorescein affinity staining. Electrophoresis 2004;25:
1334-41.

[16] Madian AG, Regnier FE. Profiling carbonylated proteins in
human plasma. ] Proteome Res 2010;9:1330-43.

[17] Reverter-Branchat G, Cabiscol E, Tamarit J, Ros J. Oxidative
damage to specific proteins in replicative and
chronological-aged Saccharomyces cerevisiae: common targets and
prevention by calorie restriction. J Biol Chem 2004;279:31983-9.

[18] Irazusta V, Obis E, Moreno-Cermeno A, Cabiscol E, Ros J,
Tamarit J. Yeast frataxin mutants display decreased
superoxide dismutase activity crucial to promote protein
oxidative damage. Free Radic Biol Med 2010;48:411-20.

[19] Sorolla MA, Rodriguez-Colman MJ, Tamarit ], Ortega Z, Lucas
JJ, Ferrer I, et al. Protein oxidation in Huntington disease
affects energy production and vitamin B6 metabolism. Free
Radic Biol Med 2010;49:612-21.

[20] Herman PK. Stationary phase in yeast. Curr Opin Microbiol
2002;5:602-7.

[21] Sinclair DA. Paradigms and pitfalls of yeast longevity
research. Mech Ageing Dev 2002;123:857-67.

[22] Stadtman ER. Importance of individuality in oxidative stress
and aging. Free Radic Biol Med 2002;33:597-604.

[23] Levine RL. Carbonyl modified proteins in cellular regulation,
aging, and disease. Free Radic Biol Med 2002;32:790-6.

[24] Dalle-Donne I, Aldini G, Carini M, Colombo R, Rossi R, Milzani
A. Protein carbonylation, cellular dysfunction, and disease
progression. ] Cell Mol Med 2006;10:389-406.

[25] Sultana R, Butterfield DA. Proteomics identification of
carbonylated and HNE-bound brain proteins in Alzheimer’s
disease. Methods Mol Biol 2009;566:123-35.

[26] Ballesteros M, Fredriksson A, Henriksson J, Nystrom T.
Bacterial senescence: protein oxidation in non-proliferating
cells is dictated by the accuracy of the ribosomes. EMBO ]
2001;20:5280-9.

[27] Nystrom T. Translational fidelity, protein oxidation, and
senescence: lessons from bacteria. Ageing Res Rev 2002;1:
693-703.

[28] Luo S, Wehr NB. Protein carbonylation: avoiding pitfalls in the
2,4-dinitrophenylhydrazine assay. Redox Rep 2009;14:159-66.

[29] Dalle-Donne I, Carini M, Orioli M, Vistoli G, Regazzoni L,
Colombo G, et al. Protein carbonylation: 2,
4-dinitrophenylhydrazine reacts with both
aldehydes/ketones and sulfenic acids. Free Radic Biol Med
2009;46:1411-9.

[30] Ahn B, Rhee SG, Stadtman ER. Use of fluorescein hydrazide
and fluorescein thiosemicarbazide reagents for the
fluorometric determination of protein carbonyl groups and
for the detection of oxidized protein on polyacrylamide gels.
Anal Biochem 1987;161:245-57.

[31] Fukushima T, Usui N, Santa T, Imai K. Recent progress in
derivatization methods for LC and CE analysis. ] Pharm
Biomed Anal 2003;30:1655-87.

[32] Cabiscol E, Piulats E, Echave P, Herrero E, Ros J. Oxidative
stress promotes specific protein damage in Saccharomyces
cerevisiae. ] Biol Chem 2000;275:27393-8.



3788 JOURNAL OF PROTEOMICS 75 (2012) 3778-3788

[33] Petko L, Lindquist S. Hsp26 is not required for growth at high [37] Cabiscol E, Ros J. Oxidative damage to proteins: structural
temperatures, nor for thermotolerance, spore development, modifications and consequences in cell function. In:
or germination. Cell 1986;45:885-94. Dalle-Donne I, Scaloni A, Butterfield DA, editors. Redox

[34] Barbet NC, Schneider U, Helliwell SB, Stansfield I, Tuite MF, Proteomics: From Protein Modifications to Cellular
Hall MN. TOR controls translation initiation and early G1 Dysfunction and Diseases. Hoboken, NJ, USA.: John Wiley &
progression in yeast. Mol Biol Cell 1996;7:25-42. Sons, Inc.; 2006. p. 399-471.

[35] Irazusta V, Moreno-Cermeinio A, Cabiscol E, Ros ], Tamarit J. [38] Maisonneuve E, Ducret A, Khoueiry P, Lignon S, Longhi S,
Major targets of iron-induced protein oxidative damage in Talla E, et al. Rules governing selective protein carbonylation.
frataxin-deficient yeasts are magnesium-binding proteins. PLoS One 2009;4:e7269.

Free Radic Biol Med 2008;44:1712-23.

[36] Belogrudov GI. Mitochondrial ATP synthase: Fe2*-catalyzed
fragmentation of the soluble F1-ATPase. Arch Biochem
Biophys 1996;335:131-8.



	PortadaDavidAlsina.pdf
	Estudi de les adaptacions metabòliques derivades del dèficit de frataxina en Saccharomyces cerevisiae
	David Alsina Obiols




