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RESUM

El llevat S.cerevisiae €s un dels models eucariotes més adequats per 1’estudi dels
diversos mecanismes implicats en la supervivéncia cel.lular en resposta a estres
oxidatiu. Les especies reactives d’oxigen (ROS) com els radicals hidroxil, 1’anié
superoxid o el peroxid d’hidrogen generen estrés oxidatiu, causant important danys
intracel.lulars davant els quals la cel.lula a desenvolupat una série de mecanisme per

fer-hi front.

Grx3 1 Grx4 son dues glutaredoxines monotioliques de S.cerevisisae que formen
part dels sistemes enzimatics que regulen I’estat redox de les proteines en resposta a
estres oxidatiu. No obstant, fins ara es desconeixen els mecanismes amb els quals Grx3
1 Grx4 participen en la detoxificacio d’aquestes ROS 1 en 1’adaptacié cel.lular en

condicions oxidatives.

En el primer Capitol es caracteritza el paper funcional de Grx3 i Grx4 en la
regulacié de 1’homeostasi del ferro intracel.lular mitjangant la regulacié del factor
transcripcional Aftl, encarregat de regular la transcripcidé de gens que formen part del
sistema d’alta afinitat de captacié de ferro. A més a més, es caracteritza el paper
funcional dels dominis glutaredoxina (GRX) de Grx3 i Grx4 en I’exportacié nuclear
d’Aftl, com a mecanisme regulador de I’estrés oxidatiu generat per un augment en els

nivells de ferro intracel.lulars.

En el segon Capitol hem aconseguit donar una funci6 especifica per Grx3 i Grx4
en la regulacid de la via d’integritat cel.lular o la via PKCI- MAP quinasa en resposta a
estres oxidatiu. A més a més, demostrem que son els dominis tioredoxina (7RX) de
Grx3 1 Grx4 qui dessarrollen el paper protagonista en 1’activacid de la quinasa Slt2 en
resposta a estrés oxidatiu i en la repolaritzacié del citoesquelet d’actina en condicions
normals 1 en resposta a estrés oxidatiu. També demostrem que Grx3, Grx4 1 Slt2 estan
relacionades genctica 1 funcionalment amb els procesos implicats en 1’organitzacio del
citoesquelet d’actina en resposta a estrés oxidatiu i en la biogénesi vacuolar en

condicions normals.






RESUMEM

La levadura S.cerevisiae es uno de los modelos eucariotas mas adecuados para el
estudio de los diferentes mecanismos implicados en la supervivencia celular en
respuesta a estrés oxidativo. Las especies reactivas de oxigeno (ROS) como los
radicales hidroxilo, el anidén superdéxido o el peroxido de hidrogeno generan estrés
oxidativo, induciendo importantes dafios intracelulares frente a los cuales la célula tiene

que desarrollar una serie de mecanismos para hacerles frente.

Grx3 1 Grx4 son dos glutaredoxinas monotidlicas de S.cerevisiae que forman
parte de los sistemas enzimaticos que regulan el estado redox de las proteinas en
respuesta a estrés oxidativo. No obstante, hasta hoy se desconocen los mecanismos
mediante los cuales Grx3 i Grx4 participan en la detoxificacién de estos ROS y en la

adaptacion celular frente a condiciones oxidativas.

En el primer Capitulo se caracteriza el papel funcional para Grx3 y Grx4 en la
regulacion de la homeostasis del hierro intracelular mediante el factor transcripcional
Aftl, el cual se encarga de regular la transcripcion de genes que forman parte del
sistema de alta afinidad de captacion de hierro. Ademas, se caracteriza el papel
funcional de los dominios GRX de Grx3 y Grx4 en la exportacidon nuclear de Aftl,
como mecanismo regulador del estrés oxidativo generado por un aumento en los niveles

de hierro intracelulares.

En el segundo Capitulo hemos logrado dar una funcion especifica a Grx3 y Grx4
en la regulacion de la via de integridad celular o via PKCI/-MAP quinasa en respuesta a
estrés oxidativo. Ademas, tras diseccionar los dominios glutaredoxina (GRX) y
tioredoxina (7RX) de Grx3 y Grx4, hemos concluido que son los dominios 7RX de
ambas glutaredoxinas quienes poseen un papel protagonista en la activacion de la
quinasa Slt2 en respuesta a estrés oxidativo y en la reorganizacion del citoesqueleto de
actina en condiciones normales y oxidantes. También se demuestra que Grx3, Grx4 y
SIt2 estan relacionados genética y funcionalmente en los procesos implicados en la
organizacion del citoesqueleto d’actina en respuesta a estrés oxidativo y en la biogénesis

vacuolar en condiciones normales.






SUMMARY

The yeast S.cerevisiae is one of the most suitable eukaryotic models to study
several mechanisms involved in cell survival in the response to oxidative stress.
Reactive oxygen species (ROS) such as hydroxyl radicals, superoxide anions or
hydrogen peroxide provoque oxidative stress and cause important cell damage. As a
consequence of that, cells need to develop a series of mechanisms in order to repair their

structures.

Grx3 and Grx4 are two monothiol glutaredoxins of S.cerevisiae potentially
involved in enzymatic systems to regulate the redox state of proteins in front of
oxidative stress. Nevertheless, actually is unknown the mechanisms where Grx3 and
Grx4 participate in ROS detoxification and in the cellular adaptation to oxidative

conditions.

In the first chapter, we characterize a functional role for both Grx3 and Grx4 in
the maintenance of iron homeostasis through the regulation of Aftl, a transcription
factor involved in the transcriptional regulation of a subset of genes which integrate the
high affinity iron uptake system. In addition, we have characterized the functional role
for both GRX domains of Grx3 and Grx4 in the nuclear export of Aftl as a mechanism

that regulates the oxidative stress generated by high levels of intracellular iron.

In the second chapter, it is characterized a specific function for Grx3 and Grx4 in
the regulation of the cell integrity pathway or PKCI-MAP kinase pathway in response
to oxidative stress. Moreover, we described the functional role for both 7RX domains of
Grx3 and Grx4 in the SIt2 activation in response to oxidative stress and in the
reorganization of the actin cytoskeleton in normal and oxidant conditions. We also
demonstrated the genetic and the functional relationship between Grx3, Grx4 and Slt2
in the mechanisms involved in the actin cytoskeleton organization in response to

oxidative stress and in the vacuolar biogenesis in normal conditions.
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Saccharomyces especie cerevisiae (llevat de la cervesa) és un dels llevats més coneguts i
estudiats actualment. En 1897, els germans Hans i Edward Buchner van obtindre extractes
lliures de cellules molent llevat per a fer pa amb grans de sorra, sobre els quals van afegir
grans quantitats de sucre de canya per evitar la possible contaminacié. Sorprenentment van
observar que el sucre es fermentava rapidament. Per primera vegada s’havia descobert un

model per a I'estudi de la fermentacié alcoholica.

Saccharomyces cerevisiae és un fong unicellular que presenta la capacitat de créixer de
forma anaerobica en un medi ric en sucres (com la D-glucosa) realitzant la fermentacié
alcoholica, procés on es genera dioxid de carboni i etanol. Per aquesta rad s’utilitza en
molts processos de fermentacié industrial de manera semblant al llevat quimic. Per exemple
en la produccié de cervesa, vi, hidromel, pa, produccié d’antibiotics, etc... No obstant, en
condicions d’escassetat de nutrients, el llevat és capag¢ d’utilitzar altres rutes metaboliques
que li permeten obtindre un major rendiment energetic 1 per tant no realitzar el procés

fermentatiu.

Aquesta cecllula eucariota es divideix per gemmacié 1 a diferencia d’altres
microorganismes, presenta dues fases biologiques estables: haploide (reproduccié asexual) 1
diploide (reproduccié sexual). Un llevat haploide conté 16 cromosomes variant el seu
tamany d’entre 200 i 2200 Kb. Ambdues fases permeten generar, aillar i caracteritzar

mutants amb gran facilitat, aixi com realitzar estudis de complementacio.

Desde el punt de vista cientific, Saccharomyces cerevisiae és un dels models més
adequats per a I’estudi de problemes biologics gracies a les seves amplies avantatges:

-Es un sistema unicel.lular eucariota, amb una complexitat lleugerament supetior
a la del bacteri pero compartint amb ell moltes de les seves avantatges tecniques. A més a
més, és un excellent model per a I'estudi de les vies de senyalitzacié en resposta a estres
donat la gran conservaci6é evolutiva que mantenen aquests mecanismes entre les diverses
cellules eucariotes.

-Presenta una taxa de creixement rapida, que permet obtenir amb facilitat grans
quantitat d’aquest microorganisme.

-Posseeix un cicle de vida sexual i asexual. Aquest fet permet que S.cerevisiae sigui

un model idoni per realitzar estudis genctics. A més a més, S. cerevisiae és destacat pel seu



Introduccié General--------«--=--ccememm e

senzill i versatil sistema de transformacié de DNA i la seva facilitat en I'obtencié de
mutants.

-D’altra banda, I’abséncia de patogenicitat permet la seva manipulacié amb les
minimes precaucions i ofereix aixi una gran facilitat d’as d’aquest fong en condicions de
laboratori.

-Una altra avantatge addicional de gran importancia és el coneixement de la
seqiiéncia completa del seu genoma mantenint-se en constant revisié 1 accessible en
http://www.yeastgenome.org/. Aquest fet ha permés la manipulacié genética dels gairebé
6600 gens que codifiquen el genoma de llevat, 1Gs extensiu de micromatrius de DNA per
investigar el transcriptoma i estudis a escala genomica de la resposta cel.lular davant estres

oxidatiu, entre altres molts aspectes.

En al Figura 1 es mostra la classificacié cientifica i les imatges realitzades en el
miscrospi optic i electronic de transmissié del llevat Saccharomyces cerevisiae utilitzat durant tot

aquest estudi.

A) -
eClassificacio cientifica
Regne: Fungi D
Filum: Ascomycota

o . Classe: Hemiascomycetes

< Ordre: Saccharomycetals

Familia: Saccharomycetacea
Geénere: Saccharomyces
Espécie: cereyisiae

Figura 1- Imatges en el microscopi optic (A) i en el microscopi electronic de transmissio

(B) del llevat de gemmacioé Sacchromyces cerevisiae.
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La supervivencia de les cellules depén de la seva capacitat per detectar alteracions
en el medi i respondre davant d’elles. Canvis fisics i quimics del medi poden provocar
efectes negatius en la cellula. Per aquest motiu, la supervivencia d’aquesta cellular exigeix

una resposta rapida als esmenats canvis.

L’oxigen (O,) es conegut per ser un element essencial en el metabolisme aerobic
dels éssers vius, No obstant, un desequilibri en les concentracions intracel.lulars de dita
molécula cap a un excés d’aquesta, podrien resultar perjudicials per a la cellula.

El desequilibri entre la produccié d’oxigen reactiu en excés dins la c¢l.lula i la capacitat d’un
sistema biologic de detoxificar rapidament els reactius intermitjos o reparar el dany generat
per aquests, dona lloc a una alteracié en la homeostasi d’oxido-reduccié intracel.lular, més
conegut com estres oxidatiu.

Davant aquest estres, la cel.lula respon amb multitud de processos cel.lulars que tenen com
a objectiu controlar les concentracions intracel.lulars de les molecules derivades de 'oxigen

que es generen, restablint Pequilibri redox intracel.lular optim.

L’estres oxidatiu és important desde el punt de vista biomedic 1 biotecnologic desde
que s’ha relacionat amb multitud de processos cellulars que desemboquen en nombroses
malalties humanes com els processos neurodegeneratius (Alzehimer, Parkinson, esclerosis
lateral amniotrofica 1 altres demencies), els processos inflamatoris (artritis reumatoide),
problemes cardiovasculars (distrofia muscular), aixi com en malalties autoimmunes 1
inflamatories croniques, la diabetes, el cancer o els processos biologics d’envelliment

(Auroma i Halliwell, 1998; Mc Cord ez a/,2003).

Afortunadament els llevats, com Saccharomyces cerevisiae, a resultat ser un bon model
d’organisme eucariota per I'estudi exhaustiu de I'estres oxidatiu i de la resposta cellular
davant aquest estres. Actualment, S.cerevisiae ens segueix aportant una gran informacié pel
que fa als processos oxidatius que son de vital importancia per entendre els mecanismes de

defensa cel.lular davant estres oxidatiu en eucariotes superiors.
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L’Oxigen ¢és una molécula altament reactiva que pot ser reduida parcialment per
generar les anomenades espécies reactives derivades de Poxigen (ROS) o més
conegudes actualment com a radicals lliures.

El dany que els radicals lliures provoquin en les cellules dependra de Tequilibri entre les
ROS 1 les defenses antioxidants de les quals disposin aquestes. L’estrés oxidatiu apareix
quan es petd Pequilibti entre la produccié de radicals lliures i la producci6 i/o accié dels

antioxidants.

In vivo, 1a majoria de les ROS es produeixen com a conseqiiencia de la reduccié
incompleta del O, durant el metabolisme respiratori aerobic realitzat a la membrana interna
de la mitocondria, la qual és la principal font de radicals lliures derivats de oxigen dins la
cellula (Brand ef al., 2004). Substancies quimiques exogenes, com els compostos quimics
oxidants o agents fisics externs com la radiaci6 ionitzant o ultravioleta, també produeixen
indirectament danys importants, generant estrés oxidatiu, fototoxicitat 1 fotosensibilitat

(Zagarese et al.,2001).

Les ROS representen els diversos estats d’oxidacié de O,

- 'anié6 superoxid (O,")

- el peroxid d’hidrogen (H,0,)

- 1 el radical hidroxil (OH), el qual és la ROS més reactiva de totes, generant

rapidament dany cel.lular.

No obstant, altres ROS presents en la cellula i generades com a consequencia de les
anteriors durant altres processos biologics son: l'oxigen singlet (O), generat en absencia
d’oxigen o bé en els sistemes fotosintetics (Briviba ez al, 1997), Poxid nitric (NO) 1 el
peroxid nitric (ONOQO)), precursors d’altres especies oxidants que reben el nom d’especies

reactives del nitrogen, i I’acid hipoclorés (HOCL) (Halliwell y Gutteridge, 1999).
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In vive, la major part de I’ani6 superoxid (O,”) que es genera en les cellules prové
de Poxidacié que sofreix la cadena de transport d’electrons de la mitocondria durant la
respiraci6 aerobica mitocondrial (Imlay y Fridovich, 1991).

L’ani6 superoxid actua sobre enzims que contenen centres Fe/S en la seva estructura, fet
que provoca la desestructuracié d’aquests i com a conseqiiéncia la perdua de funcionalitat

en Penzim (Flint, ¢z al., 1993).

A partir de 'ani6 superoxid (O,7), la reaccio catalitzada per la superoxid dismutasa

(SOD) genera un altre ROS, el peroxid d’hidrogen (H,0O,):

(SOD)
20,"+ 2H" » O,+ H,0,

Secuidament, el peroxid d’ hidrogen que es genera a partir d’aquesta reaccid, és
g > gen g g q >

descomposat per ’enzim catalasa en molecules d’aigua (H,O) i oxigen (O,).

(CATALASA)
2H,0, > 2H,0 + O,

Soén diversos els efectes que produeix el peroxid d’hidrogen sobre les biomolécules:

a) Inactivar alguns enzims, normalment per oxidacié dels grups tiol de 'aminoacid
cisteina, generant-se ponts disulfur intra i interproteics (Grant ef al, 1998; Imlay ez
al., 2003).

b) Danyar les cadenes laterals dels aminoacids i provocar la formacié de grups
carbonil (Stadtman y Levine, 2003).

¢) Oxidar directament enzims amb centres Fe/S, provocant la desestructuracio i la

perdua de la funcionalitat de la proteina (Flint ez a/, 1993).
No obstant, el peroxid d’hidrogen no és un radical lliure perque no conté cap

electré desaparellat, perd pot travessar facilment la membrana i donar lloc al radical

hidroxil (OH) a través de la reacci6é de Fenton. Per a que es dugui a terme aquesta reaccio
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és necessaria la preséncia d’un metall com el ferro o el coure (Fe*" o Cu") (Halliwell i

Gutteridge, 1984).

*Reacci6 de Fenton: Metall " + H,0, — Metall """ + OH + H,O

El radical hidroxil generat en la reaccié de Fenton, és altament téxic per a les
ccllules donat que pot danyar directament moltes biomolecules (Imlay, 2003).

In vitro, principalment genera modificacions quimiques que indueixen importants
canvis en la carga de les proteines. Aquestes modificacions, combinades amb unions intra 1
intermoleculars, condueixen a una agregacié entre proteines (Flint e a/,, 1993).

A nivell d’aminoacids, el radical hidroxil també actua hidroxilant fenilalanines, tirosines i
arginines. A més a més, promou la formacié de dimers de tirosina (Halliwell i Gutteridge,
1999).

A nivell lipidic, és capa¢ d’iniciar la reaccié de peroxidacié lipidica les cadenes
poliinsaturades dels lipids presents en la membrana cellular. Aquest procés genera canvis
en la estructura i la funcié de la bicapa lipidica dels sistemes membranosos, provocant la
perdua en la permeabilitat 1 'integritat de dites membranes cel.lulars (Coyle y Puttfarcken,
1993).

Draltra banda, han estat descrites més de cinquanta modificacions en el DNA
produides pel radical hidroxil: modificacions i deleccions en les bases nitrogenades puriques
1 pirimidiniques, canvis en 'esquelet de carboni per la perdua de les molécules d’hidrogen,
unions intramoleculars dins la mateixa helix de DNA i trencaments de les cadenes simples 1

dobles de DNA, entre altres (Cadet ¢7 al., 1997; Girard i1 Boiteux, 1997).

Finalment, les formes oxidades de Fe’* o Cu®" generades en la reaccié de Fenton
poden reaccionar amb I'anié superoxid (O,") a través de la reaccié de Haber-Weiss.
Aquesta reaccidé genera noves formes reduides dels metalls, els quals podran tornar a
interaccionar amb el H,O, wvia reaccié de Fenton, generant altre cop radicals hidroxil

(OH), comencant doncs un nou cicle de reaccions:

® Reaccio6 de Fenton: Metall ©V + H,0, — Metall ®""" + OH + H,0O

® Reaccié de Haber-Weiss: Metall “™V* + O, ——» Metall " + O,
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En la Figura 2 és mostra un esquema de la reactivitat de les ROS sobre les diverses

macromolécules cel.lulars.

REACTIVITAT DE LES ROS SOBRE LES MACROMOLECULES CEL.LULARS

Degradacié de centres Fe/S Modificacions en cisteines
Fe o SH—» SOH—» SO,H — SO;H
o —2 ':,‘f'"°'“=7'_'?.." N v
4Fe 45  3Fe——4s s~

Modificacions en Metionines
5_ CI"s_> SO_CH3

02 ’7{202 Degradacié de lipids
6ases nitr-ogenades\ _’
OH

— 0%t
T —NH—CH —C00—
Carbohidrats / RO “

o @* —NH-C?_€C00 - -NH-CH-COO-
\ ik i

Figura 2- Esquema de la reactivitat de les ROS sobre diferents molecules biologiques.
L’estrés oxidatiu pot provocar danys en tot tipus de biomolecules: sobre el DNA, les proteines i els
lipids, essent el radical hidroxil 'agent que produeix major dany sobre aquestes macromolécules. En
general els efectes nocius de les ROS actuen a diferents nivells depenent de la céllula, les
caracteristiques de I'estrés i de intens que sigui aquest (Halliwell i Gutteridge, 1984; Auroma 7 al.,

2001) (Esquema adaptat de Toledano e7 a/., 2003).

En resum, tant el propi metabolisme cellular com les substancies quimiques
externes alienes a la cellula, son capaces de generar especies reactives derivades de I'oxigen
(ROS) que, en concentracions molt elevats dins la cellula, arriben a ser toxics ja que
produeixen lesions irreversible, que pot desembocar a la mort cellular, si que aquestes
lesions esdevenen molt amplies.

Les conseqtiencies d’aquest estres oxidatiu son les importants alteracions produides
en les proteines, els lipids i el DNA. En Pactualitat, aquestes alteracions s’han asociat cada

cop més a malalties humanes com soén els processos inflamatoris, cardiovasculars o
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neurodegeneratives, cancers, envelliment cellular 1 moltes altres malalties lligades al dany

cellular causat per Pestres oxidatiu.

Els organismes vius estan preparats per detectar i reparar tots els defectes toxics

o . iy
que amenacin lintegritat cellular. En concret, Saccharomyces cerevisiae presenta uns
mecanismes de defensa contra estrés oxidatiu molt amplis 1 de gran interes, els quals seran
descrits a continuacié. A més a més, Pestudi de tots aquests processos ens permetra
entendre molt millor com funcionen els mecanismes de defensa contra estrés oxidatiu

presents en organismes superiors.

Per palir els danys provocats durant Pestres oxidatiu, Saccharomyces cerevisiae ha
desenvolupat mecanismes de defensa enzimatics i no enzimatics per acabar mantenint un
equilibri en Pestat redox dins la cellula (Santoro i Thiele, 1997; Jamieson, 1998; Carmel-

Harel i Storz, 2000).

En els sistemes de defensa no enzimatics hi participen molecules que sén
capagos d’actuar davant lestres oxidatiu. En S.cerevisiae, son diversos els antioxidants no
enzimatics coneguts: metalotioneines, poliaminas, I'acid eritroascorbic, ’homeostasi d’ions
metalics, els antioxidants solubles en lipids i el glutatid, entre altres.

Els sistemes de defensa enzimatics es subdividiexen en dos grups:

-Els sistemes enzimatics que detoxifiquen directament les ROS

-Els sistemes enzimatics que regulen l'estat redox de les proteines.

Dins els sistemes enzimatics que detoxifiquen directament les ROS tenim:

-L’enzim Catalasa. Aquest enzim protegeix les cellules dels efectes nocius que pot
generar el H,0,, donat que s’encarrega de catalizar la descomposicié d’aquest en molecules
d’ aigua 1 oxigen (vegeu pag.13). S.cerevisiae conté dues catalases: la Catalasa A (atypical
peroxisomal catalase) codificada pel gen CIA7 y la Catalasa T (#ypical cytosolic catalase),
codificada per CTT7 (Hartig i Rius, 19806).
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-La superoxid dismutasa. Aquesta proteina exerceixen un paper protector en
contra les ROS al catalizar la reaccié quimica on dues molecules d’anié superoxid (O,)
donen lloc al peroxid d’hidrogen i 'aigua (vegeu pag.13). Els organismes aerobics catalitzen
aquesta reaccio en la matriu 1 en I'espai intermembranal de la mitocondria. S.cerevisiae, com
altres cellules eucariotes, presenta dues SODs intracel.lulars: la SOD depenent de cobre i
zinc (CuZnSOD), codificada per gen SODT7, que també juga un paper important en la
homeostasi del cobre 1la SOD depenet de magnesi (MnSOD), codificada pel gen SODZ2
(Culotta et al., 1995).

Dins els sistemes enzimatics que regulen l’estat redox de les proteines
destacarem especialment les tioredoxines 1 les glutaredoxines.

El treball experimental descrit en aquesta memoria es centra en la caracteritzacio
funcional de les glutaredoxines Grx3 1 Grx4 de S.cerevisiae en defensa contra estres oxidatiu:

-En el primer capitol de la present Tesi doctoral, es detalla I'estudi del paper que
desenvolupen les glutaredoxines Grx3 i Grx4 en el control de la homeostasi del ferro a
través de regular la localitzacié subcellular del factor transcripcionals Aftl en resposta a
estres oxidatiu.

-En el segon capitol de la present Tesi doctoral es detalla estudi del paper que
juguen les glutaredoxines Grx3 1 Grx4 en la regulacié de la via d’integritat cel.lular en

resposta a estres oxidatiu.
Per aquest motiu, en el segient apartat s’aprofundira primerament en les

generalitats d’aquest dos tipus de sistemes enzimatics detoxificadors per acabar parlant,

amb més detall, de les glutaredoxines.
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Les glutaredoxines i les tioredoxines son enzims implicats en la resposta contra
estres oxidatiu, concretament en la regulacié de l'estat redox de les proteines de la c¢l.lula
(Demple,1998; Rietsch 1 Beckwith, 1998).

Una de les moltes consequencies de lestres oxidatiu és I'oxidacié dels residus
cisteina de les proteines (Creighton, 1992). Les glutaredoxines i les tioredoxines
s’encarreguen de reduir aquests ponts disulfur restaurant aixi Pestructura 1 la funcid

proteica.

Glutaredoxines 1 tioredoxines séon estructuralment similars i contenen tipicament
dos residus cisteina en el seu centre actiu, els quals han estat altament conservats al llarg de
I'evolucié. Les tioredoxines presenten en el seu centre actiu la seqiencia Trp-Cys-Gly-Pro-
Cys, mentre que en les glutaredoxines la sequencia del seu centre actiu és Cys-Pro-Tyr-Cys.
Malgrat que els seus centres catalitics sén practicament iguals, cada enzim duu a terme la

seva funcié de manera diferent (Holmgren, 1990; Holmgren i Aslund, 1995).

Com s’observa en la Figura 3, es diferencien dos sistemes que utilitzen el NADPH,
directa o indirectament, per a duu a terme la reduccié del ponts disulfur de les proteines:

- el Sistema Tioredoxina, que consta de la tioredoxina reductasa 1 de la
tioredoxina. Aquest sistema utilitza el NADPH de manera directa.

- el Sistema Glutaredoxina, format per la glutatié6 reductasa, el glutatié 1 les

glutaredoxines. Aquest sistema utilitza el NADPH de manera indirecta.

Ambdos sistemes es troben presents tant en bacteris com en llevats i en eucariotes

superiors (Holmgren, 1990)

SISTEMES GLUTAREDOXINA I TIOREDOXINA.

A) 55~ - 265H % » NADP* B) 5.5 TrxISH,l. .NADP

. Glutaredoxina Tioredoxina
Glutaredoxina
reductasa reductasa
25H < 6556~ \- NADPH 2SH« ™ Try- [5],~ \-NADPH
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Figura 3- Sistemes glutaredoxina (A) i tioredoxina (B) en Saccharomyces cerevisiae. A) S-S:
grups disulfur. SH: grups sulthidril en les proteines. El sistema glutaredoxina esta format per la
proteina glutaredoxina, el glutati6 (GSH) i enzim glutaredoxina reductasa. B) En el sistema
tioredoxina, I’enzim tioredoxina reductasa (TrxR) s’encarrega de transferir electrons procedents de
la flavoenzima NADPH per reduir les dues cisteines presents en el centre actiu de les tioredoxines

(Esquema adaptat de Holmgren, 1990).

Les tioredoxines (TRXSs) son tiol disulfit reductases dimeriques de petit tamany
(entre 11 i 14 Daltons) que posseeixen dues cisteines en el seu centre actiu. La seqiencia
del centre actiu és Trp-Cys-Gly-Pro-Cys (TCGPC) i es troba for¢a conservat en les
diferents especies, desde els arqueabacteries fins als humans (Holmgren, 1985).

S.cerevisiae  posseeix dos sistemes tioredoxina. Un sistema citosolic de
tioredoxines que conté dues isoformes Trxl i Trx2 (Gan, 1991; Muller, 1991) i una
tioredoxina reductasa Trrl (Chae ¢ 4/,1994) i1 el sistema tioredoxina mitocondrial

compost per 'enzim Trx3 i la tioredoxina reductasa Trr2 (Pedrajas ez a/; 1999).

Les glutaredoxines (GRXSs) soén tiol disulfit oxidoreductases d’entre 12-32 KDa
que van ser caracteritzades inicialment en E.co/f com a donadores d’hidrogen dependents de
GSH per a la ribonucleotid reductasa ( Holmgren, 1970).

Es troben presents al llarg de la escala evolutiva desde procariotes fins a eucariotes i
en tots el organismes que contenen Glutati6 (GSH), a excepcié de la arqueobacteria
Methanobacterinm thermoantotrophicum, la qual conté glutaredoxines pero no GSH. (McFarlan ez
al., 1992). Les glutaredoxines son capaces de reduir tan els ponts disulfur generats entre
grups tiol de les proteines com els ponts disulfur mixtes entre grups tiol de les proteines i la

molécula de GSH.

Com es mostra en la Figura 4, aquests enzims formen part del anomenat sistema

de glutaredoxines, juntament amb el NADPH, el GSH i la glutati6 reductasa.
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Figura 4- Sistema glutaredoxina en S.cerevisiae. En aquest sistema enzimatic, en primer lloc els electrons
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es transfereixen desde el NADPH a la glutaredoxina (Grx) a través del GSH. Seguidament, la glutatié
reductasa (GIrl) s’encarrega, de restablir el GSH en la seva forma oxidada. Tot aquest procés permet que la
glutaredoxina pugui restablir I'estat reduit d’aquelles proteines que préviament han estat oxidades (Esquema

adaptat de Fernandes i Holmgren, 2004).

S.cerevisiae presenta dos tipus de glutaredoxines en funcié de l'estructura del seu

centre actiu, donant lloc a la subdivisié d’aquestes oxidoreductases en :

Aquest grup de oxidoreductases també observades en bacteris, virus i eucariotes
(Herrero 1 de 1a Torre, 2007) presenten el mecanisme ditiolic. Aquest mecanisme permet
la reducci6é dels ponts disulfur generats per l'efecte de l'oxidacié a través del domini
glutaredoxina. Aquest domini glutaredoxina esta format per 4-5 fulles B flanquejades per 3
o més fulles O-helix (Martin,1995; Fernandes 1 Holmgren, 2004; Herrero i de la Torre,
2007).

Dins les glutaredoxines ditioliques trobem Grx1 i Grx2.

La seqiiencia dels centres actius és Cys-Pro-Tyr-Cys (CPYC) molt conservada entre
les diverses especies 1 on la presencia de les dues cisteines dona lloc al nom de ditioliques.
Grx1 1 Grx2 presenten localitzacions diferents dins la cel.lula: Grx1 es localitza en el citosol
(Luikenhuis ez al., 1997; Pedrajas ez al., 2002) 1 Grx2 es troba en citosol 1 en menor part en la

mitocondria. (Porras ez al., 20006).
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Aquestes oxidoreductases presenten el mecanisme monotiolic (procés de
desglutationilacid). Aquest mecanisme permet reduir els ponts disulfur formats entre el
GSH (glutatio) i les proteines. Les glutaredoxines monotioliques, comparteixen un motiu
estructural basic i un mecanisme bioquimic d’accié que els hi confereix la funcié de
proteines reguladores de I'estat redox proteic (Herrero i de la Torre, 2007).

En aquest mecanisme, la glutaredoxina només utilitza I"anica cisteina del seu centre
actiu per formar un pont disulfur amb el GSH, alliberant aixi la proteina reduida.
Finalment, la glutaredoxina glutationilada sera reduida per una altra molecula de GSH

(vegeu Figura 5).

En la segtient Figura 5 es detalla el mecanisme general d’acci6 de les glutaredoxines

monotioliques.

MECANISME D'ACCIO MONOTIOLIC

S
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Figura 5- Mecanisme d’acci6 monotiolic de les glutaredoxines Grx3, Grx4, Grx5, Grx6 i
Grx7 en 8. cerevisiae. En aquest mecanisme, la glutaredoxina (Grx) només utilitza "anica cisteina
del seu centre actiu per formar un pont disulfur amb el GSH, alliberant aix{ la proteina reduida.
Finalment, la glutaredoxina glutationilada sera reduida per una altra molecula de GSH (Esquema

adaptat de Fernandes i Holmgren, 2004).

Dins les glutaredoxines monotioliques trobem les proteines Grx3, Grx4, Grx5,

Grx6 i Grx7.

Grx3 1 Grx4 soén petites glutaredoxines de 32,48 1 27,49 KDa respectivament que es
localitzen majoritariament en el nucli independentment de la preséncia d’estres o no en el
medi ( Lopreiato ez al.,2004; Molina ez al.,, 2004).

La caracteritzacié funcional de Grx3 1 Grx4 en la defensa cel.lular contra ’estrés oxidatiu,

és el principal objectiu del primer capitol presentat en aquesta Tesi Doctoral.
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Grx5 es troba en la matriu mitocondria. Principalment, implicada en la biosintesis i
reparaci6 dels centres Fe/S de les proteines mitocondrials (Rodtiguez-Manzanaque ¢ 4l

2002; Mihlenhoft ez al, 2003; Lill e al., 2000).

Grx3, Grx4 1 Grx5 estan incloses dins la superfamilia que conserva el domini
estructural PICOT (PKC-interacting-cousin of tioredoxin). Aquest domini PICOT va ser
descobert per primera vegada en la glutaredoxina monotiolica humana PICOT (Isakov ez
al.,2000) (per obtenir informacié més detallada de la proteina PICOT vegeu l'apartat 3.3.4

d’aquesta Introduccié General).

Grx6 i Grx7, caracteritzades recentment (Lee ¢ al, 2007; Meseke et al, 2008,;
Izquierdo et al., 2008), son les primeres glutaredoxines monotioliques relacionades amb
compartiments de la via de secrecié. Grx6 és localitza en el reticle endoplasmatic i en la

zona cis-golgi de 'aparell de golgi i Grx7 es localitza en la zona cis-golgi .

En la Figura 6 es resumeix els centres actius i les localitzacions subcellulars de

totes les glutaredoxines monotioliques i ditioliques descrites previament .

FAMILIA DE GLUTAREDOXINES MONOTIOLIQUES I DITIOLIQUES.

GLUTAREDOXINA CENTRE ACTIU LOCALITZACIO
Grx1 CPTC CITOSOL
Grx2 CPTC CITOSOL/MITOCONCRIA
GRX3 -3 Grx3 CGFS NUCLI/CITOPLASMA
((;;II&(Z GRX4 pyo Grx4 CGFS NUCLI/CITOPLASMA
%(6 Grx5 CGFS MATRIU MITOCONDRIAL
= Gﬁﬁ;‘z Grx6 KSTCSYSK CIS-GOLGI i RE
Grx7 KTGCPYSK CIS-GOLGI

Figura 6- Familia de glutaredoxines monotioliques i ditidliques en S.cerevisiae. En aquest
esquema es resumeixen les localitzacions subcellulars i les seqiiéncies dels centres actius de les
respectives  glutaredoxines monotioliques 1 ditioliques de S.cerevisiae. Ambdos grups de
glutaredoxines coexixstixen en organismes desde bacteries fins a humans. RE: reticle

endoplasmatic.
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Podem afirmar que en S. cerevisiae existeix una relacié funcional entre el sistema de
tioredoxines i el sistema de glutaredoxines (principalment les glutaredoxines ditioliques)

basant-nos en un seguit d‘evidéncies:

- Mutants simples g7 (glutatié reductasa) necessiten una de les dues tioredoxines
citosoliques per ser viables 1 al contrari, mutants simples #x7 o #x2 necessiten la glutatié
reductasa funcional per a créixer en condicions aerobiques (Muller, 1990).

- En el mutant simple g/#7 Pestat redox de les tioredoxines no es veu alterat i al
contrari, I'estat redox de les glutaredoxines no es veu afectat en els mutants #x. Aquest fet
indica que no sembla existir una relacié reciproca entra ambdos sistemes (Trotter 1 Grant,
2003)

- El doble mutant #72g/r1 és viable, pero és hipersensible a H,O, 1 presenta un
creixement lent en condicions respiratories. Aixi doncs, ambdues proteines presenten una
funcié additiva pel que fa a la reduccié de la tioredoxina Trx3 (Trotter i Grant, 2005).

- El triple mutant #rx7#rx2glrl provoca una augment en els nivells de GSSG, amb els
quals les tioredoxines podrien funcionar, juntament amb Glrl, en el manteniment d’una
relacié elevada de GSH-GSSG dins la cellula, sobretot en condicions on la capacitat
reductora de la Glrl sigui insuficient per mantindre nivells reduits de GSH. D’aquesta
manera, qualssevol condicié que oxidi els dos grups tiol del centre actiu de les tioredoxines,
afectara també al estat redox del GSH 1 per tant al sistema glutaredoxina (Grant, 2001).

- S’ha observat que mutants en les tioredoxines presenten nivells elevats de GSH 1
GSSG. Aquest fet posava de manifest un possible vincle entre el sistema tioredoxina 1 el
estat redox de GSH en la cellula (Trotter 1 Grant, 2003).

- Soques sense el sistema tioredoxina (triple mutant #x7#x2trrl) o el sistema
glutaredoxina (doble mutant gsh7glr1) sén viables. No obstant, si es deleccionen
simultameament components de ambdos sistemes, els mutants obtinguts sén inviablescom

per exemple el triple mutant gsh7#x7#x2 o el doble mutant g/r7#rr1 (Trotter i Grant, 2003).
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3.3.3- DOMINIS ESTRUCTURALS DE LES GLUTAREDOXINES
MONOTIOLIQUES GRX3 I GRX4.

Les glutaredoxines Grx3 i Grx4 de S.cerevisiae, motius d’aquest treball investigador,
presenten en la seva estructura proteica dos dominis molt conservats entre diferentes
especies desde procariotes fins a cucariotes: un domini 7RX 1 un domini GRX,
separades per una seqiiéncia no conservada. La tercera glutaredoxina monotiolica, Grx5,

careix del domini TRX (Herrero 1 de la Torre, 2007)

En la Figura 7 es mostra un esquema dels dominis TRX i GRX de Grx3, Grx4 1
Grx5.

DOMINIS ESTRUCTURALS DE LES GLUTAREDOXINES MONOTIOLIQUES
damini damini damini damini
TRX GRX TRX GRX
211 171
CGrs CGFs
N Cal i—=c GN3 N (= =c Grx4
38 133 199 283 3 98 159 243
damini
GRX
°c
GFS
N = = =c Gno
1 29 47 133

Figura 7- Dominis estructurals de les glutaredoxines monotioliques Posicions i tamanys de
cadascun dels dominis TRX 1 GRX de les glutaredoxines monotioliques. GFS: seqiiencia del centre
actiu del domini GRX. C numerada: posicié de 'aminoacid cisteina catalitic del centre actiu del
domini GRX. WAD/EPCK: seqiiencia del centre actiu del domini TRX (Esquema adaptat de
Herrero i de la Torre, 2007).

3.3.3.1- DOMINI GRX DE LES GLUTAREDOXINES GRX3 I GRXH4.

El domini GRX es troba en I'extrem C-terminal i en ell es situa el centre actiu de la
proteina. Aquest centre actiu conté la seqiiéncia Cys-GI-Phe-Ser, on aquesta unica cisteina
és la que permet duu a terme, en les glutaredoxines monotioliques la seva funcié enzimatica

de reducci6 dels ponts disulfur generats entre el GSH i les proteines.

24



Fins ara, només estava descrita aquesta funcié pel domini GRX. No obstant, en el
primer capitol de la present Tesi Doctoral es descriu per primera vegada la funcié dels
dominis GRX de Grx3 1 Grx4 en la regulacié de I’homeostasi del ferro a través de regular

Iexportaci6 nuclear del factor transcripcional Aftl (vegeu Capitol 1, pag.31).

3.3.3.2- DOMINI TRX DE LES GLUTAREDOXINES GRX3 1 GRXA4.

El domini TRX es troba en I'extrem N-terminal de la proteina i comparteix gran
homologia amb les seqiiencies de les tres tioredoxines descrites en S.cerevisiae: Trx1, Trx2,
Trx3 (Vilella ez al., 2004).

En el seu centre actiu, la seqiiencia WAE/DPCK recorda la seqiiéncia del centre

actiu de les tioredoxines: WCGPCK (Powis i Montfort, 2001) (vegeu Figura 7 i 8).

HOMOLOGIA SEQUENCIAL ENTRE EL DOMINI TRX DE LES
GLUTAREDOXINES MONOTIOLIQUES 6RX3 I 6RX4 I LES TIOREDOXINES

Grx3 38 VIEINDQEQFTYLTTTAAGDKLIVLYFHTSWAEPCKALKQVFEAISNEPS
Grx4 3 VVEIKSQDQFTQLTTTNAANKLIVLYFKAQWADPCKTMSQVLEAVSEKVR
Trx1 2 VTQFKTASEFD- -SAIAQ- DKLVVVDFYATWCGPCKMIAPMIEEKFSEQYP
Trx2 2 VTQLKTASEYD- -SALASGDKLVVVDFYATWCGPCKMIAPMIEEKFAEQYP
Trx3 2 VTQFKTASEFD- -SAIAQ-DKLVVVDFYATWCGPCKMIAPMIEEKFSEQYP

Grx3 NSNVSFLSIDADENDEISELFEISAVPYFIIIHKGTILKELSGADP

Grx4 QEDVRFLSIDADEHPEISDLFEIAAVPYFVFIQNGTIVKEISAADP

Trx1 Q- - ADFYKLDVDELGDVAQKNEVSAMPTLLLFKNGKEVAKVVGANP
Trx2 D- - AAFYKLDVDEVSDVAQKAEVSSMPTLIFYKGGKEVTRVVGANP
Trx3 Q- - ADFYKLDVDELGDVAQKNEVSAMPTLLLFKNGKEVAKVVGANP

Figura 8- Homologia entre el domini TRX de les glutaredoxines monotioliques Grx3 i Grx4
i les tioredoxines Trx1, Trx2 i Trx3. Alineaments ClustalW2 entre els dominis TRX de Grx3 i
Grx4 i les tres tioredoxines Trx1, Trx2, Trx3 de S.cerevisiae. Els residus conservats estan remarcats
en color blau. Els centres actius dels domini TRXs de Grx3 i Grx4 i de Trx1, Trx2 i Trx3 estan

remarcats en color rosa.

La principal funcié del domini TRX seria la de regular la localitzacié nuclear de

Grx3 1 Grx4. El domini TRX de Grx3 conté una senyal de localitzacié nuclear (Molina, e#
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al, 2004). No obstant, malgrat que Grx4 també es localitza dins del nucli, es desconeix si
presenta dita seqiencia de localitzacié nuclear en el domini TRX (Molina, ez a/, 2004).

En aquest treball investigador pero, es demostra una nova funcié fins ara desconeguda pels
dominis TRX de Grx3 1 Grx4 com a reguladors de la via PKC7 en resposta a estres oxidatiu
1 de lorganitzaci6 del citoesquelet d’actina en condicions normals i en resposta a estres

oxidatiu (vegeu Capitol 2, pag.79).

Proteines homologues a les glutaredoxines monotioliques de llevat existiexen en
tots tipus de organismos, desde bacteris fins als humans (Rodriguez-Manzanaque ¢t al,

1999; Isakov e# al., 2000; Witte ez al., 2000).

En cellules de mamifer s’ha descrit que la proteina anomenada PICOT (PKC-
interacting-cousin of tioredoxin), correspondria a la glutaredoxina monotiolica homologa en
humans.

La glutaredoxina monotiolica humana PICOT s’expressa en diversos teixits. Es
localitza en el citosol, sota la membrana plasmatica de les c¢l.lules linfocitaries T del sistema
immunitari cellular. En resposta a estrés es translocat a nucli on colocalitza amb la
isoforma 0 de la proteina quinasa C amb la qual interacciona (Babichev i Isakov, 2001).

La PICOT s’enactrega de regular Pestat redox de les proteina PKC humana,
regulant negativament la seva funcié. La sobreexpressi6 de PICOT en les cellules
linfocitaries T, provoca diferents efectes com la inactivacié de la via que controla la ruta C-
Jun N-terminal quinasa (JNK), la inactivaci6é dels factors de transcripcié nuclears AP1 1
NF-KB i també la inactivaci6 d’ intetleuquines 2 (Witte e a/, 2000).

Aix{ doncs, la glutaredoxina humana PICOT juga un paper molt important com a

regulador negatiu en la via de transduccié de senyal (control de la funcio i de lactivitat de la

PKC-6 humana) en resposta a estrés (Witte ez a/, 2000).

La importancia de PICOT en relacié Grx3 i Grx4 radica en la seva estructura
(vegeu Figura 9).
La proteina PICOT de 37,5KDa, presenta una elevada homologia seqtiencial entre

els seus dominis TRX i GRX i els dominis TRX 1 GRX de Grx3 i Grx4. La PICOT

presenta estructurat un domini homoleg tioredoxina (domini TRX) en Pextrem N-terminal
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de la proteina seguit de dos repeticions en tandem del domini GRX (PICOT-HD) (vegeu
Figura 9).

ALINEAMENTS ENTRE ELS DOMINIS 6RX I TRX DE LES
GLUTAREDOXINES MONOTIOLIQUES 6RX3 I 6RX4 de S.cerevisiae I ELS
DOMINIS GRX I TRX DE LA GLUTAREDOXINA MONOTIOLICA HUMANA

damini damini damini damini
A) TRX GRX TRX GRX
211 171
CocFs Cacrs
N<( Ca =c Grx3 N (93( =c Gr4
38 133 199 283 3 159 243
damini damini damini
TRX GRX GRX
159 261
CocFs Cocrs
N < (==(PicoT- HD@:(HCOT HD@:C PICOT HUMAMA
12 141 145 227 247

B) DomTRX(Grx3)  MCSFQVPSAFSFNYTSYCYKRHQARYYTAAKLFQEMPVIEINDQEQFYLTT TAAGDKLI 60

DomTRX(PICOT) SEKY EISSYPTFLFFKNSQKIDR-- 23
**
DomTRX(Grx3) VLYFHTSWEPCKALKQVFEAISNEPSNSNVSFLSIDADE NSEISELFEIS AVPYFIIIH 119
DomTRX(PICOT) L DGAHAP-----ECTKKVQRHASSG--SFLSSANEHLKEDLNRLKKLT --eceeee 64
* *kk *
DomTRX(Grx3) KGTILKELSG 129
DOMTRX(PICOT)  =-memmemmemmcnnee
DOMGRX(Grx3)  --MLFMKGSPSEPKCGFSRQLVGILR--EHQVRFGFFDILRDESVRQNLKK FSEWPTFPQ 56
PICOT-HD 1 PCMLFMKGTPQEPRCGFSKQMYEILMKHKHNIQFSSFDIFSDEEVRQGLKA YSSWPTYP- 59
******:*.**:****:*: *% :*:::*. ***: **.***.** :*.***:*
DomGRX(Grx3)  LYINGEFQGGLDIIKESLEEDPDFLQHALQS 87
PICOT-HD 1 LYVSGELIGGLDIIKE-LEASEELDTI---- 85
** ** * dkkkkkk kk
DOMGRX(Gx3)  ~MLFMKGSPSEPKCGFSROLVGILREHQVRFGFFDILRDESVRONLKKFS EWPTFPQLY 58
PICOT-HD 2 SVMLFMKGN- KEAKCGFSKQILEILNSTGYEYETFDIL-- EEVRQGLKAYSNWPTYPQLY 57

****** * ***** * . *kkk * *** **% * **k *kkk

DomGRX(Grx3) INGEFQGGLDIIKESLEEDPDFLQHALQS 87
PICOT-HD 2 VKGELVGGLDIVKE-LKENGELLPI---- 81

sk Kkdekok ko *eke ok

C) DomTRX(Grx4)  MTVVEIKSQDQFTQLTTTNAANKLIVLYFKAQWADPCKTMSQVLEAVSEKY RQEDVRFLS 60
DomTRX(PICOT) -AVEEVGSAGKFELLRLK--AKSLLVVKFWAPWAPQCAQMNEVMAFLAKEL PQ--VSFVK 55

.* *- * -* * 5 * ** * * *% * * * * * *
DomTRX(Grx4) IDADEHPEISDLFEIAAVPYFVFIQNGTIVKEISAADPKEFVKSLEILSN- --------- 110
DomTRX(PICOT) LEAEGVPEVSEKYEISSYPTFLFFKNSQKIDRLDGAHAPECTKKVQRHASS GSFLSSANE 115
** * ke * * ~k * * * .
DomTRX(Grx4) — -------------

DomTRX(PICOT) HLKEDLNRLKKLT 128

DOMGRX(Grx4) --MLFMKGSPSEPKCGFSRQLVGILR--EHQIRFGFFDILRDENVRQSLKK FSDWPTFPQ 56
PICOT-HD1 PCMLFMKGTPQEPRCGFSKQMYEILMKHKHNIQFSSFDIFSDEEVRQGLKA YSSWPTYP- 59
***** * ** *kkke * *% * e * ***: ** *** *% * *** *
DOomMGRX(Grx4) LYINGEFQGGLDIIKESIEEDPEYFQHALQ 86
PICOT-HD 1 LYVSGELIGGLDIIKE--LEASEELDTI-- 85
** ** Fhkkkkkkk * * ..
DOMGRX(Grx4) ~MLFMKGSPSEPKCGFSRQLVGILREHQIRFGFFDILRDENVRQSLKKFS DWPTFPQLY 58
PICOT-HD 2 SVMLFMKGN- KEAKCGFSKQILEILNSTGYEYETFDIL-- EEVRQGLKAYSNWPTYPQLY 57
*kkkk . * ***** * ** *kkk * *** *% * *** * kkk
DOMGRX(Grx4)  INGEFQGGLDIIKESIEEDPEYFQHALQ 86
PICOT-HD 2 VKGELVGGLDIVKE-LKENGELLPI--- 81

ekoke Kkkkok s kok ceke
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Figura 9- Alineaments entre els dominis GRX i TRX de les glutaredoxines monotioliques
Grx3 i Grx4 de S.cerevisiae i la glutaredoxina monotiolica humana PICOT. A) Posicions i
tamanys dels dominis TRX i GRX de les glutaredoxines monotioliques de S.cerevisiae Grx3 1 Grx4 i
de la glutaredoxina monotiolica humana PICOT. CGFS: seqiiencia del centre actiu del domini
GRX. C numerada: posicié6 de I'aminoacid cisteina catalitic del centre actiu del domini GRX
(Esquema adaptat de Vilella ¢z a/., 2004). B) Alineaments Clustal W2 dels dominis TRX i GRX de
Grx3 1 els dominis TRX i GRX de PICOT. C) Alineaments Clustal W2 dels dominis TRX i GRX
de Grx4 i els dominis TRX i GRX de PICOT. PICOT-HD1 (PICOT homology domain 1) i PICOT-
HD2 (PICOT homology domain 2) corresponen al primer i al segon domini GRX de la proteina
PICOT.

En Textren C terminal, la proteina PICOT presenta dos dominis homolegs
consecutius GRX. Els dominis GRX estan formats per 84 aminioacids i presenten un 64%
d’identitat i un 81% de similitud entre ambdues regions (Witte e a/, 2000).

Aquests dominis també s’anomen PICOT-HD (PICOT homology domain) i presenten
una elevada homologia amb els domini GRX de Grx3 i Grx4.

En eucariotes inferiors com S.cerevisiae 1 Schizosaccharomyces pombe, només es troba
present un dels dominis PICOT-HD, mentre que en Arabidopsis thaliana, per exemple, s’han
descrit fins a tres repeticions d’aquests domini (Isakov ez /., 2000).

Grx3 1 Grx4 presenten el domini GRX o domini PICOT en Pextrem C- terminal i
conté la sequencia Cys-Gl-Phe-Ser (GCES) que correspon al centre actiu de la proteina.

En Grx5, el domini PICOT correspondria a la majoria de la proteina (Isakov e a/., 2000;
Rodriguez Manzanaque ¢z al., 2000) (vegeu Figura 7). En aquest sentit Grx3, Grx4 i Grx5
han estat incloses dins la familia de les PICOT-HD (Isakov ez a/, 2000).

El domini TRX de PICOT, localitzat en Textrem N-terminal, s’encarrega
d’interaccionar amb la PKC-08. No obstant, Witte e @/, (2000) van descriure que era

necessaria la proteina PICOT sencera per duu a terme Pactivitat inhibitoria sobre la PKC-0.
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Mitjangant Phage Display, una eina molt potent per identificar interaccions proteina-
proteina, Watson ez a/, (1999) van demostrar iz vitro que certs subtipus de proteina quinasa
C: PKC-a, PKC-g, PKC-0 i PKCE s’unien fisicament amb tioredoxines préviament
immobilitazades.

Tot i que les tioredoxines no sén substrats directes de les PKC, aquestes
oxidoreductases sén capaces de bloquejar I'autofosforilacié de les proteines PKC. Es
coneix que les tioredoxines interaccionaven amb només 28 aminoacids de la seqiencia
d’uni6 a substrat del domini catalitic de PKC (Leu™-Val™) (Watson ez a/, 1999). Aquesta
regi6 es localitza molt aprop del loop actiu on es troba el residu fosforilable Thr™” de la
proteina PKC (Dutil ez 4/, 1998). La fosforilacié d’aquest aminoacid és un prerequisist per
els segtients passos de fosforilaci6 i activacié de la quinasa (Orr ez al., 1994).

Watson ez al, (1999) suggereixen que aquesta interaccid zz vitro entre tioredoxines i
PKC podria actuar com un sistema per combatre I'aparicié de potencials especies reactives
d’oxigen lligades a l'activacié de PKC, mostrant un nou mecanisme protector contra ’estres

oxidatiu que es genera per I'activacié d’aquesta quinasa.

Draltra banda, sé6n molts els estudis que mostren el paper de les tioredoxines
(TRX), les glutaredoxines (GRX) i les nucleoredoxines (NRX) com oxidaoredustases
capaces de regular Pexpressié genica a través de controlar la regulacié redox de multitud de
factors transcripcionals.

Hirota ez al, (1997) van descriure 7z vitro en cellules eucariotes superiors HELa, com
les tioredoxines (TRX) estaven implicades en les modificacions redox de residus cisteina
especifics del factor de transcripcié NF-Kf. Aquest fet provocava que NF-Kf3 augmentés
la seva uni6 a DNA.

Kurooka et al, (1997) van descriure en cellules eucariotes superiors NIH3T3, les
nucleoredoxines (NRX) com proteines nuclears que compartien amb les TRX estructura i
funcié. Les NRX també estaven implicades en la regulacié transcripcional a través de

Pactivitat oxidoreductasa que exergeixen sobre els residus cisteina de diverses proteines.
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Moltes vies de transduccié de senyal convergeixen en una quinasa, la qual acaba
amb la regulacié d’un factor transcripcional com a mecanisme de resposta davant Pestimul
rebut.

Hirota ef al., (2000) van descriure en cellules eucariotes superiors HEK293, que la

sobreexpressié de GRX i NRX potenciaven I'activaci6 del factor transcripcional NF-KP a
través de la quinasa NIK. La sobreexpressi6 de GRX, NRX o TRX també potenciaven
Pactivaci6 del factor tanscripcional AP-1 per la quinasa MEKK 1 la del factor
transcripcional CREB per la quinasa PKA. Es desconeix pero, el mecanisme exacte amb el

qual aquestes oxidaoreductases actuen sobre les diferents quinases.

Més tard, Kahlos e a/, (2003) van estudiar en cellules endotelials d’arteries
pulmonar, I'efecte inhibitori de I’oxid nitric (NO) sobre P'activitat catalitica de la proteina
quinasa C. Aquest proces estava associat a la modulacié redox que exercia la presencia
d’aquesta molecula oxidant sobre les cisteines del centre actiu de PKC. Aquest grup van
demostrar que el NO formava ponts disulfur en la proteina PKC inactivant-la i que les
tioredoxines s’encarregaven de reduir altre cop aquest pont disulfur.

Aixi doncs, un cop més lexistencia d’un possible complexe tioredoxina-PKC
posava de manifest com les tioredoxines jugaven un paper critic en I'equilibri redox de
PKC, per a que aquesta es mantingués activa i funcional per procurar la correcta integritat

cellular en resposta a estres oxidatiu.
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LES GLUTAREDOXINES
MONOTIOLIQUES Grx3 | Grx4
PARTICIPEN EN EL MANTENIMENT
DE LA CORRECTA HOMEOSTASI
DEL FERRO INTRACEL.LULAR
MITJANCANT LA REGULACIO DEL
FACTOR TRANSCRIPCIONAL Aftl

EN Saccharomyces cerevisiae.







——3.1- INTRODUCCIO ( %







3.1.1- HOMEOSTASI DEL FERRO EN Saccharomyces cerevisiae.

El ferro, és un dels nutrients més essencials en la c¢l.lula donat que forma part com
a cofactor en una gran varietat de processos cel.lulars com:

a) 'emmagatzenament i el transport d’oxigen (leghemoglobina, hemoglobina,

mioglobina 1 hemeritrina).

b) la transferéncia d’electrons dins la cadena transportadora d’electrons durant la

respiraci6 1 la fotosintesis (citocroms).

c) el metabolisme dels acids nucleics (ribonucleotid reductasa) 1 dels lipids.

d) la sintesis d’intermediaris metabolics (hidroxilases dels animoacids) durant el cicle

dels acids tricarboxilics.

e) formant part de I'estructura d’un gran nombre de proteines que contenen centres

Fe/S, (biotina, aconitasa,...) (Winkelmann e a/,1987; Creighton, 1992).

f) i fins 1 tot, intervé en la regulacié genica (Puig, ef al., 2005).

Alteracions en I’homeostasi del ferro també produeixen un gran nombre de
malalties humanes com soén les anemies per deficit de ferro, l'ataxia de Friedreich,
hemocromatosis hereditaria, aceruloplasminémia, Parkinson, envelliment cel.lular i fins i

tot cancer (Roy 1 Andrews, 2001; Nittis 1 Gitlin, 2002; Hentze ¢ al., 2004).

El ferro es troba fonamentalment en la seva forma oxidada Fe®, formant part de
sals 1 hidroxids de molt baixa solubilitat (Massé 1 Arguin, 2005). En la seva forma reduida
Fe™, el ferro és molt més soluble perd alhora molt inestable, passant ripidament a Fe“en
presencia d’oxigen.

El ferro pot resultar toxic en concentracions superiors a les necessaries per la
ccllula degut a que, juntament amb l'oxigen, és un generador de radicals lliures citotoxics,
com ¢és el radical hidroxil, generat a través de la reaccié de Fenton (vegeu 'apartat 2.2.3 de
I'Introduccié General). El radical hidroxil pot reaccionar amb diferents biomolécules
(proteines, lipids, DNA,...) de manera inapropiada (Massé 1 Arguin, 2005). Per aquest
motiu, el control que la cel.lula ha d’exercir sobre aquest 1 altres metalls d’igual importancia

(com sén el coure 1 el zinc) és basic per la supervivencia i 'integritat cel.lular.

Per resoldre els problemes d’assimilacié del Fe™ del medi, els organismes
procariotes i eucariotes han desenvolupat un seguit de mecanismes per permetre la correcta
assimilacid, transport, compartimentalitzacié 1 us d’aquest metall, mitjancant dues

estrategies fonamentals:
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1- La produccié i secrecié al medi de siderofors.

Els siderofors sén petites molécules que actuen com agents quelants del Fe™.
Seguidament, aquest Fe™ és incorporat en la céllula o bé a través de sistemes de transport
especifics (mecanisme dut a terme per bacteris, com Escherichia col) o bé, cedint el ferro a
receptors de membrana especifics que s’encarreguen de transporta’l cap a linterior de la
cellula (mecanisme utilitzat en fong i plantes) (Neilands, 1990; Payne i Lawlor, 1990).

2- La segona estratégia per assimilar Fe™ ha implicat el desenvolupament d’una
activitat ferro reductasa situada en la membrana citoplasmatica que s’encarrega de reduir
el Fe" a Fe'” en condicions aerobiques. En aquest estat reduit, el ferro és incorporat a
linterior cellular a través d’un sistema de transport d’electrons membranal, del qual en
forma part una oxidasa. Aquesta oxidasa s’encarrega de transforma’l altre cop a Fe™ i
interioritza’l dins la cellula (Dancis ez al, 1992). El llevat Saccharomyces cerevisiae, utilitza

aquesta segona estrategia, per assimilar el ferro extracellular (Dancis ez a/., 1990).

3.1.2- ASSIMILACIO DEL FERRO PER Saccharomyces cerevisiae.

Una acumulacié excessiva de ferro dins la cellula pot tenir efectes toxics degut a la
formacié d’espécies reactives de l'oxigen ROS (vegeu apartat 2.2.2 de L’Introduccié
General). Aixo significa que la ce¢llula ha de desenvolupar mecanismes que permetin
acumular suficients nivells de ferro per mantenir unes reaccions bioquimiques normals,

sense que aixo signifiqui afavorir la produccié de ROS.

En Saccharomyces cerevisiae existeixen dos sistemes implicats en la entrada de ferro en

la cellula.:

a) Sistema de baixa afinitat de captaci6 de ferro, que funciona quan el ferro
extracel.lular es troba en altes concentracions. Aquest mecanisme és troba altament

regulat. El principal gen en aquest sistema és FET4.
b) Sistema d’alta afinitat de captacié de ferro, que entra en funcionament quan

el ferro extracellular resulta limitant per la cellula. Aquest mecanisme sol ser

constitutiu 1 els gens implicats son FRE7, FRE2, FET3 i FTR1.
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Donat que aquest ultim sistema és el més estudiat en relacié a les glutaredoxines
Grx3 1 Grx4 durant el primer capitol de la present Tesi doctoral, sera el que amb més detall

és desenvolupara en aquesta Introduccio.

3.1.2.1- SISTEMA DE BAIXA AFINITAT DE CAPTACIO DE FERRO.

En S.cerevisiae aquest sistema és el responsable del transport del Fe™, quan aquest es
troba en altes concentracions en I'espai extracel.lular.

FET4 (Fe” transporter) és el gen que codifica pel transportador del sistema de baixa
afinitat de captaci6é de ferro, mecanisme actiu en condicions anaerobiques. FET4 és una
permeasa integral de membrana que forma part d’un sistema que s’activa en resposta a

baixos nivells de ferro (Dix ¢# al., 1994).

3.1.2.1.1- REGULACIO DE L’ASSIMILACIO I EL TRANSPORT DE
FERRO EN EL SISTEMA DE BAIXA AFINITAT DE CAPTACIO DE
FERRO.

FET4 s’indueix en condicions anaerobiques, quedant reprimida la seva expressio en
presencia de 'O, (Laran ez a/.2002).

A més a més, la regulacié trancripcional de FET4 també és reprimida pel ferro. No
obstant, s’ha suggerit que aquesta regulacié mediada pel ferro, pot ser regulada dependent i
independentment d’Aftl (factor trancripcional que regula el sistema d’alta afinitat de
captacié de ferro) donat que el mutant simple 4f#7 1 el doble mutant aft7aft2 continuen

presentant activitat transcripcional de FET4 depenent del ferro en condicions aerobiques.

3.1.2.2- SISTEMA D’ALTA AFINITAT DE CAPTACIO DE FERRO.

En S.cerevisiae aquest sistema és el responsable del transport de Fe™” quan es troba en
concentracions limitants en I'espai extracel.lular Aquest mecanisme forma un gran complex

proteic de membrana on la seva regulacié esdevé molt amplia.

En la Figura 1 és mostren els principals elements que formen part del sistema d’alta

afinitat de captacio de ferro.
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SISTEMA D'ALTA AFINITAT DE CAPTACIO DE FERRO.

Fe*2

Fet2 g

FET3

Figura 1- El sistema d’alta afinitat de captaci6 de ferro en S.cerevisiae . Aquest sistema capta el
Fe™3 del medi extern . Aquest Fe™ és reduit per les ferro reductases Frel 1 Fre2 a Fet2 El Fe*? es
oxidat a Fe*? per 'oxidasa Fet3 de manera coure depenent. El Fet3 és transferit a la permeasa Ftrl,

que gracies a un canvi conformacional, allibera Fe*3 al citoplasma.

3.1.2.2.1-COMPONENTS DEL SISTEMA D’ALTA AFINITAT DE
CAPTACIO DE FERRO.

3.1.2.2.1.1- METAL.LOREDUCTASES: FREI11 FREZ.

Les metal.loreductases Frel i Fre2 comparteixen diverses propietats funcionals com
a ferro reductases. Lexpressié de FRE7, com la de FREZ, és induida es resposta a deficit
de ferro. Part d’aquests control te lloc a nivell transcripcional, on s’han trobat regions
homologues de regulacié depenents de ferro.

FRET s’encarrega de reduir el i6 Fe® present en el medi a Fe*, per induir la seva
solubilitat i facilitar la seva captacié i internalitzacié dins la c¢l.lula en condicions de déficit
de ferro ( Dancis ez al., 1992; Georgastsou i Alexandraki, 1994).

FRE2 codifica per la segona ferro reductasa de membrana present en aquest

mecanisme i presenta les mateixes funcions que FRE7 (Georgastsou i Alexandraki, 1994).
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3.1.2.2.1.2-COMPLEX TRANSPORTADOR: FET3 1 FTRI.

FET3 codifica per una ferro oxidasa situada en la superficie de la membrana
plasmatica. S’encarregada d’oxidar el Fe'2, que préviament ha estat reduit per les ferro
reductases Frel i Fre2, a Fe™ (Askwith ef al, 1994)

En tot aquest procés, la conversié altre cop del Fe™”a Fe™ per accié de Fet3 ha
d’anar estretament relacionada amb el seu transport a l'interior de la céllula (De Silva er
al.,1995).

Arvinder e al, (2006) van demostrar que Fet3 treballava estretament amb el
transportador Ftr, formant 'anomenat complex permeasa del sistema d’alta afinitat de
captaci6 del ferro. En aquest complex multimeric, la permeasa Ftrl rebia com a substrat el

Fe™ oxidat per Fet3 i el translocava a l'interior de la céllula.

3.1.3- REGULACIO DE L’ASSIMILACIO I EL TRANSPORT DE FERRO EN
EL SISTEMA D’ALTA AFINITAT DE CAPTACIO DE FERRO.

En un medi amb déficit de ferro s’indueix l'activacié de Pexpressié genica dels gens
que formen part del sistema d’alta afinitat de capatcié de ferro: FRET7, FRE2, FET3 i
FIR7 entre altres (Casas ez al., 1997; Spizzo et al., 1997).

Yamaguchi-Iwai ef al, (1995) van aillar el gen AFT1, com a element clau en la
regulacié de I'expressi6 genica de les proteines que formen part del sistema d’alta afinitat de
captaci6 de ferro. El mutant AFT7-1", mantenia elevats nivells transcripcionals de les ferro
reductases FRE7 1 FREZ 1 dels transportadors del ferro FET3 1 FTR7 independentment de
la preséncia d’altes concentracions de ferro en el medi extracellular. Contrariament, un
mutant aft era incapa¢ d’induir I'activitaci6 transcripcional d’aquests gens en resposta a
deficit de ferro. Va ser aleshores, quan Yamaguchi-Iwai ez 4/, (1995) van proposar el
producte del gen AFT7 com activador transcripcional del gens regulats en condicions de
deficit ferro.

Desde aleshores, han estat molts els estudis realitzats sobre els mecanismes
reguladors encarregats de mantenir un correcte equilibri en ’homeostasi del ferro tant vital
per a la supervivencia cellular. Blaiseau e 4/ (2001) van descriure un segon activador
transcripcional en S.cerevisiae regulat també pel ferro 1 amb elevada homologia amb el factor
transcripcional Aftl. I’anomenaren Aft2.

Els estudis demostren que en condicions de deficit de ferro, Aftl i Aft2 activen els

gens del sistema d’alta afinitat de captacié de ferro. En canvi, en situacions d’exces de ferro,
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decau lactivacié transcripcional per part d’aquest dos factors transcripcionals quedant
reprimit aquest sistema (Laran e# 4/.,2002). A més a més, Aft2 és necessari en ’homeostasi
del ferro en abséncia d’Aftl, suggerint que Aftl i Aft2 tindrien funcions solapants (Blaiseau

et al,2001).

3.1.3.1- AFT1

AFTT (Activator Ferrons Transporf) funciona com activador transcripcional que
respon a estimuls ambientals i és essencial per mantenir nivells basals 1 induibles dels gens
que formen part del sistema d’alta afinitat de captacié de ferro: FRE7, FRE2, FET3 1
FTR7. En condicions de deficit de ferro, Aftl s’uneix a cadascuna de les regions
promotores dels gens previament descrits, concloent que Aftl és un dels factors

transcripcionals que regulen homeostasi del ferro en . cerevisiae (Yamaguchi ef al., 1995)

3.1.3.1.1- DESCRIPCIO MOLECULAR.

AFTT és un gen localitzat en el cromosoma VII que codifica per una proteina de
690 aminoacids de longitud i de 77,69 KDa de pes molecular. La seva estructura revela una
proteina de caracter hidrofilic i no presenta dominis transmembrana.

L’extrem N-ternimal, altament carregat d’aminoacids basics, conté quatre cisteines:
C', C*", C*', C*. Concretament les cisteines C*', C*”* estan presents en el motiu Cys-X-
Cys adjacent al domini de reconeixement i d’unié a DNA (Frankel 1 Kim, 1991).

D’extrem C-terminal presenta dues regions riques en residus acids (aspartic i
glutamic) molt necessaries per activitat transcripcional d’Aftl (Mitchell i Tijan, 1989).

Draltra banda, en condicions d’elevats nivells de ferro extracel.lulars, 'unié del ferro
amb la proteina Aftl inhibiria la seva capacitat activadora. Pel contrari, el deficit de ferro en
el medi extern produiria la perdua d’aquesta d’unié entre el ferro i Aftl, induint doncs la

resposta transcripcional d’Aftl (Rutherford i Bird, 2004).

Yamaguchi ef a/, (1995) van treballar amb diferents mutacions puntuals sobre el gen
AFTT per trobar quines regions estaven implicades en la seva funcionalitat.

Una d’aquestes mutacions puntuals, quan la cisteina situada en la posicié 291 era
substituida per una fenilalanina, va donar lloc a ’al.lel AFT1-1*. 1.’allel AFT7-1" provoca
una inducci6 constitutiva dels gens que codifiquen per les ferro reductases, ferro oxidases i
transportadors del ferro, independentment de les concentracions de ferro extracel.lulars,

encara que aquestes siguin elevades. Una conseqiiencia important d’aquest fet, és 'efecte
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deleteri que presenta aquest mutant en un medi ric en ferro. Aixo es degut a que I'entrada

continuada de ferro a I'interior citoplasmatic,
un fort desequilibri intern en la homeostasi

cellula (Yamaguchi ef a/., 1995).

més enlla del que la cellula necessita, provoca

d’aquest metall que acaba sent deletéri per la

En la Figura 2 es mostra un esquema de les regions del gen AFT7 on es detalla les

zones anteriorment descrites.

REGIONS DEL GEN AFT?

291 CX(C?293

Aminodcids Zona rica en
basics aminoacids
histidina

690

—

Zona rica en  Aminoacids
aminoacids acids
histidina

Figura 2- Esquema de les regions del gen
AFTI1 En lestrem N-terminal indicat en color
blau, els aminoacids basics encarregats del
reconeixement i unié a DNA. En Pextrem C-
terminal, indicat en color rosa, els aminoacids
acids (acid aspartic 1 glutamic principalment)
necessaris per Iactivitat transcripcional d’Aftl.
Indicat en color taronja, les dues regions que

presenten un 10% de residus histidina, zones

que participen en I'unié directa del metall ferro

per una fenilalanina dona lloc a l'allel AFT7-

. Nom estandard: AFT!

. Nom sistematic: YGLO71W
. Alias: RCs1

. Cromosoma III

. Factor de transcripcié que activa els gens del
Sistema d'Alta Afinitat de Captacié de Ferro.

. Tamany (aa): 690
. Pes molecular (Da): 77,682
. Punt isoeléctric (pI): 6,88

. PICXC?3: 1a substitucié de la cisteina en posicié 291

1% provocant una induccié constitutiva dels gens del

sistema de alta afinitat de captacié de ferro independentment de les concentracions de ferro

intracel.lular.

3.1.3.1.2- ACTIVITAT COM A

FACTOR TRANSCRIPCIONAL.

Yamaguchi ¢f a/, (1995) van observa que Iactivitat de les ferro reductases Frel i Fre2

depenia de I'accesibilitat del ferro del medi extern. Aquest mecanisme de regulacié també

succeia amb la ferro oxidasa Fet3, on el

controlar 'expressié d’aquest gen.

ferro extracellular també tenia I’habilitat de
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No obstant, aproximacions a nivell genctic van permetre identificar la proteina Aftl com el
factor transcripcional que induia I'activacié transcripcional d’aquests gens implicats amb la

oxido-reduccio i posterior transport del ferro dins la cellula (Dancis ez al, 1992).

En un mutant simple af7 es detecten nivells salvatges d’expressié del gen FRE7 en
condicions de deficit de ferro, pero gairebé indetectables de Iactivitat transcripional de
FRE2. Aquest fet indica que Pexpressié del gen FRE7 no és necessariament depenent
d’Aftl. De fet, 'unié que Aftl manté amb el promotor del gen FRE7 és menys intensa que
la que manté amb els altres gens que formen part del sistema d’alta afinitat de captaci6 de

ferro (Yamaguchi ez al., 1990).

Aftl també regula Pexpressié del gen FET3. Aquesta regulacié consisteix en I'uni
de la proteina Aftl a una regi6 especifica situada en el promotor del gen FET3 (Yamaguchi
et al., 1996). Aquest grup van postular diverses hipotesis de com el ferro inhibiria la funcié
transactivadora d’Aftl sobre el gen FET3, fet aplicable a la resta de gens: una possibilitat
era que el ferro podria unir-se directament a la proteina Aftl i bloquejar-la. O bé, que el
ferro podria unir-se a regions properes del gen AFT7, produint alteracions en la seva
transcripcié 1 en consequcencia defectes en la proteina. Una altra hipotesi, també suggeria
que el ferro s’uniria als promotors dels gens diana d’Aftl, evitant doncs que Aftl accedis a
ells. No obstant, Hasset ¢ 4/, (1998) van establir que en condicions anaerobiques, el Fe™
citosolic seria la senyal directa o indirecta que provocaria la repressié d’Aftl i posterior

inhibici6 transcripcional dels seus gens diana.

3.1.3.1.3- LOCALITZACIO CEL.LULAR D’AFT1.

La regulacié de la translocacié nucli-citoplasma dels factor transcripcionals és una
estrategia utilitzada per les céllules eucariotes com mecanisme de resposta a canvis
ambientals. En aquest cas, canvis en la localitzacié nuclear d’Aftl en resposta a les
concentracions de ferro extracel.lulars és un mecanisme clau en la regulaci6 ferro depenent
de lactivacié transcripcional dels gens implicats en el metabolisme d’aquest metall

(Yamaguchi ez al., 2002).
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3.1.3.1.3.1-IMPORTACIO NUCLEAR D’AFT1.

Aftl és localitza en el citoplasma en condicions d’excés de ferro extracel.lular 1 es
translocat dins del nucli quant les concentracions d’aquest metall disminueixen (Ueta ef a/,
2007).

Estudis més exhaustius van permentre caracteritzar Psel com a la importina, que
unint-se directament a Aftl, regulava la seva entrada dins del nucli.

Parallelamen, es va descriure una senyal de localitzaci6 nuclear o senyal
d’importaci6 NLS (Nuclear Localisation Signal) en la seqiiencia d’Aftl. Aquesta regio esta
formada per dues senyals NLS (dels aminoacids 198-225 i 332-365) que contenen
seqiiencies curtes d’aminoacids basics, incloent serines i prolines, potencials aminoacids
indicadors de senyals NLS classiques. No obstant pero, 'importacié d’Aftl no es duu a
terme per les senyals NLS classiques.

Psel és la importina encarregada de reconcixer de manera independent aquestes
dues NLS, on cadascuna d’elles és suficient per 'importacié d’Aftl dins de nucli. La
mutaci6 d’una d’aquestes sequencia NLS o de les dues simultaneament provoca la no
localitzacié del factor transcripcional dins de nucli, demostrant que ambdues regios NLS

son necessaries per 'importacié d’Aftl a través de 'importina Psel (Ueta ez al, 2003).

El mutant psel-7 presenta defectes en linduccié dels gens regulats per Aftl,
provocant conseqientment un desequilibri en la homeostasi del ferro intracellular. Per
exmple, en condicions de déficit de ferro els nivells de mRNA de FIR7 sén molt més
baixos en un mutant simple pse/-7 que en una soca salvatge, degut a la no importacid
d‘Aftl dins de nucli, fet que impedeix que Aftl exergeixi la seva funci6 com a factor

transcripcional d’aquets gens (Ueta e a/, 2003).

L’accesibilitat i la interaccié entre les NLS d” Aftl i Psel no es veu afectada pels
nivells de ferro, donat que en condicions riques d’aquest metall, la unié també es realitza
amb la mateixa afinitat que en condicions d’escassetat de ferro Aquest fet indica que els
nivells de efrro no sén un pas critic en el control de la translocacié nucli-citoplasma d’Aftl

(Ueta et al., 2003).
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3.1.3.1.3.2- EXPORTACIO A CITOPLASMA D’AFT1.

Yamaguchi ez a/, (2002) van determinar que I'exportacié nuclear d’Aftl també és un
punt critic en I'activacié transcripcional dels gens del sistema d’alta afinitat de captacié de
terro.

Pel que fa a Pexportacid, s’ha idenfiticat una NES (Nuclear Export Signal) en la
sequencia d’Aftl, situada entre els aminoacids 99 i 107 de la seva seqiiencia peptidica
Aquesta NES conté regions hidrofobiques riques en leucina. Una d’aquestes leucines,
juntament amb una valina en posicié 105, sén indispensables per I'exportacié d’Aftl.
Mutacions en les regions NES impliquen la no exportacié6 d’Aftl del nucli. Aquest fet
provoca la transcripci6 constitutiva dels seus gens diana regulats per Aftl independentment

de les concentracions de ferro intracel.lulars que presenta la c¢llula.

Ueta et al, (2007) van caracteritzar a Msn5 com la exportina encarregada de
translocar Aftl del nucli a citoplasma. El reconeixement entre el factor transcripcional Aftl
1 Pexportina Mns5 depén de les concentracions de ferro dins la cellula, a diferencia de
I'importacié que es realitza de manera independent a les concentracions de ferro

intracel.lulars (vegeu I'apartat 3.1.3.1.3.1 de I'Introducci6 d’aquest capitol).

Per part d’Aftl, també s’han identificat dues regions compreses entre els animoacids
147-270 1 304-498 implicades en l'interaccié amb Pexportina Msn5. Ambdues regions son
necessaries per interaccionar amb Iexportina, essent cadascuna d’elles per separat
insuficients per provocar I'exportacié nuclear d’Aftl del nucli en condicions d’exces de
terro (Ueta ez al., 2007).

Concretament, aquestes regions presenten dues serines en les posicions 210 1 224
(dins la regi6é 147-270) i1 quatre treonines (en la regié 304-498) directament relacionades
amb aquesta exportacio. La fosforilacié dins de nucli dels residus serina és important per al
reconeixement de 'exportina Msn5 1 conseqiient exportacié d’Aftl. Mutacions en aquestes
serines provoquen que Aftl s’acumuli en nucli, independentment de les concentracions
extracel.lulars de ferro. Es desconeix perod quina proteina s’encarrega de fosforilar aquests
residus serina. No obstant, aquesta fosforilacié pero, no és suficient per crear una senyal
depenent de ferro que provoqui 'exportacié d’Aftl. Finalment, les quatre treonines de
Paltra regié d’Aftl son necessaries per completar aquest reconeixement de I'exportina Msn5

en presencia de ferro (Ueta e al, 2007).
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D’altra banda, a més a més d’aquestes dues importants regions presents en Aftl,
s’han descrit que interaccions intermoleculars induides pel ferro entre 'extrem N-terminal i
C-terminal de la propia proteina Aftl, també sén un punt critic pel reconeixement,
interaccié 1 exportacié del factor transcripcional per part de Msn5. Aixi doncs, canvis
conformacionals en la proteina Aftl es troben directament relacionats amb la seva capacitat
d’entrar dins nucli sota condicions de déficit de ferro.
També s’ha demostrat que les quatre treonines situades en la regié localitzada entre els

aminoacids 304 1 498, participen en aquestes unions intermoleculars d’Aft1.

La cisteina en posicié 291 dins el motiu *'CXC*” és essencial per la regulacié d’Aftl
mediada pel ferro. Aquesta cisteina 291 és critica també per a que es donin aquestes unions
intermoleculars entre 'extrem N-terminal 1 I'extrem C-terminal d’Aftl, necessaries per
I'exportacié nuclear d’Aftl.

Aquest és el motiu per el qual el mutant AFT7-77 es localitza exclusivament en
nucli. La mutacié en la cisteina 291 evita l'interaccié intermolecular entre I'extrem N-
terminal i C-terminal d’Aftl. Sense aquest canvi de conformacié, I'exportina Msn5 no
reconeix la proteina Aftl. Com a consequencia d’aquest fet, Aftl no s’exporta del nucli,
induint D'activacié constitutiva dels gens que formen part del sistema d’alta afinitat de

captaci6 de ferro(Ueta ez al., 2007).

En resum, en condicions d’excés de ferro, 'exportina Msn5 te uns punts critics i
essencials per poguer unir-se al factor transcripcional Aftl 1 exportar-lo a citoplasma de
manera depenent de ferro: per una banda, els canvis conformacionals d’Aftl originats per
les interaccions intermoleculars entre 'extrem N-terminal i C-terminal de la propia Aftl. El
ferro, la cisteina en posicié 291 i les treonines de la regié 304-498 de la proteina Aftl séon
punts critics en aquest procés. D’altra banda, les fosforilacions de les serines 210 1 224
situades en la regio 147-270 de la proteina Aftl també sén importants pel reconeixement

de I'exportina Mns5 i la conseqiient exportacio nuclear d’Aftl.

En la Figura 3 es mostra un esquema de les regions d’AFT7 implicades en en

I'importacié i exportacié nucli-citoplasmatica d’Aftl.
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REGIONS DE LA PROTEINA Aftl IMPLICADES EN LA SEVA
IMPORTACIO I EXPORTACIO NUCLI-CITOPLASMATICA.

Regions NLS riques en aminoacids basics: zones de
reconeixement i unié a l'importina Psel

f {

NLS NLS
A X 293 A
99 107 198 225 332 365

7 147 270 304 498

e XY

Regié hidrofébica rica en
residus leucina

Regions de reconeixement i
unié a l'exportina Msn5

Figura 3- Esquema de les regions d’importacio6 i d’exportacié de la proteina Aftl. En color malva

estan indicades les NLS (senyals d’importacié o de localitzacié nuclear), regions situades entre els

aminoacids 198-25 1 332- 365 implicades en el reconeixement i uni6 a 'importina Psel. En color blau, la

seqiencia NES o senyals d’exportacié nuclear entre els aminoacids 99-107. Aquesta regié rica en

aminoacids leucina és important per l'exportacié d’Aftl del nucli al citoplasma. En color taronja

s'indiquen les regions situades entre els aminoacids 147-270 i 304-498 implicades en el reconeixement i

I'unié de l'exportina Msg5. Indicades en color negre les dues serines en posicié 210 i 224 també

importants per aquest reconeixement. El motiu 2!'CXC?%, indicat en color gris, marca la posicié de la

cisteina 291. Aquesta cisteina esdevé critica en les interaccions intermoleculars entre 'extrem N-terminal i

C-terminal d’Aft1, que generen els canvis conformacionals necessaris per a que 'exportina Mns5 s’uneixi a

Aftl ila transloqui del nucli al citoplasma.

3.1.3.2- AFT2.

La preséncia d’una activitat transcripcional residual del gen FET3 en un mutant
aft1, posaven de manifets indicis de la presencia d’un segon factor transcripcional relacionat
amb el sistema d’alta afinitat de captacio de ferro.

Blaiseu ¢t al, (2001) van descriure en el cromosoma XVI la preséncia d’una proteina

paraloga a Aftl i que anomenarem Aft2.
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3.1.3.2.1- DESCRIPCIO MOLECULAR.

Aft2 és una proteina de 416 aminoacids i de 47,10 KDa de pes molecular. Presenta
un 39% d’homologia amb Aftl, en part degut a que els aminoacids de la posicié 38 a la 285
d’Aft2 soén d’identics als d’Aftl.

Aft2, s’uneix al DNA per la regi6 N-ternimal. Aquest és el domini que més
homologia  presenta amb Aftl. De la mateixa manera que en Aftl, 'extren N-terminal
d’Aft2 presenta una regié rica en aminoacids basics que conté quatre cisteines: c* c',
C"™ i C". Com suceeix amb les cisteines C*', C** d’Aftl, les cisteines C'*", C'¥ d’Aft2
estan presents en el motiu Cys-X-Cys adjacent al domini d’unié a DNA. Aquestes cisteines
son possibles llocs d’'unié directa amb el ferro. Mutacions en elles confereixen sensibilitat a
aquest metall (Rutherford ez a/, 2003).

En Pextrem C-terminal, el factor transcripcional Aft2 no presenta els dominis rics
en glutamina, que en Aftl Ii confereixen la funcié transactivadora (vegeu 'apartat 3.1.3.1.1
de I'Introduccié d’aquest capitol). No obstant, 'activitat transcripcional d’Aft2 sobre els
gens relacionats amb la captura de ferro, també depén de la preséncia d’aquest metall en el
medi extern.

Rutherford ez a/, (2001) van descriure el mutant AFT2-1". Aquest mutant es va
obtenir a partir de la substitucié de la cisteina en posicié 187 per 'aminoacid fenilalanina.
Aquesta substitucié6 d’aminoacids, de la mateixa manera que passa amb I’allel hiperactiu
AFT1-17, induiex P'activaci6 constitutiva dels gens depenents d’Aft2 indepenentment de les

concentracions de ferro intracel.lular

En la Figura 4 es mostra un esquema de les regions d’AF12 descrites préviament.

REGIONS DEL GEN AFTZ2

Motiu d'unié
a Ferro

187, 189
C86 109 cXC 416

~
Zona rica en

aminoacids basics:
Unié a DNA
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Figura 4- Esquema de les regions del gen  Nom estandard : AFTZ

AFT2. En color taronja s’indica la regié . Nom sistematic: YPL202W

d’uni6 a DNA. En color gris s’indiquen les - Cromosoma XVI.

. Factor de transcripcié que regula gens

cisteines en les posicions 86, 109, 187 1 189 relacionats amb I'homeostasis del ferro.

& t i6 d'unié 2 DNA. C t t 39% d’homologia amb Aft1.Idéntica seqiéncia
aquesta reglo dunio a ONCretament, 1 “Jels aminoacids 38-285 amb Aft1,

el motiu ICXC18  és important pel . Tamany (aq): 416

reconeixement i unié al ferro. La substitucié . Pes molecular (Da): 47,104

. Punt isoeléctric (pI): 9,15

de la cisteina en posici6 187 del motiu
187CXC189 per una fenilalanina, dona lloc a I'al.lel AFT2-7% que provoca una induccié constitutiva

dels gens regulats per Aft2, independentment de les concentracions de ferro en el medi extern.

3.1.3.2.2- ACTIVITAT COM A FACTOR TRANSCRIPCIONAL.

Aftl 1 Aft2 sén funcionalment similars i presenten funcions solapades pero no
redundants pel que fa a les vies de control del ferro. Alguns gens regulats per Aft2 sén
coneguts per ser regulats també per Aftl. No obstant, cadascun d’ells té les seves propies
dianes d’accid, implicant funcions diferents i en conseqiiencia provocant diferents efectes
sobre la cé¢llula en resposta canvis en els nivells de ferro intracellular (Rutherford, ef al,
2001).

La finalitat d’ambdos factors transcripcionals seria la de coordinar la transcripcié
dels gens implicats en la homeostasi del ferro amb 'objectiu de protegir a la cellula de la
toxicitat d’aquest. Per aquest motiu, la presencia de dos factors transcripcionals en resposta

a ferro confereix avantatges adaptatives a S. cerevisiae (Rutherford ez al, 2003).

En absencia d’Aftl, Aft2 estaria regulant un seguit de gens implicats en la
homeostasi del ferro i de gens relacionats amb els diferents estats d’oxidacié d’aquest. A
més a més, també regularia els gens implicats en el transport de ferro a l'interior cel.lula 1
d’altres gens que generen resistencia a estres oxidatiu (Yamaguchi ez a/., 1995; Rutherford, ez

al,, 2001).

El mutant simple af#2 és sensible en condicions de deficit de ferro i té dificultats
per créixer en aquestes condicions. No obstant, aquest mutant presenta elevats nivells
transcripcionals de FET3 i FIR7 mediats per Aftl, fet que acaba compensat aquesta
sensibilitat cel.lular del mutant 4f#2 (Courel ¢f al., 2005).
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El doble mutant aft!aft2 és incapaz de créixer en condicions de deficit de ferro en
ambients aerobics. Aquest doble mutant presenta fenotips relacionats amb estres oxidatiu,
com elevada sensibilitat a H,O, toxicitat en presencia de cobre i auxotrofia en metionina
depenent d’oxigen (Courel ez al, 2005). La sobreexpressi6 d’Aftl, Aft2 o els respectius
al.lels hiperactius pero, no permeten restablir aquests fenotips, indicant que el doble mutant
aftlaft? és molt més sensible a estrées oxidatiu i presenta defectes molt més severs en
resposta a deficit de ferro que els mutants simples af#7 1 aft2 (Courel ¢t al, 2005). A més a
més, el doble mutant aff7aff2 suprimeix qualssevol activitat residual dels gens com FET3,
que encara son lleugerament presents en els mutants simples aft7 1 aft2 (Puig et al., 2005;

Courel ez al., 2005).

3.1.3.3- SEQUENCIA CONSENS EN ELS PROMOTORS.

Els factors transcripcionals Aftl i Aft2 regulen I'expressié de FET3 1 FIT3 a través
de la seqiiencia concens de resposta a ferro (FeRE) situada en els seus promotors:
TGCACCC. No obstant, Aftl reconeix més especificament aquest element concens que
Aft2, degut a que Aftl reconeix directament les bases TGCACCC (Yamaguchi ez a/, 19906)
mentre que Aft2 reconeix les bases G/ACACCC. Aquest fet indica que Aftl i Aft2
reconeixen un tipus lleugerament diferent de seqiéncies concens en els respectius
promotors que regulen (Courel ez al, 2005).

Malgrat aquestes diferencies, Aftl i Aft2 tenen la capacitat d’activar la transcripcid
genica unint-se als mateixos promotors FeRE presents en els diversos gens relacionats amb
I’homeostasi del ferro, com els gens FET3 7 FIT3. No obstant, 'unié d’aquests factors
transcripcionals sobre el mateix promotor pot generar diferents respostes transcripcionals,
indicant que Aftl i Aft2 mantenen especificitat alhora d’activar aquests gens (Rutherford ez

al,, 2003).

Finalment, s’ha descrit que en el promotor d’Aftl també s’hi troba la sequéncia
concens d’activaci6 TGCACCC 1 GGCACCC, que permetria la propia autoregulacid
d’Aftl, donat que Aftl s’uneix a aquesta regié. No obstant, es desconeix si Aft2 es pot unir
a aquesta sequencia. Per part d’Aft2, no s’ha trobat cap seqlencia concens en el seu

promotor que permiti aquest tipus d’autoregulacié (Courel ez al., 2005).
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3.1.3.4-DIFERENCIES EN LA REGULACIO DE L’EXPRESSIO
GENICA DELS GENS SOTA CONTROL DELS FACTORS
TRANSCRIPCIONALS AFT1 1 AFT2.

Tots els gens regulats per Aftl i Aft2 estan relacionats directe o indirecte amb el
metabolisme del ferro. Rutherford ez @/, (2003) van agrupar aquest gens en funcié del grau

d’induccié per part d’Aftl 1 Aft2:

- Gens iduits igualment per Aftl i Aft2: FRE6, ATXT1, COTT.

S’especula que la diferéncia podria estar en les diverses concentracions de proteina
Aftl o Aft2 per formar heterodimers o homodimers que s’unirien a les seqtiencies FeRE
presents en aquests gens. Concretament, s’ha descrit que les quantitats de proteina d’Aftl o
d’Aft2 augmenten en abseéncia de l'altre en condicions de deficit de ferro (Courel et al,
2005).

- Gens amb induccié més elevada en presencia Aftl: FIT3, FIT2, FIR].

Contretament, Aftl s’uneix molt més al promotor consens de FTR7 en absencia
d’Aft2, mentre que FTR7 és activat directament per Aft2, només quan Aftl és absent.

- Gens induits exclusivament per Aftl: ARNZ2, FIH1, HMXI1, CI'H2, FRE2,
FET3, FTR1.

Aftl s’uneix més fortament al promotor FeRE del gen FET3 que Aft2. A més
amés, la transcripcié de FET3 es veu més augmentada en absencia d’Aft2 (Courel e al,
2005).

- Gens induits exclusivament per Aft2: BN.A2, ECM4, SFM3, MSR4, SNF3 1 ISUT.

Aquests gens estan relacionats amb la homeostasi de ferro en la mitocondria i en la
vacuola (Courel ef al, 2005). En aquest cas, Aft2 juga un paper molt important en la
movilitzacié del ferro intern emmagatzemat en vacuoles, organuls molt importants per la
reutilitzacié del ferro (Rutherford, ez /., 2001).

- Gens induits en el mutants hiperactius AFT7-1” o AFT2-17:

FIT2, FIT3, FRE3, FET5 i FTHT estan altament induits en 'al.lel hiperactiu AFT2-
17 (Li et al, 2001), mentre que FIT3 i FET3 es troben més fortament induits per 1’al.lel
hiperactiu AFT7-17,malgrat contenir les sequencia FeRE regulades per ambos factots

transcripcionals
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La Figura 4, mostra un resum adaptat de Rutherford ez o/ (2003) dels diversos gens

induits per Aftl i Aft2 respectivament.

GENS INDUITS PELS FACTORS TRANSCRIPCIONALS Aftl I Aft2

Gens induits per Aftl Gens induits per Aft2

Figura 4- Resum dels gens induits pels factors transcripcionals Aftl i Aft2. En blau
s’engloben els gens principalment regulats per Aftl. En vermell, els gens principlament regulats per
Aft2. Els gens solapats entre els dos cercles, escrits en color verd, representen els gens que sén

activats per ambdos factors transcripcionals (Esquema adaptat de Rutherford ez a/., (2003)).

En conclusio, els factors transcripcionals Aftl 1 Aft2 presenten funcions redundants
pel que fa al control dels gens implicats en la homeostasi del ferro. No obstant, cadascun
d’ells també presenta funcions especifiques dins d’aquesta regulacid, implicant importants
diferéncies entre ambdos factors transcripcionals (Courel ez a/, 2005).

Les dltimes dades experimentals publicades indiquen que Aftl activa especificament
gens relacionats amb la captacié de ferro extracellular: FET3, FRE2, ARN2 o FIRI,
mentre que Aft2 activa especificament gens relacionats amb Tutilitzacié i
compartimentalitzaci6 del ferro en mitocondria i vacuola com: SMF3, MRS4 o ISU7
(Rutherford ez al., 2001; Rutherford ez al., 2003; Courel ef al, 2005). Aquest fet explica la
presencia en S.cerevisiae de dos factors transcripcionals seqliencialment tant homolegs, pero
amb certa especifititat funcional.

Aftl 1 Aft2 tindrien una especialitzacié funcional en el control de la homeostasi del
terro, aportant en les cellules una major flexibilitat al canvi. D’aquesta manera es permet

que les cellules s’adaptin millor a les condicions del medi extern (Courel e7 /., 2005).
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3.2.1-ANTECEDENTS.

La cellula eucariota esta exposada a gran nombre de canvis ambientals i necessita
desenvolupar diverses estrategies per respondre i adaptar-se a les situacions d’estres. Tan el
metabolisme aerobic cellular com substancies alienes a la cellula generen  especies
reactives d’oxigen (ROS) com els anions superoxid, els radicals hidroxil o el peroxid
d’hidrogen, els quals causen estres oxidatiu i provoquen dany cellular (Zagarese ef a/,2001;

Brant e al., 2004).

Les glutaredoxines sén un dels sistemes enzimatics que ha desenvolupat
Saccharomyces cerevisiae per palir els danys provocats en les proteines degut a I'estrés oxidatiu
(Herrero i de la Torre ez al, 2006). Dins del grup de les glutaredoxines monotioliques, es
desconeix el paper funcional que juguen les proteines Grx3 i Grx4 en la defensa cel.lular
davant estrés oxidatiu.

Analitzant la base de dades de Saccharomyces cerevisiae (www.yeastgenome.org), estudis
de Doble Hidrid en massa mostraven que Grx3 interaccionava iz vivo amb Aftl (Uetz et
al,2000). Aftl és un factor transcripcional que participa en la homeostasi del ferro
mitjancant la regulacié d’un grup de gens que formen part del sistema d’alta afinitat de
captaci6 de ferro (Yamaguchi ez al., 1995). Aquests gens estan implicats en els procesos de
captura, transport, compartimentalitzacié i as del ferro, element essencial per la c¢llula
donat que forma part com a cofactor de multitud de processos intracellulars (Puig e al,

2005).

Grx3 1 Grx4 es localitzen majoritariament dins del nucli (Molina ez a/, 2004) i
presenten un paper detoxificador en resposta a estres oxidatiu.

Aftl, factor transcripcional que interacciona amb Grx3, s’encarrega de regular els
nivells de ferro intracel.lulars, metall que en elevats nivells dins la cellula reacciona amb
loxigen, via reaccié de Fenton, provocant la formacié de radicals hidroxil que acaben
oxidant i danyant a les biomolecules com el DNA, els lipids o les proteines (Halliwell i

Guttering, 1988).

Tots aquets antecedents apuntaven al factor transcripcional Aftl com a candidat

per ser regulat per les glutaredoxines Grx3 1 Grx4.
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3.2.2-OBJECTIUS.

1. Caracteritzar el paper funcional de les glutaredoxines monotioliques Grx3 i Grx4
de Saccharomyces cerevisiae en la resposta cellular davant estrés oxidatiu a través de la possible

funcié reguladora sobre el factor transcripcional Aftl.

2. Utllitzar Saccharomyces cerevisiae com un model cellular per Pestudi de Iestres

oxidatiu endogen induit per una desregulacié en ’homeostasi del ferro.
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Summary
Grx3 and Grx4, two monothiol glutaredoxins of
Saccharomyces cerevisiae, regulate Aftl nuclear

localisation. We provide evidence of a negative regulation
of Aftl activity by Grx3 and Grx4. The Grx domain of both
proteins played an important role in Aftl translocation to
the cytoplasm. This function was not, however, dependent
on the availability of iron. Here we demonstrate that Grx3,
Grx4 and Aftl interact each other both in vivo and in vitro,
which suggests the existence of a functional protein
complex. Interestingly, each interaction occurred
independently on the third member of the complex. The
absence of both Grx3 and Grx4 induced a clear enrichment
of G1 cells in asynchronous cultures, a slow growth
phenotype, the accumulation of intracellular iron and a
constitutive activation of the genes regulated by Aftl.
The grx3grx4 double mutant was highly sensitive to

the oxidising agents hydrogen peroxide and
t-butylhydroperoxide but not to diamide. The phenotypes
of the double mutant grx3grx4 characterised in this study
were mainly mediated by the Aftl function, suggesting that
grx3grx4 could be a suitable cellular model for studying
endogenous oxidative stress induced by deregulation of the
iron homeostasis. However, our results also suggest that
Grx3 and Grx4 might play additional roles in the oxidative
stress response through proteins other than Aftl.

Supplementary material available online at
http://jcs.biologists.org/cgi/content/full/119/21/4554/DC1

Key words: Grx3, Grx4, Oxidative stress, Iron homeostasis, Aftl,
Cell cycle

Introduction

Cells are exposed to a number of environmental changes and
must therefore develop different strategies to respond and adapt
to the various resulting stresses. Aerobic metabolism gives rise
to reactive oxygen species (ROS), such as superoxide,
hydrogen peroxide and hydroxyl ions (Cadenas, 1989), which
provoke oxidative stress and cause damage to cells (Aruoma et
al., 1991). As a consequence, cells need to develop a series of
different mechanisms to protect themselves from the harmful
reactive oxygen species (Poyton, 1999). Iron is an essential
element for all organisms and appropriate iron homeostasis is
required to prevent the impairment of cellular functions caused
by excesses or deficiencies of this metal. Iron is also required
in a number of essential proteins related to respiratory chain
reactions, and it plays an essential role in at least one electron
chain reaction (Arredondo and Nuiiez, 2005). An excess of iron
can be very toxic for cells because it generates free radicals
that may oxidise and damage DNA, lipids and proteins
(Halliwell and Gutteridge, 1991). Iron deficiency, on the other
hand, is responsible for several health problems including
anaemia (Beard, 2001) and both neuronal (Ortiz et al., 2004)
and immunological alterations. In Saccharomyces cerevisiae,
the transcription factor Aftl regulates a subset of genes defined
as the high-affinity iron-uptake regulon (Yamaguchi-Iwai et al.,
1995; Casas et al., 1997). This group comprises genes involved

in the uptake, compartmentalisation and use of iron. Aftl binds
to specific promoter regions and induces expression of the iron
regulon in conditions of iron depletion (Yamaguchi-Iwai et al.,
1996). In a subsequent study, Yamaguchi-Iwai and co-workers
(Yamaguchi-Iwai et al., 2002) reported that Aftl responds to
iron availability by changing its intracellular localisation. This
means that under iron-replete conditions Aftl localises to the
cytoplasm, but under conditions of iron starvation Aftl
translocates to the nucleus. Even so, the transcriptional activity
of Aftl is determined by its nuclear localisation regardless of
the iron intracellular status.

Another physiological effect of the intracellular iron
accumulation mediated by Aftl is cell-cycle arrest. Philpott and
co-workers (Philpott et al., 1998) reported that the expression
of an AFTI-up allele induces iron accumulation, and as a
consequence, cells arrest in Gl at START. Constitutive
activation of the iron-responsive regulon resulting from constant
transcriptional induction driven by Aftl therefore causes a
reduced expression of the G1 cyclins, Clnl and Cln2. One of
the physiological effects derived from this accumulation of iron
in cells affects cell-cycle progression in a similar way to that
previously described for other environmental stresses, including
heat shock and oxidative and nutritional stress (Cross, 1995;
Lee et al., 1996).

Aft2 is another transcription factor required for iron



®
&}
c
Q0
o
w
©
)
b
(@)
=
c
S
=
(@)
e

Functional characterisation of Grx3 and Grx4 4555

homeostasis and resistance to oxidative stress in the absence
of Aftl function (Blaiseau et al., 2001). Aft2 also activates
transcription of specific genes in response to low iron
conditions (Rutherford et al., 2001; Rutherford et al., 2005). A
recent study has demonstrated that Aft2 acts in the absence of
Aftl (Courel et al., 2005) and that the transcriptional function
of both proteins is iron-dependent. DNA microarray clustering
has revealed that both Aftl and Aft2 share the regulation of a
number of iron-responsive genes. However, there is a group of
genes related to iron homeostasis whose regulation depends on
Aft2 but not on Aftl.

In proteins, cysteine residues are very susceptible to
oxidation. Living cells contain regulatory proteins that are
involved in maintaining the redox states of oxidised proteins
(Rietsch and Beckwith, 1998; Carmel-Harel and Storz,
2000; Grant, 2001). Monothiol glutaredoxins are thiol
oxidoreductases, which require the reduced form of
glutathione, GSH, as an electron donor to reduce protein-
glutathione disulfides (Holmgren, 1989; Holmgren and
Aslund, 1995; Grant, 2001; Herrero and Ros, 2002).

In Saccharomyces cerevisiae, three different monothiol
glutaredoxins, Grx3, Grx4 and Grx5 (Rodriguez-Manzaneque
et al., 1999), have been described to date. Grx5 plays a role in
the biogenesis of iron/sulphur clusters at the mitochondria and
its function has been extensively characterised (Rodriguez-
Manzaneque et al., 1999; Rodriguez-Manzaneque et al., 2002;
Belli et al., 2002). Recent reports have demonstrated that Grx3
and Grx4 both localise to the nucleus (Lopreiato et al., 2004;
Molina et al., 2004).

In this study we describe a function for Grx3 and Grx4 in
the cellular iron homeostasis through the regulation of the
nuclear localisation of Aftl. At the time of submission of this
manuscript, one study was accepted in press (Ojeda et al.,
2006), which contained a number of similarities with respect
to the present one. Both studies demonstrate the interaction
between Aftl and the monothiol glutaredoxins Grx3 and Grx4,
and also that in the absence of both Grx3 and Grx4, the genes
regulated by Aftl are constitutively induced. Here we analyse
the consequences of this regulation in the transcriptional
response mediated by Aftl and hypothesise a possible
mechanism by which Grx3 and Grx4 might regulate Aftl
translocation from the nucleus to the cytoplasm. In addition,
we also demonstrate a physical nuclear interaction between
Grx3, Grx4 and Aftl, which could reflect the functional
specific regulation of Aftl by both monothiol glutaredoxins.
The simultaneous absence of both Grx3 and Grx4 proteins had
a pronounced effect on cell-cycle progression, the rate of cell
growth and sensitivity to oxidising agents. Hence, Grx3 and
Grx4 might regulate the oxidative status of the cell by
regulating iron homeostasis in iron-rich conditions.

ImM t-butyl

Control ImM H,O,

I 0 O & & 2 o

0.75mM Diamide

Results

Grx3 and Grx4 are required for the cellular response to
oxidative stress

Since both Grx3 and Grx4 are monothiol glutaredoxins we
wondered whether they each could play a role in reducing
oxidised proteins and therefore in the oxidative stress response.
In order to answer this question we assayed sensitivity to
various oxidant agents in grx3, grx4, grx3grx4 and wild-type
strains. We took aliquots from each of the cell cultures growing
exponentially and spotted them on plates containing different
concentrations of hydrogen peroxide, t-butylhydroperoxide
and diamide. We obtained very encouraging results, although
neither of the single mutants was substantially sensitive to the
oxidising agents hydrogen peroxide and t-butylhydroperoxide,
however, the double mutant turned out to be very sensitive
to both agents compared with wild-type cells (Fig. 1).
Interestingly, none of the mutants tested was sensitive to
diamide. From this result we deduced that both Grx3 and Grx4
are required for cells to respond to certain types of oxidative
stress and that both glutaredoxins perform additive functions
in protecting against oxidation.

Both Grx3 and Grx4 interact in vivo and in vitro with Aft1
in the nucleus

In an attempt to further characterise the function of both Grx3
and Grx4 glutaredoxins, we searched the SGD database and
found a possible interaction between Grx3 and Aftl. This
interaction turned out to be quite interesting for several
reasons: (1) Aftl is a transcription factor involved in the high
affinity system for iron capture, and misregulation of iron
inside cells is an important cause of oxidative stress (Gakh et
al., 2006); (2) Glutaredoxins are molecules that detoxify
oxidised residues; (3) it has recently been reported that Grx3
and Grx4 localises in the nucleus and Aftl operates in the
nucleus by inducing the transcription of a subset of genes
required for iron uptake. As a result, Aftl proved a suitable
candidate as a substrate for Grx3 and/or Grx4.

We first constructed a number of plasmids to perform two-
hybrid analysis between Grx3 and Aftl, Grx3 and Grx4, and
Grx4 and Aftl. We obtained a clear result: the existence of
strong in vivo interactions in the nucleus between Grx3 and
Aftl, Grx3 and Grx4 and Aftl and Grx4 (Fig. 2A). We
wondered whether Grx3 and Grx4 were precluding the
interaction of the other glutaredoxin with the transcriptional
factor Aftl. In an attempt to gain a clearer picture of this
interaction we therefore performed two-hybrid assays between
Grx4 and Aftl in grx3 background, between Grx3 and Aftl in
grx4 mutant cells and between Grx3 and Grx4 in aft/
background (Fig. 2C). We subsequently observed that: (1) in
the absence of Grx3, Grx4 still interacted with Aft, (2) in the

Fig. 1. Grx3 and Grx4 are required for survival
upon treatment with hydrogen peroxide and t-
butylhydroperoxide. Exponentially growing cells
from wild-type, grx3, grx4 and grx3grx4 strains
were harvested, serially diluted and spotted onto
control SD plates or on SD plates containing 1
mM H,0,, 1 mM t-butylhidroperoxide or 0.75
mM diamide. Plates were incubated at 30°C for 3
days.
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A AC BD B—Galactosidase B
arbitrary units
wtietQ 4 TIHA  wttetOAFTIHA - witetQ,GRX4H
AFTI GRX3 2.695 TGrx3 TGrx4 TGrx3
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GRX4 GRX3 1.565
-_— - - — — e
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Fig. 2. In vivo and in vitro interaction of Grx3 and Aftl, Grx4 and Aftl and Grx3 and Grx4. (A) Two-hybrid analyses for the following
interactions: Grx3 with Aftl, Grx4 with Aftl and Grx3 with Grx4. Values for interaction between SNF4 and SNFI were used as a strong
positive control for nuclear interaction (+). Values obtained from the nuclear interaction between YAKI and GRX5 were used as a positive
control for weak nuclear interaction (-). e.v, empty vector. (B) Pull-down assays between Grx3 and Aftl, Grx4 and Aftl, Grx3 and Grx4. To
detect these interactions, total protein extracts were obtained and subsequently bound to GST beads. In this first step we isolate either Grx3 or
Grx4. To detect the second protein component of the complex, we tagged either Aftl or Grx4 with the HA epitope and detected its presence by
western blot with anti-HA antibody. As a loading control, we used anti-GST or anti-HA antibodies in aliquots taken from the same protein
extracts. (C) Two-hybrid assay between: Grx3 and Aftl in the grx4 mutant MMLA406; Grx4 and Aftl in the grx3 strain MML405; Grx3 and
Grx4 in the aft/ mutant CML126. +, positive control; —, negative control; e.v, empty vector. We performed a control for each of the
backgrounds assayed, but for simplicity and because the three values were almost identical, the average values are shown. (D) Pull-down assays
between Aftl and Grx3 in the grx4 mutant; between Aftl and Grx4 in the grx3 mutant; and Grx3 and Grx4 in the aft/ background.

absence of Grx4, Grx3 interacted with Aftl; and (3) Grx3 and
Grx4 also interacted in the absence of Aftl (Fig. 2C). These
results suggested that Grx3 and Grx4 both regulate Aftl and
also that Grx3, Grx4 and Aftl form a complex and each of the
three proteins interact with each other independently.

These interactions were confirmed by pull-down assays in
all the mutants detailed above (Fig. 2B,D). We used ferrocene
to sequester iron because in iron-limiting conditions Aftl
translocates to the nucleus. The addition of ferrocene produced
a higher degree of isolation of the Aftl1-Grx3 and Aftl-Grx4
complexes, but the complex formed between Grx3 and Grx4
did not vary. This indicated that Grx3 and Grx4 interact with
Aftl in the nucleus and that the greater the presence of Aftl in

the nucleus the greater the interaction with Grx3 and Grx4.
This led us to conclude that the interaction between Grx3 and
Grx4 with Aftl was only limited by Aftl cellular localisation.
Another relevant finding was that the physical binding between
Grx3 and Grx4 in the nucleus was not dependent on either the
availability of iron or the presence of Aftl.

Grx3 and Grx4 negatively regulate the transcriptional
function of Aft1 in the nucleus

In view of the previously mentioned results we decided to
investigate the functional significance of the interaction
between Grx3, Grx4 and Aftl. Since Aftl regulates the
transcription of the high-affinity iron uptake genes, we decided
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to select two of the genes whose transcriptional control is
tightly regulated by Aftl: FIT3 and FET3. FIT3 encodes a
mannoprotein involved in the retention of siderophore iron in
the cell wall whose transcription is regulated by Aftl (Philpott
et al., 2002). FET3 is a ferro-O,-oxidoreductase required for
high-affinity iron uptake and is located in the plasma
membrane (De Silva et al., 1995; Rutherford et al., 2003).
Under conditions in which there is an excess of iron in the
culture medium, neither of the two genes is transcriptionally
induced but when iron concentration is a limiting factor in the
external medium, Aftl induces the expression of these genes.
We used ferrocene, an iron-chelating agent, in order to mimic
an environmental situation in which there was an iron
deficiency. We then performed northern blot analysis in
different backgrounds: grx3, grx4, grx3grx4 and wild-type
cells and used FIT3 and FET3 as probes. In Fig. 3 we observed
how the addition of ferrocene to the culture medium gradually
induced a very pronounced expression of these genes in wild-
type, grx3 and grx4 backgrounds with respect to the basal level.
In both single mutants: grx3 and grx4, the constitutive mRNA
levels of both FIT3 and FET3 genes were higher than those
determined in wild-type cells; this indicated a negative
regulation of each Grx3 and Grx4 on the Aftl transcriptional
function. However, the most revealing result was that obtained
with the double mutant grx3grx4: both FIT3 and FET3 genes
were constitutively induced with similar levels of expression
in untreated cells and in cells treated with ferrocene (Fig. 3).
These observations were in line with the previously mentioned
results in which we observed that the glutaredoxins interacted
and regulated Aftl independently of each other, but that the
two acted together in the regulation of Aftl function in the
nucleus. To ascertain whether the transcriptional upregulation
detected in the grx3grx4 double mutant was specifically Aftl
dependent, we constructed the grx3grx4aftl triple mutant and
observed that in this background neither the FET3 or FIT3
transcriptional level was detectable at time O (exponentially
growing cultures not treated with ferrocene): this was similar
to that observed in the case of the aft/ null mutant (Fig. 3).
This led us to conclude that the very high constitutive
expression levels of FIT3 and FET3 observed in the grx3grx4
double mutant were due to Aftl gene regulation and that
Grx3 and Grx4 consequently negatively regulate the Aftl
transcriptional function regardless of iron availability.
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Fig. 3. Grx3 and Grx4 negatively regulate the expression of FIT3 and
FET3 in a manner dependent on Aftl activity. Cells from the
following strains: wild type, grx3, grx4, grx3grx4, aftl and
grx3grx4aftl, were exponentially grown in SD medium plus amino
acids, at 30°C, then treated with 2 mM ferrocene. Samples were
taken after 4 and 8 hours as indicated. Samples were taken for
mRNA isolation and northern blot using FIT3 and FET3 as probes,
U2 was detected as a loading control.

The existence of a low-affinity system for iron uptake,
regulated mainly by Aft2 has already been widely documented.
In the absence of Aftl, Aft2 induces the expression of the iron
regulon of genes under conditions of iron limitation. Moreover,
the expression levels of FET3 and FIT3 remarkably increased
upon ferrocene treatment in both aft! and grx3grx4aftl strains,
in a similar fashion as in wild-type cells (Fig. 3). These results
are in accordance with a model in which Aft2 drives the
expression of the iron regulon when iron constitutes a limiting
factor in the culture medium and when Aftl is not functional.
It also suggests that Grx3 and Grx4 do not regulate the Aft2
function, but further studies are required to validate this model.

The absence of Grx3 and Grx4 do not influence the
MRNA levels of Aft1

One possible interpretation of the results presented above is
that Grx3 and Grx4 could have regulated the transcriptional
levels of AFTI: this would lead to the increase in Aftl
protein levels and consequently to the transcriptional
induction of the genes regulated by Aftl. We decided
to perform northern blot analysis using samples from
the wild-type, grx3grxd, aftl, grx3grxdtetO;Grx3HA,
grx3grx4tetO;Grx4HA,  grx3grx4tetO;Grx3HA+pGSTGrx4
and tetO;Grx4HA+pGSTGrx3 strains and using the probe
AFTI. We observed (Fig. 4) that the mRNA levels in AFTI
were independent of the presence or absence of Grx3 and Grx4.
We therefore conclude that neither Grx3 nor Grx4 regulated
the expression of AFTI.

The absence of Grx3 and Grx4 causes a growth and
cell-cycle defect as a consequence of Aft1 upregulation
In the course of this study we observed that the double mutant
grx3grx4 presented a marked growth defect. This consisted of
a much longer generation time (135 minutes) than that
observed in wild-type cells (90 minutes in SD medium growing
at 30°C) and also a curious accumulation of G1 cells in
exponentially growing cells (Fig. 5). Since Aftl overexpression
also induces a delay in the G1 phase of the cell cycle (see Fig.
5) and we have demonstrated that both proteins negatively
regulate Aftl function, we wondered whether the cell-cycle
phenotype observed in the grx3grx4 double mutant was
another consequence of Aftl misregulation. When we
measured the growth rate in the triple mutant grx3grx4aftl we
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Fig. 4. AFT1 RNA levels are not regulated by Grx3 nor Grx4.
Northern blot analysis of AFT1 expression levels in the wild type,
grx3grx4 and aft] mutants and under conditions of overexpression of
Grx3, Grx4, or both. Overexpression of Grx3 and Grx4 was driven
by the tetO; or by the ADH I promoter (pGSTGrx3 or pGSTGrx4) as
stated. To regulate gene expression under the terO; promoter, we
added (+) or not () 20 pg/ml doxycycline to the culture media.
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Fig. 5. The simultaneous absence of Grx3 and Grx4 induces
accumulation of cells in G1. FACS profiles of different strains
growing exponentially in SD medium plus amino acids. The strains
are: wild type, grx3, grx4, grx3grx4, wild type overexpressing Aftl,
grx3grx4aftl, wild type overexpressing Grx3 and wild type
overexpressing Grx4. All the proteins tested were overexpressed
under the terO; promoter.

observed that it was similar to that in wild-type cells (90
minutes of generation time in SD medium growing at 30°C).
We also observed that the FACS profile of grx3grx4aftl was
similar to that of wild-type cells in which the 2N DNA content
of the population had been enriched in comparison with the 1N
content. This was characteristic of the wild-type background
used in this study. As expected, the absence of only Grx3 or
Grx4 proteins did not affect cell-cycle progression nor did the
overexpression of each of both proteins (Fig. 5). These results
suggest that both the growth defects and cell-cycle defects
observed in the grx3grx4 double mutant were mediated by Aftl
activity.

Grx3 and Grx4 are involved in the regulation of iron
homeostasis through Aft1

We then decided to investigate whether the Aftl upregulation
observed in this study in the absence of Grx3 and Grx4 would
affect the concentration of intracellular iron. We measured total
iron concentration in wild-type, grx3, grx4, grx3grx4 and
aftl grx3grx4 strains. As shown in Fig. 6, in both grx3 and grx4
single mutants, total iron concentration significantly increased
with respect to that recorded in wild-type cells, but it was in
the double mutant that the highest intracellular iron levels were
detected. Interestingly, in the triple aftlgrx3grx4 mutant the
intracellular iron concentration was equivalent to that detected
in wild-type cells, which clearly indicates that the iron
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Fig. 6. Total iron accumulates in the cell in the absence of Grx3 and
Grx4. Total iron concentration was spectrophotometrically
determined as described in the Materials and Methods in
exponentially growing cultures of wild-type, grx3, grx4, grx3grx4
and grx3grx4aftl strains. Numerical values represented in the
histograms of the figure are averages from three experiments. In all
cases standard errors were lower than 10, therefore no error bars are
distinguished.

accumulation observed in the absence of both Grx3 and Grx4
is a consequence of Aftl activity. Therefore, we conclude that
one cellular consequence of Aftl upregulation in the grx3grx4
mutant is the accumulation of intracellular iron.

It has already been demonstrated that the accumulation of
iron inside cells provokes oxidative stress through the Fenton
reaction, which releases hydroxyl radical to the cytoplasm.
Bearing this in mind, we decided to investigate whether the
greatest sensitivity to oxidant agents observed in the grx3grx4
double mutant was the consequence of the upregulation of the
genes governing iron uptake driven by Aftl. To determine this,
we first tested sensitivity to various oxidant agents in the
following strains: wild type, grx3grx4, aft!] and grx3grx4aftl,
and observed that the very high sensitivity of the grx3grx4
double mutant to hydrogen peroxide and t-butyl hydroperoxide
was only partly recovered to wild type levels upon aft] deletion
(Fig. 7A). In order to further characterise whether the
abrogation of sensitivity in the grx3grx4aftl triple mutant was
due to iron accumulation, we decided to treat cells with
hydrogen peroxide in the presence of ferrocene. The presence
of the iron chelator abrogated most of the sensitivity to the
oxidising agent observed in the grx3grx4 double mutant (Fig.
7B). These data indicated that the phenotype of oxidative stress
sensitivity characteristic of grx3grx4 is at least in part, due to
the accumulation of high levels of iron inside cells as a
consequence of Aftl upregulation. However, other specific
functions not mediated by Aftl must also be regulated by Grx3
and Grx4 within the oxidative stress response.

Grx3 and Grx4 regulate Aft1 compartmentalisation

Some authors have reported that the Aftl function was
determined by its nuclear localisation because the iron regulon
of genes dependent on Aftl was constitutively induced in a
mutant of the protein permanently located in the nucleus
(Yamaguchi-Iwai et al., 2002). We therefore wondered whether
the upregulation of FET3 and FIT3 detected in the grx3grx4
strain was also the consequence of Aftl translocation to the
nucleus. To check this, we constructed a GFP-Aftl fusion
protein in a multicopy plasmid to monitor, in vivo, the cellular
localisation of the protein by fluorescence microscopy. In wild-
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type cells, Aftl was dispersed throughout the cell (Fig. 8A,
panel 1) whereas in the grx3grx4 mutant, Aftl was
permanently located in the nucleus, as demonstrated by DAPI
staining (Fig. 8B, panel 2). This finding is in accordance with
the results shown in this study and explains the constitutive
upregulation of FIT3 and FET3 detected in the grx3grxd
double mutant.

The next question to investigate was whether Grx3 and Grx4
regulated the nucleus-cytoplasm Aftl localisation. We
designed an in vivo experiment that allowed us to determine
how the two monothiol proteins regulated Aftl nuclear
localisation. To do this, we constructed two double conditional
mutants. In the first, Grx3 was regulated by the tefO; promoter,
so that the addition of doxycycline would inhibit Grx3
expression and the release of doxycycline would induce Grx3
overexpression. The second double mutant was similar to the
first, but with the difference that the regulated protein under
the fretO; promoter was Grx4. When we checked the
transcriptional regulation of FET3 we observed that there was
a very high expression of this gene in samples taken from both
mutants when they were exponentially grown in the presence
of doxycycline. This was similar to what we observed in
samples taken from the double mutant grx3grx4 (Fig. 8B, lines
2, 5 and 7). Furthermore, under these conditions, Aftl was
located in the nucleus in all three cell populations (not shown).
Upon removal of doxycycline, Grx3 protein was overexpressed
and in this context Aftl was partly translocated to the
cytoplasm (Fig. 8A, panel 3) whereas expression of FET3
diminished (Fig. 8B, line 6). We repeated this assay with the
second strain, in which the regulatable protein was Grx4, and
obtained qualitatively identical results (Fig. 8A, panel 4 and
Fig. 8B, line 8). This result indicated that expression of either
Grx3 or Grx4 was sufficient to allow the Aftl translocation
from the nucleus to the cytoplasm. We reasoned that if both
Grx3 and Grx4 inhibited the importation of Aftl to the nucleus,
the treatment with ferrocene (which induces Aftl nuclear
translocation) in conditions of Grx3 and Grx4 overexpression,
should impair Aftl translocation to the nucleus. To test this

ImM t-butyl 0.75mM Diamide

Fig. 7. The sensitivity to oxidising agents observed in the grx3grx4 double mutant
is partly mediated by Aftl. (A) Cells from exponentially growing cultures of wild-
type, grx3grx4, aftl and grx3grx4aftl strains were serial diluted and spotted onto
SD plates either containing or not oxidising agents as in Fig. 1. (B) Wild-type and
grx3grx4 strains growing exponentially were treated with 2 mM ferrocene for 6
hours, after which cells were washed and placed in fresh medium to be
subsequently serial diluted and plated on SD plates containing 1 mM hydrogen
peroxide or 1 mM hydrogen peroxide plus 150 uM ferrocene (F).

hypothesis we simultaneously overexpressed Grx4 and Grx3 in
a grx3grx4 strain. Upon the addition of ferrocene to the culture
medium, Aftl clearly accumulated in the nucleus after 6 hours
of treatment (Fig. 9A) correlated to the induction of FIT3 (Fig.
9B, line 9) and FET3 (not shown) transcripts, in a similar
manner to that observed for wild-type cells (Fig. 9B, line 3).
In a grx3grx4 double mutant, the addition of ferrocene did not
produce variations in either patterns of gene expression or Aftl
localisation (as shown in Fig. 9A,B). Moreover, Grx3 and Grx4
protein levels were not affected by ferrocene, as indicated
in Fig. 9C, which effectively rules out any possible
posttranslational regulation of the two proteins resulting from
iron depletion.

These results suggest the possibility that neither Grx3 nor
Grx4 regulates Aftl nuclear import. Our hypothesis, however,
is that both proteins negatively regulate Aftl activity by
promoting its nuclear exportation from the nucleus to the
cytoplasm. This is further supported by the observation of a
more-pronounced inhibition of FET3 transcription when we
simultaneously overexpressed both Grx3 and Grx4 in the
grx3grx4 background (Fig. 8B, line 9).

Aft1 interacts with both the glutaredoxin and thioredoxin
domains

Since both Grx3 and Grx4 present two functional domains,
namely Grx, a glutaredoxin-like sequence and Trx, the
thioredoxin domain, we decided to investigate the role of these
domains in the regulation of Aftl function. We first performed
two-hybrid assays between each of the Grx and Trx domains
of Grx3 and Grx4 and Aftl. We found that both Grx and Trx
domains from Grx3 or Grx4 physically interacted with Aftl in
the nucleus (Fig. 10A). However, we observed that the full-
length Grx3 protein interacted more strongly with Aftl than
each of its single Grx or Trx domains, and that Grx4 increased
the binding efficiency between Grx3 and Aftl (see Fig. 2A,C
and Fig. 10A). We conclude not only that Grx3 and Grx4 can
independently interact with Aftl but also that Grx and Trx
domains of Grx3 and Grx4 are able to independently bind Aftl
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in the nucleus. We next wondered which of those
domains was responsible for the regulation of the Aftl
transcriptional function and according to our model,
for the translocation of Aftl from the nucleus to the
cytoplasm. To answer this question we overexpressed
each of the pGrx and pTrx domains of Grx3 and Grx4,
respectively, in a grx3grx4 double mutant strain and
analysed the levels of FIT3 and FET3 mRNAs. We
observed that the overexpression of each of the Grx
domains from Grx3 and Grx4, significantly diminished
the levels of expression of FIT3 and FET3 compared
with the grx3grx4 double mutant (Fig. 10B). Following
this observation and to investigate which domain was
involved in Aftl translocation from the nucleus to the
cytoplasm, we decided to express each of the four
domains in the nucleus. For this, we used the following
plasmids: pTP17, pTP19, pTP20 and pTP21, which
contain a nuclear localisation domain and a strong
promoter such as ADHI. The results we obtained
clearly indicated that high expression of the Grx
domains of both Grx3 and Grx4 in the nucleus induced
Aftl translocation from the nucleus to the cytoplasm
in a grx3grx4 double mutant bearing an AftlGFP
fusion protein (Fig. 10C). However, the overexpression
of each of the Trx domains did not cause any variation
in the levels of FIT3 and FET3 expression compared
with that determined in the empty grx3grx4 double
mutant (Fig. 10B) and under these conditions, Aftl
remained localised in the nucleus. We conclude from
all these results that both Grx domains from Grx3 and
Grx4 are responsible for Aftl transcriptional function
by regulating its translocation from the nucleus to the
cytoplasm.

Discussion

In this study we demonstrate that Grx3 and Grx4
regulate the subcellular localisation of Aftl under
conditions in which iron is not a limiting factor. In the
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Fig. 8. Aft] nuclear localisation is regulated by both Grx3 and Grx4.

(A) GFP-Aftl fusion protein was visualised by fluorescence microscopy
and recorded in different backgrounds. 1. wild type. 2. grx3grx4 double
mutant. 3. grx3grx4 double mutant overexpressing GRX3 under the tetO;
promoter. 4. grx3grx4 double mutant overexpressing GRX4 under the terO
promoter. (B) Northern blot of FET3 from mRNA samples collected from
the same experiment described in A. To regulate gene expression under the
tetO7 promoter, we added (+) or not () 20 pwg/ml doxycycline to the culture
media.

absence of both proteins Aftl localisation is nuclear in
iron-rich medium. As discussed below, this function is
directly related to the oxidative stress response. Grx3 and Grx4
negatively regulate Aftl activity. The two proteins have
overlapping additive functions, although the absence of either
does not significantly affect cell viability under normal
conditions or in response to oxidative treatment. Yamaguchi-
Iwai et al. (Yamaguchi-Iwai et al., 2002) reported that Aftl
responds to iron concentration by regulating changes in the
subcellular localisation of Aftl. Here, we demonstrate that both
Grx3 and Grx4 regulate the cellular localisation of Aftl and
that both proteins are required to permit cytoplasmic
localisation of Aftl under iron-rich conditions.

If iron were to signal Aftl for subcellular
compartmentalisation in the absence of both Grx3 and Grx4,
we would expect Aftl to translocate to the cytoplasm. The fact
that in the absence of both Grx3 and Grx4 Aftl is always
located in the nucleus, regardless of iron availability, suggests
the direct regulation of both Grx3 and Grx4 on Aftl nuclear
localisation. This conclusion is supported by the fact that both
monothiol glutaredoxins are always nuclear and also by our
evidence of a clear physical interaction between Grx3 and Grx4
and Aftl in the nucleus. The individual absence of either Grx3

or Grx4 induces a partial translocation of Aftl from the
cytoplasm to the nucleus. As expected, in the grx3grx4 double
mutant, the genes under the control of Aftl are totally
upregulated under all the conditions tested. This observation
has been confirmed in a simultaneous study carried out by
Ojeda et al. (Ojeda et al., 2006). Furthermore, we demonstrate
that this transcriptional upregulation observed in the grx3grx4
double mutant is totally explained by the Aftl activity in iron-
rich conditions. However, in iron-limiting conditions, upon the
addition of ferrocene, our results suggest that in the absence of
Aftl, Aft2 activates the transcription of both FIT3 and FET3.
This hypothesis derives from the observation that in the
grx3grx4 double mutant the transcription levels of FIT3 and
FET3 are five times higher than those in both aft/ and
grx3grx4aft] mutants upon ferrocene treatment (Fig. 3). In
addition, the former model would be in accordance with the
recent results published by Courel et al. (Courel et al., 2005)
demonstrating that Aft2 acts in the absence of Aftl.

We also demonstrate that the upregulation of the genes
dependent on Aftl activity implies an additional number of
cellular consequences: iron accumulates in the grx3grx4 double
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mutant, although the iron concentration is also greater in the
two single mutants than in wild-type cells. This high
intracellular iron concentration is potentially cytotoxic because
it might produce free radicals in the presence of oxygen
(Halliwell and Gutteridge, 1988). Apart from this, iron may also
induce oxidative stress through the Fenton reaction, which
eventually induces the accumulation of ROS (Symons and
Gutteridge, 1998; Gutteridge and Halliwell, 2000). This
explains why the double mutant is highly sensitive to some
oxidative agents such as hydrogen peroxide or t-
butylhydroperoxide. Thus, in a double mutant in which iron
concentration is high, the addition of hydrogen peroxide would
favour the Fenton reaction. The consequence of this would be
the generation of endogenous oxidative stress in the double
mutant with respect to the wild type. Curiously, the grx3grx4
double mutant is not sensitive to diamide, an oxidative agent,
which, as recently reported (Vilella et al., 2005) mainly oxidises
cysteine residues present in cell-surface proteins. This supports
the conclusion that iron accumulation in the grx3grx4 strain
activates the Fenton reaction and subsequently causes an
accumulation of anion superoxide in the cell. This mechanism

resembles the oxidative effect of hydrogen peroxide but not that
exerted by diamide. In accordance with our conclusions, Liu et
al. (Liu et al., 2005) have recently reported in a genomic study
performed with cardiac cells, that the expression of a number
of genes responding to oxidative stress was affected by iron.

Oxidative stress induces an accumulation of cells in G1
(Philpott et al., 1998). The double mutant presents a defect in
cell growth: its generation time is greater than that estimated
for wild-type cells and FACS profiles indicate that the
populations of exponentially growing grx3grx4 cells also
accumulate in G1. We have demonstrated that all these effects
are the result of Aftl misregulation, because in the absence of
Aftl, cell growth and the FACS profile were restored to wild-
type levels.

Recent reports have shown that both Grx3 and Grx4 localise
in the nucleus (Molina et al., 2004) and that this localisation is
also conserved in other eukaryotic models such as
Schizosaccharomyces pombe (Chung et al., 2005). Our data
demonstrate that iron homeostasis directly depends on Grx3
and Grx4 functions and not vice versa, because Grx3 and Grx4
nuclear localisation do not vary in the absence of Aftl or under
conditions of iron depletion upon treatment with
ferrocene (not shown). We have observed that Grx3, Grx4
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Fig. 9. Aftl nuclear translocation mediated by iron deficit is independent

of the Aftl nuclear localisation mediated by both Grx3 and Grx4.

(A) GFPA(ft1 localisation in the different strains: wild type, grx3grx4 and
grx3grx4tetO;GRX4+pADH1Grx3, upon the addition of 2 mM ferrocene
to exponentially growing cells at 30°C in SD medium. (B) Northern blot

of FIT3 in mRNA samples extracted from aliquots collected from wild

type, grx3grx4 and grx3grx4tetO;GRX4+pGSTGrx3 upon the addition of
2 mM ferrocene to exponentially growing cells at 30°C in SD medium.

(C) Western blot of total protein extracts prepared from the previous

experiment. We used anti-HA antibody to detect Grx4 protein and anti-

GST antibody to detect Grx3 protein.

6 time (hours)

molecules that form the complex between the three
proteins, Grx3, Grx4 and Aftl. Therefore Aftl binding to
Grx3 and Grx4 is determined by their nuclear
localisation. However, binding of Grx3 to Grx4, Grx4 to
Aftl and Grx3 to Aftl does not depend of the third partner
of the complex. Aftl binds to the glutaredoxin (Grx) and
the thioredoxin (Trx) domains of Grx3 and Grx4 proteins.
We have also demonstrated that Grx3 and Grx4 also
interact each other in vivo and in vitro in the nucleus, and
that this interaction does not depend on iron availability
or on the presence of Aftl. It is probable that the
respective functions of both Grx3 and Grx4 could be
determined by the formation of a nuclear heterodimer.
However, the biological meaning of the physical
interactions between these proteins and the nature of the
biochemical structure of the complexes deserves deeper
future analyses.

It has been reported that Psel positively regulates Aftl
activity by regulating nuclear import of Aftl
independently of the Aftl regulation resulting from iron
starvation (Ueta et al., 2003). Furthermore, glucose
exhaustion also positively regulates a set of genes through
Aftl (Haurie et al., 2003). In fact, these authors argue that
the Snf1/Snf4 kinase pathway positively regulates the iron
uptake pathway at the diauxic shift. Apart from this, only
one report describes the negative regulation of Aftl by
Tpk2 (Robertson et al., 2000). In this study the authors
demonstrate, by means of a genome-wide transcriptional
profiling, that Tpk2, a PKA catalytic subunit, negatively
regulates genes involved in iron uptake, whose
transcriptional induction depends on Aftl. However, our
study demonstrates a genetic, physical and functional
interaction between Aftl and two negative regulatory
proteins: Grx3 and Grx4, and also the clear implication
of this regulation in the endogenous oxidative status of
the cell.
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One argument supporting the hypothesis that Grx3 and Grx4
regulate the export of Aftl from the nucleus is that in a psel
mutant Aftl cannot be imported to the nucleus and the absence
of iron is unable to induce Aftl nuclear translocation (Ueta et
al., 2003). If Grx3 and Grx4 function were to negatively
regulate Aftl importation into the nucleus from the cytoplasm,
we would expect Grx3 or Grx4 overexpression to avoid Aftl
nuclear translocation from the cytoplasm in iron-limiting
conditions. However, we observed that this was not the case
because Aftl translocates to the nucleus under iron-limiting
conditions, upon the addition of ferrocene, and even under
conditions of Grx3 or Grx4 overexpression. Our hypothesis
points to a role for Grx3 and Grx4 in Aftl nuclear exportation.

Grx3 and Grx4 present two functional domains whose
cellular localisation has been described (Molina et al., 2004).
The glutaredoxin domain has a nuclear-cytoplasmic
localisation, whereas the thioredoxin domain targets the
protein to the nucleus. We present evidence demonstrating that
the glutaredoxin domain of either Grx3 or Grx4 is the one

responsible for the regulation of a normal Aftl transcriptional
function in cells growing exponentially in rich medium.
Consequently, the Grx domain drives a normal Aftl
translocation from the nucleus to the cytoplasm in iron-rich
conditions. However, based on our unpublished results, either
a complete Grx3 or Grx4 protein is required to restore cell
viability to wild-type levels in response to peroxides, meaning
that each of the Trx domains of Grx3 and Grx4 also play an
essential role in the cellular response to oxidative stress. Also
evident from our results is that Grx3 and Grx4 work
cooperatively and additively and although one partly
compensates the lack of function of the other, together both
work more efficiently in their Aftl regulatory function.

In summary, in this study we present a model for
endogenous oxidative stress induced by the misregulation of
iron homeostasis resulting from the absence of Grx3 and Grx4
function. We also characterise a novel function for Grx3 and
Grx4 in the cellular defence against oxidative stress and also
in the correct compartmentalisation of Aftl ensuring iron stress
detoxification.

Materials and Methods

-Galactosidase
A AC BD ﬁarbitmry units Media and growth conditions
Yeasts were grown in SC or SD medium (2% glucose, 0.67% yeast nitrogen base
and the required amino acids) (Kaiser et al., 1994). Diamide, hydrogen peroxide
AFT! Dom 7ix(GRX3) 1.337 and t-butylhydroperoxide were purchased from Sigma. Diamide was dissolved in
AFT1 Dom(rrx((GRX3) 1.442 DMSO. Both peroxides were prepared in sterile distilled water. Ferrocene (Sigma)
AFTi DomTrx((GRX4) 1.395 was added directly to the culture medium.
AFT! DomGrx(GRXS) 1.507
Yeast strains and gene disruptions
, Yeast strains used in this study are listed in supplementary material Table S1. GRX4
Controls was disrupted by the one-step disruption method using the kanMX4 module (Wach
&4 - 0.096 et al., 1994), whereas the GRX3 gene was disrupted using the narMX4 module
S‘N"i" Y \R} .y 3‘§]8 +) (Goldstein and McCusker, 1999).
YAK ( R’m -0.040 (-) . . )
AFTI . 0.332 ( DNA manipulation and plasmids
ey ( JRX? U,5§4 We used the pHW4 vector (a gift from Pascual Sanz, Instituto de Biomedicine,
eV GRYA gggg Valencia, Spain), containing the ADHI promoter and the GST sequence, to clone
j}'}r j ((ijlé’;‘(j 1 567 each of the sequences of interest and obtain the corresponding fusion proteins. The
e 601“7-’.“(); RX3) 0.532 plasmid pMM470 was obtained by cloning Grx3 into the EcoRI and Smal sites of
en DomGrx((GRX3) 0,309
e Dom7rx((rRX4) 0.302
e DomCrrx((GRXH) 0.243
3)
B G,l \3) (0-‘ '\.- C}" AL ) (61 {A)
(X e
A _{A,\'Q < AXY Fig. 10. Aftl interacts with both Grx and Trx domains
m ,\3"\ \301 \,{73&,‘ ’ <39 q}d‘-x of Grx3 and Grx4, but the Grx domains of Grx3 or
wt gt gt i g Gr g’ Grx4 are responsible for Aftl transcriptional function
and cellular compartmentalisation. (A) Two-hybrid
— — — FET3 analysis for the following interactions: Aftl with the
Grx domain of Grx3, Aftl with the Trx domain of
— o — I3 Grx3, Aftl with the Grx domain of Grx4 and Aftl with
the Trx domain of Grx4, determined as in Fig. 2A and
S G TS S A S . .- Fig. 2C. (B) Northern blot analysis of FET3 and FIT3
expression in samples taken from cultures of the
following strains: wild type, grx3grx4,
C 1) arx3grx4 2) grx3grxd grx3 g.rx4+pMM491(pDomer of Grx3) (Dom,
pDomGrx+pAft1GFP pDomTrx+pAft1 GFP domain), grx3grx4+pMM486 (pDomTrx of Grx3),
grx3grx4+ pMMS506 (pDomGrx of Grx4) and
GFP NOMARSKI GFP NOMARSKI grxgrx4+pMM502 (pDomTrx of Grx4). Cells were

exponentially grown in SD at 30°C. (C) GFPAft1
localisation in the grx3grx4 strain co-transformed with
pTP20 (pDomGrx, identical results were observed with
pTP19) or with pTP17 (pDomTrx, identical results were
observed with pTP21) in cultures growing
exponentially at 30°C in SD medium.
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pHW4 after amplifying Grx3 from genomic DNA using the oligos MMO455 and
MMO456. The plasmid pMM483 contains the Grx4 ORF amplified with MMO521
and MMO522, and cloned into the EcoRI and Sall sites of the pHW4 vector.

For two-hybrid analysis we constructed the following plasmids: pACTII-GRX3,
GRX3 was amplified by PCR with MMO453 and MMO454 to be cloned in the Smal
and EcoRI sites. pACTII-GRX4 was cloned following the same strategy as with
GRX3 but the oligos designed were MMO523 and MMOS524. For constructing
pACTII-AFTI, AFT1 was amplified by means of MMO457 and MMO458, and
subsequently cloned into the Smal-Xhol sites. To obtain pGBT9-GRX3 and pGBT9-
GRX4 plasmids, we amplified the two sequences from genomic DNA, respectively.
Thus, MMO455 and MMO456 were used to amplify GRX3, which was then cloned
into the EcoRI-Smal sites. MMO170 and MMO171 were designed to amplify GRX4
to be cloned into the PsfI-EcoRI sites.

To construct pTP17, containing the Trx domain of Grx3 in pGBT9 we used
MMOA455 and MMO492 oligos bearing the EcoRI-Saml sites. The plasmid pTP20
contains the Grx domain of Grx3 cloned into pGBT9 in EcoRI-Smal restrictions
sites using MMO494 and MMO456. The plasmid pTP21 carries the Trx domain of
Grx4 cloned into pGBT9 in EcoRI-Smal sites by means of MMOI170 and
GSLOLS51. The vector pTP19 bears the Grx domain of Grx4 constructed in pGBT9
in EcoRI-Pstl sites by using GSLOL52 and MMO171. As a control for positive
nuclear interaction we used the pair of plasmids pACT2SNF4 and pGBTISNF I (see
Vilella et al., 2004). And finally pACT2YAK] and pGBT9GRX5 were used as a
negative control for nuclear interaction (Vilella et al., 2004). The plasmid pMM351
is an integrative vector that contains three repetitions of the hemagglutinin (HA)
epitope in the C-terminal position and also bears the regulatable fefO; promoter.
EcoRV was used to linearise this vector to make it integrative at the LEU3 locus.
The following plasmids are derivatives of the former one upon cloning AFT1, GRX3
and GRX4, ORFS, respectively as detailed: pMM358 carries the AFTI ORF cloned
by using EcoRI and Psl sites using GSLOL31 and GSLOL32 oligos. pMM367
bears GRX3 OREF inserted at NorI and PstI restriction sites using GSLOL33 and
GSLOL34. pMM518 carries GRX4 cloned at NotI and Pst1 sites by using MMO543
and MMO583. The plasmid pCM265 is a centromeric vector containing three
repetitions of the HA epitope in C terminal position and the regulatable fetO;
promoter (de la Torre-Ruiz et al., 2002). The following plasmids are derivatives of
the former one upon cloning either the Grx or Trx domains of Grx3 and Grx4,
respectively, into the Pmel-Notl restriction sites, as detailed: pMM491 bears the Grx
domain of Grx3. pMM486 carries the Trx domain of Grx3. pMM506 bears the Grx
domain of Grx4 and pMMS502 carries the Trx domain of Grx4. All the
oligonucleotides listed here are detailed in supplementary material Table S2.

Total iron determination
The total iron concentration in the different strains was determined in exponentially
growing cultures as described (Fish, 1988).

Fluorescence-activated cell sorting (FACS)
This approach was used to characterise the DNA content in exponentially growing
cells (de la Torre-Ruiz et al., 2002).

Two-hybrid assays

Two-hybrid analyses were carried out basically as described in (Rodriguez-Navarro
et al., 2002) using (1) the pACT2 plasmid, which contains the ADHI promoter and
the GAL4-activating domain. To construct a hybrid protein, genes encoding the
protein of interest were appropriately cloned, in frame, into the MCS sited located
just after GAL4AD (for activating domain), and (2) the pGBT9 vector, which
contains the ADHI promoter followed by the GAL4BD (binding domain) and a
MCS in which each protein of interest was cloned. The targeting of each hybrid
protein was achieved using specific nuclear localisation sequences contained in the
GAL4-bindinng domain.

In vivo cellular localisation of proteins

To study Aftl subcellular localisation we cloned AFT1] into the Clal-EcoRlI sites of
the vector pUG35 (a gift from Dr J. Hegemann, Institute fiir Mikrobiologie,
Diisseldorf, Germany) using both MMO420 and MMO421. pUG35 vector contains
the green fluorescence protein yEGFP3 and the repressible Met25 promoter. We
regulate protein expression levels by adding methionine to the culture medium to a
final concentration of 25 wM.

Pull-down assays and total protein extraction

Both methods were carried out as described by Garcia-Gimeno et al. (Garcia-
Gimeno et al., 2003). Proteins retained by the affinity system were detected by
immunoblot assays using anti-GST polyclonal antibody (Amersham) or anti-HA
monoclonal antibody, and chemiluminescence reagents (Supersignal, Pierce)

RNA preparation and northern blot analyses

RNA purification, northern blot and probe labelling with digoxygenin were carried
out according to Gallego et al. (Gallego et al., 1997). Probes covering the entire
open reading frame, without adjacent sequences, were generated by PCR from
genomic DNA.

Yeast extracts and immunoblot analyses
Both methods were performed as described in de la Torre-Ruiz et al. (de la Torre-
Ruiz et al., 2002).

We would like to acknowledge Pascual Sanz for plasmid pHW4
and the protocol for pull-down assays. J. Hegemann for providing the
pUG35 vector. We would like to mention Lidia Piedrafita for the
excellent technical assistance. This work was supported by the project
from the Instituto de Salud Carlos III (Spanish Ministry of Health and
Consumption, PI030734). N.P.C. was granted a fellowship from the
Generalitat de Catalunya (Spain).
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Table S1. Yeast strains used in this work.

Strain Relevant genotype Reference
CML128 MATa leu2-3,112 ura3-52 trpl his4 canl” Gallego et al.,(1997)
CML126 MATa aftl::URA as CMLI128 Casas et al (1997)
MMLA405 MATa grx3::matMX4 as CML128 This work
MML406 MATa grx4::kanMX4 asCML128 This work
MML449 MATa grx3::natMX4 grx4.::kanMX4 as CML128 This work
MML547 MATa grx3::matMX4 grx4::kanMX4 aftl::URA3 as CML128 This work
MMLS556 MATa tetO;AFTIHA as CML128 This work
MMLS558 MATa grx3::natMX4 tetO;Aft1 HA as CML128 This work
MMLS560 MATa grx4::kanMX4tetO;Aft1 HA as CML128 This work
MML59%4 MATa tetO;GRX3HA as CML128 This work
MML671 MATa grx3::natMX4 grx4.::kanMX4 tetO,Grx3HA as CML128  This work
MML674 MATa tetO;GRX4HA as CML128 This work
MML675 MATa grx3::natMX4 grx4.::kanMX4 tetO,Grx4HA as CML128  This work
MML773 MATa aftl::kanMX4 as CML128 This work
PJ69-4a MATa trp1-901 leu2-3,112 ura3-52 his3-200 gal4d

gal80d GAL2-ADE2LYS2::GALI-HIS3 met::GAL7-lacZ Vilella et al.,(2004)
PJ69-4a MATa as PJ69-4a Vilella et al.,(2004)
MML702 MATa grx3::matMX4 as P]69-4a This work
MML703 MATa grx3::natMX4 as PJ69-4a This work
MML704 MATa grx4::kanMX4 as PJ69-4a This work
MML705 MATa grx4::kanMX4 as PJ69-4a This work
MML724 MATa aftl::kanMX4 as PJ69-4a This work
MML725 MATa aftl::kanMX4 as PJ69-4a This work



Table S2. Oligonucleotides used in this study

Oligonucleotide Sequence 5°-3°

MMO170 AGAGAGAATTCACTGTGGTTGAAATAAAAAGCCA
MMO171 AGAGACTGCAGAAATAAGGCTTACTGTAGAGCATG
MMO420 ACTAGGAATTCATGGAAGGCTTCAATCCG
MMO421 ACTAGATCGATATCTTCTGGCTTCACATAC
MMO453 ACTAGCCCGGGTTGTTCTTTTCAGGTTCCA
MMO454 ACTAGGAATTCTTAAGATTGGAGAGCATGC
MMO455 ACTAGGAATTCTGTTCTTTTCAGGTTCCAT
MMO456 ACTAGCCCGGGTTAAGATTGGAGAGCATGC
MMO457 ACTAGCCCGGGCGAAGGCTTCAATCCGGCTG
MMO458 ACTAGCTCGAGCTAATCTTCTGGCTTCACA
MMO492 ACTAGCCCGGGTTATGGATCCGCGCCGGATAA
MMO494 ACTAGGAATTCATGTTATTTATGAAGGGGAG
MMOS521 ACTAGGAATTCACTGTGGTTGAAATAAAAAG
MMOS22 ACTAGGTCGACTTACTGTAGAGCATGTTGG
MMOS23 ACTAGCCCGGGCACTGTGGTTGAAATAAAAAG
MMOS524 ACTAGGAATTCTTACTGTAGAGCATGTTGG
MMOS25 ACTAGGTTTAAACATGTGTTCTTTTCAGGTTC
MMOS526 ACTAGGCGGCCGCTGGATCCGCGCCGGATAA
MMOS529 ACTAGGTTTAAACATGTTATTTATGAAGGGGAG
MMOS30 ACTAGGCGGCCGCAGATTGGAGAGCATGCTGCA
MMO541 ACTAGGTTTAAACATGACTGTGGTTGAAATAAA
MMO542 ACTAGGCGGCCGCAGGATCTGCGGCTGATATTT
MMOS543 ACTAGGCGGCCGCATGACTGTGGTTGAAATAAA
MMOS545 ACTAGGTTTAAACATGCTATTCATGAAAGGAAG
MMOS546 ACTAGGCGGCCGCCTGTAGAGCATGTTGGAAATA
MMOS83 ACTAGCTGCAGCTGTAGAGCATGTTGGAAATA
GSLOL31 ACTAGGAATTCATGGAAGGCTTCAATCCG
GSLOL32 ACTAGCTGCAGATCTTCTGGCTTCACATAC
GSLOL33 ACTAGGCGGCCGCATGTGTTCTTTTCAGGTTCC
GSLOL34 ACTAGCTGCAGAGATTGGAGAGCATGCTGCA
GSLOLS1 ACTAGCCCGGGTTAAGGATCTGCGGCTGATATTT

GSLOLS52 ACTAGGAATTCATGCTATTCATGAAAGGAAG

[New restriction sites are underlined.






——3.4- CONCLUSIONS (%







Les conclusions extretes en aquest article sén les segtients:

1.

Grx3 1 Grx4 presenten funcions redundants i additives en la resposta cel.lular

davant estres oxidatiu.

Grx3 1 Grx4 interaccionen 2 vivo 1 in vitro dins del nucli independentment dels

nivells de ferro intracel.lular i de la presencia d’Aftl en la cellula.

Grx3 1 Grx4 interaccionen 2 vivo i in vitro amb Aftl forman un complex nuclear,
on cadascuna de les tres proteines interacciona amb T’altra de manera

independent entre si.

Els dominis GRX 1 TRX de Grx3 1 Grx4 interaccionen  wvivo amb Aftl

independentment entre si.

Grx3 1 Grx4 no regulen els nivells transcripcionals d>AFT7.

Els dominis GRX de Grx3 i Grx4 regulen Iexportacié nuclear d’Aftl com a

mecanisme regulador de la homeostasi del ferro intracel.lular.
L’absencia de Grx3 1 Grx4 causa defectes en el creixement cel.lular 1 problemes

en la fase G1 del cicle cellular com a conseqiiencia de Iactivacié constitutiva

d’Aftl.
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CARACTERITZACIO FUNCIONAL
DE Grx3 1 Grx4 EN ELS MECANISMES DE
REGULACIO DE LA VIA PKCI-MAP
QUINASA EN LA RESPOSTA CEL.LULAR
DAVANT ESTRES OXIDATIU EN

Saccharomyces cerevisiae.







4.1- INTRODUCCIO ( ©







4.1.1-LA PARET CEL.LULAR DE Saccharomyces cerevisiae:
COMPONENTS I FUNCIONS.

La paret cellular de S. cerevisiae és una envolta externa a la membrana plasmatic i es
troba present tant en organismes procariotes (bacteris) com en eucariotes (fongs i plantes).
Constitueix entre el 15% 1 el 30% del pes sec de la céllula, el que suposa entre un 25 i un
50% del volum cellular (Lipke ef al, 1998). Per aquest motiu pel qual es destinen grans

quantitats de material i energia a la seva construccio i enssamblatge.

La paret cel.lular de S. cerevisiae esta basicament constituida per:
- Polisacarids de glucosa, manosa i N-acetilglucosamina.

- Proteines (en menor fraccid).

El component més abundant és el P-1,3-gluca, polimer de glucosa localitzat
principalment en la zona interna de la paret cel.lular. Presenta una estructura ramificada que
confereix a la paret propietats elastiques. Es sintetitzat en la membrana citoplasmatica
per Penzim gluca sintasa codificat pel gen FKS7 (Parent ¢f al., 1993) 1 FKS2 (Mazur et al.,
1995).

El B-1,6-gluca, polisacarid de glucosa altament ramificat i es presenta en menors
proporcié que Ianterior. Es important per a Iestabliment d’unions creuades entre els
diferents elements interns i externs de la pared, unint proteines al -1,3-gluca a través de
residus glicosilfosfatidilinositol (GPI-CWPs).

Els polisacarids de manosa trobats basicament en la superficie exterior de la
paret. S’uneixen a proteines formant les manoproteines. Aquestes arriben a tenir un
contingut glucidic de fins a un 90%. Poden tenir units residus aspargina (mitjangant
enllacos de tipus N-glicosidic) o setina i/o treonina (mitjancant enllacos de tipus O-
glicosidics). A més a més, els ponts fosfodiester presents en aquestes cadenes N- O-
glicosidiques li confereixen a la superficie cellular una carga eléctrica neta negativa
(Ortlean ez al., 1997). La presencia d’aquestes cadenes aporta permeabilitat en la paret
cel.lular per permetre el pas de molecules a través d’ella.

La quitina o polisacarid lineal B-1,4 de N-acetilglucosamina és el component
menys abundant en la paret cellular (entre I'1 i el 3%). Es sintetitzada per I'enzim quitina
sintasa. Les cadenes de quitina es disposen de forma antiparallela formant una estructura

fibril.lar insoluble que confereix a la paret cel.lular una gran resisténcia (Ruiz-Herrera ez al,
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1999). Es concentra especialment en les regions properes al punt de citoquinesis (regié del

septe) tot i que es troba dispersa per tota la paret cellular (Cabib ez 4/, 2001).

En la Figura 1, es mostra un esquema de I'estructura de la paret cel.lular amb els

components que la formen (adaptat de Lipke i Ovalle, 1998; Smits ez a/., 1999).

ESTRUCTURA DE LA PARET CEL.LULAR DE S.cerevisiae.

2
=7 ()

Ny D Oy

apT= o =%
I

ey B-1-3-gluca Polisacarid de manosa

Bicapa Fosfolipidica B-1-6-gluca Manoproteina
Proteina

quitina

Figura 1- Esquema de Pestructura de la paret cel.lular de Saccharomyces cerevisiae (adaptat

de Lipke i Ovalle, 1998 i Smits ez al, 1999).

La rellevancia de la paret cellular en els microorganismes radica en les segiients
funcions:

-Funci6 fisica de suport, determinant aixi la seva morfologia (Klis ez a/, 1994).

-Assegurar una proteccié osmotica davant el medi extern. La céllula de llevat Ilisaria
si no disposés d’una paret, donat que la concentracié de soluts és major en el seu interior
que en Pexterior.

-Assegurar una protecci6 fisica davant el medi extern. Aquest esquelet extern li
confereix resisténcia a diversos factors extrinsecs com substancies toxiques o enzims
degradadors procedents d’altres microorganismes (Smits ez a/, 1999).

-Es considera una estructura activa. Per aquest motiu juga un paper fonamental en
processos morfologics com sén 'adhesio cellula—cellula o en el creixement pseudohifal en

resposta a falta de nutrients..
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-També juga un paper important durant el cicle cel.lular, amb pics d’expressio de les

diferents proteines de paret cellular en les diverses fases del cicle o en la citoquinesis (Lipke

1 Ovalle, 1998; Smits ef al, 1999; Ruiz-Herrera et al, 1999; Cabib ¢z al., 2001)

4.1.2- LA VIA D'INTEGRITAT CEL.LULAR O VIA PKCI -MAP QUINASA.

En Saccharomyces cerevisiae, la via PKCT-MAP quinasa, via PKC7 o via d’integritat
cellular és important tan per el manteniment de l'integritat cel.lular com per mantenir la
morfologia de l'organisme durant el creixement vegetatiu. Fs una via de transduccié de
senyal que s’activa en resposta a una gran varietat d’estimuls externs que provoquen un
estres sobre la paret cel.lular. Aquesta activaci6 indueix un seguit de respostes encaminades
al manteniment de lintegritat cel.lular com sén, Pactivacié de gens en resposta a estres
termic, oxidatiu o osmotic, la reorganitzacié del citoesquelet d’actina, en resposta a deficit
de nutrients, a feromonas o fins 1 tot juga un paper important en els processos de secrecio i
endocitosi (Levin, 2005). A més a més, la via d’'integritat cel.lular també és important durant
la biogenesis de la pared en periodes de creixement polaritzat per mantenir la morfologia de

Porganisme durant el creixement vegetatiu (Verna ez al., 1997).

4,1.3-COMPONENTS DE LA VIA D’INTEGRITAT CEL.LULAR EN

Saccharomyces cerevisiae.

La via d’integritat cellular del llevat Saccharomyces cerevisiae és activada en resposta a
nivell de I'envolta cel.lular detectats per uns receptors en la membrana citoplasmatica: Mtll,
Mid2 i la familia Wsc (Wscl-Wsc4) (Rajavel ez al, 1999; Ketela et al, 1999). Aquests
receptors transmeten I'informacié a la proteina GEF Rom2, la qual enviara la senyal a la
proteina GTPasa, Rhol (Schmidt ¢z 4/, 1997; Philip i Levin, 2001).

Rhol és capa¢ d’unir-se 1 activar la proteina quinasa C de llevat, Pckl (Nonaka ez
al., 1995; Kamada ez al., 19906), 1a qual s’encarrega de senyalitzar el modul de MAP quinases
constituit per Bckl, Mkk1 i Mkk2 i SIt2 (Kamada ef a/,; 1995, Martin ef al., 2000).

Un cop activada la proteina SIt2, 'dltima quinasa efectora de la via, aquesta
s’encarrega d’induir la resposta transcripcional mediada pels factors transcripcionals RIm1 i

Swi4/Swi6 (Lyer et al., 2001; Ki-Young ez a/, 2008).
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En la Figura 2 es detalla un esquema de la via d’integritat cel.lular.

VIA D'INTEGRITAT CEL.LULAR EN Saccharomyces cerevisiae.

Estrés térmic
ESTRES Estrés oxidatiu
EN PARET Estrés hipoosmétic
Estrés nutricional
altres estressos...

Figura 2- Esquema de la via d’integrita cel.lular o via PKCI en S.cerevisiae. Els canvis externs
produits en l'envolta cellular sén detectats pels receptors de membrana Wsc, Mtll i Mid2. Aquests
sensors transmeten la senyal a la proteina GEF Rom?2, que acaba activant la proteina G Rhol.
Seguidament, Rho1 activa la proteina quinasa Pkcl, que transmet la senyal al modul MAP quinasa format
per Bekl, Mkk1 i Mkk2 i finalment Slt2, I'dltima quinasa efectora de la via. SIt2 es translocada a nucli i

indueix la resposta transcripcional mediada pels factors transcripcionals Rlm1 i Swi4/Swi6.

4.1.3.1- ELS SENSORS DE SUPERFICIE CEL.LULAR: WSC1-WSC4,
MID21T MTL1.

La funcié dels sensors de superficie és detectar diferents alteracions en I'envolta
externa de la cellula i transmetre la senyal a proteines integrants de la via PKC7 per obtenir
una resposta capa¢ de mantenir I'integritat cel.lular.

Els receptors de la via d’'integritat cel.lular descrits fins I’actualitat son:

a) La familia de receptors de paret cel.lular, Wsc.

b) Els receptors de paret cel.lular, Mid2 1 Mtl1.
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a) La familia de receptors Wsc esta integrada per quatre glicoproteines
transmembranals: Wscl (també anomentat Hes77 1 Slgl (Verna ef al, 1997; Jacoby et al,
1998), Wsc2, Wsc3 i Wscd (Rajavel ez al; 1999, Ketela ez al, 1999).

Tots aquets receptors presenten un funcié comuna: detectar canvis en la paret cellular
causats per diversos estressos, com xoc térmic i transmetre aquest estimul a la resta de
components de la via d’integritat cel.lular (Levin ez a/, 2005).

Tots els mutants wses presenten una menor activacié de la quinasa Slt2 en resposta a
estres termic. La triple deleccid wselwse2wse3 presenta més termosensibilitat que els mutant
simples wsel, wse2 i wse3 1 presenta una menor activacié de la quinasa Slt2 en resposta a
aquest estres. Aquest fet indica la parcial redundancia d’aquests tres gens en la senyalitzacio
de la via PKC7 en resposta a estres termic (Verna et al, 1997). Aquests defectes son
suprimits al sobreexpressar les quinases de la via PKC7, Rom2, Rhol o Pkcl (Verna ef al,

1997; Jacoby ez al., 1998).

b) D’altra banda, tenim els receptors de paret cel.lular Mid2 i Mtl1.

Mid2 al igual que Wscl, és una proteina altament O-glicosilada i es creu que la
presencia dels residus de manosa és necessaria per l'activitat d’aquest receptor (Ketela ez a/,
1999; Rajavel ez al, 1999). No obstant, no hi ha cap similitud entre la seqiéncia peptidica de
Mid2 i de Wscl. A més a més, Mid2 no presenta el motiu extracellular ric en cisteines,

caracteristic de tota la familia Wsc (Ketela e @/, 1999).

Mid2 presenta un 50% d’homologia amb un tercer receptor de paret cel.lular Mtll
(Mid two like) (Rajavel ez al., 1999; Ketela ef al., 1999).
Vilella ez al. (2005) van descriure per primera vegada que el receptor Mtl1 funcionava com a
receptor de superficie d’estrées oxidatiu. Concretament, s’encarrega de detectar canvis
estructurals en Penvolta cellular causats per 'agent oxidant diamida. Aixi doncs, aquest
receptor transmet la senyal a l'interior de la cé¢llula a través de la via PCK7 en resposta a

estres oxidatiu (Vilella ef a/, 2005).

La sobreexpressié delm receptor Wscl suprimeix la sensibilitat induida per
feromonas del mutant zd2 i1 la sobreexpressié de Mid2 suprimeix la sensibilitat a altes
temperatures del mutant wse? (Rajavel e al, 1999; Ketela ez al, 1999). Aquests fets
suggereixen que existiex una relacié funcional entre els membres de la familia Wsc 1 el

receptor Mid2 dins la via d’integritat cel.lular.
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4.1.3.2- ELS INTERCANVIADORS GEF: ROMZ.

Rom?2 codifica per a una proteina GEF (GTPase Exchange Factor). Les proteines
GEF poden unir-se a proteines G a través del seu domini DH i catalitzan l'intercanvi de
GDP (guanosina difosfat) per GTP (guanosina trifosfat) en les proteines G. Aquestes
ultimes, només sén actives quan estan unides a GTP i per tant les proteines GEF
contribueixen a lactivacié de les proteines G (Symons i Settleman, 2000; Gulli i Meter,
2000).

La proteina GEF Rom2, interacciona fisica i geneticament amb la proteina G Rhol,
activant-la en resposta a problemas en paret a través de l'intercanvi de GDP a GTP (Ozaki

et al., 1996; Delley 1 Hall, 1999).

Altres proteines intercanviadores de GTP importants sén Roml (Ozaki ez a/., 1996;
Schimdt e# al., 1997), Bem4 (també anomenada Rom7) (Drees ¢z al., 2001) 1 Tusl (Ozaki ez
al., 1996; Schmelzel et al., 2002).

4.1.3.3- LA PROTEINA G RHOI.

Diversos processos cel.lulars, com sén 'establiment del creixement polaritzat i la
morfogenesis cel.lular, requereixen d’una correcta regulacié espacial 1 temporal per a que
tinguin lloc en estadis especifics durant el creixement vegetatiu i durant el procés de
conjugacié sexual. En el control d’aquest processos intervenen les proteines G,

intercambiadora de GTP a GDP (Gulli i Meter; 2001).

Algunes de les funcions en les quals esta implicada la proteina G Rhol sén:
funcionament de les vies de transduccié de senyal on s’uneix i activa la quinasa Pkcl
(Nonaka et al., 1995; Kamada e @/,1996), control i organitzacié del citoesquelet d’actina a
través de les formines Bnil i Bnrl (Evangelista ez al, 2002; Sagot et al., 2002; Dong ef al.,
2003), regulaci6é de la polaritat cellular mitjangant el control de les funcions de secrecid
(Guo et al,, 2001), control de la morfogenesis durant la formacié de la gemma (Drgonova ef
al., 1996), l'organitzacié del septe 1 estimulacié de Dactivitat gluca sintasa durant la
citoquinesis (Ki-Young Kim ez a/, 2007) i durant la biogénesis vacuolars (Eitzen ez al,

2001).
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4.1.3.4- LA PROTEINA QUINASA C: PKCI.

El gen PKCT de llevat va ser el primer element de la via d’integritat cel.lular en ser
clonat (Levin et al, 1990, Yoshida et al, 1992). El gen PKCT7 codifica per una proteina
quinasa homologa a la proteina quinasa C de mamifers 1 s’ha suggerit que existiexen
elements comuns entre la regulacié de la quinasa Pckl de llevat i la quinasa Pck de

mamifers (Watanabe ¢7 a/, 1994; Antonsson ¢7 al., 1994).

Estudis genetics en mamifers han permés definir una superfamilia de fins a 20 gens
diferents que codifiquen per diversos subtipus de proteines quinasa C (PKC). Aquesta
superfamilia de PKCs en mamifers, esta formada per proteines dependents de fosfolipids
que es poden localitzar en el citoplasma, en el nucli i en llocs de creixement polaritzat
(Mellor i Parker, 1998). En §. cerevisiae només exixteix una proteina quinasa C, Pkcl, mentre
que en S.pombe existiexen dues, Pckl 1 Pke2 (Perez e al., 2002).

En S.cerevisiae, 1a funcié principal de Pkcl és protegir la integritat de la paret
cellular, donat que el mutant pkc7 només és viable a temperatures permisives en preséncia
d’un estabilitzador osmotic com el sorbitol (Levin 1 Bartlett-Heubusch, 1992; Roemer ez 4.,
1994; Gray ef al, 1997). Un mutant pek7 termosensible és incapaz d’induir la fosforilaci6 i
Pactivitat de la quinasa SIt2 en resposta a xoc termic, mentre que els allels hiperactius de

Pkcl, mostren elevats nivells d’activacié de Slt2 en les mateixes condicons d’estres en paret

cellular (Martin e a/., 2000).

Draltra banda, Vilella e# a/, (2005) van demostrar que Pkcl es localitza en la periferia
cellular, activant la via d’integritat cel.lular, en resposta a la despolaritzacié del citoesquelet
d’actina causada per lestres oxidatiu induit pels agents oxidants diamida 1 peroxid
d’hidrogen. A més a més, la sobreexpressi6 de la quinasa Pckl indueix una rapida

restauracio dels cables d’actina de manera especifica a ’efecte induit pel peroxid d’hidrogen.

4.1.3.5- EL MODUL MAP QUINASA: BCK1, MKK1/MKK21 SLTZ.

Les cascades de MAP quinases soén elements presents en tots els organismes
eucariotes, desde els animals i les plantes fins als fongs. Estan implicades en la transduccio
de diverses senyals extracellulars generades en la superficie de la cellula (Gustin e af,

1998).
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La via PKCT en S. cerevisiae conté una cascada de MAP quinases, en la qual participa
en primer lloc la proteina MAP quinasa quinasa quinasa (MAPKKK) Bck1 (Lee i Levin,
1992). Bck1 és activada per la fosforilacié de les serines i treonines conservades en el seu
motiu Ser/Thr/Tyt.

El segient element de la cascada sén les MAP quinasa quinasa (MAPKK)
Mkk1/MKK2 (Jiménez-Sanchez ¢t al., 2007). Aquestes proteines sén Ser/Thr/Tyr quinases
son activades pel reconeixement 1 la fosforilacié de la treonina i la tirosina situada en el
motiu Thr-X-Tyr del seu centre actiu. El tercer 1 ultim element de la cascada és la proteina
MAP quinasa (MAPK de Mitogen Activated Protein Kinase) Slt2/Mpkl que actua com a
efectora final en aquest modul MAP quinasa (Torres ¢f al, 1991; Widman ez al, 1999; Cobb,
1999).

El mutant bckl presenta un fenotip litic en resposta a estrés termic similar al del
mutant pke! pero menys acusat (Lee i Levin, 1992). Aquesta observacié, unida a la
capacitat supressora de I'al.lel BCK7-20 (que manté la via constitutivament activa) sobre el
mutant pkc7, situava a la quinasa Bek1 dins la via d’integritat cel.lular (Lee 1 Levin, 1992).

L’existencia de dues quinases consecutives més amunt de la MAPK SIt2: Mkk1 i
MKkk2 permet 'amplificacié de la senyal a través d’incrementar la quantitat de proteina
quinasa en cada pas del modul (Jiménez-Sanchez ef al, 2007). Ambdues proteines son
funcionalment redundants i cadascuna d’elles és capa¢ de transduir eficientment la senyal a
través de la via. Interaccionen 7z vivo 1 in vitro amb Pkcl (Paravicini i Friedly, 1996) 1 Slt2
(Soler et al, 1995). A més a més, Slt2 també és capag de fosforilar-les 7z vitro (Jiménez-

Sanchez e al., 2007).

D’altra banda, la sobreexpressié de Slt2 suprimia els defectes del doble mutant
mkklmkR2, fet que suggeria que la quinasa Slt2 també estava situada per sota de Mkk1 i
Mkk2 (Irie at al., 1993). Com altres MAPKSs, D'activitat de SIt2 ve determinada per la
fosforilacié dual en els dos residus treonina 1 tirosina situades en les posicions 190 1 192 del
seu centre actiu. La defosforilacié o mutacié de qualssevol dels dos punts de fosforilaci6 és
suficient per inactivar la funcié de Slt2 (Lee ¢t al, 1993a). A més a més, conté un residu
lisina molt conservt en la posicié 54 del lloc d’unié a ATP. Si aquest residu és mutat, Slt2

es torna cataliticament inactiva (Martin ez a/, 2000).
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4.1.3.5.1- DIANES D’ACCIO DE LA MAP QUINASA SLT2.

Com la majoria de cascades de MAPKSs, la regulacié transcripcional és un dels
principals mecanismes de resposta a 'estimul que activa la via.

Slt2 conté dues regions que poden ser separades i que soén capaces d’induir la
transcripcié de gens regulats per Slt2:

- DLextrem no catalitic C-terminal (373-484) posseeix un domini activador
transcripcional (Soler e al., 1995).

-L’extremcatalitic N-terminal (1-373), posseeix els dos residus Tytr/Thr fosforilables
de SIt2. Concretament, la regi6 situada entre els residus 274-329 de I'extrem N-terminal de
SIt2, juntament amb el domini activador situat en P'extrem C-terminal, sén els responsables

de l'activaci6 transcripcional dels gens necessaris per respondre a estrés en paret cellular

(Ki -Young Kim, 2007).

La via PKC7 media les respostes transcripcionals basicament a través de dos
reguladors: RIm1 (Jung e/ a/, 2002) i les Swi4/Swi6 del complex heterodimeric SBF (Ki-
Young ez al., 2008).

El gen RLMI és un factor transcripcional responsable de la major part de les
respostes de la via d’integritat cel.lular.

L’extrem N-terminal de la proteina RIm1 conté el domini d’unié a DNA. La part
C-terminal conté el domini d’activacié transcripcional. En la part central de RIm1 es troba
el punt d’interacci6 fisica i de fosforilacié per part de Slt2 (Watanabe ez al,, 1995; Jung et al.,
2002).

Rlm1 és el responsable de 'induccié dels RNAm de SIt2 en resposta xoc termic 1
com a conseqiiencia regulador dels gens relacionats amb metabolisme de paret cellular
(Jung et al., 1999; Roberts et al, 2000; Garcia et al., 2004). A més amés, també regula els gens

de a estres oxidatiu (Stavela ez al., 2004).

El factor SBF, aquest esta implicat en la transicié G1/S del cicle cellular en
S.cerevisiae (Andrews 1 Herskowitz, 1989; Lowndes ez a/, 1991) i participa en I'induccié de
gens relacionats amb la biogenesis de la paret cellular (Lyer e a/, 2001). Esta constituida
per la subunitat reguladora Swib i una proteina d’unié6 a DNA, Swi4.

La subunitat reguladora Swi6 també és modificada iz vitro per la fosforilacié de la

quinasa Slt2 i 7z vive en resposta a un estres en paret (Madden e 4/, 1997; de la Torre-Ruiz,
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et al., 2002). Més tard, es va aillar el complexe SIt2/Swi4 (Baetz et al, 2001) i els altimes
estudis revelen que la proteina Slt2 fosforilada, forma un complexe amb Swi4 capa¢ de
reclutar Swi6. Aquest complex Slt2-Swi6-Swi4 és necessari per activar la transcripcid geénica
de gens relacionats amb la biogenesis de la paret cel.lular, com sén FKS2 1 PCLT (Ki-Young
et al., 2008).

En la Figura 3 es mostra un esquema de la regulacié del factor SBF format per

Swi4 1 Swib, per part de Slt2 (adaptacié de Levin, 2005 i Ki-Young ez a/., 2008).

REGULACIO DEL FACTOR TRANSCRIPCIONAL SBF.

CICLE CEL.LULAR  ESTRES EN ESTRES
ceam PARET TERMIC i
e CEL.LULAR ~ OXIDATIU

Gens Transicio 61/S

CLNL, CLNZ, PL2efc... Gens Biogénesis de paret
FKS2 PclLletc...

Figura 3 - Model de regulacié del complex SBF per la quinasa SIt2. La quinasa Slt2 s’activa
en resposta a diversos estressos: estres en paret cellular, estrés oxidatiu, estrés termic o durant es
diverses fases del cicle cel.lular, entre altres. El factor de transcripcié especific de cicle cel.lular SBF,
esta format per dues proteines: Swi4 i Swi6. Swi4 és la subunitat d’unié a DNA mentre que Swi6 és
la subunitat reguladora. Durant la fase G1, la subunitat reguladora Swi6 és fosforilada per la quinasa
Slt2, modificacié que provoca la seva sortida de nucli. Slt2 també fosforila Swi6 en resposta a estres
en paret. Swi4 també pot unir-se /# vitro amb Slt2 formant un complexe transcripcional alternatiu
per la regulacié de diversos gens relacionats amb la morfogeénesis 1 la paret cel.lular com sén FSK2 1

PCL7 entre altres (adapatcié de Levin, 2005 i Ki-Young ef al., 2008).
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4.1.4- PROTEINES REGULADORES DE LA VIA DE INTEGRITAT
CEL.LULAR.

Dins de les proteines que regulen la via d’integritat cel.lular tenim:
a) les proteines quinases: Pkh1, Pkh2, Pkh3, Yphl i Yph2.
b) les proteines fosfatases: Ptp2, Ptp3, Ppz1, Ppz2, Sit4, Sdp1 i Msgb.

a) El grup de Schmelze ¢ a/, (2002) van caracteritzar el paper de les proteines
quinases Pkh i Ypk com a reguladores de la senyalitzacié de la via PKCT.

Els gens PKH1, PKH2i PKH3 de Saccharomyces cerevisae codifiquen per a proteines
quinases homologues a les PDK humanes i de Drosophila (Casamayor et al., 1999).

Els gens YPK1: YPKZ codifiquen per a quinases homoloques a les quinases SGK
de mamifers (Casamayor ez al, 1999). Sembla ser, al igual que en eucariotes superiors, que
les quinases Pkh1, Pkh2 i Pkh3 sén capaces de fosforilar i activar les quinases Ypkl1 1 Ypk2
(Casamayor ¢f al., 1999; Schmelzle et al, 2002).

b) Les proteines fosfatases juguen un paper molt important en el control de
Pactivitat d’elements regulats per una fosforilacié dels seus residus. Tres tipus de fosfatases
estan implicades en la regulacié negativa de les MAPKS (Martin ez a/., 2005):

a) les tirosina fosfatases Ptp2 i Ptp3.
b) les serina —treonina fosfatases, Ppz1, Ppz2 1 Sit4.

c) les fosfatases d’especificitat dual (DPS), Sdp1 i Msg5.

a) Les tirosina fosfatases, Ptp2 i Ptp3 actuen en la defosforilacié i conseqiient
inactivacio de Slt2, tant iz vivo com in vitro (Mattison ez al, 1999) essent responsables de

mantenir uns nivells baixos d’activitat de Slt2 (Hahn i Thiele, 2002).

b) D’altra banda tenim les serina-treonina fosfatases, Ppz1, Ppz2 i Sit4.

Els gens PPZ1 i PPZ2 codifiquen per fosfatases membres de la familia PPP i
relacionades amb les proteines PP1 (Arifio, 2002).

Els fenotips deletéris en mutants ppzg van fer pensar en la participacié d’aquestes
fosfatases en els processos de manteniment de la integritat cel.lular, de tolerancia a 'estres
sali 1 de la progressio per cicle cellular (Hughes e al, 1993; Posas et al, 1993; Posas e? al.,
1995; Clotet e# al., 1999).
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D’altra banda estudis basats en interaccions genctiques entre aquestes fosfatases 1
elemets en la via PKC7, suggereixen que PPZ7 1 PZZ2 actuarien en una via parallela a la via

PKCT alhora de mantenir la integritat cel.lular (Lee ez a/, 1993b).

Sit4 modula la via d’integritat cel.lular a nivells per sota dels receptors de membrana
plasmatica: Mid2, Wscl, Wsc2 i per sobre de la proteina G Rhol, afectant doncs a
Pactivitat basal i induida de la quinasa Pkcl (de la Torre e al, 2002). Regula de forma
negativa les funcions depenents de Pkcl, com soén: la regulacié del modul MAP quinasa, la
repressié de gens ribosomals per un bloqueig en la secrecié i la despolaritzacié del

citoesquelet d’actina en resposta a estres termic.

¢) Dins les proteines fosfatases d’especificitat dual (DPS),tenim Sdpl i
Msg5. Ambdues fosfatases estan classificades dinsl afamilia de les WH fosfatases per

contenir els residus Trp I His del motiu WXH alatament conservades( Fox ez a/., 2007).

Inicialment es va demostrar que Sdpl (szress inducible dual specificity phosphatase) era
activada genctica i bioquimicament en condicions d’estrés termic, ja que estava implicada
en la inactivaci6 # vivo 1 in vitro de Slt2 en resposta 39°C (Hahn i Thiele, 2002).

Més tard, es va descriure que Sdpl adqueria activitat catalitica i era capag de
defosforilar  Slt2 condicions oxidatives (Fox ez a/, 2007). A més a més, era la primera
fosfatasa depenent de ponts disulfur que relacionava lestrés oxidatiu amb el reconeixement

de substrat (Fox e a/, 2007).

Laltra fosfatasa d’especificitat dual, Msg5, s’encarrega de mantenir nivells
d’activaci6 de Slt2 en condicons normals. Msg5 i Slt2 interaccionen tan iz vivo com in vitro
(Flandez et al,, 2004; Marin ez al, 2008). D’altra banda, el centre actiu de Msg5 es localitza
Iextrem C-terminal, on el residu cisteina conservat en posicié 319 és essencial per Iactivitat
fosfatasa de Msg5(Doi e al., 1994). Per part de Slt2, la regié6 N-terminal és suficient per
unir-se a Msg5 (Flandez ez al,, 2004).

En la Figura 4 es detalla un esquema dels components que formen la via PKCT7 i les

proteines reguladores que participen en la seva regulacio.
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VIA D'INTEGRITAT CEL.LULAR: COMPONENTS I REGULACIO.

1
Mtil g .. 1Wsc1 MWSC

TR gt LU TE 0T gy AL
LT L

Figura 4- Components i proteines reguladores de la via PKCI. Les senyals son detectades a
través dels sensors superficials Wsc1-4, Mid2 1 Mtll. La senyal és transmesa a la GEF Rom2, la qual
s’encarrega d’activar la proteina G Rhol. Rhol activa el modul MAP quinasa (Bckl, Mkk1/Mkk2
SIt2) a través de Pkel. A més a més, Rhol també activa la 3 1,3 gluca sintasa (GS), la formina Bnil,
el component exocitic Sec3 1 el factor transcripcional Snk7. En la Figura també s’indiquen
regulacions addicionals d’altres GEF, com Tusl i Bem4 i la regulacié de les GAPs, proteines
inactivadores de la proteina G com Lrgl, Sac7, Bem2/3 i Bag7 (Roumanie ¢# a/, 2001; Schmidt ez
al., 2002; Caviston et al, 2003). Diverses fosfatases regulen negativament la via a nivells inferiors
com sén les fosfatases Msg5, Ptp2/3 i Sdp1 sobre la quinasa Slt2. Finalment, Slt2 activa els dos
factors transcripcionals, RIm1 i el complex SBF, format per Swi4 i Swi6. MP: membrana plasmatica

(adaptacié de Levin, 2005).
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4.1.5- FUNCIONS GENERALS DE LA VIA DINTEGRITAT
CEL.LULAR.

4.1.5.1- RESPOSTA A L’ESTRES CAUSAT PER AGENTS
QUE DANYEN LA PARET CEL.LULAR.

mutants en diverses proteines de la via PKC7 presenten sensibilitat davant agents
que dancen la paret cel.lular, com sén:

- Calcofluor White, que s’uneix al B-1,4 gluca i la quitina.

- Congo Red, que s’uneix al [3-1,4 gluca (Ketela ez al,, 1999; de Nobel ez al, 2000).

- Diamida, que forma ponts disulfur entre les proteines de paret i produeix canvis

en les propietats estructurals de la superficie cellular (Vilella e a/., 2005).

- Cafeina, del qual es desconeix el mecanisme exacte amb el qual causa estres sobre

paret cellular, perd es creu que els complexes proteina quinasa Tor poden ser la

diana d’aquesta droga (Martin e# a/., 2000).

- Zimoliasa, enzim que produeix lisi en la pert cel.lular actuant sobre els enllagos

B-1,3 gluca (Jung ef al., 2002; Lum et al., 2004).

Tots aquests agents tenen en comu que provoquen una agressio en la paret cel.lular
generant un estres sobre aquesta. Com a consequéncia, activen la via PKC7 en un procés en
el qual intervenen tots els components que integren la via (Martin ez a/, 2000; de Nobel ez
al., 2000).

Mutants de la via PKC7 presenten fenotips de lisi i sensibilitat davant agents que
daneyn la per cellular que sén suprimibles per Iestabilitzador osmotic sorbitol (Martin ez
al, 2000; de Nobel e al, 2000). ’addici6 d’un estabilitzador osmotic actua de forma

preventiva sobre la lisi de les cel.lules causada per danys o defectes en la paret.
Aixi doncs, qualssevol tractament o estimul que generi un estres i alteri Pestructura

de la paret cel.lular és suficient per activar la via PKC7-MAP quinasa en S.cerevisiae. (Levin,

2005; Vilella ez a/, 2005).
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4.1.5.2- DESPOLARITZACIO DEL CITOESQUELET D’ACTINA
EN RESPOSTA A ESTRES SOBRE L’ENVOLTA CEL.LULAR.

En §. cerevisiae, després de la citoquinesis i de forma propera al final de la fase G1, el
citoesquelet d’actina és repolaritzat cap al punt de projeccié de la gemma i és manté en
aquest estat durant tota la fase S 1 la fase G2 del cicle. Al final de G2, quan la gemma es
prou gran, el citoesquelet es despolaritza per la resta del cos cellular, mantenint-se en
aquest estat fins al final de G2/M. Finalment, ’actina es altre cop relocalitzada cap al punt

on tindra lloc la nova citoquinesis.

En la Figura 5 es presenta un esquema de les estructures que formen el

citoesquelet d’actina I la seva organitzacié durant el creixement polaritzat de la cellula.

POLARITZACIO DEL CITOESQUELET D'ACTINA
DURANT EL CICLE CEL.LULAR.

Establiment de la polaritat Manteniment de la Citoquinesis: separacié
cel.lular i emergéncia de la polaritat cel.lular i de la cél.lula mare i la
gemma creixement de la gemma cél.lula filla

61 S

\
88 “patches” d'actina \cables d'actina o nucli

Figura 5- Polaritzaci6 del citoesquelet d’actina durant el cicle cel.lular en S.cerevisisiae. A

Iinici de la fase G1, els “patches” d’actina i els cables d’actina estan distribuits aleatoriament pel
citoplasma cel.lular. Quan el llevat inicia un nou cicle cellular, els “patches” d’actina es concentren
en el lloc de creixement polaritzat de la gemma i els cables d’actina s’orienten uniformement cap a
aquesta direccié. En aquestes condicions, comenca el creixement de la gemma. En fase G2, durant
el creixement de la gemma, els “patches” d’actina es localitzen al I'extrem apical de la gemma,

mentre que els cables d’actina es distribueixen axialment desde la c¢llula mare cap a la céllula filla.
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Quan la gemma assoleix un tamany adecuat, finaliza el creixement polaritzat i la cellula es prepara
per entrar en mitosis. En aquesta fase, els “patches” d’actina es redistribuixen per la cellula mare i
la cellula filla i els cables d’actina perden part de la seva distribucié axial. Préviament a la
citoquinesi, els “patches” d’actina es concentren en I'anell citocineétic i els cables d’actina es tornen a
redistribuir uniformement tant en la cél.ula mare com en la cellula filla, permetent la divisié final

entre les dues cellules (esquema adaptat de Schimdt i Hall, 1998 1 Pruyne ¢z af, 2004).

La familia de GTPases Rho esta implicada en la transduccié de senyals al
citoesquelet d’actina, participant en la seva polaritzacié i organitzacié (Cabib e al, 1998;
Hall ez al, 1998). L’enssamblatge dels cables d’actina és depenent de dues formines
funcionalment redundants Bnil i Bnrl (Evangelista e# al, 2002; Sagot ez al., 2002; Dong et
al., 2003). Rhol interacciona amb aquestes formines Bnil 1 Bnrl i el complexe format
intervé en la reorganitzacio del citoesquelet d’actina en Pextrem creixent de les gemmes
(Fujiwara et al, 1998; Evangelista et al, 2003). La hiperactivacié de Rhol, indueix una

deslocalitzaci6 del citoesquelet d’actina (Delley ez a/., 1999).

Agents oxidants com la diamida o el peroxid de hidrogen activen la via d’integritat
cellular 1 provoquen una despolaritzacié transitoria del citoesquelet. En aquesta situacio,
Pkcl es localitza en la periféria cellular, activant la via d’integritat cellular (Vilella ef 4/,
2005). La sobreexpressiéo de la quinasa Pckl indueix una rapida restauracié dels cables
d’actina especificament en desposta a peroxid d’hidrogen. Recentment hem descrit que
aquesta repolaritzacié depenent de Pkcl requereix Iactivitat de Pfyl (Pujol 1 Bonet ez 4/,
2009) (vegeu Annex, pag.254). Pfyl és una proteina citosplasmatica que s’uneix als
monomers d’actina per promoure l'intercanvi entre ADP i ATP, augmentant la tasa de
polimeritzaci6é de I'actina per formar les cables i els patches (Goldschmidt-Clermont ef 4L,
1992).

Mtl1l i Rom2 també sén necessaris per la repolaritzacié del citoesquelet en preseéncia

de diamida i peroxid d’hidrogen.

Helliwell ¢7 al., (1998) van descriure que el mutant termosensible 7b07-2" presentava
una desorganitzacié del citoesquelet d’actina. La sobreexpressié de Pkcl era capag de
suprimir tant els defectes en I'organitzacio del citoesquelet d’actina con la viabilitat cel.lular
en aquest mutant termosensible En canvi, la sobreexpressié de Slt2 només era capag de

suprimir els defectes en el citoesquelet d’actina. Aquests autors proposen que la via PKC7
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presenta una bifurcacié en les seves funcions per sota de Pkcl i suggereixen que la via
PKCT té una funcié directa sobre el citoesquelet d’actina on la quinasa Pkcl senyalitza el

citoesquelet a través de la via d’integritat cel.lular.

4.1.5.3- RESPOSTA A ESTRES TERMIC.

Els fenotips termosensibles de molt mutants en la via PKC7 demostren la
participacié d’aquesta via de senyalitzacié en la resposta a estres termic (Levin i Bartlett-
Heubusch, 1992; Irie ez al., 1993).

Un xoc térmic sobre la cellula provoca canvis en la fluidesa de la membrana
plasmatica i I'afebliment de la paret cellular (Kamada ez a/, 1995). Aquests danys en la
paret, incrementen la lisi cellular i provoquen finalment l'activacié de la via PKC7 en
resposta a estres termic (Levin 1 Batlett-Heubush, 1992).

Mutants en elements de la via PKC7 com pkcl, bekl, mkkl 1 mkk2 presenten
defectes en l'activacié de Slt2 en resposta a estres termic 1 estrés oxidatiu (Torres e al,
2002; Harrison ef al, 2004; Vilella ez al, 2005). No obstant, un mutant pkc/ amb I’ al.lel
constitutivament actiu BCK7-20 és capag¢ d’activar SIt2 en resposta a un estrés termic
moderat (Harrison e al, 2004). En un mutant bek!, on s’hi expressa la forma
constitutivament activa de la MAP quinasa quinasa Mkk1, també permet 'activacié de Slt2

en aquestes condicions d’estres termic (Inagaki ez a/, 1999).

4.1.5.4- RESPOSTA AL ESTRES OXIDATIU.

Vilella ez a/, (2005) van demostrar que els agents oxidants diamida i el peroxid
d’hidrogen provoquen dany oxidatiu a diversos nivells. I.a diamida actua principalment a
nivell de paret cellular, formant ponts disulfur entre els residus cisteina de les diverses
proteines. El peroxid d’hidrogen (H,O,) travessa les membranes cellulars, on la seva
descomposicié dona lloc al radical hidroxil (HO'), altament reactiu dins la cellula (vegeu
Introduccié General, pag 13). Ambdos agents sén capagos d’induir 'activitacié de la via

PKCT.

El mutant mid2, presenta una parcial fosforilacié de Slt2 en resposta a peroxid
d’hidrogen i diamida, mentre que en mutant #7/1, aquesta fosforilacié és practicament
imperceptible en resposta a diamida De fet, Mtll és el receptor de paret cellular
responsable de la detecci6 i transmissié de la senyal de l'estrés oxidatiu causat per la

diamida (Vilella e a/, 2005).
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Els mutants rom2 1 pkel son significativament sensibles a tractaments amb agents
oxidants 1 no presenten activacié de Slt2 en aquestes condicions, essent Rom2, Pkcl i
també Bckl elements indispensables en el procés de transmissié de la senyal i d’activacio
de la via d’integritat cel.lular en resposta a estres oxidatiu (Vilella ez a/, 2005).

No obstant, els elements més inferiors del modul MAP quinasa sén dispensables

per aquesta viabilitat cel.lular (Vilella ez a/, 2005).

Draltra banda, esta descrit que P'estres oxidatiu produeix efectes negatius durant el
cicle cellular. Flattery ez a/, (1998) van descriure que el peroxid d’hidrogen provocava
parada del cicle cel.lular en fase G2, mentre que la menadiona, un agent que genera radicals
superoxid, provoca una parada del cicle cellular en fase G1.

Més tard, Alic et a/, (2001) van descriure que l'acid hidroperoxid linoleic, un agent
que produeix peroxidacié lipidica, també provocava una parada del cicle cellular en fase
G1. Aquests autors van determinar que la tirosina fosfatasa Ocal era necessaria pel
creixement cellular en presencia de l'acid hidroperoxid linoleic, indicant que aquesta

fosfatasa participava en la conexio entre estres oxidatiu, cicle cellular i creixement.

4.1.5.5- RESPOSTA A ESTRES HIPOOSMOTIC.

El fenotip litic de mutants en la via PKC7 es posa de manifets de forma més evident
en resposta a xocs hipoosmotics (Lee 1 Levin, 1992; Irie e a/, 1993). El principal efecte
d’un xoc hipoosmotic, és I'increment de la turgencia causada per 'entrada de I'aigua en
Iinterior de la cellula, fet que indueix estrées sobre la membrana plasmatica 1 la paret
cellular.

En aquestes condicions, el manteniment de la paret cellular resulta de vital
importancia per la integritat de la cel.lula. Per aquest motiu, la via d’integritat cel.lular també
presenta una especificitat en resposta a les baixes concentracions de soluts extracel.lulars

(Davenport e al., 1995; Kamada et al, 1995; Levin ez al., 2005).

4.1.5.6- RESPOSTA A CANVIS EN EL pH DEL MEDI.

L’alcalinitzacié del medi extern també acaba traduint-se en un estres directe sobre
la paret cel.lular, donat que afecta a la organitzacio i la integritat del polimer de gluca.

Serrano et al, (2006) van caracteritzar que el r de membrana Wscl, com a receptor
de la via PKC7 capag de sensar canvis en el pH del medi extern i transmetre la senyal a

Iinterior de la cellula a través de la via PKCT.
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La resposta de la via PKCT a I'alcalinitzacié del medi s’atenua amb 'osmoregulador
sorbitol. A més a més, el fet que el mutant bek7 no presenti fosforilacié de SIt2 en resposta
a canvis en el pH extracellular, demostra que la via PKCT7 participa activament davant

aquest estimul.

4.1.5.7- REGULACIO DELS PROCESSOS DE SECRECIO I
D’ EXOCITOSI

Els processos de secreci6 i d’endocitosi dins la cellula sén mecanismes basics per
permetre el trafic de molécules entre els diferents compartiments intracel.lulars. ILa vacuola
del llevat, equivalent al lisosoma de les ccllules eucariotes superiors, és un dels organuls
clau que forma part d’aquestes vies de trafic vesicular (Clemens ez a/., 2008).

Banta ef al, (1988) van realitzar una primera classificacié de mutants en proteines
diana de vacuola (zp#) segons la seva morfologia vacuolar en tres classes: classe A, B i C.
Més tard, aquesta classificacié va ser ampliada per Raymond e a/, (1992), caracteritzant fins
a tres classes més de mutants zps en base a la morfologia vacuolar ila quantitat de proteina
CPY secretada.

Respecte a la regulacié dels processos de secrecié i exocitosi per part de la via
PKCT, s’han relacionat els receptors Wscl 1 Mid2 amb la polaritat cel.lular a través de
regular I’exocitosi 1 'organitzaci6 del citoesquelet d’actina (Adamo ez a/, 1999; Robinson ef
al, 1999; Roumanie ef al., 2005).

Guo ¢t al, (2001) van descriure que Rhol era necessaria per al direccionament de
vesicules cap als punts d’exocitosi i secrecié durant el transport de materials per a la
construccié de la paret cellular i posterior creixement de I'envolta. A més a més, van
caracteritzar linteraccié de Rhol amb Sec3 (una subunitat del complexe exocitic que va
desde golgi a membrana plasmatica) 1 la necessitat d’aquesta interaccié per a la correcta
localitzacié de Iaparell d’exocitosi. El mateix any, Eitzen ef a/, (2001) van demostrar que
Rhol també actuava de forma directa en la fusi6 de membranes vacuolars.

Recentment, Cohen ¢z a/, (2008) han publicat un estudi on el complexe Hos2p-
Set3p, essencial per la resposta a estres en secrecid, és necessari per l'activacié de la via
PKCT en resposta a dit estres. L’activacié de SIt2 és suficient per restablir la resposta a
estres en secrecio en absencia de la proteina Hos2. No obstant, Hos2 és necessaria per la

correcta activacioé de la quinaas SIt2 en resposta a estrés en secrecio.
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4.1.5.8- RESPOSTA AL DEFICIT DE NUTRIENTS.

En situacions de deficit de nitrogen o font de carboni, esporulacié o entrada a fase
estacionaria provoquen que les cellules entrin en fase G, o en quiescencia (Torres ef al.,
2002 ; Krause ez al., 2002).

La via Tor (target of rapamycin) controla el creixement cellular en resposta a la
disponibilitat de nutrients en les cellules eucariotes. L’absencia de nutrients en el medi,
inactiva les proteines de la via TOR, induient ’entrada a la quiescéncia. En aquest procés, la
quinasa Pkcl i Dlactivacié de la via PKC1 sén necessaries per remodelar la superficie

cellular (Alarcon ez al, 1999; Torres et al., 2002).

Pkcl actua per sota de I'inhibicié de la via TOR alhora de mantenir I'integritat de la
ccllula i de remodelar la superficie cellular durant ’entrada a la quiescencia (Krause ¢f af,
2002; Torres et al, 2002). Mutants defectius en elements de la via d’intregitat cellular sén
sensibles a la falta de nutrients, indicant que la via PKC7 també és necessaria per mantenir
la viabilitat en condicions de deficit de nutrients (Heitman ef a/, 1991; Kunz e al., 1993;

Krause ¢f al., 2002).

Durant entrada en fase estacionaria apareixen les tipiques situacions fisiologiques
de falta de nutrients on també és requereix l'activacié de la via PKC7. Aquesta activacié de
la via també resulta ser molt important per la viabilitat en cellules que entren en aquesta

fase G, o en fase estacionaria (Torres ef al., 2002).

4.1.5.9- RESPOSTA A FEROMONES.

Les feromonas son substancies quimiques secretades en el medi extren per induir
un comportament d’atraccié sexual cap un altre individu de la mateixa espécie.

L’activaci6 de la via PKC7 en la resposta a feromonas és pas previ a 'aparellament
entre individus de diferenst sexe (Elion, 2000).

Durant la resposta a feromones, s’indueix una parada en G1 previa la formacioé dels
“shmoos”, estructures necessaries per a que tingui lloc Paparellament i la formaci6é del
zigot. Durant el procés de formacié dels “shmoos” apareix una reorganitacio i polaritzacio
del citoesquelet d’actina. Durant aquest proces és necessaria un maquinaria secretora activa

i 'induccié d’elements de la via PKC7 (Zarzov et al., 1996; Buehrer 1 Errede, 1997).
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Bar et a/, (2003) descriuven que Rhol i Pkcl és localitzan en els extrems dels
“shmoos” durant la seva formacié. Finalment, exposicié al Factor alpha acaba induint

'activaci6 de la quinasa Slt2 (Buehrer i Errede, 1997).

Finalment, en la Figura 6 és mostra un resum de les funcions que realitza la via

d’integritat cel.lular .

FUNCIONS GENERALS DE LA VIA PKcC!

Estrés causat per agents que danyen pared
Estrés térmic

Estrés oxidatiu

Estrés hipoosmétic

Estrés alcali

Wsc2
. Bt
- A L Despolaritzacié del
\ ™ citoesquelet
/ \'ncﬁm en resposta

a l'estrés sobre

Resposta a y I'envolta cel.lular
feromones -
7 — .
& \
Regulacié dels /T

|
— |
processos de
secreci i exocitosi

|
Respost a déficit
de nutrients

Figura 6- Resum de les funcions generals de la via d’integritat cel.lular. La via d’integritat
cellular o via PKCT és la responsable d’activar la resposta cel.lular davant els diversos estimuls externs
que causen dany en la paret cellular com sén: estrés térmic, Iestrés oxidatiu, Iestrés hipoosmotic o
Pestres alcali. A més a més, s’encarrega de 'organitzacié del citoesquelet d’actina en resposta a estres
en envolta cellular i en la correcta polaritzacié de la cellula durant el cicle cellular. Finalment
aquesta via també participa en els processos d’exocitosis i de secrecio, en la resposta a feromones i en

absencia de nutrients, juga un paper important en I'entrada a la fase quiescent.
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4.2- ANTECEDENTS 1

OBJECTIUS |







4.2.1-ANTECEDENTS.

En les cellules linfocitaries T del sistema immunitari huma existeix la glutaredoxina
monotiolica anomenada PICOT (PKC-interacting cousin protein of tioredoxin). La PICOT
humana regula l'estat redox de la proteina quinasa PKC humana, exercint un paper
fonamental com a regulador negatiu de la via d’integritat cel.lular en la resposta cel.lular
davant Pestres oxidatiu.

D’estructura de la PICOT humana presenta un domini homoleg tioredoxina
(domini TRX) seguit de dues repeticions en tandem del domini PICOT-HD (domini
GRX). Ambdos dominis comparteixen una elevada homologia seqiiencial amb els
respectius dominis GRX 1 TRX de les glutaredoxines monotioliques Grx3 1 Grx4 de

Saccharomyces cerevisiae (vegeu Introduccié General, pag.20).

En els resultats publicats en Pujol e al, (2006), demostravem que Grx3 1 Grx4,
glutaredoxines que regulen I'estat redox de les proteines, eren necessaries en la resposta
cel.lular davant estrés oxidatiu. A més a més, ’abséncia simultania de Grx3 i Grx4 induien
fenotips equivalents als detectats en mutants en la via d’integritat cellular i sensibilitat
cellular davant diversos agents que causaven dany en la paret cellular, com el Calcofluor
White, el Congo Red o la Cafeina o en resposta a xoc térmic (dades mostrades en el aquest

Capitol).

4.2.2-OBJECTIUS.

1. Caracteritzacié6 funcional, genctica 1 molecular de les glutaredoxines
monotioliques Grx3 1 Grx4 de Saccharomyces cerevisiae en la regulacié de la via PKC7-MAP

quinasa en resposta a estres oxidatiu.
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4.3- MATERIALS |

METODES  ©







4.3.1-SOQUES DE LLEVAT I OBTENCIO DE MUTANTS.

Totes les soques de Saccharomyces cerevisiae utilitzades durant aquest treball
investigador es troben descrites en la Taula 1.

Els gens GRX4 i BCKT7 es van disrupcionar mitjancant el reemplacament de les
corresponents ORFs pel casset ka#nMX4 i els gens GRX3 1 MSG5 mitjangant el
reemplacament de les respectives ORFs pel casset #aMX4 a través de tecniques de
recombinacié homologa descrites en Goldstein 1 Mc Cusker, (1999).

El gen SLI? es va disrupcionar mitjangant lintegracié del vector YEP352-
mpkl:LLEU?Z, linearitzat previament amb I'enzim de restriccié Xbal, dins la ORF del gen
SLT2. I’orientaci6 del marcador LEUZ es oposada a la del gen.

El gen PDR5 es va disrupcionar amb el casset URAIMX4. Aquest gen també es va
deleccionar, juntament amb el gen SDP7, amb el casset HIS3MXG6 mitjancant

reemplagament de les ORFs a través de les tecniques de recombinacié homologa descrites

Goldstein 1 Mc Cusker, (1999).

En la Taula 2 es descriuen els oligonucleotids (Sigma) 1 el DNA motlle utilitzats

per a realitzar totes les disrupcions descrites anteriorment.

.Taula 1- Soques de S.cerevisiae utilitzades en aquest segon treball.

SOCA FENOTIP FONT cERERENCIA
CML125 MATa leu2-3,112 ura3-52 trpl his4 canl'. de la Torret al,(2002).
CML126 MATa aftl:: URA3BMX4 as CML125 Casas al, (1997)
CML128 MATa as CML125. Gallegaet al, (1997)
MML200 MATa bckl::kanMX4 as CML125. de la Toret al, (2002).
MML405 MATa grx3::natMX4 as CML128. Pujadt al, (2006).
MML406 MATa grx4::kanMX4 as CML128. de la Toret al, (2005).
MML411 MATa Galpkcl:: kan Vilella et al., (2006).
MML449 MATa grx3::natMX4 grx4::kanMX4 as CML128. Pujolet al, (2006).
MML547 MATagrx3::natMX4grx4:: kanMX4 aft1l::URA3MX4as

CML128. Pujol et al., (2006)
MML594 MATa tetO,GRX3HA as CML128 Pujolet al, (2006).
MML671 MATagrx3::natMX4grx4::kanMX4 tetO,Grx3HA as CML128. Ppyjolet al, (2006).
MML674 MATa tetO,GRX4HA as CML128. Pujolet al, (2006).
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MML675 MATagrx3::natMX4grx4::kanMX4 tetO,Grx4HA as CML128. Pujolet al., 2006.
MML702 MATa grx3::natMX4 as PJ69-4a. Pujolet al, (2006).
MML703 MATa grx3::natMX4 as PJ69-4a. Pujolet al, (2006).
MML704 MATa grx4::kanMX4 as PJ69-4a. Pujolet al, (2006).
MML705 MATa grx4::kanMX4 as PJ69-4a. Aquest treball.
MML749 MATa dt2::LEU2MX5 as CML128. Aquest treball.
MML750 MATa grx3::natMX4 grx4::kanMX4 dt2::LEU2 as CML128.  Aquest treball.
GSL12 MATagrx3::natMX4grx4::kanMX4dt2;: LEU2

pdr5::HISMX3 as CML128. Aquest treball.
GSL13 MATagrx3::natMX4grx4::kanMX4dt2:: LEU2

pdr5::URA3MX4 as CML128. Aquest treball.
GSL14 MATa dt2::LEU2MX5 pdr5::HIS3MX6 as CML128 Aquest treball.
GSL15 MATa msg5::natMX4 as CML128. Aquest treball.
GSL16 MATa grx4::kanMX4 msg5::natMX4 as CML128. Aquest treball.
GSL17 MATa msg5:: natMX4 tetO,GRX3HA as CML128. Aquest treball.
GSL18 MATa msg5:: natMX4 tetO,GRX4HA as CML128. Aquest treball.
GSL19 MATa sdpl:: HISBMX6 as CML128. Aquest treball.
GSL20 MATa sdpl:: HISBMX6 grx3::natMX4 as CML128. Aquest treball.
GSL21 MATa sdpl:: HISBMX6 grx4::kanMX4 as CML128. Aquest treball.
GSL22 MATa sdpl:: HISBMX6 tetO,GRX3HA as CML128. Aquest treball.
GSL23 MATa sdpl:: HISBMX6 tetO,GRX4HA as CML128. Aquest treball.
GSL25 MATagrx3::natMX4grx4:: kanMX4msg5:: HISBMX6as

CML128. Aquest treball.
GSL24 MATa grx3::natMX4 msgb::HISBMX6 as CML128. Aquest treball.
PJ69-4a MATatrp1-901leu2-3,112ura3-52his3-200gal4dgal80d GAL2- Obtingut pel

ADE2LYS2::GAL1-HIS3 met:: GAL7-lacZ. Dr.Marti Aldea.
PJ69-4b MATa as PJ69-4a Dr.Marti Aldea.

.Taula 2- Oligonucleotids i DNAs motlles utilitzats per la disrupci6 de gens.

DISRUPCIO,

OLIGONUCLEOTID

| DNA MOTLLE

grx3::natMXx4.

SEQUENCIA

YDRO098S1: 5-AATGTGTGCCGGGTCATGAGATGCCAAACTAAGAGGTCATTACAGC-3
YDR098S2 5'-CACTAAATACATCTATTTATTTAAGATTGGAGAGCATGCATAGGCCAC-3'
DNA motlle pPAG25.
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grx4::kanMX3.

YER174S1
YER174S2
DNA motlle

bck1::kanMX4.

MMO40

MMOA41

DNA motlle

5-AACTAAATTTCTGTGCTCTTCCTCCAATAAATATGACTGTGGCAGCTS3'
5-TAGTTTTCATTACAAAATAGGCTTACTGTAGAGCATGTTGGATAGG-3
pFA6akanMX4.

5“ATGCCCTTTTTGAGGAAAATAGCGGGGACAGCACATACACACGTACG
CTGCAGGTCGAC-3'
5-CGTCATTCCGTCATCTATGTTTATTGTTCTATATTATTACGTATGCAT
GATGAATTCGAGCTCG-3'

pFA6akanMX4.

msg5::natMX4 i msgh::HIS3MX6.

MMO48

MMOA49

DNA motlle
DNA motlle

5-ATGCAATTTCACTCAGATAAGCAGCATTTGGACAGTAAAACCGACAT
CGCGTACGCTGCAGGTCGAC-3'
5-CCTTAAGGAAGAAACATCATCTGTTCCGGGGCAGTAGATATTGATTCG
TTCATCGATGAATTCGAGCTCG-3'

pAG25.

pFAGaHIS3MX6.

pdr5::HIS3MX3 i pdr5::URA3MX4.

GSLOL 65

GSLOL 66

DNA motlle
DNA motlle

sdpl::HIS3MX6

GSLOL79

GSLOLS80

DNA motlle

5-CGAAAGACTTTAGACAAAAATGCCCGAGGCCAAGCTTAACAAT
AACGTCFACGTACGCTGCAGGTCGAC-3'

5 ATGTATGTTTATTAAAAAAGTCCATCTTGGTAAGTTTCTTTTCTT
AACCACATCGATGAATTCGAGCTCG-3’

pFA6aHI S3MX6.

PAG60.

5-GAAGAAAAAAAGAGCATCGTGCCCCTCAATAAAGCCTCATTGAATGCT
ATCATCGATGAATTCGAGCTCG-3'
5-ACTTGTAGCCATAATCTCGCATGAACATATACACATCACCCACGCGAAC
ACCGACGTACCGTACGCTGCAGGTCGAC-3'

pFA6aHI S3MX6.
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4.3.2- MANIPULACIO DEL DNA I PLASMIDS UTILITZATS.

- El plasmid pMM351 és un vector integratiu que conté tres repeticions de I'epitop
hemaglutinina (HA) en l'extrem C-terminal. En T'extrem N-terminal conté el promotor
regulable #7O,. Per linearitzar aquest vector es va utilitzar 'enzim EcoRV. Posteriorment
el vector linearitzat va ser integrat en el locus LEU3.

Els plasmids pMM367 1 pMM518 sén plasmids derivats del vector pMM351:

. pPMM367 conté PORF de GRX3 clonat entre els llocs de restriccié Notl i Pstl del
vector pMM351 utilitzant els oligonucleotids GSLOL33 1 GSOL34.

. pMM518 conté PORF de GRX#4 clonat entre els llocs de restriccié Notl i Pstl del
vector pMM351 utilitzant els oligonucleotids MMO543 1 MMO583.

- Els vectors pACTII i pGBT9 contenen el promotor constitutivament actiu
ADHT 1 van ser utilitzats per realizar els assajos de Doble Hibrid.

El vector pACTII conté la seqiiencia d’activacié del gen GAIA4 seguida de I'epitop
HA 1 d’una sequencia MCS per clonar la proteina d’interés. Aquest vector presenta [LEUZ
com a marcador de seleccié.

El vector pGBT9 conté la seqiiencia d’unié a DNA del gen GAILA4 seguida de la
sequencia MCS (multi cloning site) per realitzar les clonacions necessaries. La proteina de
fusié resultant es dirigida al nucli a través d’una seqiiencia de localitzacié nuclear (NLS)
situada dins de la sequencia duni6é del gen GAILA4. TRIP7 és el marcador de seleccio
d’aquest vector.

. El gen SLT? va ser amplificat pels oligonucleotids GSLOL57 1 GSLOL58
mitjancant PCR. Seguidament es va clonar entre els llocs de restriccié Smal i Xhol del
MCS del vector pACTII donant lloc al plasmid pTP24.

. GSLOL59 1 GSLOLG0 van ser els oligonucleotids utilitzats per clonar SI.T2 en els
llocs de restricci6 EcoRI 1 Smal del MCS del vector pGBT9 per donar lloc al plasmid
pTP36. Aquest plasmid va ser utilitzat per mantenir la proteina Slt2 constitutivament dins
del nucli.

- El plasmids pTP66 i pTP63 soén derivats del plasmids pACTII i pGBT9
respectivament, en els quals es va clonar la ORF del gen MSG5 per realitzar assajos de
Doble hidrid.

. GSLOLS81 i GSLOLS2 s6n els oligonucleotids utilitzats per amplificar mitjangant
PCR el gen MSG5. Seguidament, es va realitzar la clonacié entre els llocs de restriccié Smal

1 Xhol del MCS del vector pACTII, donant lloc al plasmid pTP66.
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. GSLOLS83 i GSLOLS84 son els oligonucleotids utilitzats per clonar la ORF de
MSG5 entre els llocs de restriccié EcoRI i Smal del vector pGBT9, donant lloc al plasmid
pTP63.

La resta de construccions que apareixen en els diversos assajos de Doble Hidrid
presents en Papartat de Resultats d’aquest segon treball, es troben ampliament descrits en

Particle Pujol e a/, (20006) present en el primer capitol.

- El plasmid pTP4 es va obtenir per clonacié del gen SLLT2 mitjancant els
oligonucleotids MMO754 1 MMO755 entre els llocs de restriccié EcoRI 1 Sall del vector
pHW4 (proporcionat pel Dr. Pascual Sanz). pHW4 és un vector que conté el promotor
constitutivament actiu ADHT seguit de 'epitop GST.

. El plasmid pTP61 conté el gen MSG5 clonat entre els llocs de restriccié Smal 1
BamHI del vector pHW4. GSLOLS5 i GSLOLS6 van ser els oligonucleotids utilitzats per
realitzatr aquesta clonacio.

pIP4 1 pTP61 es van utilitzar pels 'assajos de Pull-Down. La resta de
construccions que apareixen en els experiments de Pull-Down del present treball, es troben

detallats en I'article Pujol ef a/, (20006) present en el primer capitol.

- Per als estudis de localitzacié subcel.lular de Slt2, es va clonar el gen SL.T2 en els
llocs de restricci6 EcoRI 1 Clal del vector pUG35 (proporcionat pel Dr.J.Hegeman)
utilitzant els oligonucleotids MMO756 1 MMO757.

El vector pUG35 conté la proteina fluorescent verda yGFP3 1 el promotor
regulable METZ25. Durant els experiments de localitzacié subcellular de Slt2, 'expressio
dels nivells de proteina van ser regulats afegint una concentracié final de 25uM de
metionina en el medi de cultiu.

pIP58 correspon al plasmid pRS414-CDC11-GFP. Conté la proteina de fusio
Cdc11GFP (proporcionat pel Dr. Francesc Posas) per realitzar els estudis de localitzacio

subcel.lular de la septina Cdc11.

- El plamid YEP352 (pSIt2ZHA) conté la proteina SIt2 sota el seu propi promotor i
esta marcada amb Iepitop HA en la seva regié C-terminal. Presenta el marcador de seleccio
URA (proporcionat per la Dra. Maria Molina). Mitjangant P'anticos monoclonal anti-
hemaglutinina (anti-HA) es possible detectar la quantitat total de proteina Slt2 present en

les mostres transformades amb aquest vector.
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- El plasmid pBCK1-20 conté I'allel constitutivament actiu BCK7-20. Presenta el
marcador de seleccié TRIP (proporcionat pel Dr. Joaquin Arifio).

- Els plasmids YEPlac195-Vps70, YEPlac195-Vps73, YEPlac195-Vps4 contenen
les corresponents proteins vacuolars Vps70, Vps73 1 Vps4 clonades en el vector
YEPlac195. Presenten el marcador de selecci6 URA3 (proporcionat pel Dr. Antoni

Casamayor).

En la Taula 3 es descriuen les seqiiencies dels oligonucleotids dissenyats per la
construccio dels plasmids previament descrits.

La resta de vectors 1 oligonucleotids utilitzats per a les construccions que apareixen
en la resta d’experiments descrits en 'apartat de Resultats del present treball, es troben

ampliament detallats en Pujol e @/, (20006).

.Taula 3- Oligonucleotids utilitzats per les clonacions.

OLIGONUCLEOTID SEQUENCIA

MMO543 5-ACTAGGCGGCCEATGACTGTGGTTGAAATAAA-3’
MMO754 5-ACTAGGAATTCGCTGATAAGATAGAGAGGCAT-3’
MMO755 5-ACTAGGTCGAQTAAAAATATTTTCTATCTAATCCA-3
MMO756 5-ACTAGGAATTCATGGCTGATAAGATAGAGAGG-3’
MMO757 5-ACTAGATCGATAAAATATTTTCTATCTAATCCAAAC-3’
MMO583 5 ACTAGCTGCAGTGTAGAGCATGTTGGAAATA--3’
GSLOL33 5-ACTAGGCGGCGCATGTGTTCTTTTCAGGTTCC-3’
GSLOL34 5-ACTAGCTGCARGATTGGAGAGCATGCTGCA-3’
GSLOL57 5-ACTAGCCCGGE&GCTGATAAGATAGAGAGGCAT-3’
GSLOL58 5-ACTAGCTCGAGTAAAAATATTTTCTATCTAATCC-3
GSLOL60 5-ACTAGCCCGGETAAAAATATTTTCTATCTAATCC-3’
GSLOoL81 5- ACTAGCTCGATTAAGGAAGAAACATCATCTG-3
GSLOL82 5- ACTAGGAATTQCAATTTCACTCAGATAAGCAG-3’
GSLOL83 5-ACTAGGAATTCCAATTTCACTCAGATAAGCAG-3’
GSLOL84 5-ACTAGCCCGGAGTAAGGAAGAAACATCATCTG-3’
GSLOL85 5-ACTAGCCCGGEAATTTCACTCAGATAAGCAG-3’
GSLOL86 5-ACTAGGGATCAOTAAGGAAGAAACATCATCTG-3
GSLOLS8S8 5-ACTAGGGATCATGAAGCTACTGTCTTTCTATCGAAC-3’

O : . L . .
Subratllades apareixen les seqliencies de restriccié seleccionades per a cada construccio.
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4.3.3-MEDIS DE CULTIU I CONDICIONS DE CREIXEMENT.

A) MEDIS DE CULTIU:

Els medis de cultiu liquid utilitzats durant els diversos assajos experimentals son:

-Medi definit SD (2% de glucosa com a font de carboni i 0,67% de base
nitrogenada de llevat) amb els requeriments d’aminoacids auxotrofics necessaris

-Medi definit SC (2% de glucosa, 0,67% de base nitrogenada de llevat 1 0,2% de
drop out) amb els requeriments d’aminoacids auxotrofics necessaris.

-Medi definit SGalactosa (2% de galactosa 1 0,67% de base nitrogenada de llevat)
amb els requeriments d’aminoacids auxotrofics necessatis.

-Medi definit SGlicerol ( 3% de glicerol 1 0,67% de base nitrogenada de llevat) amb
els requeriments d’aminoacids auxotrofics necessatis.

-Medi definit SLactat ( 2% de lactat 1 0,67% de base nitrogenada de llevat) amb els
requeriments d’aminoacids auxotrofics necessatis.

-Medi d’esporulacié (1% d’acetat potassic 1 0,1% d’extracte de llevat)

-Medi ric YPD (2% de glucosa, 2% de peptona i 1% de extracte de llevat)

Els medis de cultiu solid s’obtenen afegint agar al 2%.

B) TEMPERATURA DE CREIXEMENT:

En condicions estandard la temperatura normal de creixement del llevat és de 30°C.

En el segon Capitol del present treball investigador, relacionat amb Ilactivitat de la
quinasa Slt2, la temperatura utilitzada va ser de 25°C.

En els tractaments de xoc térmic, la temperatura seleccionada va ser de 38°C.

C) AGENTS QUIMICS:

-Els agents peroxid d’hidrogen, t-butil d’hidroperoxid, Calcofluor White,
Congo Red 1 Cafeina (Sigma) es van diluir en aigua MilliQQ esteril per obtenir les segtients
solucions stock: peroxid d’hidrogen i t-butil d’hidroperoxid (dilucié 1:10); Calcoflour White
(4mg/ml); Congo Red (12mg/ml) i Cafeina (15mg/ml).

Les concentracions finals de cadascun dels agents afegides en el medi de cultiu van
set: peroxid d’hidrogen i t-butil d’hidroperoxid: 1mM; Calcoflour White: 20pg/ml; Congo
Red: 6,5pg/ml i Cafeina: 3mM.

-I’agent osmoregulador Sorbitol (USB Europe Gmb) es va afegir en el medi de

cultiu 2 una concentracié final de 0,8 M.
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-El quelant de ferro Ferrocina (Sigma) es va diluir en aigua MiliQQ esteril per
obtenir una solucié stock: 50mM. La concentracié final de Ferrocina afegida en el medi de

cultiu va ser de 2mM.

-L’agent MnSO, (Sigma) es va diluir en agua MiliQQ esteril per obtenir una solucid
stock: 400mM. La concentracié final de MnSO, afegida en el medi de cultiu va ser de

2mM.

4.3.4- METODE D’OBTENCIO D’EXTRACTES PROTEICS DE LLEVAT I
ANALISI D’ IMMUNODETECCIO PER WESTERN BLOT.

Per Pobtencié d’extractes proteics de llevat es van créixer els cultius en medi mimin
SD a 25°C fins arribar a fase exponecial (ODg,-0,5-0,6 aprox.). Les cellules van ser
recollides per filtracié en membranes de cel.lulosa de 0,22uM de poro (Millipore), rentades
amb medi de cultiu fresc 1 posteriorment aliquotades en eppendorfs, per ser centrifugades
durant 30sg a 12000 rpm. Tot aquest proces es va realitzar a temperaturas baixes de 4°C, en
gel.

L’extracci6 de proteina total es va realitzar segons el protocol descrit en Gallego ef
al, (1997). Per calcular la concentracié de proteina obtinguda es va utilitzar I'assaig de
proteina Micro DC (Bio-Rad). Quantitats equivalents de proteina total de cadascuna de les
mostres, van ser processades en gels de SDS-poliacrilamida al 10% per realitzar I’assaig de
Western blot.

En funcié dels experiments realitzats es van utilitzar diversos anticossos primaris i
secundaris (vegeu apartat 5 de Material 1 Métodes).

Per la deteccié quimioluminiscent es va utilitzar el kit SuperSignal West Dura
Extended duration Substrate (Pierce) 1 'equip de deteccié Lumi-Imager (Roche Moleculars

Biochemicals).

4.3.5- CONDICIONS D’US DELS ANTICOSSOS.

Els anticossos policlonals anti-fosfo-p44/42 (Cell Signalling Technology) i anti-
Swi6 (de la Torre-Ruiz e al., 2002), va ser utilitzat en una dilucié 1:5000 en buffer TBST
(20mM Tri-HCI, pHS, 0,125M NaCl i 0,1% Tween 20).
Com anticos secundari es va utilitzar Panti-rabbit (Amersham-Bioscience) a una dilucié

final de 1:10000 en buffer TBST al 1% de llet desnatada en pols.
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L’anticos monoclonal anti-HA (Vilella ¢f al, 2005) va ser utilitzat en una dilucio
1:1000 en buffer TBST en preséncia de 0,25% de llet en pols desnatada. Com anticos
secundari es va utilitzar 'anti-mouse (Amersham-Bioscience) a una diluci6 final de 1:10000

en buffer TBST al 0,25% de llet desnatada en pols.

L’anticos policlonal anti-GST (Molina e# al., 2004) va ser utilitzat en una dilucié
1:1000 en buffer TBST en presencia de 5% de llet en pols desnatada. Com anticos
secundari es va utilitzar anti-rabbit a una dilucié final de 1:10000 en buffer TBST al 5% de

llet desnatada en pols.

L’anticos monoclonal anti-CPY (Carboxipeptisas Y) (Molecular probes) va ser
utilitzat en una dilucié 1:100 en buffer TBST en presencia de 5% de llet en pols desnatada.
Com anticos secundari es va utilitzar ’anti-mouse a una dilucié final de 1:10000 en buffer

TBST al 0°25% de llet desnatada en pols.

4.3.6- METODE D’OBTENCIO DE RNA TOTAL DE LLEVAT I ANALISI
TRANSCRIPCIONAL PER NORTHERN BLOT.

La purificaci6 de RNA total de llevat, la preparacié dels gels d’agarosa i les
condicions d’electroforesi, de transferencia en membrana de Nylon i fixacié dels RNAs,
I’hibridaci6, el marcatge de sonda amb digoxigenina 1 la detecci6 de la senyal es van realitzar
segons el protocol descrit en Gallego ef al, (1997).

Les sondes SLT2, PST1, U7 i U2 es van obtenir a partir de la tecnica de PCR
(polimerase chain reaction) de DNA genomic mitjancant el metode de PCR descrit en la
Taula 4, utilitzant oligonucleotids dissenyats per amplificar fragments que cobrien part de
la ORF, sense tenir en compte les seqiencies adjacents (vegeu Taula 5).

La detecci6 de senyal es va realitzar mitjancant 'equip de Lumi-Imager (Roche

Molecular Biochemicals).

.Taula 4- Métode de PCR.

Temperatura de desnaturalitzacio inicial. 95°C durant 2min.
Temperatura de desnaturalitzacio. 95°C durant 30sg.
Temperatura d’annealig/unié del cebador 24°C durant 1 min. - 30Cicles
Temperatura d’extensid/ d’elongacio de la cadena. 72°C durant 30sQ
Temperatura de conservacio. 4°0

Orampa de temperatura: en cada cicle s’augmenta la temperatura un 30%.
p p g p
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.Taula 5- Oligonucleotids utilitzats per obtenir sondes de DNA.

OLIGONUCLEOTID SEQUENCIA
SondaSLT2
MMO1053 5'-GATAGAGAGGCATACTTTCA-3'
MMO1054 5'-AATAACCTCTAGCTAACCCA-3'
SondaPST1
MMO394 5-CACTTATCGCTTCAACTGC-3'
MMO395 5'-CCAGAACTAGAAACACTAG-3'
Sonda Ul
CMO265 5'- CTAAGGCGACGAGTTTTC-3'
CMO266 5'-GATCCACCCGTTCCTACC-3'
Sonda U2
CMO0263 5'-GATCAAGTGTAGTATCTGTTC-3'
CMO264 5'-GAACGACTCCACAAGTGCG-3'

4.3.7- ASSAIG DE DOBLE HIBRID.

L’assaig de Doble Hidrid es van realitzar segons el protocol descrit en Ausubel ez 4/,
(1989). La quantificacié dels nivells d’interaccié entre proteines mitjangant ’assaig de la
B-galactosidasa es va realitzar segons descriuen Guarante ez a/.,(1983).

Els vectors de clonaci6 pACTII 1 pGBT9 i les clonacions realitzades en aquests
vectors per duu a terme els diversos assajos de Doble Hibrid, estan descrits en I'apartat

4.3.2 de Material i Métodes.

4.3.8— ASSAIG DE PULL-DOWN.

L’extraccié de proteina total i Iassaig de Pull-Down es van realitzar segons el
protocol descrit en Garcia-Gimeno ef a/, (2003).

Les proteines van ser purificades mitjancant boles de Glutatido-Sefarosa 4B
(Amersham-Biosciences) previament equilibrades amb buffer fosfat sali PBS1x.

Pels analisis d’immunodeteccié es va utilitzar 'anticos policlonal anti-GST, per
determinar la presencia de proteina purificada 1 'anticos monoclonal anti-HA, per detectar
la quantitat total de proteina present en els extractes (vegeu l'apartat 4.3.5 de Material 1

Metodes).
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4.3.9- TINCIO D’ACTINA AMB RODAMINA FALOIDINA.

Les cellules crescudes exponencialment en medi minim SD a 25°C van ser fixades
amb formaldehid 37% diluit al 4% durant 10 minuts a temperatura ambient. Seguidament
les mostres es van centrifugar a 3000 rpm durant 5 minuts i es van fixar tota la nit en buffer
fosfat sali (PBS1x pH 7,2) en presencia de formaldehid 37% a una concentracié final del
4%. Al dia seglient van ser sotmeses a una rentat amb buffer PBS1x en preséncia de
dietanolamina al 0,06%, seguit de dos rentats més amb el mateix buffer sense
dietanolamina.

Les c¢llules resuspeses en PBS1x van ser tractades amb 'agent Rodamina-Faloidina
(Sigma, solucié stock: 6,6 Mm en metanol) a una concentracié final de 0,6 mM per
realitzar la tincié de P'actina. Les cellules es van mantenir un minim de 2 hores en la foscor
a 4°C. Posteriorment, es realitzen cinc rentats amb el buffer PBS1x abans de ser resuspeses
en la solucié6 de montage SlowFade Gold antifade (Invitrogen) per ser visualitzades en el
microscopi optic de fluorescencia Olympus BX51 vertical.

Totes les centrigugacions es van realitzar a 3000rpm per evitar que I'organitzaci6 del

citoesquelet d’actina es veies afectada.

4.3.10-TINCIO DE LA MEMBRANA VACUOLAR AMB EL COLORANT
FM4-64.

La tincié de la membrana vacuolar amb el colorant FM4-64 es va realitzar
mitjangant el protocol adaptat descrit en Vida i Emr, (1995).

Les cellules van ser crescudes en medi minim SD a 25°C fins arribar a fase
exponencial. Aliquotes d’un mililitre de cada cultiu,van ser recolectades, centrifugades a
3000 rpm durant 5 minuts i resuspeses en 50pl de medi de cultiu fresc. Seguidament, les
mostres es van incubar amb 32pg del FM4-64 (Molecular Probes. solucié stock: 4mM en
DMSO) durant 30 minuts a 30°C.

Seguidament, es va realitzar un primer rentat amb agua MilliQ esteril, seguit de dos
rentats amb medi de cultiu fresc.

Finalment es van resuspendre les ccllules en 50pl de medi de cultiu per ser

visualitzades en el microscopi optic de fluorescencia.
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4.3.11- ASSAIG D’INTERNALITZACIO DEL COLORANT LUCIFER
YELLOW.

Iassaig d’internalitzacié del colorant Lucifer Yellow per detectar defectes en la fase
fluida de ’endocitosi es va realitzar mitjangant el protocol adaptat descrit en Belmont ez @/,
(1999).

Les c¢llules van ser crescudes en medi minim SD a 25°C fins arribar a fase
logaritmica. Aliquotes de dos mililitres de cada cultiu van ser recolectades, centrifugades a
3000 rpm durant 5 minuts a temperatura ambient 1 resuspeses en 40 pl de medi de cultiu
fresc. Les mostres es van incubar amb 0,2 mg de Lucifer Yellow (Molecular Probes).
Solucié stock: 40mg/ml en aigua MilliQ esteril) durant 2 hores a 30°C.

Seguidament ,es van realitzar tres rentats amb el buffer azida/succinat acid a 4°C
(50mM fosfat potassic pH 7,5, 10mM NaNj; i 10mM NaF).

Finalment les ccllules es van resuspendre en el mateix buffer per ser visualitzades

en el microscopi optic de fluorescéncia.

4.3.12- ASSAIG DE DETECCIO D’ANIONS SUPEROXID.

L’assaig de deteccié6 d’anions superoxid es va realitzat mitjancant el protocol
adaptat descrit en Bindokas ez a/,(1996) 1 Aguilaniu ez al., (2003).

Cel.lules crescudes exponencialment en medi minim SD a 25°C es van recolectar en
aliquotes d’un mililitre. Seguidament, les mostres es van centrifugar a 6000rpm durant 4
minuts a temperatura ambient i es van resuspendre en un mililitre de buffer fosfat sali
(PBS1x) en presencia de 0,1% de glucosa (o glicerol).

Les longituds d’ona per a mesurar la fluorescéncia emesa per I'Etidina en el

espectrofluorofotémetre RF-5000 son les sequients: Ay =5200m/ A, =590nm.

exitacio d’emissio

En primer lloc, es va realitzar un blanc amb les cél.lules resuspeses en buffer PBS1x
sense sonda dihidroetidi (DHE). Seguidament es va afegir la sonda DHE (Sigma. Solucio
stock: 5mg/ml) a una concentracié final de 5 pg/ml, directament a la cubeta de quars.

Les lectures es van realitzar cada 5 minuts després d’afegir el DHE durant 30
minuts. El DHE reacciona amb I'anié superoxid i1 genera etidina fluorescent, la qual es
detectada per laparell. Amb el temps (més de 30 minuts aprox.) letidi comenca a
reaccionar amb el DNA de les cellules i aixd comporta un increment més accentuat de la

quantitat d’anions superoxid presents a linterior cellular. Per aquest motiu, no es

aconsellable allargar el tractament amb el DHE més de 30 minuts.
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4.3.13- MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISSIO.

Les cellules crescudes exponencialment en medi minim SD a 25°C es van fixar
amb 2,5% de glutaraldehid durant 1h en buffer fosfat 0,1M a pH 7,4 a 4°C.

Seguidament, les mostres es van rentar tres vegades amb el mateix buffer per
realitzar una segona fixaci6 en aigua amb 1% de tetraoxid de osmi durant 2 hores a 4°C.

Després dels rentats, les ccllules van ser deshidratades realitzant un seguit de
dilucions seriades en acetona en un rang entre el 30 i el 100% de concentracid, seguit d’un
ultim tractament amb oxid de propile. Seguidament, les mostres van ser incubades en una
resina (resina epoxi Durcupan ACM, de Fluka) de la segiient manera: oxid de propile 3:1
durant 45 minuts, 1:1 durant 45 minuts i 1:3 durant 45 minuts més abans de ser
completament sumergides en la resina.

Les seccions per les preparacions de microscopia electronica es van tallar 1 tractar

amb citrat abans de ser visualitzades en el miscroscopi electronic de transmissio Zeiss 910.
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4.4- RESULTATS (







L’objectiu que es preten assolir en aquesta segona part de la present Tesi Doctoral
es caracteritzar la possible funci6 reguladora de les glutaredoxines monotiolioques Grx3 i

Grx4 sobre l'activaci6 de la via PKC7-MAP quinasa en resposta a estrés oxidatiu

Els antecedents bibliografics descriuen a la proteina PICOT com la glutaredoxina
monotiolica humana que intervé en la regulacié de la via d’integritat cel.lular en resposta a
estres oxidatiu regulant negativament la quinasa PKC (Isakov ef a/, 2000; Witte e al., 2000)
(vegeu Introduccié General, pag.26).

Els antecedents derivats d’estudis realitzats en el nostre grup d’investigacio
demostren que:

1- Les glutaredoxines monotioliques Grx3 i Grx4 sén necessaries en resposta a

estres oxidatiu, presentant funcions redundants i additives en la proteccié contra

aquest tipus d’estres (Pujol ez al., 2000).

2- Iestres oxidatiu induit per 'agent oxidant peroxid d’hidrogen indueix I'activacié

de la via d’integritat cel.lular (Vilella ¢# a/, 2005).

3- El doble mutant grx3grx4 presenta sensibilitat cellular a agents que danyen la

paret cellular, uns dels estimuls que activen la via d’integritat cellular (dada

mostrada a continuacio).

D’acord amb aquests antecedents i tenint en compte que els respectius dominis
GRX 1 TRX de les glutaredoxines Grx3 1 Grx4 de S.cerevisiae presenten una elevada
homologia seqiiencial amb els dominis GRX i TRX de la glutaredoxina humana PICOT
(vegeu Introduccié General, pag.27), 'objectiu d’aquest treball investigador es centra en
determinar 'implicacié de les glutaredoxines Grx3 i Grx4 en la regulacié de la via PKC7-

MAP quinasa en resposta a estres oxidatiu en S.cerevisiae.
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1- El doble mutant grx3grx4 presenta fenotips caracteristics de mutants

en elements de la via d’integritat cel.lular

Un fenotip caracteristic de soques mutants en elements de la via d’integritat cel.lular
¢és la perdua de viabilitat cel.lular en presencia d’elevades temperatures (39°C) (Martin ef al.,
1993), davant d’agents que danyen la paret cel.lular (Ketela ez @/, 1999) o que causen estres

oxidatiu com el peroxid d’hidrogen (Vilella ez a/, 2005).

Per iniciar aquest estudi, vam decidir sotmetre la soca salvatge, el mutant simple /22
i el doble mutant grx3grx4 a un extensiu assaig de viabilitat cel.lular en preséncia de diversos

agents que danyen especificament la paret cel.lular 1 agents que causen estrés oxidatiu:

- 20pg/ml de Calcofluor White, agent que inhibeix la sintesis de quitina de la paret
cel.lular.

- 6,5pg/ml de Congo Red, agent que inhibeix la sintesis del $-1,4 gluca de la patet
cel.lular.

- 3mM de Cafeina, agent que causa estres sobre la paret cellular, encara que es
desconeix el mecanisme exacte a través del qual exergeix aquest estres.

- ImM de peroxid d’hidrogen, agent oxidant que pot travessar facilment la
membrana cellular i penetrar a Iinterior de la céllula mitjangant un mecanisme de
transport passiu (Chance ef al, 1979). A través de la reaccié de Fenton, el peroxid
d’hidrogen genera radicals hidroxil. Aquestes especies reactives d’oxigen son
toxiques a nivell intracel.lular, provocant efectes a nivells de les proteines (Storz ez
al., 1987; Flint et al, 1993), els lipids (Coyle 1 Puttfarcken, 1993) o el DNA (Cadet ez
al., 1997; Girard and Boiteux, 1997) (vegeu I'Introduccié General, pag.13).

- També vam realitzar un tractament d’estrés térmic a 38°C.

Com es detalla en la Figura 1, els resultats obtinguts en I’assaig de viabilitat cel.lular
en placa ens van verificar que el doble mutant grx3gred era sensible a tots els agents que
causaven dany en la paret cel.lular, ademés de presentar termosensible a 38°C i sensibilitat a
peroxid d’hidrogen. D’altra banda, també vam observar que en el nostre fons genctic
CML128, el mutant simple s/2 no presentava sensibilitat cellular davant cap dels diversos

agents utilitzats en aquest assaig.
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Calcofluor
25°C White Congo Red Cafeina H,0,

30 @ 8 =
P10 ® & A -
g @ 2 =

Figura 1- Assajos de viabilitat cel.lular en el doble mutant grx3grx4 en preseéncia d’agents
que causen estres en paret cel.lular, estrés térmic i estrés oxidatiu. Cultius de la soca salvatge i
els mutants grx3grxd 1 s/#2 van ser crescudes exponencialment en medi mimin SD a 25°C.
Seguidament es van realitzar dilucions seriades que van ser replicades en plaques de medi minim SD
tractades amb els diversos agents quimics descrits anterioment. Aquestes plaques van ser incubades
a 30°C. El tractament de xoc termic es va realitzar a 38°C. Totes les plaques van ser incubades

durant 2-3 dies.

La sensibilitat cellular que presenten alguns mutants de la via d’integritat cel.lular
en resposta a estrés en paret cellular o estrés oxidatiu, s’ha associat a defectes en
Pestructura de la paret cellular. Per aquest motiu vam decidir realitzar un estudi de

P'ultraestructura de la paret cellular del doble mutant grx3grx4 mitjangant microscopia

electronica de transmissié (TEM).

wt grx3grx4 slt2
® @
Pﬁ “
‘ .

Figura 2- Modificacions ultraestructurals en la paret cel.lular. Cultius de la soca salvatge, del

doble mutant grx3grx4 1 del mutant simple /2 van ser crescudes en fase exponencial en medi mimin
SD a 25°C sense cap tractament addicional. Posteriorment, aliquotes de cada cultiu van ser
processades segons el protocol descrit en Materials 1 Metodes pag.125 per ser visualitzades en el

microscopi electronic de transmissio.
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Les imatges corresponents al doble mutant grx3grx4 ens mostraven una major
acumulacié del polimer gluca tan en la paret cel.lular de la céllula mare com de la céllula
filla, respecte a la quantitat de polimer gluca observada en la soca salvatge. En canvi, en el
mutant simple §/£2 aquest augment en el polimer gluca només era visible en la cel.lula mare

(Figura 2).

Observats aquests resultats, ens vam plantejar si les sensibilitats cel.lulars detectades
en el doble mutant grx3grxd en resposta a estrés en la paret cellular i estrés oxidatiu (Figura
1), eren una conseqiiencia directa dels defectes en I'estructura de la paret cel.lular (Figura 2)
o bé eren deguts a problemes en I'activacié de la via PKCT7.

Per respondre aquesta questié van realitzar 'assaig de viabilitat cel.lular sota les
mateixes condicions descrites en la Figura 1, afegint en el medi de cultiu 0,8M de Sorbitol.
El sorbitol és un estabilitzador osmotic de paret cellular. I’addicié6 d’un estabilitzador
osmotic actua de forma preventiva sobre la lisi de les c¢l.lules causada per danys o defectes
en la paret cellular. La supressié per sorbitol de la sensibilitat cel.lular davant agents que
danyaven la paret cellular, era una caracteritica general en molts mutants d’elements

implicats en la via d’intregitat cel.lular.

Calcofluor
25°C White Congo Red Cafeina H,0, 38°C

Figura 3- Assajos de viabilitat cel.lular en el doble mutant grx3grx4 davant agents que
causen estrés en paret cel.lular, estrés téermic i estrés oxidatiu en preséncia de 0,8M de
Sorbitol. Cultius de les soques descrites en la Figura van ser processades i analitzades sota les
mateixes condicions experimentals descrites en la Figura 1. En aquest cas, en totes les plaques es va

afegir 0,8M de Sorbitol.

Els resultats detallats en la Figura 3, ens mostraven que la preséncia de I’agent
osmoregulador Sorbitol no restaurava la viabilitat cel.lular del doble mutant grx3grx4 davant
els diversos tractaments utilitzats.

Aquest fet indicava que el defectes en la paret cellular no eren la causa de la perdua
de viabilitat cellular del doble mutant grx3grx4 davant els diversos agents que causaven

estres en la paret cellular 1 estres oxidatiu.
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Un dels altres fenotips caracteristics en mutants en la via d’integritat cel.lular eren
els defectes en la formacié del septe: problemas en el diametre i Iestabilitat del septe,
defectes en I'organitzacié i la localitzacié de proteines septines al voltant de septe o canvis
en la morfologia cellular durant la gemmacid, com una elongacié desmesurada de la cel.lula
filla (Gladfelter ez al, 2002). Van Drogen ez a/, (2002) van observar que Slt2 es localitzava en
les zones de creixement polaritzat de la gemma. A mesura que el cicle cellular anava
avangava cap a la fase mitotica, Slt2 es relocalitzava en la regié del septe, entre la cel.lula
mare 1ila cellula filla.

Per observar si ’abséncia de Grx3 i Grx4, també afectava a la localitzacié de Slt2 en
el septe, vam realitzar una estudi zz vivo de la localitzacié subcellular de Slt2 en el doble
mutant grx3grx4 durant la fase exponencial. Per monitoritzar 7z vivo la localitzacié de Slt2, la
soca salvatge 1 el doble mutant grx3grx4 van ser transformades amb un plasmid multicopia
que contenia la proteina de fusié SIt2-GFP sota el promotor regulable MET (pSIt2GEFP)
(vegeu Materials i Métodes, pag. 117).

wt+pSIt2GFP grx3grx4+pSIt2GFP

GFP NOMARSKI GFP NOMARSKI

Figura 4- Localitzacié in vivo de la quinasa Slt2 en el septe. Cultius de la soca salvatge 1 el
doble mutant grx3grx4 transformades amb la quinasa SIt2 marcada amb lepitop GFP van ser
crescudes en medi minim SD en preséncia de 25uM de metionina fins arribar a fase exponencial.

Seguidament les mostres van ser visualitzades en el microscopi Optic de fluorescencia.

Com es detalla en la Figura 4, en condicions normals la localitzacié de Slt2 en la
soca salvatge era nucli-citoplasmatica 1 a més a més es distribuia correctament al llarg de tot
el septe cel.lular.

En el doble mutant grx3grx4, Slt2 també presentava una localitzacié nucli-
citoplasmatica. No obstant, Slt2 es distribufa aberrantment al llarg del septe, concentrant-se

€N una zona concreta d’aquest.
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Finalment, amb I'objectiu d’aprofundir en la caracteritzacié morfologica del septe
en el doble mutant grx3grxd, vam analitzar la localitzacié de la septina Cdcll. La septina
Cdcl1, juntament amb altres cinc septines, forma un complex que s’acopla al septe i que
participa activament durant la citoquinesi (Versele ez a/., 2005; Aurelie ef al,, 2008; Nagaraj
et al., 2008).

Per aquest motiu, cultius de la soca salvatge i el doble mutant grx3grx4 van ser
transformades amb un plasmid que contenia la proteina de fusi6 Cdcll-GFP
(pCdc11GFP) (vegeu Materials 1 Mectodes, pag.117) per poguer monitoritzar i vive la

localitzaci6 de la septina Cdcl11 en el doble mutant grx3grx4 en condicions normals.

wt+pCdcl11GFP grx3grx4+pCdc11GFP

GFP NOMARSKI GFP NOMARSKI

Figura 5- Localitzacié in vivo de la septina Cdcll en el septe. Cultius de les soques detallades
en la Figura van ser crescudes en medi mimin SD a 25°C fins arribar a una ODgwo de 0,5-0,6.
Seguidament, aliquotes de cada cultiu van ser visualitzades directament en el microscopi optic de

fluorescencia.

Com s’observa en la Figura 5, en la soca salvatge la septina Cdcl1 no presentava
defectes en la seva correcta localitzacio, distribuint-se homogeniament per tot el llarg i
I'ample del septe cellular. En canvi, en absencia de Grx3 i Grx4, Cdcll presentava una

localitzaci6 aberrant, concentrant-se només en una regié del septe.

En resum, el doble mutant grx3grx4 presentava sensibilitat cel.lular davant agents
que danyaven la paret cellular i causaven estrés oxidatiu. Malgrat presentar defectes
estructurals en la paret cellular, la viabilitat cel.lular del doble mutant grx3grxd no era
restablerta per Sorbitol. A més a més, presentava defectes en la correcta localitzacié de la
quinasa Slt2 1 de la septina Cdcll en el septe cellular. Aquests resultats suggerien que
alguns dels defectes fenotipics observats en abséncia de Grx3 i Grx4 podrien ser una

conseqiiencia secundaria de problemes en la via PKCT7.

134



2- En abséncia de les glutaredoxines Grx3 i Grx4 la via PKCI-MAP

quinasa no s’activa en resposta a estrés oxidatiu.

Amb l'objectiu d’identificar defectes en I'activacié de la via PKC7 en abséncia de
Grx3 1 Grx4, vam iniciar un exhaustiu estudi de la fosforilaci6 de Slt2 en condicions

d’estres oxidatiui en resposta a agents que danyen la paret cellular.

Cultius cel.lulars de la soca salvatge i el doble mutant grx3grx4 van ser crescudes fins
arribar a fase exponencial i seguidament tractades amb 1mM de I'agent oxidant peroxid
d’hidrogen. Aliquotes de cada cultiu van ser recolectades en diversos intervals de temps
durant les dues hores de tractament amb el peroxid de hidrogen. Seguidament les mostres
van ser processades per realitzar 'assaig de Western blot, utilitzant I'anticos policlonal
p44/42 per detectar la fosforilacié de la quinasa Slt2 com a consequéncia de Iactivacio de

la via PKCT (vegeu Materials 1 Metodes, pag.120).

wt grx3grx4

ImM H,0, 0 15 30 60 120 0 15 30 60 120 temps (min)

a) fosfo-p44/42 J— Y )
b) anti-Swi6 o ) St . - B —

C) anti-GST —— — — — —

Figura 6- En abséncia de les glutaredoxines Grx3 i Grx4 la via PKCI no s’activa en resposta
a estrés oxidatiu. Cultius de la soca salvatge i el doble mutant grx3grx4 van ser crescudes
exponencialment a 25°C en medi mimin SD 1 seguidament tractades amb 1mM de peroxid
d’hidroge. Extractes proteics de cadascuna de les aliquotes recolectades en els temps indicats en la
Figura van ser analitzats mitjangant Western blot. (a) Deteccié de la fosforilacié de la proteina
quinasa Slt2 utilitzant ’anticos policlonal anti-fosfo-p44/42. Aquest anticos detecta la doble
fosforilacié en els residus Thr202 /Tyr 204 de la proteina Slt2. Esta acceptat que la deteccci6 de la
forma doblement fosforilada de Slt2 proporciona una mesura de P'activacié d’aquesta quinasa i en
consequiencia de I'activacié de la via PKC7 (de Nobel ¢ a/, 2000; Martin e al., 2000). (b) Deteccid
de la fosforilacié de la proteina Swi6 mitjancant ’anticds policlonal anti-Swi6 (de la Torre-Ruiz ez
al. 2002). (c) Detecci6é de la quantitat total de proteina Slt2 amb P’anticos policlonal anti-GST
(Molina ez al., 2004). En els tres casos, 'anti-rabbit va ser utilitzat com anticos secundari (de la

Totre ¢t al., 2002) (vegeu Materials i Métodes, pag. 120).
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En abséncia de Grx3 i Grx4, la via PKC7 no s’activava en resposta a lestres
oxidatiu causat pel peroxid d’hidrogen, respecte a 'activaci6é gradual de la via detectada en

la soca salvatge (Figura 6a).

En la majoria de les cascades de MAPKSs, Iestres que activa la via finalitza amb la
regulaci6 transcripcional dels gens encarregats de protegir a la cellula de dit estres. La via
PKC1 regula Pactivaci6 de dos factors transcripcionals, Rlm1 i Swi4/Swi6 (vegeu
I'Introduccié Capitol 2, pag.93). La fosforilacié del factor transcripcional Swi6 per part de
SIt2 detectada amb anti-Swi6, és un altre parametre que indica que la via PKCT7 esta
activada.

En el doble mutant grx3grx4 no s’observava retard en la movilitat electroforetica de
la proteina Swi6, respecte al retard observat en la soca salvatge (Figura 6b), dada consistent

amb I’absencia d’activacié de Slt2 en el doble mutant grx3grx4.

Per completar aquest analisi també es van quantificar els nivells de proteina total
Slt2 presents en totes les mostres analitzades (Figura 6¢). Els resultats obtinguts amb anti-
GST van mostrar que el doble mutant grx3grx4 presentava uns nivells de proteina total Slt2

molt més baixos que els nivells detectats en la soca salvatge.

Amb lobjectiu d’identificar Pespecificitat de Grx3 i Grx4 en la regulacié de
Pactivitat de SIt2 en resposta a estrés oxidatiu, van analitzar la fosforilacié de Slt2 en
resposta a altres tipus d’estres que afectaven a la paret celular i activaven la via PKC7, com

eren lestrés téermic o el tractament amb el Calcofluor White o la Cafeina .
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Figura 7- I’abséncia de les Grx3 i Grx4 no afecta a ’activacié de la via PKC1 en resposta a
agents que danyen la paret cel.lular. Cultius de la soca salvatge i del doble mutant grx3grx4 van
ser crescudes exponencialment a 25°C en medi mimin SD. Mostres de cada cultiu van ser
recolectades en els temps que s’indiquen en la Figura, després de realitzar els segiients tractaments:
xoc termic a 38°C i tractament amb Calcofluor White (20pg/ml) i Cafeina (12mM). (a) Deteccié
dels nivells de fosforilacié de Slt2 amb anti p44/42. (b) Quantitat de proteina total Slt2 amb anti-
GST.

Com es mostra en la Figura 7, 'absencia de Grx3 1 Grx4 no afectava a I'activacié de
la via PKCT7 ni en resposta a xoc termic de 38°C ni en resposta al dany en paret cel.lular
causat pel Calcofluor White o la Cafeina. A més a més, I'analisi amb anti-GST no va
mostrar canvis en els nivells de proteina total Slt2 en el doble mutant grx3grxd a 38°C

respecte als nivells detectats en la soca salvatge.

En resum, aquests resultats confirmaven que Grx3 i Grx4 participaven en

'activaci6 de la via PKCT7 especificament en resposta a estres oxidatiu.

No obstant, ens vam questionar si I'abséncia de Grx3 i Grx4 només afectava a
nivell d’activacié de Slt2 o també participaven en la regulacié d’altres funcions regulades
per SIt2.

Com es detalla ampliament en I'Introduccié del present capitol, el citoesquelet
d’actina és una de les dianes ampliament regulades per la via PKC7. Es ben conegut que
diversos tipus d’estrés com xoc termic (Lillie e al, 1994; Desrivieres et al., 1998), xoc
osmotic (Chowdhury ez al., 1992), estres oxidatiu (Vilella ez a/,, 2005) i en general estrés en la
paret cellular (Delley e al, 1999, Torres et al, 2002) indueixen despolaritzacié transitoria

del citoesquelet d’actina.

A més a més, resultats previs en el nostre laboratori demostraven que:

1- Algunes proteines de la via d’integritat cel.lular mediaven la repolaritzacié del
citoesquelet d’actina en condicions d’estres oxidatiu, com la quinasa Pkcl (Vilella ez
al., 2005).

2- Les glutaredoxines Grx3 1 Grx4 eren necessaries en resposta a estrés oxidatiu,
presentant funcions redundants 1 additives en la proteccié contra dit estres (Pujol ez

al, 2006).
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D’acord amb els antecedents i amb l'objectiu d’investigar el possible paper
funcional de Grx3 1 Grx4 en les funcions regulades per via PKC7, vam decidir realitzar
estudis de I'organitzaci6 del citoesquelet d’actina en el doble mutant grx3grx4 en resposta a
estres oxidatiu.

Cultius de la soca salvatge 1 el doble mutant grx3grxd van ser crescudes
exponencialment a 25°C en medi minim SD. Seguidament van ser tractats amb 1mM de
peroxid d’hidrogen. Després d’aplicar a les mostres el protocol de tincié d’actina amb
Rodamina Faloidina (vegeu Materials i Mectodes, pag.123), vam realitzar el seguiment
morfologic del citoesquelet d’actina després de 30 minuts i 3 hores de tractament amb
I'agent oxidant. Per completar les imatges obtingudes en el microscopi optic de
fluorescencia, parallelament es va contabilitzar la proporcié de cellules despolaritzades en

cada mostra.
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Figura 8- Organitzaci6 del citoesquelet d’actina del doble mutant grx3grx4 en resposta a
estres oxidatiu. Tincions d’actina en mostres procedents de cultius de la soca salvatge i el doble
mutant grx3grx4 crescudes exponencialment en medi minim SD a 25°C i posteriorment tractades
durant 3 hores amb ImM de peroxid d’hidrogen. (A) Seguiment morfologic del citoesquelet
d’actina mitjangant microscopi optic de fluorescéncia. (B) Histogrames que representen en % el

nombre de cellules despolaritzades presents en cada mostra analitzada.

Com es detalla en les imatges i en I’histograma de la Figura 8, després de 30 minuts
de tractament amb peroxid d’hidrogen, la soca salvatge presentava una despolaritzacid
transitoria del citoesquelet d’actina (visualitzada com a “patches” d’actina distribuits a
'atzar per tot el citoplasma) seguit d’una repolaritzacié gradual que comengava lentament a
partir de les 3 hores.

En canvi, el doble mutant grx3grx4 presentava una desorganitzacié intrinseca del
citoesquelet d’actina en condicions normals que s’anava accentuant gradualment després de
30 minuts de tractament amb I’agent oxidant. No obstant, el citoesquelet d’actina no era

repolaritzat passades les 3 hores de tractament.

Aquests resultats ens van permetre concloure dos fets:

-En condicions normals, Grx3 i Grx4 eren necessaries per mantenir la correcta
polaritzaci6 del citoesquelet d’actina.

-En resposta a estres oxidatiu, els defectes en la repolaritzacié del citoesquelet
d’actina 1 Dabsencia d’activaci6 de Swi6 detectada en el doble mutant
grx3grx4 (Figura 6), confirmaven que Grx3 1 Grx4 estaven implicades en Iactivacié

de Slt2 i en conseqiiéncia en els mecanismes regulats per la via PKCT.

3- En abséncia de Grx3 1 Grx4 la sobreexpressi6 de la quinasa Slt2 i
I'al.lel constitutivament actiu BCKI1-20 restauren parcialment ’activaci6

de la via PKC1 en resposta a estrés oxidatiu.

Amb T'objectiu de confirmar si Grx3 i Grx4 estaven directament relacionades amb
la via PKC7, vam decidir transformar la soca salvatge i el doble mutant grx3grx4 amb els

segiients plasmids:
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a) plasmid multicopia que contenia la quinasa Slt2 sota el seu propi promotor.
Aquest plasmid contenia I'epitop HA en Pextrem C-terminal de la proteina (pSIt2HA)
(vegeu Material 1 Métodes, pag. 117).

b) plasmid que contenia I’al.lel hiperactiu BCK7-20 (pBCK7-20) (vegeu Materials i
Metodes, pag. 118). Bek1 és la MAPKK del modul MAP quinasa de la via PKC7 activat per
la proteina Pkcl. La substitucié de 'aminoacid alanina per una prolina en la regié propera
al domini catalitic de BKC7 genera I'allel hiperactiu BKC7-20. Aquest allel manté la via

constitutivament activa independentment dels I'estimuls rebuts (Lee 1 Levin, 1992).

Aquest estudi es va iniciar amb P'analisi dels nivells d’activacié de la via PKCT7 en

resposta a estrés oxidatiu en les soques previament descrites.

1mM H,0,

0 30 90 temps(min)

wt+pSI2HA |« i 4l

grx3grx4+pSI2HA | we .

wt+p —anan
grx3grad+p — -
fosfo-p44/42

Figura 9- La sobreexpressiéo de la quinasa Slt2 i I’al.lel hiperactiu BCKI1-20 en el doble
mutant grx3grx4 restauren parcialment Pactivacié de la via PCKI en resposta a estrés
oxidatiu Les soques descrites en la Figura van ser crescudes exponencialment en medi mimin SD i
posteriorment tractades amb 1mM de peroxid d’hidrogen durant 90 minuts. Aliquotes de cada
cultiu van ser recolectades en el temps indicats i posteriorment processades per detectar la

fosforilacié de Slt2 mitjancant P'anticos fosfo-p44/42.

Com s’observa en la Figura 9 tan la sobreexpressié de Slt2 com I'allel hiperactiu
BCK7-20 en el doble mutant grx3gre4 restablien parcialment l'activacié de la via PKC7,
detectant uns nivells de fosforilacié de SIt2 més baixos que els nivells detectats en la soca

salvatge.
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Seguidament, aquestes soques van ser sotmeses a assajos de viabilitat cel.lular en
resposta a estrés en la paret cellular 1 estrés oxidatiu. A més a més, també vam analitzar

P'organitzaci6 del citoesquelet d’actina en resposta a estrés oxidatiu.

Calcofluor
25°C White Congo Red Cafeina H,0,

a0 @ &

e’ ® ® B »

R Rl ® @
grx3grxd+pSIt2HA 00® %
wt+p
grx3grxd+p

Figura 10- Viabilitat cel.lular del doble mutant grx3grx4 sobreexpressant la quinasa SIt2 i
Pal.lel hiperactiu BCKI-20 en resposta a dany en paret cel.lular i estrés oxidatiu. Soca
salvatge i doble mutant grxJ3grx4 van ser transformades respectivament amb el plasmid derivat del
vector YEP352 que contenia el gen S1.T2 sota el seu propi promotor i amb el plasmid que contenia
I’allel constitutivament actiu BCK7-20. Cultius d’aquestes soques van ser processades 1 analitzades

sota les mateixes condicions experimentals descrites en la Figura 1.

Els assajos de viabilitat cel.lular mostraven que tan la sobreexpressié de Slt2 com
I'allel hiperactiu BCK7-20 restablien parcialment la viabilitat cel.lular del doble mutant
grx3grxed en totes les condicions d’estres descrites, respecte a la viabilitat cel.lular observada

en la soca salvatge.

Draltra banda, l'analisi del citoesquelet d’actina en resposta a estrés oxidatiu
mostrava que les sobreexpressions de SIt2 (Figura 11A) i I’allel hiperactiu BCK7-20 (Figura
11B) restauraven I'organitzacié del citoesquelet d’actina del doble mutant grx3grx4 tan en

condicions normals com en resposta a estrés oxidatiu.
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Figura 11- Organitzacié6 del citoesquelet d’actina del doble mutant grx3grx4
sobreexpressant Slt2 i amb P’al.lel hiperactiu BCK1-20. Cultius de les soques descrites en la
Figura van ser processades i analitzades en les mateixes condicions experimentals descrites en la

Figura 8 per realitzar iz vivo el seguiment morfologic del citoesquelet d’actina en resposta a estres

oxidatiu.
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En resum, el fet de que la sobreexpressié6 de Slt2 o l'allel hiperactiu BCK7-20
restauressin parcialment ’activaci6 de la via 1 la viabilitat cel.lular del doble mutant grx3grx4,
confirmava que Grx3 i Grx4 eren necessaries per la correcta i efica¢ activacié de la via
PKCT en resposta a estres oxidatiu.

Draltra banda, els resultats obtinguts amb I’analisi del citoesquelet d’actina suggerien
que Grx3 1 Grx4 actuarien cooperativament amb Slt2 en els processos de polaritzacié del

citoesquelet d’actina tan en condicions normals com en resposta a estres oxidatiu.

4- Grx3 1 Grx4 presenten especificitat en la resposta cel.lular davant

diversos estimuls que activen la via PKC1.

Fins ara hem considerat que els defectes en I'activacié de la via PKC1 en resposta a
estres oxidatiu del doble mutant grx3grx4 eren deguts a I'absencia simultania de Grx3 i
Grx4. No obstant, ens vam plantejar si Grx3 1 Grx4 presentaven funcions redundants i
additives en la regulaci6 de la via PKC7, com succeifa durant la regulacié del factor
transcripcional Aftl (Pujol ez al, 2006) o si pel contrari, Grx3 i Grx4 per separat

presentaven funcions independents en la regulacié d’aquesta via.

Una aproximaci6 de la possible especificitat de Grx3 i Grx4 en la regulaci6 de la via
PKCT va ser mitjangant estudis de viabilitat cellular davant agents que danyaven la paret
cel.lular 1 que causaven estres oxidatiu, en les seglients soques: la soca salvatge, els mutants
simples grx3 1 grxd, el doble mutant grx3grxd 1 la soca salvatge 1 doble mutant grx3grx4

sobreexpressant Grx3 1 Grx4.
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25°C White Congo Red
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Figura 12- La glutaredoxina Grx3 confereix resisténcia cel.lular davant estrés en la paret
cellular mentre que la glutaredoxina Grx4 confereix resisténcia cellular davant estres
oxidatiu. Cultius de les soques detallades en la Figura van ser crescudes exponencialment en medi
mimin SD a 25°C. Seguidament aliquotes de cada cultiu van ser recolectades per realitzar els
diversos assajos de viabilitat cellular en resposta a peroxid d’hidrogen (ImM), Calcofluor White
20pg/ml) i Congo Red (6,5ug/ml). Les plaques, realitzades per duplicat, van ser incubades a 30°C

durant 3 dies.

Com es mostra en la Figura 12, mentre que el mutant simple grx3 i el doble mutant
grx3grx4 sobreexpressant Grx4 presentaven una parcial sensibilitat cel.lular a Calcofluor
White 1 a Congo Red respecte a la elevada sensibilitat cel.lular detectada en el doble mutant
grx3grsed, el mutant simple gred 1 el doble mutant grx3grxd sobreexpressant Grx3 eren
parcialment sensibles a peroxid hidrogen.

Draltra banda, la sobreexpressi6 de Grx3 provocava més resistencia cellular a
agents que danyaven la paret i parallelament més sensibilitat a estres oxidatiu en la soca
salvatge, mentre que la sobreexpressié de Grx4 en la soca salvatge induia més resistencia en
resposta a dany oxidatiu pero més sensibilitat cel.lular davant Calcofluor White i Congo
Red.

En resum, aquestes dades mostraven que Grx3 1 Grx4 presentaven certa
especificitat davant els diversos estimuls que activaven la via PKC7: Grx3 conferia
resistencia cel.lular davant estres en paret cel.lular, mentre que Grx4 conferia resistencia a

estrés oxidatiu.
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5- L’abséncia de Grx4 afecta negativament ’'activaci6é de la via PKCI en

resposta estrés oxidatiu.

Amb l'objectiu de determinar si les sensibilitats cellulars detectades en el mutant
simple grx4 1 de la soca salvatge sobreexpressant Grx3 en resposta a peroxid de hidrogen
eren conseqiiencia de defectes en Tactivacié de la via PKC7, vam analitzar els nivells
d’activacié de Slt2 en resposta a estreés oxidatiu en diverses de les soques analitzades en
Papartat 4. A més a més, per quantificar els nivells de proteina total Slt2 presents en les
mostres, les soques van ser préviament transformades amb el vector multicopia que
contenia el gen SL.T2 sota el seu propi promotor (pSIt2HA).

Parallelament, també vam realitzar un tractament de xoc térmic a 38°C amb
I'objectiu d’analitzar amb més detall les possibles especificitats de Grx3 i Grx4 en l'activacio

de la via PKCT7 en resposta a estrés en la paret cel.lular i estrés oxidatiu
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Figura 13- L’absencia de Grx4 i la sobreexpressié de Grx3 afecten negativament P’activacio
de la via PKC1 en resposta a estrés oxidatiu. Cultius de la soca salvatge, mutants simples grx3 i
grxed 1 soca salvatge sobreexpressant Grx3 1 Grx4 respectivament van ser crescudes en medi minim
SD a 25°C fins arribar a fase exponencial. Seguidament es van realitzar en parallel els segiients
tractaments: estres oxidatiu amb 1mM de peroxid d’hidrogen (A) 1 xoc termic a 38°C (B). Aliquotes
de cada soca van ser recolectades en els temps indicats en la Figura i processades per realitzar
Western blot: 'anticos fosfo-p44/42 va ser utilitzat per detectar la fosforilacié de Slt2 (a). L’anticos
monoclonal anti-hemaglutinina (anti-HA) va ser utilitzat per detectar els nivells de proteina total

Slt2 present en els extractes proteics (b) (vegeu Materials i Metodes, pag.120).
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Com es detalla en la Figura 13A, apartat a), en resposta a estrés oxidatiu, 'absencia
de Grx3 no produia cap efecte sobre I'activacié de Slt2 detectada en la soca salvatge.

En canvi, en abséncia de Grx4 vam detectar baixos nivells de fosforilacié de Slt2
respecte als nivells detectats en la soca salvatge 1 respecte a 'absencia de fosforilacié de Slt2
detectada en el doble mutant grx3gr4.

D’altra banda, mentre que la sobreexpressio de Grx4 no produia cap efecte sobre la
fosforilacié de SIt2 en la soca salvatge, la sobreexpressié de Grx3 en la soca salvatge inhibia

Pactivacio de la via PKCT.

Respecte als nivells totals de proteina Slt2 en resposta a estrés oxidatiu (Figura 13A,
apartat b), el mutant simple g4 presentava uns nivells de proteina més baixos que els
detectats en la soca salvatge 1 el mutant simple grx3.

Draltra banda, mentre que la sobreexpressié de Grx4 no produia cap efecte sobre
els nivells de proteina Slt2 de la soca salvatge, la sobreexpressi6 de Grx3 provocava un
descens en aquests nivells.

Finalment, com vam observar anteriorment (vegeu Figura 6c¢), el doble mutant
grx3grx4 presentava uns nivells de proteina SIt2 molt més baixos que els nivells detectats en
el mutant simple grx4 1 respecte als nivells detectats en la soca salvatge i el mutant simple

arx3.

En resum, aquests resultats suggerien el paper que realitzava concretament la
glutaredoxina Grx4 en la regulacié de la via PKC7 especificament en resposta a estres
oxidatiu, donat que en resposta a xoc termic (Figura 13B) no van observar diferéncies en la
fosforilacié de SIt2 en cap de les soques analitzades respecte a la fosforilacié detectada en la
soca salvatge. A més a més, les nostres dades també suggerien que la sobreexpressié de
Grx3 podria estar exercint un control negatiu sobre la via PKC7 en resposta a estres

oxidatiu.

En Papartat 2 de Resultats vam mostrar que defectes en I'activacié de la via PKC7
en el doble mutant grx3gre4 repercutien en la correcta organitzacio del citoesquelet d’actina.
Per aquest motiu vam analitzar si els defectes en la correcta fosforilacié de Slt2 en el
mutant simple grx4 en resposta a estres oxidatiu també es veien reflexats en defectes en

Porganitzaci6 del citoesquelet d’actina.
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Figura 14- Organitzacio6 del citoesquelet d’actina en els mutants simples grx3 i grx4. Cultius
de la soca salvatge, els mutants simples grx3 1 grx4 i el doble mutant grx3grx4, van ser processades i
analitzades en les mateixes condicions experimentals descrites en la Figura 8, per realitzar el

seguiment morfologic iz vive del citoesquelet d’actina en resposta a estrés oxidatiu.

Com s’observa en la Figura 14A, I'abséncia de Grx3 no causava defectes en la
correcta organitzacio del citoesquelet d’actina.

En canvi, 'abséncia de Grx4 provocava una parcial despolaritzacié del citoesquelet
en condicions normals i continuava presentant defectes en la correcta repolaritzacié del
citoesquelet a les 3 hores de tractament amb el peroxid d’hidrogen. No obstant, els nivells

de despolaritzacié del citoesquelet d’actina tan en condicions normals com en resposta a
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estres oxidatiu continuaven sent més elevats en el doble mutant grx3grx4 que en el mutant

simple grx4.

En resum, mentre que el mutant grx4 presentava defectes en la correcta fosforilacié
de SIt2 i en la polaritzacié del citoesquelet d’actina en resposta a estrés oxidatiu, el mutant
grx3 no presentava cap d’aquests fenotips. Aquestes dades suggerien que Grx4 era la
principal glutaredoxina encarregada de regular la via PKC7 en resposta a estres oxidatiu.
No obstant, I'abséncia d’activacié de SIt2 1 la elevada desorganitzacié del citoesquelet
d’actina presents amb I'abséncia simultania de Grx3 1 Grx4, confirmaven les dades
obtingudes en I'apartat 3 i demostraven que Grx3 i Grx4 actuaven cooperativament per
permetre la correcta activacié de la via PKC7 en resposta a estres oxidatiu i la correcta

polaritzaci6 del citoesquelet d’actina.

6— Les glutaredoxines Grx3 1 Grx4 estan implicades en la regulacid
transcripcional del gen SL72 1 en la regulaci6 dels gens depenents del

factor transcripcional RIm1 en resposta a estrés oxidatiu i estrés térmic.

Com s’ha detallat en I'Introduccié del present capitol, la via PCK7-MAP quinasa
media les respostes transcripcionals a través de dos factors transcripcionals: RIm1 (Garcia ez
al., 2004) i Swi4/Swi6 (Ki-Young e# al, 2008). Garcia ¢ al, (2004) van relacionar el factor
trancripcional RIm1 amb l'induccié transcripcional de SI.T2 en la resposta a estres en paret
cellular. Entre els gens implicats en la supervivencia cellular davant aquest estres es troba
el gen PST7, que codifica per una proteina de la paret de la familia de les GPI (Pardo ez 4/,
2004) necessaria durant la sintesis i la reparaci6 de la paret cel.lular. Més tard, Stavela ez 4L,
(2004) també relacionaven el factor Rlm1 amb la transcripcié de gens implicats en la
resposta cel.lular davant estres oxidatiu a través de la via PKCT.

En Papartat 5 vam demostrar que el mutant grx4 presentava baixos nivells de
fosforilacié de Slt2, nivells gairebé indetectables en el doble mutant grx3grx4. Per aquest
motiu i d’acord amb els antecedents descrits en la literaruta, vam decidir analitzar si Grx3 i
Grx4 estaven participant en la regulacié de la via PKC7 a nivell transcripcional mitjangant

dues aproximacions:

148



1) Analisi dels nivells transcripcionals de SLT2.
2) Analisi dels nivells transcripcionals dels gens depenents de RIm1, com PST7, el
qual es correlaciona directament amb els nivells de fosforilacié de Slt2 (Jung, ez al.,

2002; Pardo et al., 2004).

Cultius de la soca salvatge, els mutants grx3, g4 1 grx3grxed 1 la soca salvatge
sobreexpressant Grx3 i Grx4 respectivament, van ser crescudes en medi minim SD a 25°C
fins arribar a fase exponencial. Seguidament, aquests cultius van ser tractas amb 1mM de
peroxid d’hidrogen i parallelament a 38°C, per determinar la possible especificitat de Grx3

1 Grx4 en la regulacié transcripcional de SLT2 i dels gens regulats per RIm1.
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Figura 15- Analisis transcripcionals de SL72i de PST1 en resposta a estrés térmic i estres
oxidatiu. Cultius de les soques descrites en la Figura van ser crescudes en medi minim SD a 25°C
fins arribar a fase exponencial. Seguidament els cultius van ser sotmesos a xoc termic de 38°C (A) 1
a estres oxidatiu amb 1mM de peroxid d’hidrogen (B). Les mostres recolectades en els temps
indicats en la Figura van ser processades per extraure RNA total i analitzar els nivells

transcripcionals de SLT21 de PST7. La sonda U2 va ser utilitzada com a control de carga.
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En resposta a estres termic (Figura 15A) 'absencia de Grx3 1 Grx4 induia un retard
en lactivacié transcripcional de SL.T2 1 de PST7 respecte a la resta de soques analitzades,
les quals presentaven iguals nivells d’activacié transcripcional de SLTZ i de PST7 que els

nivells detectats en la soca salvatge.

En resposta a estres oxidatiu (Figura 15B), els nivells transcripcionals de SL.T2 1 de
PSTT no eren induits en el mutant simple grx4 respecte als nivells detectats en la soca
salvatge 1 el mutant simple grx3. Aquesta dada es correlacionava amb els baixos nivells de
fosforilacié de SIt2 i amb la menor quantitat de proteina Slt2 detectada en aquest mutant
(vegeu Figura 13A).

El doble mutant grx3grx4 presentava uns nivells basals de transcripcié de SLT2 1
de PSTT7 inferiors als detectats en la soca salvatge. A més a més, SL.T2 1 PS'T7 no s’induien
en resposta a estres oxidatiu. Aquestes dades es correlacionaven amb I’abséncia de
fosforilacié de SIt2 i amb els baixos nivells de proteina SIt2 detectats en el doble mutant
grx3grx4 respecte a la soca salvatge 1 el mutant simple grxe3 (vegeu Figura 13A).

La sobreexpressié de Grx3 en la soca salvatge inhibia la transcripcié de SLT2, fet
consistent amb els descens en els nivells de proteina SIt2 detectats en aquesta soca. A més a
més, la sobreexpressio de Grx3 tampoc induia la transcripcié de PST7, fet que guardava
relacié amb I'abséncia d’activacié de Slt2 en resposta a estres oxidatiu (vegeu Figura 13A).
En canvi, la sobreexpressié de Grx4 induia un augment en la transcripcié de SL12 tan a
nivell basal com en resposta a estrés oxidatiu. No obstant, els nivells de fosforilacié de SIt2
1 en conseqiencia els nivells transcripcionals de PST7 eren similars a les detectades en la

soca salvatge (vegeu Figura 13A).

Donat que SIt2 regula la seva propia transcripcid 1 aquesta depen de lactivitat de
Slt2 (Garcia et al, 2004) ens vam plantejar a quin nivell Grx3 1 Grx4 estaven regulant la via
PKCT en resposta a estres oxidatiu, si a nivell postraduccional (activacié de Slt2) o a nivell
transcripcional de SLT2. Per aquest motiu, amb 'objectiu d’obtenir els mateixos nivells
transcripcionals de SLT2 en totes les soques i analitzar separadament els nivells de
fosforilacié de SIt2, vam realitzar Panalisi transcripcional de SI.T2 sota un promotor exogen
no regulat per Rlm1.

Per duu a terme aquest estudi, vam transformar les soques anteriorment descrites
un vector multicopia que contenia la proteina Slt2 sota el promotor regulable per

Metionina, MET (pME'TSIt2) (vegeu Materials i Mctodes, pag.117). Per completar Iestudi,
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també vam analitzar la transcripcié de PST7, aixi com la fosforilacié i la quantitat de

proteina total Slt2 present en les mostres.
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Figura 16- La sobreexpressié6 de Grx3 i Grx4 en la soca salvatge exergeixen un efecte
directe sobre el promotor del gen SLT2 en resposta a estrés oxidatiu (A) Cultius de les
soques descrites en la Figura van ser crescudes en medi minim SD sense metionina fins arribar a
fase exponencial 1 posteriorment van ser tractades amb 1mM de peroxid d’hidrogen. Les mostres
recolectades en els temps indicats van ser processades i analitzades per detectar els nivells
transcripcionals de SLT2 i de PST7. U2 es va utilitzar com a control de carga. (B) Extractes
proteics de mostres extretes en els mateixes condicions experimentals decrites en 'apartat A) van
ser analitzades mitjancant Western blot per detectar la fosforilacié de Slt2 (fosfo-p44/42) (a) i la

quantitat total de proteina Slt2 (anti-GST) (b).

Els resultats detallats en la Figura 16A, mostraven que sota el promotor exogen
MET, els nivells trancripcionals de SLT2 en condicions normals i en resposta a estres
oxidatiu eren equivalents en totes les soques analitzades. A més a més, en la Figura 16B,
apartat b), també vam comprovar que en aquestes condicions els nivells de proteina total

Slt2 eren igual en totes les soques.
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Partint d’aquestes condicions, vam obtenir els segiients resultats:

En el mutant grx4 es continuaven detectant baixos nivells de fosforilacié de Slt2
(Figura 16B), fet que es correlacionava amb la baixa activacié transcripcionals de PST7
(Figura 16A).

En el doble mutant grx3grx4, els nivells de fosforilacié de Slt2, aixi com els nivells
transcripcionals de PST7, també continuaven sent practicament indetectables en aquestes
condicions experimentals.

Draltra banda, la sobreexpressié de Grx3 en la soca salvatge induia la fosforilacié de
SIt2 en resposta estres oxidatiu, dades correlacionades amb 'augment transcripcional de
PST7, mentre que la sobreexpressiéo de Grx4 en la soca salvatge en les mateixes condicions
experimentals, no induia un augment transcripcional de SLT2. A més a més, els nivells
transcripcionals de PST7 i la fosforilacié de SIt2 en aquesta soca eren similars als detectats

en la soca salvatge.

En resum, amb aquests resultats ens van permetre concloure dos fets:

- Grx3 1 Grx4 regulaven la via PKC7 a nivell postraduccional, on Grx4 regulava la
fosforilaci6 de SIt2 en resposta a estres oxidatiu, funcié que exerciria
cooperativament amb Grx3.

- La sobreexpressié de Grx3 1 Grx4 en la soca salvatge exercien un efecte directe
sobre el promotor de SL.T2: la sobreexpressio de Grx3 reprimia la transcripcié de
SLT2 en resposta a estres oxidatiu, mentre que la sobreexpressi6 de Grx4
incrementava els nivells transcripcionals de SL.T2 en condicions normals 1 en
resposta a estrés oxidatiu. A més a més, aquests resultats també demostraven que
Grx3 1 Grx4 no actuaven sobre altres promotors regulats per Rlm1, com PST7

(Figura 16A).

7- La hiperactivacié de la funcié d’Aftl només explica parcialment alguns

del fenotips observats en el doble mutant grx3grx4.

En absencia de Grx3 1 Grx4, el factor transcripcional Aftl es localitzava
permanentment dins del nucli activant constitutivament els gens que formen part del
sistema d’alta afinitat de captacié de ferro, provocant una entrada massiva d’aquest metall
dins la cellula (Pujol ef @/, 20006). Elevats nivells de ferro intracel.lular generen radicals

hidroxil, via reacci6 de Fenton, que sén altament toxics i danyen directament a les
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biomolécules de la cellula com sén el DNA, els lipids i les proteines (vegeu Introduccio
General, pag.13).

Per aquest motiu vam decidir comprovar si els defectes observats fins ara en el
doble mutant grx3grx4 en relacié a Iactivitat de la via PKC7 eren deguts al dany oxidatiu
causat per aquest augment dels nivells de ferro intracel.lular i que podria estar afectant a

Pactivitat i a les funcions regulades per SIt2.

Amb TI'objectiu de determinar si I’absencia de fosforilacié de Slt2 en el doble mutant
grx3grx4 era deguda al dany oxidatiu causat per la hiperactivacié d’Aftl, vam analitzar els

nivells d’activacié de la via PKC7 en el triple mutant grx3grx4aft! en resposta a estres

oxidatiu
wt grx3grx4  grx3grx4aftl

IMMH0, 0 30 90 0 30 90 0 30 90 temps(min)
fosfo-p44/42 - @B .. —

Figura 17- Activacié de la via PKCI en resposta a estr¢s oxidatiu en el triple mutant
grx3grx4aftl. Cultius de la soca salvatge, del doble mutant grx3gred 1 triple mutant grx3grxedaft! van
ser crescudes en medi minim SD a 25°C fins arribar a fase exponencial. Posteriorment els cultius
van ser tractats amb 1mM de peroxid d’hidrogen. Aliquotes de cada cultiu van ser recolectades en

els temps indicats en la Figura i processades per analitzar la fosforilacié de SIt2.

Com s’observa en la Figura 17, Pabsencia d’Aftl restaurava lleugerament la
fosforilacié de Slt2 del doble mutant grx3grx4 en resposta a estres oxidatiu. Aquest fet
suggeria que I'oxidacié endogena causada per la hiperactivacié d’Aftl era en part, una de les
causes que afectaven a la correcta fosforilacié de Slt2 en el doble mutant grx3grx4 en

resposta a estrés oxidatiu.

La sensibilitat cel.lular del doble mutant grx3grx4 davant agents que danyaven la

paret cellular, causaven estrés oxidatiu o estres térmic també van ser analitzades en

abséncia d’Aftl.
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Figura 18- Viabilitat cel.lular del triple mutant grx3grx4aft] davant agents que causen estres
en paret la cellular, estrés térmic i estrés oxidatiu. Cultius de la soca salvatge i els mutants
grx3grxd, aftl 1 grs3grxdaft! van ser crescudes exponencialment en medi mimin SD a 25°C fins a
obtenir una ODgo de 0,6. Posteriorment, aliquotes de cada cultiu van ser recolectades 1 analitzades

en les mateixes condicions experimentals descrites en la Figura 1.

Com s’observa en la Figura 18, I'absencia d’Aft] restaurava parcialment la viabilitat
cellular del doble mutant grx3grx4 davant els diversos estressos analitzats respecte a la soca
salvatge, fet consistent amb la lleugera fosforilacié de Slt2 detectada en el triple mutant

grx3grscidaft! (Figura 17).

Vilella ez al, (2005) van descriure que Destrés oxidatiu induia depolimeritzacid
transitoria del citoesquelet d’actina. Per aquest motiu 1 donat que el doble mutant grx3grx4
presentava una desorganitzacié intrinseca del citoesquelet d’actina (vegeu Figura 8) vam

realitzar 'estudi del citoesquelet d’actina en el triple mutant grx3grx4aft! en resposta a estres

oxidatiu
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Figura 19- Organitzaci6 del citoesquelet d’actina en el triple mutant grx3grx4aftl. Tincions
d’actina de les soques descrites en la Figura sota les mateixes condicions experimentals descrites en

la Figura 8.

Com s’observa en la Figura 19, malgrat 1'absencia d’Aftl, encara s’observava una
parcial despolaritzacié del citoesquelet d’actina en el doble mutant grx3grx4 respecte a la
soca salvatge en condicions normals. Després de 30 minuts de tractament amb el agent
oxidant, el triple mutant grx3grx4afi! presentava una completa despolaritzacié del
citoesquelet d’actina que era parcialment restablerta després de 3 hores de tractament amb

el peroxid d’hidrogen.

Aquestes dades mostraven que el dany oxidatiu causat pel elevats nivells de ferro
intracel.lular deguts a la hiperactivacié d’Aftl, no eren la causa de la despolaritzacié del
citoesquelet d’actina en el doble mutant grx3grx4. Més bé, els nostres resultats suggerien un

efecte directe de Grx3 1 Grx4 sobre el citoesquelet d’actina.

En resum, l'oxidacié endogena generada per l'augment dels nivells de ferro
intracel.lular com a conseqtiencia de la hiperactivacié d’Aftl no era la causa més important
de I'abseéncia de fosforilacié de Slt2, de la sensibilitat cel.lular davant agents que danyaven la
paret cel.lular i causaven estres oxidatiu i de la despolaritzacié del citoesquelet d’actina en el
doble mutant grx3grx4, si bé contribuia parcialment a aquest fet. Més bé, les nostres dades
reforcava la nostra hipotesi inicial i confirmaven que Grx3 i Grx4 jugaven un paper directe
en la regulaci6é de la via PKCT7 en resposta a estres oxidatiu, independentment dels nivells

d’oxidacié endogena generats en aquest mutant.

8- Les glutaredoxines Grx3 i Grx4 interaccionen in vivo i in vitro amb la

proteina quinasa Slt2 en el nucli.

Per continuar amb la caracteritzacié funcional de Grx3 1 Grx4 en la regulacié de la
via d’integritat cellular, el seglient pas va ser aprofundir sobre la possible interacci6 fisica
entre Grx3, Grx4 i Slt2, d’acord als seglients antecedents:

1- El doble mutant grx3grx4 presentava fenotips caracteristics de mutants en la via

PKCT com:

a) absencia de fosforilacié de Slt2 en resposta a estrés oxidatiu.
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b) defectes en Iestructura de la paret cel.lular.

c) sensibilitat cel.lular davant agents que danyaven la paret cel.lular i causaven estres
oxidatiu

2- Slt2 es translocava dins del nucli en resposta a estimul per activar els factors
transcripcionals Swi6/Swi4 i Rlm1 (Kim ez al., 2008).

3- Grx3 1 Grx4 es troben majoritariament localitzades dins del nucli (Molina ef /.

2004) 1 ejerceixen les seves funcions reguladores dins del nucli (Pujol ez af, 20006).

D’acord aquests antecedents, el segiient pas va ser dissenyar un seguit
d’experiments per confirmar Iexistencia d’una interaccié fisica entre les glutaredoxines
Grx3, Grx4 1 la quinasa Slt2. Per duu a terme aquests analisis, es van construir tots els
plasmids necessaris per realitzar els assajos de Doble Hidrid i Pull-Down entre les proteines

Grx31SIt2 1 Grx4 1 SIt2 (vegeu Materials 1 Métodes, pag.117).

Com es detalla en la Taula de la Figura 20, Grx3 i Grx4 interaccionaven 7z vivo amb

Slt2 dins del nucli.

Domini Domini Unitats de
activador d’unié B-Galactosidasa
SLT2 GRX3 24,87
SLT2 GRX4 22,47
Controls
e.v e.v 3,10
SNF4 SNF1 36,30(+)
YAK GRX5 -0,919(-)
SLT2 e.v 9,15
e.v GRX3 4,98
e.v GRX4 2,08

Figura 20- Interaccions in vivo en el nucli entre Grx3 i Slt2 i Grx4 i Slt2 mitjangant Passaig
de Doble Hidrid. Els valors de linteraccié entre SINF4 i SNEF7 van ser utilitzats com a control
positiu d’una forta interaccié dins de nucli (+). Els valors obtinguts de Iinteraccié entre Y. AK7 i
GRX5 van ser utilitzats com a control positiu d’una interaccié debil dins de nucli (). e, empty
vector. Els valors numerics representen la mitja de dos experiments realitzats independentment

(vegeu Materials i Métodes, pag. 122).

Les interaccions 2 vivo entre Grx4 1 Slt2 1 Grx3 1 Slt2 van ser confirmades n vitro

amb l'assaig de coimmunoprecipitacié mitjangant la tecnica de Pull-Down (Figura 21).
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Figura 21- Interaccions in vitro entre Grx3 i SIt2 i Grx4 i Slt2 mitjangant assaig de Pull-
Down. Extractes proteics de les soques descrites en la Figura es van unir a una columna de glutatié
(GST-beats) per realitzar I'assaig de coimmunoprecipitacié mitjancant la técnica de Pull Down,
segons el protocol descrit en Garcia-Gimeno e al, (2003). La preséncia de Grx3 i Grx4 en els
extractes protéics va ser detectada mitjangant Western blot amb ’anticos monoclonal anti-HA. La

presencia de Slt2 va ser detectada amb l'anticos policlonal anti-GST (vegeu Materials 1 Métodes

pag.122 i pag.120).

Finalment, amb I'objectiu d’aprofundir més en Iestudi de les interaccions fisiques

entre Grx3, Grx4 1 Slt2, van decidir analitzar 7z vzvo a través de quins dominis Grx3 1 Grx4

s’unien a SIt2.

Domini Domini Unitats de
activador d’'unié B-Galactosidasa
SLT2 DomTrx(GRX3) 20,50
SLT2 DomGrx(GRX3) 17,96
SILT2 DomTrx(GRX4) 16,02
SLT2 DomGrx(GRX4) 19,80
Controls

e.v e.v 3,60
SNF4 SNF1 40,65 (+)
YAK GRX5 -0,811(-)
SLT?2 e.v 6,39

e.v DomTrx(GRX3) 5,78

e.v DomGrx(GRX3) 4,55

e.v DomTrx(GRX4) 3,92

ev DomGrx(GRX4) 5,00
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Figura 22- Interaccions in vivo entre els dominis GRX i TRX de Grx3 i Grx4 i Slt2
mitjangant ’assaig de Doble Hidrid. Els valors d’interaccié entre SNF4 1 SNF7 van ser usats
com a control positiu d’'una forta interaccié dins del nucli (+). Els valors obtinguts d’interaccié
entre YAK7 1 GRX5 s6n usats com a control positiu d’una interaccié debil dins del. nucli (-). e,
empty vector. Els valors numérics corresponen a la mitja de tres experiments realitzats

independentment.

Els resultats representats en la taula de la Figura 22, mostraven  wvivo que Slt2
interaccionava per igual amb cadascun dels dominis GRX i TRX de Grx3 i Grx4 dins del
nucli.

En resum, els nostres resultats demostraven que Grx3 1 Grx4 interaccionava # vivo 1

zn vitro amb Slt2 dins del nucli a través dels respectius dominis GRX 1 TRX.

9- Grx4 regula 'activacié de la via d’integritat cel.lular en resposta a

estrés oxidatiu a través de la fosfatasa Msgb.

Com es detalla ampliament en Introduccié del present Capitol (vegeu pag. 95), les
quinases i les fosfatases son les principals proteines que regulen els nivells de fosforilacié de
SIt2 en resposta als diversos estimuls que activen la via PKCT.

Els resultats obtinguts en I'apartat 3, demostraven que la sobreexpressio de les
quinases BCK7-20 o Slt2, restablien parcialment la fosforilacié de SIt2 en el doble mutant
grx3grx4 en condicions oxidatives. Aquestes dades descartaven que I'abséncia de Grx3 1
Grx4 estiguessin provocant una inhibicié de les quinases reguladores de SIt2. Per aquest
motiu, ens vam centrar en una possible activitat fosfatasa com causa de 'absencia de

fosforilacié de SIt2 en el doble mutant grx3grx4 en resposta a estres oxidatiu.

Fox et al., (2007) van descriure que la fosfatasa Sdpl, caracteritzada fins ara com
una fosfatasa implicada en la inactivacio 7z vivo 1 in vitro de Slt2 en resposta a estres termic
(Hahn i Thiele, 2002), adquiria activitat catalitica en condicions oxidatives, presentant un
model on Sdpl era la fosfatasa capa¢ de defosforilar SIt2 especificament en resposta a
estres oxidatiu.

Com es mostrava en 'aparat 7, el dany oxidatiu provocat per els elevats nivells de
ferro intracellulars presents en el doble mutant grx3grx4 era una de les causes que
explicaven P'abséncia de fosforilacié de Slt2. No obstant i donat que Sdpl s’activava en

condicions oxidatives, la nostra hipotesi de treball es va centrar en la possible activacié de
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la fosfatasa Sdpl com a principal causa de I'abséncia de fosforilacié de SIt2 en el doble

mutant grx3grx4 en resposta a estres oxidatiu.

Amb l'objectiu de confirmar que els elevats nivells de ferro intracel.lular presents en
el doble mutant grx3grx4 generaven estrés oxidatiu endogen, vam duu a terme
’assaig de detecci6é d’anions superoxid intracel.lular (vegeu Materials i Metodes, pag.124).

Aquest assaig ens va permentre valorar, de manera quantitativa, els nivell d’oxidacié
endogena presents la soca salvatge i1 en el doble mutant grx3grx4 mitjancant Pagent
dihidroetidi (DHE). EI dihidroetidi, quan reacciona amb I'anié superoxid (O,7) perd un
hidrogen del seu TI'anell heterociclic. Aquest canvi de conformacié genera la molécula

_590nm. lLa

emissié

Etidina que emet una fluorescéncia detectada en la longitud d’ona A
quantitat de fluorescéncia emesa durant 30 minuts dona una aproximacié quantitativa dels

nivells d’oxidaci6 intracel.lular presents en les cellules (Bindokas ez a/., 1990).
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Figura 23- Assaig de deteccié d’anions superoxid. Cultius de la soca salvatge i del doble mutant
ar3grx4 van ser crescudes en medi minim SD fins arribar a una ODgoo de 0,5-0,6. Posteriorment
van ser tractades amb peroxid d’hidrogen 1mM recolectant aliquotes després de 30 minuts i 1 hora
de tractament amb P'agent oxidant. Les mostres van ser processades simultaniament per realitzar
'assaig de deteccié d’anions superoxid amb dihidroetidi (DHE). La concentracié final de DHE
afegida en cadascuna de les mostres resuspeses en buffer PBS1x va ser de 5pg/ml. Els histogrames
de barres representen en unitats de fluorescencia la mitja de tres experiments realitzats

independentment.
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Com es detalla en la Figura 23, el doble mutant grx3gred presentava elevats nivells
de radicals superoxid respecte als nivells detectats en la soca salvatge.

Aquest resultat mostrava que els elevats nivells de ferro intracelulars presents en el
doble mutant grx3grx4 causaven estrés oxidatiu endogen. Com es demostrara més endavant
en 'apartat 17 de Resultats, la hiperactivacié d’Aftl, responsable d’aquests elevats nivells de

ferro intracel.lular en el doble mutant grx3grx4, era la causa d’aquesta oxidacié enddgena.

Un cop confirmat la preséncia d’oxidacié endogena en el doble mutant grx3grx, el
segiient pas va ser comprovar si 'abséncia de Sdpl restablia la fosforilacié de Slt2 en
resposta a estres oxidatiu tan en el doble mutant grx3grxe4 com en el mutant simple grx4.

Tot i que no va ser possible disrupcionar SDP7 en el doble mutant grx3grxd (podria
ser que es tractés d’'un mutant sintetic letal), cultius dels mutants sdp7, grx3sdpl 1 grxdsdpl
van ser crescuts en medi minid SD a 25°C fins arribar a fase logaritmica 1 posteriorment

tractats amb 1mM de peroxid d’hidrogen amb I'objectiu d’analitzar la fosforilacié de Slt2.

1mM H,0,

_—— 1 _—]

0 30 90 0 30 90 temps(min)

Wl - sdpl

93 - - grx3sdpl
grx4 - wu we orxdsdpl

fosfo-p44/42

Figura 24- La fosfatasa Sdpl no regula la fosforilacié de Slt2 en el mutant simple grx4 en
resposta a estres oxidatiu Cultius de les soques descrites en la Figura van ser crescuts en medi
minim SD a 25°C fins arribar a ODgoo de 0,5-0,6. Aliquotes recolectades en els temps indicats en la
Figura durant el tractament amb 1mM de peroxid d’hidrogen van ser processades mitjancant

Western blot per detectar la fosforilacié de Slt2.

Com es detalla en la Figura 24, I'abséncia de Sdp1 no restablia 'activacié de Slt2 en
el mutant grx4 en resposta a estres oxidatiu. Aquesta dada descartava a Sdpl com la
fosfatasa implicada en la regulaci6 de la via PKC7 en absencia de Grx4 en resposta a estres

oxidatiu.
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Fox et al, (2007) també van descriure que la fosfatasa Msgb, al igual que Sdpl1, era
activada en preseéncia d’agents oxidants. Msg5 és una fosfatasa ampliament estudiada que
regula els nivells basals de la quinasa SIt2 (Fandez e7 a/., 2004). No obstant i d’acord amb les
dades publicades en Fox e a/, (2004) vam decidir analitzar la fosfatasa Msg5 com a segona
candidata en la regulacié de la via PKC7 en els mutant grx4 1 grx3grxe4 en condicions d’estres

oxidatiu.

Per realitzar aquest analisi van seguir la mateixa estrategia utilitzada anteriorment:
en primer lloc van deleccionar la fosfatasa MSG5 en la soca salvatge, en els mutants simples
grx3 1 grxed 1 en el doble mutant grx3grxd. En aquest cas, vam procedir a 'analisi dels nivells
de fosforilacié de Slt2 en resposta a estreés oxidatiu i estrés térmic, amb l'objectiu de
determinar 'existéncia de possibles diferéncies en la regulacié de la via PKC7 per part de

Msg5.

A) 38°C
wt msgs grx3grxd  grx3grxdmsgs

0 30 99 0 30 9 0 30 90 0 30 90 temps (min)
iR i Wgy —MmEy oo

grx3 grx3msgd grx4 grx4msgb
0 30 9 o0 30 9 0 30 90 0 30 90 temps(min)

-. - .- 1 | -“ fosfo-p44/42

B) H20>
wt msgb grx3grxd  grx3grxdmsgs

0 30 9 0 30 9 o0 30 90 0 30 90 temps (min)

-—ah - -— A —_— fosfo-p44/42 Q)

- ¥ N __ - anti-HA b)

grx3 grx3msgs grx4 grxdmsgs

0 30 9 0 30 9 o0 30 90 0 30 90 temps (min)

— — - e — --- fosfo-p44/42 a)

D o gy anti-HA b)
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Figura 25- Grx4 regula Pactivacié de la via PKCJ a través de la fosfatasa Msgb en resposta a
estrés oxidatiu. (A) Cultius de les soques descrites en la Figura van ser crescudes en medi minim
SD a 25°C fins arribar a fase exponencial. Seguidament els cultius van ser exposats a 38°C durant
90 minuts per induir xoc térmic. Aliquotes de cada cultiu van ser recolectades i posteriorment
analitzades per detectar la fosforilacié de Slt2 mitjangant anticos p44/42. (B) Paral.lelament, es va
realitzar un tractament amb 1mM de peroxid d’hidrogen per analitzar dels nivells de fosforilaci6 de
Sle2 (a: fosfo-p44/42). Per detectar la quantitat de proteina total SIt2 present en les mostres, els
mutants descrits en la Figura van ser préviament transformats amb el plasmid multicopia pSIt2ZHA

(b: anti-HA).

Com es mostra en la Figura 25, els nivells basals d’activacié de Slt2 es veien
incrementats en aquelles soques deleccionades en MSG5, com demostraven els resultats

publicats en Flandez 7 al., (2004).

En resposta a estres termic (Figura 25A), absencia de Msg5 no provocava canvis
en la fosforilacié de SIt2 en cap de les soques analitzades, respecte a les soques control

En resposta a estres oxidatiu (Figura 25B), 'abséncia de la fosfatasa Msg5 restablia
els baixos nivells de fosforilacié de SIt2 del mutant simple grx4 a uns nivells similars als
detectats en els mutants msgs 7 grx3msg5. No obstant, 'abséncia de Msgb no restablia la

fosforilacié de SIt2 en el doble mutant grx3grx4.

Amb lobjectiu de determinar la quantitat de proteina total Slt2 present en les
mostres tractades amb peroxid d’hidrogen, les soques descrites en la Figura 25 van ser
transformades amb el plasmid multicopia pSIt2HA

Com es detalla en Figura 25B, apartat b), en resposta a estrés oxidatiu el doble
mutant grx4msg5 restablia els baixos nivells de proteina total Slt2 del mutant simple grx4.
No obstant, el triple grx3grx4msg5 continuava presentant uns nivells de proteina Slt2 molt

més baixos, practicament indetecables, com els que presentava en el doble mutant grx3grx4.

D’acord amb els resultats obtinguts en la fosforilacié i en la quantitat de proteina
Slt2 detectada en els diversos mutants en la fosfatasa Msg5, també vam analitzar els nivells
transcripcionals de SLT2 i de PST7 en les mateixes condicions experimentals d’estres
oxidatiu. A més a més, per ampliar aquest estudi també vam realitzar un assaig de viabilitat

cellular iTanalisi del citoesquelet d’actina en resposta a estres oxidatiu .
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Figura 26- Analisis dels nivells transcripcionals de SLT2 i de PST1 en resposta a esttés
oxidatiu en mutants en la fosfatasa MSG5. Cultius de les soques descrites en la Figura van ser
tractades sota les mateixes condicions experimentals d’estrés oxidatiu descrites en la Figura 25B per
analitzar els nivells transcripcionals de SLT2 i PST7 mitjancant Northern blot. U2 va ser utilitzat

com a control de carga.

Com s’observa en la Figura 20, els nivells transcripcionals de SL.T2 i de PST7 en el
doble mutant grx4msg5 en resposta a estres oxidatiu assolien nivells similars als obtinguts en
els mutants msgd 1 grx3smgd, dades correlacionades amb els nivells de proteina i de
fosforilaci6 SIt2 observades préviament en el doble mutant grx4msg5 (vegeu Figura 25B).

L’abséncia de Msg5 no restablia 'activacié transcripcionals de SLT2 i de PST7 en
resposta a estrés oxidatiu en el doble mutant grx3grxd, dades que guardaven relacié amb els
baixos nivells de proteina Slt2 i ’absencia de fosforilacié Slt2 detectats en el triple mutant

grx3grxdmsgs.

Draltra banda, en I'assaig de viabilitat cel.lular (Figura 27), vam observar que
I'absencia de Msgb restablia la viabilitat cel.lular del mutant simple grx4 en resposta a
peroxid d’hidrogen, fet que es correlacionava amb I'activacié de la via PKC7 detectada en el
doble mutant grx4msg5 (vegeu Figura 25B).

No obstant, I'abséncia de Msg5 no restablia la viabilitat cel.lular davant estres
oxidatiu del doble mutant grx3grx4, fet consistent amb I'absencia d’activacio de la via PKC7

en el triple mutant grx3grx4msg5 en resposta dit estres.
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Figura 27- L’abséncia de Msg5 restableix la sensibilitat cel.lular del mutant grx4 en
resposta estres oxidatiu Cultius de la soca salvatge, els mutants simples sg5 1 grx4, els dobles
mutant grxdmsgs, grx3gred 1 el triple mutant grx3grxdmsgs van ser crescudes en medi minim SD a
25°C fins arribar a fase exponencial. Aliquotes de cada cultiu van ser recolectades per realitzar
dilucions seriades. Seguidament, aquestes dilucions van ser replicades en plaques de medi minim SD

tractades amb 1mM de peroxid d’hidrogen. Les plaques van ser incubades a 30°C durant 3 dies.

Finalment, I’estudi del citoesquelet d’actina en els mutants #sg5, grx3msgs, grdmsgs 1
grx3grsedmsg5 1 com es detalla en les imatges i en els histogrames de la Figura 28 (vegeu
Figura 14 per als controls) ens van aportar els segiients resultats:

En general, Pabseéncia de Msg5 provocava una major despolaritzacié del
citoesquelet en condicions normals, possiblemet deguda als elevats nivells basals d’activacié
de Slt2 presents aquests mutants.

En resposta a estres oxidatiu, a les 3 hores de tractament amb el peroxid de
hidrogen, I'absencia de Msg5 restablia significativament la polaritzacié del citoesquelet
d’actina en el mutant grx4, assolint uns nivells de repolaritzacié similars als detectats ens els
mutants g5 1 grx3msgs

En canvi, el triple mutant grx3grxdmsgd presentava una despolaritzacié del
citoesquelet d’actina tan en condicions basals com en resposta a estrés oxidatiu superior a la

despolaritzaci6 detectada en el doble mutant grx3grx4.
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Figura 28- Analisi de ’organitzacié del citoesquelet d’actina en resposta a estrés oxidatiu
en mutants en la fosfatasa Msg5. Cultius de les soques descrits en la Figura van ser processades i
analitzades en les mateixes condicions experimentals descrites en la Figura 8 per realitzar in vivo el

seguiment del citoesquelet d’actina en resposta a 1mM de peroxid d’hidrogen.

En resum, les nostres dades suggerien que en absencia de Grx4, Msg5 defosforilava
Slt2, exercint un efecte negatiu sobre 'activacio i en les funcions regulades per la via PKC7

en resposta a estres oxidatiu.

Amb T’objectiu de confirmar que Msg5 jugava un paper directe sobre la I'activacio
de SIt2 en resposta estrés oxidatiu, vam transformar la soca salvatge amb un plasmid

multicopia que contenia MSG5 sota el promotor constitutivament actiu ADHT (vegeu
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Materials 1 Metodes, pag.117). A més a més, per determinar 'especificitat de Msg5 en la
regulaci6 de la via PKCT7 en condiciones oxidatives, vam analitzar els nivells de fosforilacié

de Slt2 tan en resposta a peroxid d’hidrogen com en a xoc térmic

wt wt
wit +pMsg5 wt +pMsg5

0 30 9 0 30 90 0 30 90 0 30 90 temps (min)
B e | LoD WGy osfopiy2

Figura 29- La fosfatasa Msg5 regula els nivells de fosforilacié de Slt2 en resposta a estrés
oxidatiu. La soca salvatge va ser transformada amb el plasmid multicopia pMsg5 i va ser crescuda
en medi minim SD a 25°C fins arribar a fase exponencial. Seguidament el cultiu van ser dividit en
dos parts: la meitat del cultiu va ser tractat amb 1mM de peroxid d’hidrogen per induir estres
oxidatiu. L’altra meitat va ser transferida a 38°C per realitzar un tractament de xoc teérmic. Les
mostres recolectades en els temps indicats en la Figura van ser processades per detectar els nivells

de fosforilacié de la SIt2.

Els resultats representats en la Figura 29, demostraven que la fosfatasa Msg5, a
banda reduir els nivells basals de fosforilacié de Slt2, com van descriure préviament
Flandez et al., (2004), també disminuia el nivells de fosforilacié de SIt2 especificament en
resposta a estrés oxidatiu, donat que la sobreexpressi6 de Msg5 en la soca salvatge no

provocava canvis en els nivells d’activacié de SIt2 a 38°C.

En resum, les nostres dades van aportar nous indicis sobre el mecanisme amb el
qual Grx4 regulava l'activitat de la via PKC7 en resposta a estres oxidatiu:

1- ’absencia de fosforilacié de Slt2 en resposta a estres oxidatiu en el mutant grx4
era deguda a l'activitat de la fosfatasa Msg5 sobre Slt2. Aquest fet demostrava que
Grx4 regulava de l'activitat de la via PKC7 en resposta a estres oxidatiu a través de
Msgb5.

2- El fet de que els dobles mutants grx3msg5 1 grxdmsgd presentessin activacio de la
via PKC7, mentre que el triple mutant grx3grxdmsgd manqués d’ella, suggeria un
mecanisme més ampli que implicava la participacié de Grx3 cooperativament amb
Grx4, per duu a terme la correcta activacié de la via PKC7 en resposta a estres

oxidatiu.
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10- La fosfatasa Msgb no interacciona amb les glutaredoxines Grx3 i
Grx4, perd en el mutant grx4 linteracci6 entre Msgb i Slt2 augmenta en

resposta a estrés oxidatiu.

Flandez et al, (2004) van demostrar que Msg5 interaccionava 7z vivo 1 zn vitro amb la
Slt2. A més a més, van determinar 7z vitro que Msg5 disminuia la seva interaccié amb SIt2
en resposta a xoc térmic, suggerint la dissociacié d’aquest complex com un mecanisme per

permetre la regulacié de la via PKC7 en resposta a estres termic.

Analitzant els resultats prévis i d’acord amb aquests antecedens, vam continuar amb
el nostre estudi, realitzant dues aproximacions:

1- Analitzar si existia interacci6 fisica entre Grx3, Grx4 1 Msgb.

2- Analitzar si en abseéncia de Grx4 s’afavoria linteraccié entre Msg5 i Slt2 en

resposta a estres oxidatiu.

Per comengar aquests estudis, es van contruir tots els plasmids necessaris per
realitzar I’assaig de Doble hibrid entre les proteines Grx3 i Msg5, Grx4 1 Msg5 1 SIt2 i Msg5
(vegeu Materials 1 Métodes, pag. 116).

1-En primer lloc, van determinar les interaccions fisques 7z vivo entre Grx3 1 Msg5 i
Grx4 1 Msg5 tan la soca salvatge com en els mutants simple g7x3 1 g4 en condiccions

normals i en resposta a estres oxidatiu.

Soca salvatge
Domini Domini Unitats de

activador d'unié B-Galactosidasa

Sense tractament  1mM H,0,

MSG5 GRX3 3,09 3,43
MSG5 GRX4 2,40 2,94
Mutant grx3
MSG5 GRX4 3,11 2,83
Mutant grx4
MSG5 GRX3 3,03 3,24
Controls
e.v e.v 3.40
SNF4 SNF1 42,93 (+)
YAK GRX5 -0.492(-)
MSG5 e.v 3.32
ev GRX3 2,89
ev GRX4 1,75
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Figura 30- Interaccions in vivo en el nucli entre Msg5 i Grx3 i Msg5 i Grx4 mitjangant
Passaig de Doble Hidrid. Els valors de l'interaccié entre SNF4 i SNF7 van ser utilitzats com a
control positiu d’una forta interaccié dins de nucli (+). Els valors obtinguts de linteraccié entre
YAK7 1 GRX5 van ser utilitzats com a control positiu d’una interaccié debil dins de nucli (-). e,
empty vector. Els valors numeérics corresponen a la mitja de tres experiments realitzats

independentment.

Com es detalla en taula representada en la Figura 30, Grx3 i Grx4 no
interaccionaven fisicament amb la fosfatasa Msgb ni en condicions normals ni en resposta

a estrés oxidatiu.

2-Per determinar si els nivells d’interaccié entre Slt2 1 Msg5 variaven en relaci6 a la
presencia o abseéncia de Grx4, es van realitzar assajos de Doble Hidrid en la soca salvatge i
en el mutant simple gred en condicions normals 1 comparativament en resposta a estres

oxidatiu 1 estrés térmic.

A) Soca salvatge

Domini Domini Unitats de
activador d‘unié B-Galactosidasa
Sense 38°C 1mMH,0,
tractament 30’ 60’ 30’ 60’
SLT? MSG5 25,0 16,0 15,7 189 20
Mutant grx4
Sense 38°C 1mM H,0,
tractament 30’ 60’ 30’ 60’
SLT2 MSG5 24,2 15 16,6 22,1 24,1
Controls
e.v e.v 3,20
SNF4 SNF1 439 (+)
YAK GRX5 -0,450( -)
SLT2 e.v 7,14
e.v MSG5 3,79
B) 38°C 1mM H,0,
g 257 g 25 X wt
:r‘: | :z': | A grx4
Z 20 z 20
3 157 3 15/
A Y
3 107 4 10]
.§ 5 1 ;:: 51
5 5

o
o

30 60’ 30’ 60’
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Figura 31- Interaccions in vivo en el nucli entre Slt2 i Msg5 en el mutant grx4 mitjangant
Passaig de Doble Hidrid. Els valors de l'interaccié entre SINF4 i SNF7 van ser utilitzats com a
control positiu d’una forta interaccié dins de nucli (+). Els valors obtinguts de linteraccié entre
YAKT? i GRX5 van ser utilitzats com a control positiu d’una interaccié debil dins de nucli (-). ez,

empty vector. Els valors numérics corresponen a la mitja de tres experiments realitzats
independentment (A). Histograma de barres que representa les unitatts de [-Galactosidasa

obtingudes en les diferents condicions experimentals analitzades (B).

Com es detalla en la taula de la Figura 31A, en resposta a xoc termic vam detectar
uns valors equivalents d’interaccié entre SIt2 i Msg5 tan en la soca salvatge com en el
mutant gr4.

No obstant, en resposta a estrés oxidatiu, després de 30 minuts de tractament amb
el peroxid d’hidrogen, els valors d’interaccié entre Slt2 i Msg5 augmentaven 3,2 unitats de
B-galactosidasa en el mutant simple grx4 respecte als valors detectats en la soca salvatge,
valors d’interaccié que s’incrementant fins a 4,1 unitats de B-galactosidasa després d’una

hora de tractament amb I'agent oxidant (vegeu I’histrograma de la Figura 31B).

Aquestes dades demostraven que en abséncia de Grx4 s’augmentava l'interaccid
entre Slt2 i Msgh en resposta a estres oxidatiu, fet que es correlacionava amb els baixos

nivells de fosforilacié de Slt2 detectats en el mutant grx4.

Dot et al, (1994) van descriure que la fosfatasa Msg5 defosforilava Fus3, I'tltima
quinasa de la via de resposta a feromones, regulant I'adaptacié cellular en preséncia de
Factor o en el medi extern (vegeu Introduccié Capitol 2, pag.104). Consistent amb aquest
fet, 'augment de P'activitat fosfatasa Msg5 podia ser mesurada indirectament per els nivells
de defosforilacié de Fus3.

Per aquest motiu, mitjancant Pestudi de l'activacié6 de Fus3, vam analitzar de
manera indirecta si en abséncia de Grx4 s’incrementava Iactivitat fosfatasa de Msg5.

Cultius de les soques salvatge, mutants simples msg5 1 grx4 1 el doble mutant
grxdmsg5 van ser crescuts en fase exponencial 1 seguidament tractats amb 1mM de peroxid
d’hidrogen per determinar I'activacié de Fus3 mitjancant P'anticos fosfo-p44/42, el qual
detecta les tres quinases que s’activen mitjangant la fosforilacié dels dos residus Tirosina 1

Treonina, que son: Slt2, Kss1 i Fus3.
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Figura 32- Deteccidé dels nivells de fosforilacié de la quinasa Fus3. Cultius de les soques
descrites en la Figura van ser crescudes en medi minim SD a 25°C fins arribar a fase exponencial.
Seguidament els cultius van ser tractats amb 1mM de peroxid d’hidrogen. En els temps indicats en
la Figura es van recolectar aliquotes que van ser processades per determinar els nivells de

fosforilaci6 de Fus3 mitjancant 'anticos p44/42.

Els resultats descrits en la Figura 32, demostraven 'abséncia de fosforilacié de Fus3
en el mutant simple grx4 en resposta a estres oxidatiu respecte a la soca salvatge, fet que
indicava que la fosfatasa Msg5 estava més activada en absencia de Grx4. L’augment dels
nivells de fosforilacié de Fus3 detectats en el doble mutant grx4msg5 respecte al mutant

simple grx4, confirmaven aquest resultat.

En resum, aquests resultats aportaven més indicis de I'activitat fosfatasa de Msgb
sobre SIt2 en el mutant gz com a mecanisme de regulacié de la via PKC7 en resposta a

estres oxidatiu

11- Grx4 necessita a Grx3 per activar la via PKCI en resposta a estrés

oxidatiu.

D’acord amb el mecanisme proposat on Msgb regularia negativament la fosforilacié
de Slt2 en absencia de Grx4 en resposta a estres oxidatiu, 'absencia de fosforilacié de SIt2
en el triple mutant grx3grxdmsg5 suggeria un mecanisme de regulacié més complex, que
implicava la funcié de la glutaredoxina Grx3, actuant cooperativament amb Grx4, per duu

a terme la correcta activacio de la via PKCT7 en resposta a estres oxidatiu.

Una possible explicacié de les diferéncies en Pactivacié observades entre els
mutants grx4msgs 1 grx3grxdmsg5 podria ser deguda a una questié estequiometrica en relacio
al nombre de molecules de Slt2 doblement fosforilades que I'anticos p44/42 és capag de

detectar. Com es demostrava en la Figura 13A, els nivells de proteina total de Slt2 en el
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doble mutant grx3grxe4 eren molt més baixos que els nivells detectats en el mutant grxd. A
més a més, els nivells de fosforilaci6 de SIt2 en resposta a estrés oxidatiu eren
comparativament més baixos que els nivells detectats en resposta a dany en la paret cel.lular
(vegeu Figura 6 1 7 com a exemple), fet que dificultava encara més la deteccié de la

fosforilacié de Slt2 en unes condicions de baixos nivells de proteina Slt2.

Amb T'objectiu, d’analitzar realment els nivells de fosforilacié de SIt2 que esperavem
visualitzar en el triple mutant grx3grxdmsg5 d’acord amb el model proposat, vam decidir
analitzar la fosforilacié de SIt2 hiperactivant la via PKC7 amb I’al.lel BCK7-20 en resposta a
estres oxidatiu en les seglients soques: soca salvatge 1 mutants g5, grx3grxcd 1 grx3grsedmsg).

Comparativament també vam realitzar un tractament de xoc térmic a 38°C.

A) 38°C i grx3grx4 msgs  grx3grx4msgs

0 30 9 0 30 9 0 30 90 0 30 90 ‘emps(min)
—am@B  wman el SE (o512
wt grx3grx4 msgb;  grx3grx4msgs
P tp *p *p
0 30 %9 o0 30 9 0 30 90 0 30 90 temps (min)

D s D >0 =l o

B) H20;
wt grx3grx4 msgd>  grx3grx4msgb
0 30 9 0 30 9 0 30 90 0 30 90 ‘temps(min)
— A — D fosfo-pdd/a2
wt grx3grx4 msgs grx3grx4msgs
P tp *+p +p
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Figura 33- Analisi de la fosforilacié de Slt2 en mutants en la fosfatasa Msg5 amb I’al.lel
hiperactiu BCK7-20 en resposta a estrés oxidatiu i estreés teérmic. Cultius de les soques
descrites en la Figura van ser crecudes en medi minim SD a 25°C fins arribar fase exponencial (A)
Analisi dels nivells de fosforilacié de Slt2 en resposta a xoc termic de 38°C. (B) Analisi dels nivells

de fosforilacié de Slt2 en resposta a 1mM de peroxid d’hidrogen.
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Com s’observa en la Figura 33A, en resposta a xoc termic, ’allel hiperactiu BCK7-
20 augmentava tan els nivells basals de fosforilacié de SIt2 com els nivells induits en totes
les soques analitzades.

Draltra banda, en el mutant g5 sobreexpressant BCK7-20 no vam observar una
induccié addicional en la fosforilacié de Slt2 respecte a la detectada en la soca salvatge
sobreexpressant BCK7-20 en resposta a xoc termic, fet consistent amb D'especificitat de
Msg5 en la defosforilacié de SIt2 en resposta a estres oxidatiu.

En resposta a estrés oxidatiu (Figura 33B) la hiperactivaci6 de BKC7-20 en el
grx3grsedmsgs incrementava lleugerament Pactivacié de Slt2, respecte als baixos nivells de

fosforilacié detectats en el doble mutant grx3gre4 amb I’al.lel BKC7-20.

Els resultats obtinguts a nivell de fosforilacié de Slt2, guardaven relacié amb la

viabilitat cel.lular en resposta a estres oxidatiu observada en aquestes soques.

msgd (
msg5+p 9= <«
grx3grnamsgs [ N IR IS

grx3grxdmsg5+p
grx3grea ® ¥
grx3grxd+p
wil X R
wt+p

Figura 34- Assaig de viabilitat cel.lular en resposta a estrés oxidatiu. Cultius de les soques
descrits en la Figura van ser crescudes en medi minim SD a 25°C fins arribar a fase exponencial
Aliquotes de cada cultiu van ser recolectades per realitzar dilucions seriades. Tot seguit, les mostres
van ser replicades en plaques de medi mini SD tractades amb 1mM de peroxid d’hidrogen. Les

plaques van ser incubades durant 3 dies a 25°C.

Com es demostra en la Figura 34, la hiperactivacié de I'allel BCK7-20 restablia
parcialment la viabilitat cel.lular dels mutants grx3gmed 1 grx3grxdmsg5 en resposta a estres
oxidatiu.

Draltra banda, vam observar que la hiperactivacié de l'allel BKC7-20 en el mutant
msg5 era deleteria per a la cellula, possiblement degut als elevats nivells basals de

fosforilacié de SIt2 causats per 'abséncia de Msg5, més la prolongada i permanent activacié
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de la via PKC7 deguda a la presencia de 'allel hiperactiu BCK7-20 en resposta a estrés a

estrés oxidatiu.

Donat que I’al.lel hiperactiu BKC7-20 no restaurava els nivells de fosforilacié de Slt2
en el triple mutant grx3grx4msg5 a nivells de la soca salvatge, vam transformar les soques
previament descrites amb el plasmid pSIt2HA, utilitzant com a estratégia 'augment del
nombre de molécules de SIt2 més la hiperactivacié de la via, per visualitzar realment els

nivells de fosforilacié de SIt2 en el triple mutant grx3grx4msg5 en resposta a estres oxidatiu.

wt grx3grx4d  grx3grx4dmsgs
+pSIt2HA  +pSIt2HA  +pSIt2HA

0 30 90 0 30 90 0 30 90 temps(min)
— R - = = - W (0sfo-pid/12

wt grx3grxd  grx3grxdmsgs
+pSIt2HA  +pSIt2HA +pSIt2HA
+p +p +p

0 30 90 0 30 9 0 30 90 temps (min)

=D ~ s ~E oo

Figura 35- Analisi de la fosforilacié de Slt2 en mutants en la fosfatasa Msg5 amb 1’al.lel
hiperactiu BCK1-20 en tesposta a estrés oxidatiu i estreés teérmic. Cultius de les soques
descrites en la Figura van ser tractades i processades per detectar la fosforilacié de Slt2 en a les

mateixes condicions experimentals d’estres oxidatiu descrites en la Figura 33.

Els resultats representats en la Figura 35 mostraven que el triple mutant
arx3grxdmsg5 sobreexpressant Slt2 1 amb I'allel hiperactiu BCK7-20 restablia la fosforilacio
de SIt2 en resposta a estrés oxidatiu, com a minim a uns nivells similars als obtinguts en la

soca salvatge sobreexpressant SIt2

Per completar aquest estudi, també es van analitzar en aquestes soques els nivells

transcripcionals de SL.T2 1 de PST7 i les viabilitats cel.lulars en resposta a estres oxidatiu.
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wt grx3grx4 8grx3grxdmsgd
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Figura 36- Analisis transcripcionals de SL72 i de PST1 en mutants en la fosfatasa Msg5
sobreexpressant Slt2 i amb P’al.lel hiperactiu BCK1-20 en resposta a estrés oxidatiu. Cultius
de les soques descrites en la Figura van ser tractades sota les mateixes condicions experimentals
d’estres oxidatiu amb 1mM de peroxid d’hidrogen descrites en la Figura 33. Les mostres van ser
processades per extreure RNA total analitzar els nivells transcripcionals de SLT2 i de PST7. U2 va

ser la sonda utilitzada com a control de carga.

Com s’observa en la Figura 306, els nivells transcripcionals de SL.T2 i de PST7 en el
triple mutant grx3grx4msg5 sobreexpressant Slt2 i Ial.lel BCK7-20 eren similars als detectats
en la soca salvatge sobreexpressant Slt2, dades consistents amb els nivells de fosforilaci6 de

Slt2 detectats en el triple mutant grx3grx4msg5 sobreexpressant ambdues quinases.

Finalment, com s’observa en la Figura 37 i en correlacié amb tots els resultats
obtinguts previament, mentre que la sobreexpressié de Slt2 restablia parcialment la
viabilitat cellular dels mutants grx3gred 1 grx3grxdmsgh, la sobreexpressio de Slt2 i Iallel
BCK7-20 restablien completament la viabilitat cellular del triple mutant grx3grxcdmsgs,
respecte a la parcial viabilitat cellular detectada en el doble mutant grx3grd

sobreexpressant ambdues quinases.

25°C H,0,

wt+pSIi2HA
wt+pSIt2HA+p
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Figura 37- Assaig de viabilitat cel.lular en resposta a estras oxidatiu. Cultius de les soques
descrites en la Figura van ser crescudes fins arribar a fase exponencial en medi minim SD a 25°C.
Seguidament, aliquotes de cada cultiu van ser processades i analitzades en les mateixes condicions

experimentals descrites en la Figura 34.

En resum, els resultats mostrats en aquest apartat ens demostraven que Grx4
necessitava la funcié de Grx3 per duu a terme la correcta activacié de la via PKC7 en
resposta a estres oxidatiu a través d’impedir accés de la fosfatasa Msg5 a Slt2 evitant la

seva defosforilacié.

12- Grx3 1 Grx4 no regulen la localitzaci6 de Slt2 en resposta a estrés

oxidatiu.

En els resultats publicats en Pujol ez a/, (2006) demostravem que Grx3 1 Grx4
regulaven l'exportacié nuclear del factor transcripcional d’Aftl com a mecanisme per
regular ’homeostasi del ferro intracel.lular.

Per aquest motiu i abans d’aprofuncir més en la caracteritzacié del mecanisme de
regulaci6é de la via PKCT per part de Grx3 i Grx4, vam decidir analitzar si Grx3 1 Grx4
participaven en la regulacié de la localitzacié nucli-citoplasmatica de Slt2, com succeia amb
Aftl, en les segients soques: soca salvatge, mutants simples grx3 i grx4, dobles mutant

grx3grsed, grdmsg5 1 soca salvatge sobreexpressant Grx3 1 Grx4 respectivament.

Per realitzar aquests estudis, cultius de les soques descrites préviament, van ser
transformades amb el plamid que contenia la proteina de fusié Slt2-GFP sota el promotor
regulable MET (pSIt2GFP) (vegeu Materials i Meétodes, pag.117), amb lobjectiu de
monitoritzar iz vivo la localitzacié subcel.lular de SIt2 en resposta a estres oxidatiu.

Paral.lelament, es va realitzar un tractament de xoc térmic a 38°C en les soques
salvatge 1 doble mutant grx3grx4 amb I'objectiu de determinar possibles diferéncies en la

localitzaci6 subcel.lular de Slt2 segons Iestimul rebut.
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Figura 38- Localitzacié subcellular de Slt2 in vivo en resposta a estrés térmic i estrés
oxidatiu. Soca salvatge, mutants grx3, grxd 1 grx3grxd 1 soca salvatge sobreexpressant Grx3 1 Grx4
respectivament van ser transformats amb la proteina de fusié Slt2-GFP. Posteriorment les soques
transformades van ser crescudes en medi minim SD a 25°C en preséncia de 25uM de metionina fins
arribar a fase exponencial. Seguidament els cultius van ser exposats durant 90 minuts a 38°C (A) i
parallelament tractats amb 1mM de peroxid d’hidrogen (B). En els temps indicats en la Figura es

va realitzar el seguiment 7 vivo de la localitzaci6 subcel.lular de SIt2.

Com es detalla en la Figura 38, en condicions normals, la localitzacié de Slt2 era
nucli-citoplasmatica tan en la soca salvatge com en el doble mutant grx3grx4.

En resposta a estres termic (Figura 38A), Slt2 era translocada dins del nucli en la
soca salvatge, com demostraven els resultats descrits préviament per Hahn i Thiele (2002).

En el doble mutant grx3grx4, Slt2 també era translocat dins del nucli després de 90
minuts de tractament a 38°C, dada consistent amb ’activacié de Slt2 detectada en el doble
mutant grx3gred en resposta a estres termic (vegeu Figura 7).

En canvi, en resposta estres oxidatiu (Figura 38B) la localitzacié de SIt2 continuava
sent nucli-citoplasmatica tan en la soca salvatge com en la resta de soques analitzades. No
obstant, en el doble mutant grx3grx4 els nivells de fluorescencia de la proteina de fusié Slt2-

GFP anaven disminuint al llarg del tractament amb el peroxid d’hidrogen.

Aquests primers resultats demostraven que Grx3 i Grx4 no regulaven la localitzacié

nucli-citoplasmatica de SIt2 en resposta a estrés oxidatiu.

Draltra banda, com s’observa en la Figura 39, 'absencia de Msgh no produia canvis
en la localitzacié nucli-citoplasmatica de Slt2 detectada en el mutant grx4 ni en condicions

normals com en resposta a estres oxidatiu.

wt grx4 grxdmsgb
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Figura 39- El doble mutant grx4msg5 no presenta canvis en la localitzacié6 nucli-
citoplasmatica de Slt2 en resposta a estrés oxidatiu. Soca salvatge 1 mutants grx4 1 gredmsgd van
ser tranformats amb la proteina de fusi6é Slt2-GFP i posteriorment tractats amb 1mM de peroxid
d’hidrogen. El seguiment 7z vivo de la localitzaci6 subcel.lular de Slt2 es va realitzar sota les mateixes

condicions experimentals descrites en la Figura 38.

En resum, aquests resultats descartaven que Grx3 y Grx4 regulessin la localitzacio
subcel.lular de SIt2 com a mecanisme de regulacié de l'activacié de la via PKC7 en resposta
a estres oxidatiu. A més a més, també demostraven que la localitzacié nucli-citoplasmatica
de SIt2 en el mutant grxd en resposta a estres oxidatiu tampoc es veia afectada per

I'absencia de Msg5.

13- Grx3 i Grx4 regulen 'activaci6 de la via PKCI en resposta a estrés

oxidatiu a través dels dominis 7RX.

L’objectiu dels segiients experiments va ser aprofundir en la caracteritzacid
funcional dels dominis estructurals GRX i TRX de Grx3 1 Grx4 en la regulacié de la via

PKCT en resposta a estres oxidatiu.

Amb T'objectiu d’analitzar a través de quins dominis, Grx3 i Grx4 regulaven la
fosforilacié de Slt2 en resposta a estres oxidatiu, cultius de les soques salvatge, grx3, grx4 1
doble mutants grx3grx4 van ser transformades amb plamids centromerics que contenien
cadascun dels dominis GRX i TRX de Grx3 i Grx4 respectivament sota el promotor

regulable 770, (vegeu Pujol ¢ al., (2006), apartat de Material i Métodes)
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Figura 40- Els dominis 7TRX de Grx3 i Grx4 activen Slt2 en resposta a estrés oxidatiu.
Cultius de la soca salvatge, mutants grx3, grx4 1 grx3grx4 1 cadascuna d’aquestes soques
sobreexpressant els dominis GRX 1 TRX de les glutaredoxines Grx3 i Grx4 respectivament, van ser
crescudes en medi mimin SD a 25°C fins arribar a fase exponencial. En els temps indicats en la
Figura es van recolectar mostres que posteriorment van ser processades per detectar la fosforilacid

de SIt2 en resposta a ImM peroxid d’hidrogen.

Com es detalla en la Figura 40, la sobreexpressié dels dominis TRX de Grx3 i Grx4
restablien la fosforilacié de Slt2 en els mutants grxd 1 grx3grxd en resposta a estrés oxidatiu,
mentre que la sobreexpressio dels dominis GRX no induien cap efectes sobre l'activacié de
Slt2. Aquestes dades demostraven que Grx3 i Grx4 regulaven I'activacié de la via PKC7 en

resposta a estres oxidatiu a través dels dominis TRX.

D’acord a aquests resultats 1 donat que Grx4 era la glutaredoxina directament
implicada en I'activaci6 de la via PKCT7 en resposta a estrés oxidatiu, ens vam plantejar si el
domini TRX de Grx4 requeria dels elements que formaven part de la via PKC7 per regular

la fosforilacié de Slt2.

Per analitzar aquesta qiiestié vam utilitzar els seglients mutants:

a) Bl mutant bck7 (de la Torre e al., 2002). La proteina Beck1 forma part del modul
MAP quinasa de la via PKC7, encarregada de rebre i transmetre la senyal que reb de la
quinasa Pkcl (vegeu Introduccié Capitol 2, pag.91).

b) El mutant pkc? (Vilella ef al, 2005). Pkcl és la quinasa encarregada d’activar el
modul MAP quinasa de la via PKCT7 (vegeu Introduccié Capitol 2, pag.91). Aquest mutant
va ser construit mitjangant la substitucié del promotor endogen de PKC7 pel promotor
regulable per galactosa, GALT7 (Vilella et al, 2005). En presencia en el medi de cultiu de
galactosa, el promotor GALT s’indueix i la quinasa Pkcl es expressada. En canvi, la
presencia d’un sucre diferent a la galactosa, com la glucosa, reprimeix el promotor GALT,

fet que inhibeix expressio de la quinasa Pkcl, actuant doncs com un mutant pkel.

Cultius de les soques previament descrites van ser transformats amb el plasmid que
contenia el domini TRX de la glutaredoxina Grx4. Les condicions de creixement que es
vam utilitzar en aquest assaig van ser les seglients:

a) El mutant bck7 sobreexpressant en domini TRX de Grx4 va ser crescut en medi

minim SD a 25°C.
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b) El mutant pkc7 sobreexpressant el domini TRX de Grx4 va ser crescut a 25°C en
els diferents medis de cultiu:
- en medi minim SD per reprimir I'expressié de PKC7 1 obtenir un mutant pkc!
- en medi minim SGalactosa per activar expressio de PKCT.
Seguidament, aquests cultius van ser tractats amb 1mM de peroxid d’hidrogen per analitzar

'activaci6 de la via PKCT en resposta a estrés oxidatiu.

A) bekl
wt bckl +pDomTrx(Grx4)
0 30 60 0 30 60 0 30 60 temps (min)
-— fosfo-p44/42
B) pkcl
wt pkcl  +pDomTrx(Grx4)

0 30 60 0 30 60 0 30 60 temps(min)
SD a) —

SGalactosab) | il - - -

fosfo-p44/42

Figura 41- El domini TRX de la glutaredoxina Grx4 regula P’activacio6 de Slt2 a través de la
via PKC1. (A) Cultius de la soca salvatge, del mutant bek7 1 del mutant bek7 sobreexpressant el
domini TRX de la glutaredoxina Grx4 van ser crescuts en medi minim SD a 25°C fins obtenir una
ODgoo de 0,6. Aliquotes de cada cultiu van ser recolectades en els temps indicats en la Figura
després d’afegir ImM de peroxid d’hidrogen. Les mostres van ser processades per realitzar Western
blot i detectar la fosforilacié de Slt2 mitjancant I'anticos p44/42. (B) Cultius de la soca salvatge, del
mutant pkc7 i del mutant pkc! sobreexpressant el domini TRX de Grx4 van ser crescudes a 25°C en
medi minim SD (a) i SGalactosa (b) fins arribar a una ODgoo de 0,6. Seguidament els cultius van ser
tractats amb 1mM de peroxid d”hidrogen per detectar la fosforilacié de Slt2, com es descriu en

Papartat A)

Com s’observa en la Figura 41A, la sobreexpressié del domini TRX de Grx4 no
revertia ’absencia de fosforilacié de SIt2 del mutant bk¢7 en resposta a estrés oxidatiu.

Draltra banda, en condicions de creixement amb glucosa, Figura 41B apartat a), la
sobreexpressioé del domini TRX de Grx4 tampoc revertia I’'abséncia de fosforilacié de Slt2
del mutant pkc7. En condicions de creixement amb galactosa, Figura 41B apartat b), la

quinasa Pkcl s’estava expressant i com a consequencia la via PKCT s’activava correctament.
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En aquest cas, la sobreexpressié del domini TRX de Grx4 no provocava variacions en els

nivells de fosforilacié de SIt2 detectats en aquestes condicions experimentals.

Per completar aquest estudi, les soques préviament descrites van ser sotmeses a
assajos de viabilitat cel.lular en resposta a estrés oxidatiu, sota les mateixes condicions
experimentals de creixement en medi SD i SGalactosa.

25°C

Ul 0.6 & & ¢
vek1 KL X KX
bck1+pDomTrx(Grx4) @.@ ﬁ‘ L RS

SD

SGalactosa

Figura 42- Estudis de viabilitat cel.lular en resposta a estrés oxidatiu. Cultius de les soques
descrites en la Figura van ser crescudes en medi SD a 25°C. Seguidament vam realitzar dilucions
seriades que van ser replicades en les respectives plaques de medi minim SD i SGalactosa tractades

amb 1mM de peroxid d’hidrogen. Totes les plaques van ser incubades durant 3 dies a 30°C.

Com s’observa en la Figura 42, el mutant bkc7 no presentava defectes de viabilitat
cellular en presencia de peroxid d’hidrogen, com van descriure préviament Vilella er a/,
(2005). En aquestes condicions, la sobreexpressié del domini TRX de Grx4 no produia cap
efecte sobre la viabilitat cel.lular del mutant bek7.

D’altra banda, en medi amb glucosa (SD), la sobreexpressié del domini TRX no
restaurava la viabilitat cel.lular en resposta a estrés oxidatiu que presentava el mutant pel,
fet consistent amb I'abséncia d’activacié de la via PKC7 en aquestes condicions de
creixement. En canvi, en medi amb galactosa (SGalactosa), on la quinasa Pkcl estava sent
expressada, la viabilitat cel.lular observada en resposta a estrés oxidatiu era equivalent a la
de la soca salvatge. En aquest cas, la sobreexpressié del domini TRX de Grx4 tampoc

induia canvis en aquesta viabilitat.

Tot plegat, els resultats obtinguts ens van permetre concloure que el domini TRX

de Grx4 regulava P'activacié de Slt2 a través dels elements que integraven la via PKCT.
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14- Els dominis 7RX de Grx3 i1 Grx4 regulen !'organitzaci6 del

citoesquelet d’actina en condicions normals i en resposta a estrés oxidatiu.

Un cop demostrat que els dominis TRX de Grx3 i Grx4 restablien la fosforilacié de
Slt2 en resposta a estrés oxidatiu en els mutant grx4 1 grx3grxd, ens vam plantejar analitzar
dues quiestions:

1- Determinar si els dominis TRX de Grx3 i Grx4 participaven en 'organitzacié

del citoesquelet d’actina del mutants grx4 1 grx3grx4d en condicions normals.

2-Determinar si els dominis TRX de Grx3 1 Grx4 participaven en la repolaritzacid

del citoesquelet d’actina dels mutants grx4 1 grx3grxd en resposta a estres oxidatiu.

Per completar aquest analisi i amb I'objectiu de reforgar les dades obtingudes sobre
el possible paper funcional de Grx3 i Grx4 en la regulaci6 de la polaritzacié del citoesquelet
d’actina en condicions normals 1 en resposta a estres oxidatiu, vam incloure en aquests
experiments la sobreexpressié de les proteines senceres Grx3 i Grx4 i la sobreexpressié
dels respectius dominis GRX. Parallelament, també van realitzar assajos de viabilitat

cellular en presencia de ImM de peroxid d’hidrogen.
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Figura 43- Grx3, Grx4 i els respectius dominis 7RX regulen Potrganitzaci6 del citoesquelet
d’actina en el doble mutant grx3grx4 en condicions normals i en resposta a estrés oxidatiu.
Cultius de la soca salvatge i del doble mutant grx3grx4 van ser transformades d’una banda, amb un
plasmid centromeric que contenia cadascun dels dominis GRX i TRX de Grx3 1 Grx4 1 d’altra
banda amb un vector integratiu que contenia cadascuna de les glutaredoxines Grx3 1 Grx4 senceres
(vegeu Pujol ez al, (2000), apartat de Material i Metodes). Cultius d’aquestes soques van ser
crescudes en minim SD a 25°C fins arribar a fase exponencial 1 posteriorment tractades durant 3
hores amb peroxid d’hidrogen 1mM. El processament i 'analisi de les mostres es van realitzar sota
les mateixes condicions experimentals detallades en la Figura 8. (A, B) Tincions d’actina en la soca
salvatge. (D-E) Tincions d’actina en el doble mutant grx3gr4. (C-F) Histogrames de barres que

representen en % el nombre de cellules despolaritzades presents en cada mostra analitzada.
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Com es detalla en les Figura 43D, E 1 I, la sobreexpressié dels dominis TRX de
Grx3 1 Grx4 restablien la polaritzacié del citoesquelet d’actina tan en condicions normals
com en resposta a estres oxidatiu del doble mutant grx3gre4, dades que guardaven relacio
amb la fosforilacié de Slt2 observada al sobreexpressar els dominis TRX en aquest mutant
(vegeu Figura 40). En canvi, la sobreexpressié dels dominis GRX de Grx3 i Grx4 no

indufen canvis en la despolaritzacié del citoesquelet del doble mutant grx3grx.

La sobreexpressio de la proteina sencera Grx4 també restablia la polaritzacié del
citoesquelet d’actina del doble mutant grx3grx4 tan en condicions normals com en resposta
a estreés oxidatiu a uns nivells similars als observats en la soca salvatge (Figures 43A, B i C).

En canvi, la polaritzacié del citoesquelet era parcialment restablerta amb la
sobreexpressié de la proteina sencera Grx3 en el doble mutant grx3grx4 en ambdues
condicions experimentals. Aquestes dades es correlacionaven amb la correcta organitzacio
del citoesquelet d’actina detectada en el mutant simple grx3 1 la parcial despolaritzacié del

citoesquelet d’actina detectada en el mutant simple grx4 (vegeu Figura 14).

Les soques previament descrites, també van ser sotmeses a l’assaig de viabilitat

cellular en resposta a peroxid d’hidrogen.
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Figura 44- Assajos de viabilitat cel.lular en resposta a estrés oxidatiu en les soques salvatge
i el doble mutant grx3grx4 sobreexpressant Grx3, Grx4 i els dominis GRX i TRX. Soques
descrites en la Figura van ser crescudes en medi minim SD a 25°C fins arribar a fase exponencial.
Seguidament, aliquotes de cada cultiu van ser recolectades per realitzar dilucions seriades.
Posterioment, les mostres van ser replicades en plaques de medi minim SD tractades peroxid

d’hidrogen 1mM. Les plaques van ser incubades a 30°C durant 3 dies.

Com s’observa en la Figura 44B, la sobreexpressié dels dominis GRX i TRX de
Grx3 1 Grx4 respectivament, restablien la viabilitat cel.lular del doble mutant grx3gred en

resposta a estres oxidatiu.

Per una banda, el restabliment de la viabilitat cel.lular observada en el doble mutant
grx3grxed sobreexpressant els dominis TRX era consistent amb la fosforilacié de SIt2 i la
polaritzacié del citoesquelet d’actina detectats en aquesta soca.

D’altra banda, els dominis GRX de Grx3 1 Grx4 regulaven I'exportacié nuclear
d’Aftl, mecanisme amb el qual es disminuien els elevats nivells de ferro intracel.lular (Pujol
et al., 2000) 1 en consequiencia els alts nivells d’oxidacié endogena (com es detalla en I'aparat
17). Aquest fet explicaria perque els dominis GRX restablien la viabilitat cel.lular del doble
mutant grx3grx4 en resposta a estres oxidatiu, malgrat no restablir ni la fosforilacié de SIt2
ni el citoesquelet d’actina.

D’altra banda, la sobreexpressié de Grx4 restablia més eficagment la viabilitat
cellular del doble mutant grx3grx4 en resposta a estres oxidatiu que la sobreexpressié de
Grx3. Aquests fets que es correlacionaven amb lorganitzacié del citoesquelet d’actina
detectada en aquestes soques (vegeu 43D, E 1 I) 1 amb les viabilitat cellular detectades en

els mutants simples grx3 1 grx4 en resposta a estres oxidatiu (vegeu Figura 12).

Finalment, com es detalla en la Figura 45A i B, els dominis TRX també restablien la
polaritzacié del citoesquelet d’actina en el mutant simple grxe4, en condicions normals i en
resposta a estres oxidatiu. A més a més, la sobreexpressié6 de Grx3 també restablia
parcialment aquest defectes en ambdues condicions experimentals.

En aquest cas, els dominis GRX tampoc restablien la polaritzacié del citoesquelet

d’actina en el mutant grx4.
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Figura 45- Grx3 i els dominis TRX de Grx3 i Grx4 regulen I’organitzaci6 del citoesquelet
d’actina en el mutant grx4 en condicions normals i en resposta a estrés oxidatiu. Cultius de
les soques descrites en la Figura van ser processades i analitzades en les mateixes condicions

experimentals descrites en la Figura 43.

Aquests dades es correlacionaven amb els resultats obtinguts mitjancant I’assaig de
viabilitat cellular en resposta a estrés oxidatiu (Figura 40): la sobreexpressié dels dominis
TRX i de la proteina sencera Grx3 restablien la viabilitat cel.lular del mutant g4 en
resposta a peroxid d’hidrogen als nivells de la soca salvatge. No obstant, els dominis GRX

no restablien aquesta viabilitat cel.lular.
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Figura 46- Assajos de viabilitat cel.lular en resposta estrés oxidatiu en el mutant grx4
sobreexpressant Grx3 i els dominis TRXi GRX de Grx3 i Grx4. Soques descrites en la Figura
van ser crescudes en medi minim SD a 25°C fins arribar a fase exponencial. Aliquotes de cada cultiu
van ser recolectades i processades en les mateixes condicions experimentals descrites en la Figura

44,

En resum, els nostres resultats demostraven per primera vegada la participacié dels
dominis TRX de Grx3 i Grx4 en els processos de polaritzacié del citoesquelet d’actina en

condicions normals i en resposta a estres oxidatiu.

15- L’abséncia de GRX3, GRX4 i SLT2 provoca letalitat sintética en

resposta a dany en la paret cel.lular i estrés oxidatiu.

En Papartat 8 vam demostrar iz vivo e in vitro Pinteracci6 fisica entre Grx3, Grx4 1
Slt2. Per aquest motiu, els experiments exposats en el segiient apartat de Resultats tenen

com objectiu caracteritzar la possible interaccié genctica entre Grx3, Grx4 1 SIt2.
Una primera aproximacio, va ser realitzar assajos de viabilitat cel.lular en el triple

mutant grx3grxdsit2 davant els diversos agents que activaven la via PKC7, amb Pobjectiu de

caracteritzar si existia una letalitat sintetica entre Grx3, Grx4 i SIt2.
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Figura 47- Letalitat sintética del triple mutant grx3grx4s/t2 davant agents que causen estrés

en la paret cel.lular i estrés oxidatiu. Cultius de la soca salvatge, el doble mutant grx3gr4, el
mutant simple s/#2 1 el triple mutant grx3grx4s/t2 van ser crescudes exponencialment en medi mimin
SD a 25°C fins a obtenir una ODgw de 0,6. Postetiorment, aliquotes de cada cultiu van ser
recolectades per realitzar diversos assajos de viabilitat cel.lular sota les mateixes condicions

experimentals descrites en I'apartat 1.

Com es mostra en la Figura 47, I'absencia simultania de GRX3, GRX4 i SL.T2
indufa una clara letalitat sintetica en resposta a estrés en paret cellular i estrés oxidatiu,

respecte a la sensibilitat cel.lular observada en el doble mutant grx3grx4.

Els analisis ultraestructurals de lenvolta cellular ens va mostrar defectes en
I'estructura de la paret cellular del doble mutant grx3grxd (vegeu Figura 2). Per aquesta
motiu, ens vam plantejar si la letalitat sintética detectada en el triple mutant grx3grx4s/t2
davant els diversos agents que danyaven la paret cellular i causaven estres oxidatiu, era

deguda a la presencia de majors defectes estructurals en 'envolta cel.lular.

wt grx3grx4 slt2  grx3grx4slt2

Figura 48- Modificacions ultraestructurals en la paret cel.lular. Cultius de la soca salvatge i els
mutants grx3gred, sit2 1 grxc3grxedsit2 van ser crescudes fins arribar a una ODggo de 0,5-0,6 en medi
minim SD a 25°C. Posteriorment les mostres van ser processades i analitzades en el microscopi

electronic de transmissié (vegeu Materials i Méetodes, pag.125)
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Com es detalla en la Figura 48, el triple mutant grx3gre4s/t2 presentava una major
acumulacié del polimer gluca tan en la paret cel.lular de la céllula mare com de la céllula
filla, respecte a 'acumulaci6 del polimer gluca detectada en la paret cel.lular dels mutants

SI2 1 grx3grxd.

Aquestes dades guardaven relaci6 amb la letalitat sintetica del triple mutant
grx3grxedsit2 en resposta a danys en la paret cellular 1 estres oxidatiu. A més a més, també
demostrava 'efecte additiu de Grx3, Grx4 i Slt2 en els mecanismes implicats en formacié

de la paret cel.lular.

16— Grx3 1 Grx4 participen en els procesos de polaritzaci6 del citoesquelet

d’actina independentment de Slt2.

Els experiments exposats a continuacié tenen com objectiu aprofundir més en el
paper funcional de Grx3, Grx4 1 Slt2 en relacié als processos de polaritzacié del
citoesquelet d’actina en condicions normals i en resposta a estres oxidatiu.

Per aquest motiu vam comengar I'analitzant el citoesquelet d’actina del mutants /22

1 grx3grscdsit2

A
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Figura 49- Organitzacié del citoesquelet d’actina en el mutants s/t2 i grx3grx4sit2. Tincions
d’actina amb Rodamina Faloidina de les soques descrites en la Figura van ser processades i

analitzades sota les mateixes condicions experimentals descrites en la Figura 8.

Com es detalla en la Figura 49, el mutant s#2 no presentava defectes en
I'organitzaci6 del citoesquelet d’actina en condicions normals. No obstant, a les 3 hores de
tractament amb I'agent oxidant, el citoesquelet d’actina del mutant s/2 continuava
despolaritzat, observant un percentatge de cellules despolaritzades similar al observat en el
doble mutant grx3grx4 en resposta a estres oxidatiu (Figura 49B).

D’altra banda, I'abséncia simultanea de Grx3, Grx4 i Slt2 indufa una major
despolaritzacié del citoesquelet d’actina en condicions normals, contabilitzant un nombre
de cellules despolaritzades en el triple mutant grx3grx4s/t2 superior al detectat en el doble
mutant grx3gred. A més a més, com succeia en els mutants §/#22 1 grx3grx4, el citoesquelet

d’actina continuava despolaritzat a les 3 hores de tractament amb el peréxid de hidrogen.

Aquests resultats ens van permetre realitzar les primeres caracteritzacions
funcionals de Grx3, Grx4 1 SIt2 en relacié 'organitzacié del citoesquelet d’actina:

- Slt2 no participava en la polaritzacié del citoesquelet d’actina en condicions

normals. No obstant, SIt2 si era necessaria en els mecanismes de repolaritzacié del

citoesquelet en resposta a estres oxidatiu.

- L’abseéncia simultania de Grx3, Grx4 1 Slt2 presentava un effecte additiu sobre la

polaritzacié del citoesquelet d’actina tan en condicions normals com en resposta a

estres oxidatiu.
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En els resultats obtinguts en lapartat 14, demostravem que Grx3, Grx4 i els
respectius dominis TRX participaven en els processos de polaritzacié del citoesquelet
d’actina en condicions normals i en resposta a estres oxidatiu.

Amb Tobjectiu de determinar si la funcié que exercien Grx3 1 Grx4 1 els seus
respectius dominis TRX sobre el citoesquelet d’actina era depenent de la via PKC7, vam
analitzar 'efecte de les sobreexpressions de Grx3, Grx4 1 la dels respectius dominis TRX 1

GRX sobre el citoesquelet d’actina en els mutants s/2 1 grx3grx4sit2.
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Figura 50- Grx3, Grx4 i els dominis 7RX regulen la polaritzacio del citoesquelet d’actina en
resposta a estrés oxidatiu independentment de P’activitat de SIt2. Cultius de les soques
descrites en la Figura van ser processades i analitzades en les mateixes condicions experimentals

descrites en la Figura 43.

Com s’observa en la  Figura 50, les sobreexpressions de Grx3, Grx4 i dels
respectius dominis TRX restablien la polaritzacié del citoesquelet d’actina del triple mutant
grx3grx4sit2 en condicions normals (Figures 50D, E i F). A més a més, també induien la
repolaritzaci6 del citoesquelet d’actina en els mutants s/22 1 grx3grxds/t2 en resposta a estres

oxidatiu (Figures 50A-F)

Finalment, per completar aquests analisis, les soques descrites préviament van ser

sotmeses a I’assaig de viabilitat cel.lular en resposta a peroxid d’hidrogen.
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Figura 51- Assajos de viabilitat cel.lular en resposta a estrés oxidatiu en els mutants s/t2 i
grx3grx4slt2 sobreexpressant Grx3, Grx4 i els dominis 7RX. Soques descrites en la Figura van
ser crescudes en medi minim SD a 25°C fins arribar a fase exponencial. Seguidament, aliquotes de
cada cultiu van ser recolectades per realitzar dilucions seriades que van ser replicades en plaques de
medi minim SD tractades amb 1mM de peroxid d’hidrogen. Les plaques van ser incubades a 30°C

durant 3 dies.

Com es detalla en la Figura 51B, la sobreexpressié dels dominis GRX 1 TRX de
Grx3 1 Grx4 restablien parcialment la viabilitat cel.lular del triple mutant grx3greds/t?2 en
resposta a estres oxidatiu. En aquest cas, la sobreexpressié dels dominis GRX, malgrat no
restablir la polaritzacié del citoesquelet d’actina, reduien els nivells de ferro intracel.lular i
com a consequencia els nivells d’oxidacié endogena present en el triple mutant grx3gr4sit2
(com es demostrara en el segiient apartat). Aquest fet explicaria la viabilitat cel.lular
detectada en el triple mutant grx3grxds/t2 sobreexpressant els dominis GRX en resposta a
estres oxidatiu.

A més a més, les sobreexpressions de Grx3 1 Grx4 restablien la viabilitat cel.lular
del triple mutant grx3grx4s/t2 en resposta a estres oxidatiu als nivells de la soca salvatge.
Aquest resultat podria explicar-se per la repolaritzacié del citoesquelet d’actina (vegeu
Figures 50D-F) més la reduccié dels nivells d’oxidacié enddgena detectats en el triple
mutant grx3grxds/t2 sobreexpressant les proteines senceres Grx3 i Grx4 en resposta a estrés

oxidatiu (vegeu el seglient apartat).
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En resum, aquests resultats ens van permetre concloure que Grx3 1 Grx4
participaven en I'organitzacié del citoesquelet d’actina en condicions normals i en resposta
a estres oxidatiu a través dels respectius dominis TRX, independentment de Iactivitat de

Sle2.

17-Analisis dels nivells d’oxidacié intracel.lulars mitjancant 'assaig de

deteccié d’anions superoxid.

En Papartat 9 vam demostrar, mitjancant I’assaig de deteccié d’anions superoxid,
que el doble mutant grx3grx4 presentava una elevada oxidacié enddgena. A més a més, en
I'apartat 7 vam mostrar que aquesta oxidacié endogena causada per els elevats nivells de
ferro intracellulars deguts a la hiperactivacié d’Aftl contribuien parcialment als defectes en

Pactivitacio 1 en les funcions regulades per SIt2 en el doble mutant grx3gr4.

Per aquest motiu, 'objectiu d’aquest apartat de Resultats es determinar si els efectes
sobre l'activacié de Slt2, la viabilitat cellular i Torganitzacié del citoesquelet d’actina
detectats en diverses de les soques estudiades en aquest treball responien a canvis en els

nivells d’oxidacid intracel.lular.

Per duu a terme aquest estudi, van realitzar P'assaig de deteccié de radicals
superoxid intracel.lulars (O,7), com es detalla ampliament en I'apartat 9 de Resultats. Aquest
assaig permet valorar de manera quantitativa els nivell d’oxidacié endogena presents en els

en les cellules mitjangant I'agent dihidroetidi (DHE) (vegeu Materials i Metodes, pag.124).

Per confirmar que els elevats nivells de ferro intracel.lulars deguts a la hiperactivacio
d’Aftl eren la causa de I'oxidacié endégena que presentava el doble mutant grx3grxd, vam
analitzar els nivells de radicals superoxid en les segiients soques: soca salvatge 1 mutants

grx3grsed, aftl 1 grx3grxedaftl.
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Figura 52- Assaig de deteccié d’anions superoxid en els mutants aftl i grx3grx4aftl. Cultius
de la soca salvatge i els mutants aft, grx3grxed 1 grx3grxdafi! van ser crescudes en medi minim SD
fins arribar a una ODgoo de 0,5-0,6. Posteriorment van ser tractades amb peroxid d’hidrogen 1mM
recolectant aliquotes després de 30 minuts i 1 hora de tractament amb ’agent oxidant. Les mostres
van ser processades simultaniament per realitzar 'assaig de deteccié d’anions superoxid amb
dihidroetidi (DHE). La concentracié final de DHE afegida en cadascuna de les mostres resuspeses
en buffer PBSIx va ser de 5pg/ml. Els histogrames de batres representen en unitats de

fluorescencia la mitja de tres experiments realitzats independentment.

Com es detalla en la Figura 52, el doble mutant grx3grx4 presentava majors nivells
de radicals superoxid tan en condicions normals com en resposta a estrés oxidatiu, respecte
als nivells detectats en la soca salvatge. No obstant, 'absencia d’Aftl en el doble mutant
grx3grx4 disminuia significativament aquests nivells de radicals superoxid en ambdues
condicions, restablint altre cop els nivells d’oxidacié endogena presents en la soca salvatge.

Aquests resultats confirmaven que els elevats nivells de ferro intracellular com a
conseqiiencia de la hiperactivacié d’Aftl deguda a I'abséncia simultania de Grx3 1 Grx4

causaven oxidaci6 intracel.lular.
Seguidament, vam caracteritzar els nivells de radicals superoxid en les seglents

soques: soca salvatge, mutants simples grx3, grx4, s/t2, doble mutant grx3gre 1 triple mutant

grx3grxdsit2.
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Figura 53- Assaig de detecci6 d’anions superoxid intracel.lular en els mutants s/t2 i
grx3grx4slt2. Cultius de les soques descrites en la Figura van ser crescudes en medi minim SD fins
arribar a una ODgo de 0,5-0,6. Posteriorment van ser tractades amb peroxid d’hidrogen 1mM
recolectant aliquotes després de 30 minuts i 1 hora de tractament amb ’agent oxidant. Les mostres
van ser processades simultaneament per realitzar 'assaig de deteccié d’anions superoxid. La
concentracié final de dihidroetidi (DHE) afegida en cadascuna de les mostres resuspeses en buffer
PBS1x va ser de 5pg/ml. Els histogrames de battres representen en unitats de fluorescéncia la mitja

de tres experiments realitzats independentment.

Com es mostra en la Figura 53, els mutants simples grx3 i grxed presentaven uns
nivells intracel.lulars de radicals superoxid similars als detectats en la soca salvatge, els quals
eren incrementats amb P’abséncia simultania de Grx3 i Grx4, com es demostrava també en
la Figura 52.

En canvi, mentre que I'abséncia de SIt2 no produia cap efecte sobre els nivells
d’oxidacié endogena presents en la soca salvatge, el triple mutant grx3grx4s/t2 presentava un
major increment en els nivells d’oxidacié endogena tan en condicions normals com en
resposta a estrés oxidatiu, respecte als nivells detectats en el doble mutant grx3grx4 en

ambdues condicions.

Els resultats obtinguts en I'apartat 3 van demostrar que la sobreexpressié de quinasa
Slt2 o Pallel hiperactiu BCK7-20 restablien parcialment lactivacié de la via PKC7 i la
viabilitat cel.lular del doble mutant grx3grx4 en resposta a estres oxidatiu. A més a més,
restauraven completament la polaritzacié del citoesquelet d’actina en aquest mutant.
Per aquest motiu, vam analitzar si les sobreexpressions d’aquestes quinases de la via
PKCT estaven induint canvis en els nivells d’oxidacié intracel.lulars en el doble mutant

grx3grxd.
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Figura 54- Assaig de deteccio d’anions superoxid en soques sobreexpressant la proteina
Slt2 o amb I’al.lel hiperactiu BCKI-20. Cultius de les soques descrites en la Figura van ser
processades 1 analitzades sota les mateixes condicions experimentals decrites en la Figura 52. (A)
Deteccié de radicals superoxid sobreexpressant Slt2 en la soca salvatge i en el doble mutant
grx3grsed. (B) Deteccié de radicals superoxid en preséncia de I'allel hiperactiu BCK7-20 en la soca

salvatge 1 el doble mutant grx3grx.

Els resultats obtinguts representats en ’histograma de la Figura 54 mostraven que
tan en condicions normals com en resposta a estrés oxidatiu, la sobreexpressié d’elements
de la via PKC7 com Slt2 (Figura 54A) o lallel BCK7-20 (Figura 54B), incrementaven
significativament els nivells de radicals superoxid intracel.lulars tan en la soca salvatge com

en el doble mutant grx3grx4.

Els nivells de radicals superoxid dels mutants msgh, grx3msgs, grxedmsgd 1

grx3grxdmsgd, també van ser analitzats:
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Figura 55- Assaig de deteccio d’anions superoxid en soques mutades en la fostatasa Msg5.
Cultius de les soques descrites en la Figura van ser tractades i processades per detectar els nivells de

radicals superoxid en les mateixes condicions experimentals descrites en la Figura 52.

Com s’observa en I’histograma de la Figura 55, absencia de Msg5 en cadascuna de
les soques analitzades indufa uns nivells basals de radicals superoxid més elevats que en les
respectives soques control. Aquests elevats nivells d’oxidacié endogena en condicions
normals, podrien ser deguts als nivells basals d’activacié de Slt2 que presenten aquestes
soques degut a I'abséncia de Msg5 (vegeu Figura 25).

En resposta a estres oxidatiu, els nivells de radicals superoxid incrementaven en
totes les soques analitzades, restablint-se altre cop els nivells d’oxidacié endogena detectats

en condicions normals, després d’una hora de tractament amb el peroxid d’hidrogen.

Finalment, vam caracteritzar els nivells d’oxidaci6 endogena en els mutants g4,

gx3grxd 1 triple mutant grx3grx4s/t2 sobreexpressant els dominis GRX i TRX.
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Figura 56- Detecci6é dels nivells de radical superoxid en els mutants grx4, grx3grx4, slt2i
grx3grx4sit2 sobreexpressant els dominis 7RX i GRX de Grx3 i Grx4. Cultius de les soques
descrites en la Figura van ser tractades i processades per detectar els nivells de radicals superoxid en
les mateixes condicions experimentals descrites en la Figura 52. (A) Deteccié de radicals superoxid
sobreexpressant els dominis TRX 1 GRX en la soca salvatge. (B) en el mutant simple grx4. (C) en el

doble mutant grx3grx4. (D) en el mutant simple 52 (E) i en el triple mutant grx3grxcdsit2.

Com es detallen en cadascun dels histogrames representats en la Figura 506, la
sobreexpressié dels dominis TRX tan en condicions normals com en resposta a estres
oxidatiu no alteraven els nivells de radicals superoxid de les respectives soques control.

En canvi, els dominis GRX reduien els elevats nivells d’oxidacié endogena presents
en els mutants grx3gned 1 grx3grxedsit2, fet consistent amb les dades publicades en Pujol ez
al., (2006) on demostrem que els dominis GRX participen en la exportacié d’Aftl, reduint-

se els nivells de ferro intracellular causants de Pestrés oxidatiu endogen en abséncia de

Grx3 1 Grx4.

En resum, dels resultats obtingudes mitjangant els analisis dels nivells d’anions
superoxid intracel.lulars vam poguer extreure les seglients conclusions:

- En condicions normals, I'abséncia de Slt2 incrementava l'oxidacié endogena
present en el doble mutant grx3grd.

- L’augment dels nivells basals de fosforilacié de Slt2, degut a 'abséncia de Msg5,
induirien un increment en els nivells basals d’oxidacié endogena.

- Mentre que els dominis TRX de Grx3 1 Grx4 no provocaven canvis en els nivells
d’oxidaci6 intracel.lular dels mutants grx3grd 1 grx3grxedsit2, exportacié nuclear d’Aftl per
part dels dominis GRX disminuien I'oxidacié endogena present en aquests mutants.

-La sobreexpressié de Slt2 o la hiperactivacié de la via PKC7 amb I’al.lel BKC7-20
incrementaven la quantitat de radicals superoxid intracel.lulars en la soca salvatge i en el
doble mutant grx3gre4. No obstant, en aquestes condicions d’elevada oxidacié endogena, la
fosforilaci6 de SlIt2, la viabilitat cellular i la organitzacié del citoesquelet d’actina en
resposta a estres oxidatiu eren restablerts en la soca salvatge i parcilament restablerts en el
doble mutant grx3grx4 (vegeu apartat 3 de Resultats).

Aquestes dades mostraven que en unes condicions d’estres oxidatiu endogen,
degudes a 'acumulacié d’ions superoxid intracel.lulars, la cellula era capag de sobreviure

sense ser detoxificada d’aquests radicals lliures, sempre i quan la via PKCT7 fos activada.
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18- Grx3, Grx4 i Slt2 participen en la biogénesi vacuolar.

Els processos de secreci6 i d’endocitosi dins la cel.lula sén mecanismes basics per
permetre el trafic de molécules entre els diferents compartiments intracellulars, on la
vacuola juga un paper clau com a organul que forma part d’aquestes vies de trafic vesicular

(Clemens et al., 2008).

Corson et al, (1999) van descriure que el mutant sod7 presentaven fragmentacid
vacuolar degut a l'estrés oxidatiu endogen causat per 'acumulacié de radicals superoxid.

D’acord amb aquests antecedents i amb els elevats nivells de radicals superoxid i en
consequiencia d’estrés oxidatiu endégen presents en els mutants grx3gncd 1 grx3gredsit2, els
experiments detallats en aquests ultims apartats de Resultats tenen com objectiu analitzar si
existia una possible relacié funcional entre Grx3, Grx4 i SIt2 i els processos implicats en la
biogenesi vacuolar.

Per iniciar aquest estudi 1 determinar en condicions normals, possibles defectes en
la biogenesi vacuolar en els mutants grx3, grxd, sit2, grs3grxd 1 grc3gredsit2, vam utilitzar de
dos colorants d’as habitual en els estudis d’endocitosi en . cerevisiae: FM4-64 1 Lucifer
Yellow.

L’agent FM4-64 és un colorant lipofilic que es fixa i tenyeix la membrana de la
vacuola per observar la seva morfologia i dinamica (Vida i Erm, 1995).

El colorant Lucifer Yellow s’utilitza per detectar en la cel.lula problemes en la fase
fluida de I’endocitosi. Problemes en la correcta internalitzacié de vesiculas en la vacuola, es
veuen reflexats amb defectes en la correcta internalizacié i acumulacié del colorant Lucifer
Yellow dins d’aquesta (Dulic ez 4/, 1991).

A
) grx3 grx4 grx3grx4 slt2 grx3grx4sit2
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% cel.lules amb diferents graus
de fragmentaci6 vacuolar

Figura 57- Estudis d’endocitosi i de 1la morfologia vacuolar mitjangant Lucifer Yellow i
FM4-46. Cultius de les soques descrites en la Figura van ser crescudes en medi minim SD a 25°C
fins arribar a una ODeoo de 0,5-0,6. Aliquotes de cada cultiu van ser processades segons els
protocols de Tincié6 amb Lucifer Yellow (A) 1 de Tincié6 amb FM4-64 (B) (vegeu Materials i
Metodes, pag.123 i 124) Seguidament les mostres van ser visualitzades 77 vivo en el microscopi optic
de fluorescencia (C) Els histrogrames representen en % la poblacié cellular de cada soca
analitzada, classificada en tres grups segons el nombre de vacuoles presents en cada cellula: 1v
(cellules que presenten una sola vacuola), 2-3v (cellules que presenten 2 o 3 vacuoles ) 1 >4v
(cellules que presenten 4 o més vacuoles). Els valors representen la mitja de tres experiments

diferents.

Com es detalla en la Figura 57A, totes les soques analitzades presentaven una
correcta internalitzacié del colorant Lucifer Yellow dins de la vacuola. Aquests resultats
mostraven que I'absencia de Grx3, de Grx4 o de Slt2 no afectaven a la fase fluida dels

processos endocitics.
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No obstant, la tincié de la membrana vacuolar amb el colorant FM4-64 (Figura
57B) ens va revelar problemes en la morfologia vacuolar dels mutants grx3gn4 i
grx3grscdsit2:

La vacuola del doble mutant grx3gre4 presentava una membrana de contorn arrugat
respecte a la membrana vacuolar de contorn homogeni i uniforme observada en la soca
salvatge.

Draltra banda, mentre que el mutant s/22 no presentava problemes en la seva
morfologia vacuolar, com succefa en els mutants simples grx3 1 g, el triple mutant
grx3grxedsit? presentava una clara fragmentacié vacuolar, amb la presencia de nombroses
vacuoles, molt més petites pero de contorn homogeni, com es detalla en els histogrames de

la Figura 57C.

Aquests primers resultats ens indicaven que I'absencia de Grx3 1 Grx4 induia
defectes morfologics en la vacuola, mentre que I'abséncia simultanea de Grx3, Grx4 1 SIt2

provocava fragmentacio vacuolar.

Corson ¢t al, (1999) van descriure que l'acumulacié de radicals superoxid en el
mutant sod7 induiria oxidacié de proteines amb clusters Fe/S, alliberant grans quantitats
de ferro dins la ce¢llula. Aquest ferro, en reaccionar amb el peroxid de hidrogen, generava
via reacci6 de Fenton més especies reactives d’oxigen com els radicals hidroxil (OH), que
acaben danyan la vacuola induint fragmentaci6 vacuolar.

Per analitzar si els defectes en les morfologies vacuolars detectats en els mutant
grx3grsed 1 grx3grxedsit? eren deguts als elevats nivells d’oxidacié endogena, vam realitzar tres
aproximacions:

1- Analisi de la morfologia vacuolar dels mutants aff! 7 grx3grxdaftl. Aquestes
soques presenten nivells de ferro intracel.lular més baixos (Pujol ef al, 2006) i com a
conseqiiencia menors nivells d’oxidacié endogena (vegeu Figura 52).

2- Tractament amb el quelant de ferro, Ferrocina. La presencia d’aquest agent
quimic redueix els nivells de ferro intracellular, recreant unes condicions d’oxidacio
endogena més baixes (Pujol ez al., 20006).

3- Tractament amb Mn"? Lapinskas ez @/, (1995) van determinar que el mutant
pmrl, mutant en una ATPasa de tipus B del aparell de Golgi, provocava un acumulacié de

manganés en el citosol el qual era capag¢ de capturar els radicals superoxid (O,") 1 reduir els
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nivells d’oxidacié endogena intracel.lular. Corson ez a/, (1999) també van demostrar que la

preséncia de Mn™ en el medi revertia la fragmentacié vacuolar del mutant sod7.

1- En primer lloc, es va realitzar 'analisi 7z vivo de la morfologia vacuolar dels

mutant aff1 1 grx3grx4aft! mitjangant I’assaig amb el colorant FM4-64.

wt aftl grx3grx4aftl

M

Figura 58- Estudi de la morfologia vacuolar dels mutants aftl i grx3grx4aftl Cultius de les
soques descrites en la Figura van ser crescudes i tractades amb el colorant FM4-64 sota les mateixes

condicions experimentals descrites en la Figura 57B.

1-Com es detalla en la Figura 58, els mutants aff7 1 grx3grxdaftl, no presentaven
defectes en la morfologia vacuolar, observant un nombre de vacuoles per cellula amb una
morfologia vacuolar similars a les detectades en la soca salvatge. En aquestes condicions,
els nivells de radicals superoxid en els mutants aff7 1 grx3grx4aft! eren més baixos que els
nivells detectats en el doble mutant grx3grx4 (vegeu Figura 52).

Aquest fet suggeria que lestres oxidatiu endogen degut a 'augment dels nivells de
ferro intracel.lular causats per la hiperactivacié6 d’Aftl en abseéncia simultania de Grx3 i
Grx4, probablement era la causa de la morfologia vacuolar aberrant present en el doble
mutant grx3grx4. Per demostrar-ho, el segiient estudi va ser determinar la morfologia

vacuolar dels mutant grx3gred 1 grx3grxdsit? en preseéncia del quelant de ferro Ferrocina.

Cultius de la soca salvatge i dels mutants s/22, grx3grxed 1 grx3grxdsit2 van ser tractats

durant 6 hores amb el quelant de ferro segons es detalla en la Figura 59.
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Figura 59- Estudi de la morfologia vacuolar en preséncia del quelant de ferro intracel.lular
Ferrocina. Cultius de les soques descrites en la Figura van ser crescudes en medi minim SD a 25°C
fins arribar a fase exponencial. Seguidament els cultius van ser tractats amb 2mM de Ferrocina
durant 6 hores. Acabat el tractament amb Ferrocina es van recolectar mostres que van ser ser

processades 1 analitzades segons el protocol de tincié amb FM4-46.

2-Com s’observa en la Figura 59, la presencia de Ferrocina en el medi restaurava la
morfologia vacuolar present en el doble mutant grx3grx4, observant una vacuola similar a la
de la soca salvatge i el triple mutant grx3grx4aft! (vegeu Figura 58). Aquestes dades eren
consistents amb el fet que la Ferrocina reduia els nivells de ferro intracel.lulars i per tant,
recreava una situacié de baixos nivells d’oxidacié endogena.

Dr’altra banda, la reduccié dels nivells de ferro intracellular no restablien la
morfologia vacuolar del triple mutant grx3grxds/t2, contabilitzant un 55% de cellules amb la
de vacuola fragmentada (>4 vacuoles) respecte al 60% detectat en el triple mutant

grx3grscdsit2.

3-Finalment, es va procedir a realitzar una tercera aproximacié mitjangant la addicié
de ions Mn"? en el medi de cultiu. Cultius de les soques descrites en la Figura 60 van ser
crescudes en fase exponencial i seguidament exposades durant 2 hores a 'agent quimic

MnSO,. En aquest cas, estudi es va completar amb I’assaig de deteccié d’anions superoxid
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per confirmar, que en les nostres condicions experimentals, els ions Mn™* estaven

disminuint els nivells de radicals superoxid (Archibald ez a/, 1981, Chang ez al, 1989).

grx3grx4 grx3grx4slt2
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Figura 60- Estudi de la morfologia vacuolar i deteccié d’anions superoxid en preséncia de
MnSO,. Cultius de les soques descrites en la Figura van crescudes en medi minim SD a 25°C fins
arribar a fase exponencial. Seguidament els cultius van ser tractats durant 2 hores amb 2mM de
MnSOy, Finalitzat el tractament, aliquotes de cada mostra van ser processades per determinar
Iestructura morfologica de la vacuola (A) i parallelament realitzar 'assaig de deteccié d’anions

superoxid (B).
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Com s’observa en la Figura 60B, la disminuci6 dels nivells de radicals superoxid
intracel.lulars en preséncia de ions Mn " restablia completament la morfologia vacuolar del
doble mutant grx3grxd (Figura 60A).

En canvi, la preséncia de ions Mn"? tampoc restablia la morfologia vacuolar
detectada en el triple mutant grx3grxeds/t2, obtenint un 52% de cellules amb la vacuola
fragmentada, valors similars als detectats en el triple mutant grx3grx4s/t2 en condicions
normals (60%) 1 practicament iguals als valors obtinguts en preséncia de Ferrocina en el

medi (55%)

En resum, aquests resultats ens van permetre obtenir les segients conclusions:

- La morfologia vacuolar aberrant del doble mutant grx3grx4 era deguda a estres
oxidatiu endogen causat pels elevats nivells de ferro intracellular deguts a la
hiperactivacié d’Aftl

-La fragmentacié vacuolar del triple mutant grx3grx4s/t2, no era deguda ni als elevats
nivells de ferro, ni als elevats nivells de radicals superoxid intracel.lulars. Les nostres
dades més bé suggerien, que la causa de la fragmentacié vacuolar era una funcid

comuna regulada conjuntament per Grx3, Grx4 i SIt2.

19- Caracteritzaci6 de les funcions vacuolar en abséncia de Grx3, Grx4 i

Sit2.

La fragmentacié vacuolar detectada en el triple mutant grx3grx4s/t2 recordava als
mutants upt (ypt: vacuole protein targeting), descrites per Banta ez al, (1988). Anys més tard,
Raymond ez a/, (1992) van determinar que els mutants zps de classe B (yps: vacuole protein
sorting) també secretaven elevats nivells de Carboxipeptidasa Y madura (CPY).

La CPY ¢és una glicoproteina soluble que forma part del enzims hidrolitics
localitzats dins la vacuola. La CPY es sintetitzada en reticle endoplasmatic, es glicosilada en
I'aparell de Golgi i finalment es processada en la seva forma madura i activa dins de la
vacuola. Problemes en el trafic 1 la maduracié d’aquestes proteines vacuolars revelen

defectes en les vies de secrecié (Klionsky ez a/, 1988).
D’acord amb aquests antecedents vam realitzar un primer analisi de la maduracié

de la carboxipeptidasa Y (CPY) per detectar possibles problemes en els processos de

secreci6 relacionats amb la biogenesi vacuolar en el triple mutant grx3grx4s/t2.
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ILa forma vacuolar de CPY és la forma madura (M) de major movilitat
electroforética i presenta un pes molecular de 61 KDa. La preséncia en I'aparell de Golgi de
les formes immadures o no processades de la CPY presenten un pes molecular de 67-69
KDa 1 s’observen mitjancant un retard en la migraci6 electroforetica. La presencia de les
formes immadures de la proteina CPY és un indicatiu de problemes en els primers estadis

de les vies de secreci6 (Klionsky ez al., 1988).

Cultius de la soca salvatge 1 els mutants grxJ3gned, si2 1 grx3grxdsit2, van ser
crescudes en medi minim SD fins arribar a fase exponencial per determinar les diferents
formes electroforetiques de la proteina vacuolar CPY. Els mutant aft7 1 grx3grxdaft! també
van ser inclosos en aquest estudi per determinar si els elevats nivells de ferro intracel.lular

causaven defectes en les vies de secrecio.

P
M= | DR -:CrY

(61 KDa)

Figura 61- Analisi de la maduracié de la carboxipeptidasa Y. Cultius de les soques descrites en
la Figura van ser crescudes en medi minim SD a 25°C fins arribar a fase exponencial. Extractes
proteics obtinguts de cada soca van ser analitzats mitjangant Western blot per detectar les diferents
formes de maduracié de la Carboxipeptidase Y (CPY). La banda obtinguda correspon a la forma
madura vacuolar de pes molecular 61KDa. Les condicions d’as del anticos monoclonal anti-CPY es

troben detallades en Materials i Métodes, pag.121).

Com es detalla en la Figura 61, totes les soques analitzades presentaven nivells de
CPY vacuolar madura (M) similars als nivells detectats en la soca salvatge.

Aquests resultats descartaven defectes en les vies secretores com a causa de la
fragmentacié vacuolar en el triple mutant grx3greds/t2. A més a més, els nivells de CPY
detectats en els mutants aft7 1 grx3grxdafi! demostraven que els elevats nivells de ferro
intracel.lular 1 d’oxidacié endogena, causants de la morfologia vacuolar aberrant en el doble

mutant grx3grx4, no afectant a les vies de secrecio.
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Defectes en la morfologia vacuolar també afecten directament a les funcions
vacuolars relacionades amb I'emmagatzenament de nutrients, ’homeostasi del pH o la
captura de metalls potencialment toxics com els cations de Zinc.

La vacuola es responsable de 'emmagatzemament de metabolits que serveixen com
a reserva de nitrogen i fosfat en condicions extremes (Klionsky e a/, 1999). En condicions
de deéficit de nutrients, com succeeix durant 'entrada a fase estacionaria, les hidrolases
vacuolars s’encarreguen de reciclar, emmagatzemar i aportar els nutrient necessaris per fer
front a aquesta situcié (Achstetter, ez al., 1985 ; Teichert ez al., 1989).

Corson et al, (1999) van suggerir que la disminucié de la supervivencia cel.lular del
mutant sod7 en condicions de deficit de nitrogen, fosfat 1 aminoacids era deguda a que una

vacuola fragmentada no proporcionava reserves adequades per afrontar dites situacions.

Amb lobjectiu  d’analitzar com estava afectada la funci6 vacuolar
d’emmagatzematge de nutrients en el triple mutant grx3grx4s/t2, cultius de la soca salvatge i
dels mutants grx3grxd, sit2, grx3grsedsit2, aftl 1 grx3grxdafi! van ser crescudes en medi minim

d’esporulaci6 per recrear unes condicions de deficit de nutrients.
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Figura 62- Estudi de la funcié vacuolar relacionada amb ’emmagatzemament de nutrients.
Cultius de les soques descrites en la Figura van ser crescudes exponencialment en medi minim SD a
25°C. Seguidament, 108 cellules van ser rentades tres cops amb medi fresc d’esporulacié i
posteriorment transferides en el mateix medi de cultiu. Després del creixement en aquest medi
d’esporulaci6é durant 7 dies a 25°C, 500 cellules de cada cultiu van ser plaquejades en plaques de
medi ric YPD. Les plaques, realitzades per triplicat, es van deixar créixer durant 2-3 dies a 30°C. El
nombre de colonies crescudes d’un total de 500 céllules plaquejades van ser utilitzades com a
mesura de supervivéncia cel.lular. I’histograma representa en % la supervivenvia cel.lular obtinguda

com a mitja del nombre de colonies contabilitzades en les tres plaques.
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Com s’observa en la Figura 62, el doble mutant grx3grx4 presentava un 39,5% de
viabilitat cel.lular en condicions de déficit de nutrients respecte al 100% detectat la soca
salvatge. No obstant, el triple mutant grx3grx4aft! presentava un 42,3% de viabilitat
cel.lular, percentatge similar al detectat en el doble mutant grx3grx4.

Aquestes dades mostraven que la morfologia vacuolar aberrant del doble mutant
grx3grx4 causada pels elevats nivells de ferro intracel.lular deguts a la hiperactivacié d’Aftl,
no afectaven a la funcié vacuolar d’emmagatzemament de nutrients en el doble mutant
grx3grxd.

Draltra banda, el triple mutant grx3grx4s/t2 presentava tan sols un 23% de viabilitat
cellular, demostrant que la fragmentacié vacuolar deguda a 'abséncia simultania de Grx3,

Grx4 1 SIt2, tenia efecte més greus en les funcions regulades per la vacuola.

L’homeostasi del pH es un altre dels mecanismes ampliament regulats per la
vacuola. Corson ef a/, (1999) van determinar que el mutant sod7 presentava problemes en la
regulaci6 dels [H'] citosolics quan aquests eren extremadament alts o baixos, suggerint que
les sensibilitats cel.lulars del mutant sod7 a canvis en els [H'] extracel.lulars eren degudes a
que la fragmentacié de la vacuola era incapa¢ de mantenir correctament 'equilibri en el pH

intracel.lular davant aquests canvis.

Com es detalla en la Figura 63, cultius de la soca salvatge i dels mutants grx3grx,
SI2, grs3grsedsit2, aftl 1 grx3grxdafil van ser crescudes en medi minim SD a diferents pHs:
pH basic de 7,5 1 pH acid de 2,5 amb l'objectiu de determinar com es veia afectada la

funcié vacuolar relacionada amb la regulacié de I’homeostasi del ferro.
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B) pH 2,5
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Figura 63- Estudi de la funci6 vacuolar relacionada amb I’homeostasi del pH. Cultius de les
soques descrites en la Figura van ser crescudes exponencialment en medi minim SD a 25°C. Els
cultius van ser diluits a una ODgoo de 0,06 i van ser transferits a medi minim SD a pH basic de 7,5
(A) i a pH acid de 2,5 (B). Cadascun dels cultius es van deixar créixer a 25°C fins al dia segiient.
500 cellules de cada cultiu crescuts en els diferents pHs van ser plaquejades per triplicat en plaques
de medi ric YPD per fer el recompte de cellules viables al cap de 2-3 dies de creixement a 30°C. El
nombre de colonies crescudes d’un total de 500 cellules plaquejades van ser utilitzades com a
mesura de la supervivéncia cellular. I’histograma representa en % la supervivencia cellular de cada
soca crescuda en els diversos pHs. Com a control, el 100% de creixement cel.lular es va obtenir en

les soques crescudes a un pH control de 5,2 (pH que presenta el medi SD en condicions normals).

Com es detalla en la Figura 63, tan a pH basic de 7,5 (A) com a pH acid de 2,5 (B),
el doble mutant grx3grx4 presentava una viabilitat cellular lleugerament inferior (del 78 i
72% respectivament) respecte al 100% de viabilitat cel.lular detectada en la soca salvatge.

En aquest cas, 'absencia d’Aftl en el doble mutant grx3gre4 també presentava uns
% de supervivencia cel.lular (79 1 80%) similars als detectats en el doble mutants grx3grx4

En canvi, la supervivencia cel.lular detectada davant canvis en el pH extracel.lular
era disminuiada considerablement fins a un 42-45% en el triple mutant grx3grxdsit2,

respecte al 100% de viabilitat cel.lular de la soca salvatge.

Van Voorst ez al., (2006), van determinar que alteracions en les funcions vacuolars

també provocaven defectes en el creixement cellular en fonts de carboni no fermentables
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com l'etanol. Per aquest motiu, vam realitzar I’assaig de viabilitat cel.lular en preséncia de

fonts de carboni no fermentables com el glicerol o el lactat.

Lactat

wt &

grx3grx4
slt2
grx3grx4slt2
aftl
grx3grxdaftl

Figura 64- Viabilitat cel.lular en preséncia de fonts de carboni no fermentables. Cultius de
les soques descrites en la Figura van ser crescudes en medi minim SD a 25°C. Seguidament,
dilucions seriades de cada cultius, van ser replicades en plaques de medi minim SD suplementades

amb glicerol o lactat com a font de carboni. Les plaques van ser incubades a 30°C durant 3 dies.

Com es mostra en la Figura 64, els mutants aff7 1 grx3grx4aft], no creixien en les
fonts de carboni no fermentables, glicerol 1 lactat.

El ferro forma part com a cofactor dels diferents citocroms que integren la cadena
de transport d’electrons, procés fonamental durant la respiracié (vegeu Introduccié Capitol
1, pag.37). Per aquesta rad, la disminucié dels nivells de ferro intracellulars en el triple
mutant grx3grxdafil (Pujol et al, 2006), podria explicar la sensibilitat cellular del triple
mutant grx3grxdaft! en presencia del fonts de carboni no fermentables que han de ser
respirades, com el glicerol i el lactat. Pel contrari i seguint amb el mateix raonament, el fet
que el doble mutant grx3grxd no presentés defectes en el creixement cel.lular en preséncia
de glicerol i lactat, seria degut a que en abséncia de Grx3 i Grx4 els nivells de ferro
intracel.lular eren més elevats degut a la hiperactivacié d” Aftl(Pujol ez a/, 2000).

D’altra banda, el triple mutant grx3grx4s/t2 tampoc era viable en aquestes fonts de
carboni no fermentables. Per descartar que aquesta sensibilitat cel.lular del triple mutant
grx3grxdsit2 fos consequencia d’una desregulacié en els nivells de ferro intracellular, com
succeia en el triple mutant grx3grx4aft] 1 confirmar que aquests defectes en el creixement en
fonts de carboni no fermentables eren deguts a la fragmentacié vacuolar, vam realitzar una
estimaci6 indirecta dels nivells basals de ferro intracel.lular presents en el triple mutant
grx3grsedsit2 mitjancant Pestudi dels nivells transcripcionals basals de FET3 i de FIT3,
transcrits regulats per Aftl (Pujol e al., 2000).
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Per completar aquest estudi, també vam afegir en aquest assaig la soca salvatge i el

doble mutant grx3grx4 sobreexpressant Slt2.
i) O _a» \‘(&b
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Figura 65- Analisi transcripcional del gens FET3 i FIT3. Cultius de les soques salvatge, dels
mutants aftl, sit2, grx3grsed, grx3grxdaftl 1 grx3grsedsit2 1 de la soca salvatge 1 el doble mutant grx3grx4
sobreexpressant Slt2 van ser crescuts en medi minim SD a 25°C. Després de realitzar extraccio de
RNA total en mostres recolectades en fase exponencial, es van analitzar els nivells transcripcionals

de FET3 i de FIT3 mitjancant Northern blot. U2 va ser la sonda utilitzada com a control de carga.

Com es detalla en la Figura 65, els elevats nivells transcripcionals de FET3 1 FIT3
en el doble mutant grx3gre4 no es veien alterats ni amb ’absencia ni amb la sobreexpressio
de SIt2. A més a més, ni 'abséncia ni la sobreexpressié de SIt2 produia canvis en els nivells

transcripcionals de FET3 1 FIT3 detectats en la soca salvatge.

Aquestes dades demostraven que Slt2 no estaba relacionat amb la funcié d’Aftl en

la regulaci6 de la homeostast del ferro.

20— Estudi de la funci6 de Grx3, Grx4 i Slt2, en la bidgenesi i les funcions

vacuolars.

Per continuar amb la caracteritzacié funcional de Grx3, Grx4 1 Slt2 en la biogenesi
vacuolar, vam realitzar un estudi tan de la morfologia vacuolar com de les diverses
funcions regulades per la vacuola en les segiients soques: soca salvatge 1 mutants grx3grx4,
sit2 1 grx3grxedslt? sobreexpressant Slt2, Grx3 1 Grx4 1 els dominis GRX 1 TRX. Per
simplificar aquest estudi, només vam treballar amb els dominis GRX 1 TRX de Grx4,
donat la redundancia dels resultats obtinguts durant aquest treball amb la sobreexpressio

dels dominis de Grx3.
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Figura 66- Analisi de la morfologia vacuolar mitjangant el colorant FM4-64. Soca salvatge
(A), doble mutant grx3grxed (B), mutant 542 (C) 1 triple mutant grx3grx4s/t2 (D) sobreexpressant
Slt2, Grx3, Grx4 i els dominis TRX i GRX de Grx4 respectivament van ser tractades sota les
mateixes condicions experimentals descrites en la Figures 57B per visualitzar iz vivo la morfologia

vacuolar.

Com s’observa en Figura 66B, la sobreexpressio de Slt2, de Grx3 o de Grx4 en el
doble mutant grx3grx4 restablia completament la morfologia vacuolar detectada en la soca
salvatge (Figura 66A)

En canvi, la sobreexpressio dels dominis GRX 1 TRX no restablien la morfologia

vacuolar del doble mutant grx3grxd.

Aquests primers resultats ens van permetre obtenir les segiients conclusions:

- La sobreexpressié de Grx3 1 Grx4 disminuien els nivells de ferro intracel.lulars en
el doble mutant grx3grxed (Pujol et al, 2000), condicions en les quals observavem un
restabliment de la morfologia vacuolar. Aquest resultats i d’acord amb la morfologia
vacuolar detectada en el triple mutant grx3grx4aft! (Figura 58) 1 en el doble mutant grx3gr4
en presencia de Ferrocina (Figura 59), confirmaven que la reduccié dels nivells de ferro
intracellulars eren una via per resoldre els defectes en lestructura vacuolar del doble
mutant grx3gre4 causada per els elevats nivells de ferro deguts a la hiperactivacié d’Aftl.

-La sobreexpressio de Slt2 restablia completament Pestructura vacuolar del doble
mutant grx3grx4, malgrat no restablir els nivells de ferro intracel.lular (vegeu Figura 61).
Aquestes dades demostraven que la sobreexpressié de Slt2; era una altra via per resoldre els
defectes en P'estructura vacuolar del doble mutant grx3grx4, independetment dels nivells de

ferro intracel.lulars causat per la hiperactivacié d’Aftl.

Draltra banda, la sobreexpressié6 de Grx3 i Grx4 practicament no restablia la
morfologia vacuolar del triple mutant grx3grxds/t2 (Figura 66D).

En canvi, la sobreexpressié de Slt2 restablia completament la morfologia vacuolar
en el triple mutant grx3grxds/t2 als nivells de la soca salvatge (Figura 66C), en unes
condicions on els nivells de ferro intracel.lular eren elevats (Figura 61).

Finalment, la sobreexpressié dels dominis GRX 1 TRX tampoc restablien la

morfologia vacuolar del triple mutant grx3grx4s/t2.
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Un cop caracteritzades les morfologies vacuolars amb les sobreexpressions de
Grx3, Grx4 1 SIt2 en els mutants grx3grxd 1 grx3grxdslt2, els segiients experiments tenien
com a objectiu determinar com es veien afectades algunes de les funcions vacuolars en les

mateixes condicions experimentals.

En primer lloc, cultius de la soca salvatge, del mutant grx3gred 1 del mutant
grx3grxd sobreexpressant Slt2 i els dominis GRX 1 TRX de Grx4 van ser crescuts en medi

d’esporulacié per recrear unes condicions de déficit de nutrients.

100%
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Figura 67- Estudi de la funcié vacuolar relacionada amb Pemmagatzemament de nutrients.
Cultius de les soques descrites en la Figura van ser crescudes i analitzades sota les mateixes

condicions experimentals descrites en la Figura 62.

Com es demostra en la Figura 67, el 24% 1 el 28% de supervivencia cellular
detectada en el doble mutant grx3grxed sobreexpressant els dominis GRX 1 TRX, respecte al
35% de supervivencia cellular detectada en el doble mutant grx3grx4, demostraven els que
dominis TRX i GRX no restablien la supervivencia cel.lular del doble mutant grx3grx4
després d’una situacié de deficit de nutrients. Aquest fet que es correlacionava amb
Pestructura vacuolar aberrant observada en el doble mutant grx3grx4 sobreexpressant
ambdos dominis (vegeu Figura 66B).

En canvi, la sobreexpressié de Slt2 augmentava la supervivencia cel.lular del doble
mutant grx3gred practicament al 100% respecte a la soca salvatge, fet que es correlacionava

amb el restabliment de la morfologia vacuolar (vegeu Figura 66B).
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Resultats similars van ser observats en lestudi de la funcié vacuolar relacionada

amb la homeostasi del pH.
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Figura 68- Estudi de la funcié vacuolar relacionada amb ’homedstasi del pH. Cultius de les
soques descrites en la Figura van ser crescudes i analitzades sota les mateixes condicions
experimentals descrites en la Figura 63. (A) Tractament a pH basic de 7,5. (B) Tractament a pH
acid de 2,5.
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Com s’observa en la Figura 68, mentre que les sobreexpressions de GRX'1 TRX no
causaven cap efecte sobre la viabilitat cel.lular del doble mutant grx3grx4 davant canvis en el
pH extracellulars, la sobreexpressié de Slt2 restablia practicament el 100% de la viabilitat

cel.lular del doble mutant grx3grx4 en aquesta situacio.

Per completar aquests estudis, també vam realitzar diversos assajos en el triple
mutant grx3grxds/t? sobreexpressant Grx3, Grx4, Slt2 i el dominis GRX 1 TRX de Grx3 1
Grx4.

En la Figura 64, vam demostrar que la fragmentacié vacuolar present en el triple
mutant grx3greds/t2 indufa defectes en el creixement amb fonts de carboni no fermentables
com el glicerol o el lactat. Amb T'objectiu de confirmar que els dominis GRX 1 TRX de
Grx3 1 Grx4 presentaven funcions redundants 1 no restablien la morfologia vacuolar en el
triple mutant grx3grx4s/t2, vam decidir analitzar la viabilitat cel.lular d’aquestes soques en les

mateixes condicions experimentals de creixement en glicerol i lactat.

25°C Lactat

si2 P
grx3grxdsit2 I WaNEErar
grx3grxdsli2+pDomGrx(Grx3) I W YA

grx3grxdsli2+pDomTrx(Grx3) [ - I NG
grx3grx3slt2+pDomGrx(Grx4) [ K XK RS
grx3grxdsli2+pDomTrx(Gry4) [ X XK I

Figura 69- Viabilitat cel.lular en preséncia de fonts de carboni no fermentables. Cultius de
les soques descrites en la Figura van ser crescudes i analitzades en les mateixes condicions

experimentals descrites en la Figura 64.

Com es mostra en la Figura 69, la sensibilitat cel.lular del triple mutant grx3grxeds/t2
sobreexpressant els dominis GRX i TRX de Grx3 i Grx4 en fonts de carboni no
fermentables com el glicerol o el lactat, demostraven que els dominis GRX i TRX no
restablien ni la morfologia ni les funcions vacuolars del triple mutant grx3grxds/t2. A més a
més, demostravem les funcions redundants dels dominis de Grx3 en la biogénesis vacuolar

respecte als dominis de Grx4.

D’altra banda, vam realitzar un exhaustiu assaig de viabilitat cel.lular en el triple

mutant grx3grxdsit? sobreexpressant Grx3, Grx4 i Slt2 en diverses condicions d’estres:
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estres oxidatiu amb 1mM de peroxid d’hidrogen, xoc termic a 38°C, estreés en la paret
cellular amb Congo Red (5,5pg/ml) i Calcofluor White (15pg/ml), creixement en fonts de
carboni no fermentables: Glicerol i estres alcali a pH basic de 7,5.

En aquest estudi també vam afegir un tractament amb CaCl, 0,2M: la vacuola és el
principal reservori d’ions Ca™ en el llevat (Halachmi e a/, 1989; Strayle et al, 1999).
Defectes en les funcions vacuolars poden induir un increment en els nivells de calci
citosolic 1 activar la transcripcié genica depenent de la Calcineurina, fosfatasa que regula
I’homeostasi del Calci. Gonzalez ef al, (2006) van observar que el mutant en la fosfatasa
ptel era sensible a elevats nivells de calci extracellular consequencia de la fragmentacio
vacuolar que presentava aquest mutant.

Per aquest motiu i d’acord amb aquests antecedents, vam incloure el tractament

amb CaCl, en aquest assaig de viabilitat cel.lular.

H,0, 38°C Congo red

Calcofluor
White

slt2
grx3grxdslt2
grx3gradsli2+pSlt2HA e

Figura 70- Assajos de viabilitat cel.lular en el triple mutant grx3grx4slt2 sobreexpressant
Grx3, Grx4 i Slt2. Cultius de les soques descrites en la Figura van ser crescudes en medi minim
SD a 25° fins arribar a fase exponencial. Seguidament es van realitzar dilucions seriades de cada
cultiu que van ser replicades en plaques de medi minim tractades amb els diversos agents descrits

previament. Les plaques van ser incubades durant 3 dies a 30°C.

En la Figura 70, la sobreexpressié de Slt2 restablia parcialment la viabilitat cel.lular
del triple mutant grx3grxds/t2 en totes les condicions d’estres analitzades, observant uns
nivells de creixement cellular en placa similars als detectats en el doble mutant grx3grx4

(com s’observara més endavant en la Figura 74A). A més a més, les sobreexpressions de
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Grx3 i Grx4 també restablien parcialment viabilitat cel.lular del triple mutant grx3grxdsit2.
En aquets cas, els nivells de creixement cellular del triple mutant grx3greds/t2

sobreexpressant Grx3 1 Grx4 eren majors que els detectats amb la sobreexpressio de SIt2.

21- Les proteines vacuolars Vps73 1 Vps4 restauren la morfologia i les

funcions vacuolar dels mutants grx3grx4 i grx3grx4sit’.

La fragmentacié vacuolar observada en el triple mutant grx3grx4s/t2, recordava als
mutants zps de la classe B segons Raymond ez @/ (1992) i Bonangelino et al, (2002).

Gonzalez et al, (2006) van demostrar que la sobreexpressio de Vps73 (proteina
mitocondrial de funcié desconeguda implicada en funcions vacuolars) revertia la
fragmentacié vacuolar detectada en el mutant pz7. A més a més, Vps73 incrementava la
viabilitat cel.lular d’aquest mutant davant agents que danyen la paret cel.lular, davant canvis
en el pH extracellular o en preséncia d’elevades concentracions de ions Calci o Zinc,
suggerint que la biogénesi vacuolar era una de les principals dianes regulades per la

fosfatasa Ptcl.

D’acord amb aquests antecedents, els ultims resultats descrits en aquest apartat
detallaran Pefecte de les sobreexpressions de les proteines vacuolars Vps73 1 Vps4 en la

morfologia i en les funcions vacuolars dels mutants grx3grxd 1 grx3grxd sit2.

Per realitzar aquest analisi, vam comptar amb els plasmids YEp195-1"PS73 i
Yep195-17P§S4 proporcionats pel Dr.Antoni Casamayor del Departament de Bioquimica i
Biologia Molecular de la Universitat Autonoma de Barcelona (vegeu Materials i Metodes,
pag.118).

Bonangelino 7 al, (2002) van incloure el mutant zps73 dins la classe B del mutants
vps. D’altra banda, Vps4 codifica per una ATPasa vacuolar relacionada amb el cossos
vesiculars. Raymond ez @/, (1992), van classificar el mutant sps# dins la classe E. Els mutants
vps de classe E es caracteritzaven per la presencia d’un segon compartiment (que
anomenaren compartiment de classe E) adjacent a la vacuola i que també acumulava
proteines vacuolars. El mutant sps4 també es caracteritza per secretar quantitats de CPY
madura similars a les detectades en la soca salvatge, fenotip que també era visible en el

triple mutant grx3grx4s/t2.
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Cultius de les soques salvatge, doble mutant grx3grx4 1 triple mutant grx3grxeds/t2 van
ser transformats amb els plasmids previament descrits. Seguidament, vam realitzar una
primera observacié de la morfologia vacuolar mitjangant el colorant FM4-64 en condicions

normals.
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Figura 71- Estudi de la morfologia vacuolar en els mutants grx3grx4 i grx3grx4sit2
sobreexpressant les proteines Vps73 i Vps4. Cultius de les soques descrites en la Figura van ser
crescudes 1 tractades amb el colorant FM4-64 sota les mateixes condicions experimentals descrites

en la Figura 57B.

Com s’observa en la Figura 71B i C, la sobreexpressié de les proteines Vps73 i
Vsp4 revertien completament la morfologia vacuolar aberrant del mutant grx3gred 1 la
fragmentaci6é vacuolar del mutant triple grx3grx4s/t2, donant lloc a una vacuola de contorn

homogeni com la observada en la soca salvatge (Figura 71A).
Donat que la sobreexpressio de les proteines Vps revertien la morfologia vacuolar

aberrant causada per Pestres oxidatiu endogen en el doble mutant grx3grx4, vam analitzar si

aquestes proteines vacuolars estaven produien canvis en els nivells d’oxidacié endogena.
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Figura 72- Deteccié dels nivells de radicals superoxid en els mutants grx3grx4 i
grx3grx4sit2 sobreexpressant les proteines Vps73 i Vps4. Cultius de les soques detallades en la
Figura van ser crescudes en medi minim SD a 25°C fins arribar a una ODgoo de 0,5 -0,06.
Seguidament, es va realitzar 'assaig de deteccié de radicals superoxid segons s’indica en la Figura

52.

Com es detalla en la Figura 72, mitjancant ’analisi de deteccié d’anions superoxid
en condicions normals, les sobreexpressions de Vps73 o de Vps4 no produien canvis en els

elevats nivells d’oxidacié endogena detectats en els mutants grx3grd 1 grx3grxcdsit2.

22- En condicions normals, la sobreexpressié de les proteines vacuolars
Vps73 i Vps4 restauren la polaritzacié del citoesquelet d’actina en els

mutants grx3grx4 1 grx3grx4sit’.

Isgadarova ez al., (2007) vam demostrar la fusié de les membranes vacuolars com a
mecanisme per catalizar la polaritzacié de I'actina. D’acord amb aquests resultats i donat
que les proteines Vps73 i Vps4 restablien la morfologia vacuolar del triple mutant
gx3grxedslt2, vam decidir analitzar Iorganitzacié del citosquelet d’actina en condicions

normals en els mutants grx3grxd 1 grx3grxdsit2 sobreexpressant Vps73 1 Vps4.
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Figura 73- Analisi del citoesquelet d’actina en els mutants grx3grx4 i grx3grx4sit2
sobreexpressant les proteines Vps73 i Vps4. Cultius en fase exponencial de les soques descrites
en la Figura van ser processades per realitzar I'assaig de Tincié d’actina segons el protocol descrit en

Material 1 Metodes pag.123).

Els resultats obtinguts després de la tincié6 d’actina amb Rodamina Faloidina
(Figura 73A) i detallats en els histogrames de barres (Figura 73B) demostraven que la
sobreexpressié de les proteines vacuolars Vps73 i Vps4 restablien la polaritzacié del

citoesquelet d’actina dels mutants grx3grxd 1 grx3grxdsit2 en condicions normals.
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Finalment, vam completar aquest estudi realitzant assajos de viabilitat cel.lular en els
mutant grx3grxd 1 grx3grxdsit2 sobreexpressant Vps73 1 Vps4 sota les mateixes condicions

experimentals descrites en la Figura 70.
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Figura 74- Assajos de viabilitat cellular en els mutants grx3grxd i grx3grx4sit2
sobreexpressant les proteines Vps73 i Vps4. Cultius de les soques descrites en la Figura van ser
crescudes en medi minim SD a 25° fins arribar a fase exponencial. Seguidament es van realitzar
dilucions seriades de mostres recolectades en fase exponencial i replicades en plaques de medi
minim tractades amb els diversos agents descrits en la Figura 70. Les plaques van ser incubades
durant 3 dies a 30°C. (A) Assajos de viabilitat cellular en la soca salvatge i en el doble mutant
arx3grx4 sobreexpressant Vps73 1 Vps4 (B) Assajos de viabilitat cel.lular en el mutant simple s/#2 i

en el triple mutant grx3grxds/t2 sobreexpressant Vps73 1 Vps4.

Aquests assajos de viabilitat cel.lular en van aportar els seglients resultats:

-La sobreexpressio de les proteines vacuolars Vps73 1 Vps4 restablien parcialment
la viabilitat cel.lular del doble mutant grx3grx4 en resposta a Iestrés oxidatiu causat pel
peroxid d’hidrogen i en resposta a estres termic de 38°C, mentre que restablien la viabilitat
cellular en resposta a agents que danyaven la paret cel.lular, com el Congo Red ila Cafeina,
als nivells de la soca salvatge. (Figura 74A).

- Les sobreexpressions de Vps73 o Vps4 no revertien la sensibilitat cel.lular del
doble mutant grx3grx4 a pH basic de 7,5.

-El creixement en fonts de carboni com el glicerol o la presencia de elevats nivells

extracel.lular d’ions calci no afectaven a la viabilitat cel.lular del mutant grx3gred.

Draltra banda, com es mostra en la Figura 74B, les proteines vacuolars Vps73 1
Vps4 restablien parcialment la viabilitat cel.lular del triple mutant grx3grx4s/t2 en totes les
situacions d’estres analitzades, detectant uns creixements cellulars en placa similars als

observats en el doble mutant grx3grxd (Figura 74A).

En resum, els resultats obtinguts amb les sobreexpression de les proteines Vps73 i
Vsp4, suggerien que la fragmentacié vacuolar detectada en el triple mutant grx3grx4s/f2 en
condicions normals podria ser deguda a una funcié6 comuna sobre la biogenesi vacuolar
regulada simultaniament per Grx3, Grx4 i SIt2 a través de al menys les proteines vacuolars
Vps73 1 Vps4.

Aix{ doncs, les nostres dades mostrarien per primera vegada una relacié funcional
entre les glutaredoxines Grx3, Grx4 i la quinasa Slt2 de la via PKC7 en la biogeénesi

vacuolar.
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4.5- DISCUSSIO ( ©







En aquest segon Capitol de la present Tesi doctoral es presenta per primera vegada
la caracteritzaci6 funcional de les glutaredoxines monotioliques Grx3 i Grx4 en relacié a la
regulaci6 de la via d’integritat cel.lular o via PKCT de Saccharomyces cerevisiae en la resposta

cel.lular davant estres oxidatiu

Antecedents:

1) L’interes per estudiar la relacié funcional entre Grx3 i Grx4 i els elements que
formen part de la via d’integritat cellular en S.cerevisiae, va sorgir al observar que en les
ccllules linfocitaries T del sistema immunitari huma s’havia descrit una glutaredoxina
monotiolica, la proteina PICOT (PKC-interacting-cousin of tioredoxin). Els dominis GRX 1 TRX
de la proteina PICOT presentaven una elevada homologia sequencial amb els dominis
GRX 1 TRX de les glutaredoxines Grx3 i Grx4.

Els antecedents bibliografics descriuen que la glutaredoxina monotiolica humana

PICOT regula negativament la funci6 de la proteina quinasa PKC-8 humana en resposta a

estres oxidatiu (Isakov ez al., 2000; Witte e# al., 2000).

2) Estudis publicats en el nostre laboratori van demostrar que la via PKC7 s’activava
en resposta a estrés oxidatiu 1 que mutants en components de la via PKC7, com rom2 o
pkel, suprimien I'activacio de SIt2 en resposta a dit estrés. Conseqiiencia d’aquest fet era la
sensibilitat cel.lular dels mutants o2 i pkcl a agents oxidants com el peroxid de hidrogen o

la diamida (Vilella e a/, 2005).

3) En les dades publicades en Pujol ¢z a/, (2006) vam demostrar que el doble
mutant grx3grxd també presentava sensibilitat cel.lular en resposta a I'estres oxidatiu causat
pel peroxid d’hidrogen o el tert-butil hidroperoxid.

A més a més, 'absencia de fosforilacié de SIt2 en resposta a peroxid d’hidrogen en
el doble mutant grx3grxe4 (resultats mostrats en aquest segon capitol) 1 les dades publicades
per Hirota ef a/, (2000), on descrivien la relacié funcional entre glutaredoxines i quinases
integrants de vies de senyalitzaci6é cellular en eucariotes superiors, evidenciaven cada cop
més la possible relaci6 funcional entre Grx3 i Grx4 1 activitacié de Slt2 en resposta a estres

oxidatiu.
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D’acord amb totes aquestes dades, en el segiient apartat discutirem els mecanismes
amb els quals proteines detoxificadores com les glutaredoxines Grx3 i Grx4 de S. cerevisiae

regulen Pactivitat i les funcions de la via PKC7 en resposta a estrés oxidatiu.

-Participaci6 de Grx3 i Grx4 en 'activacié de la via PKCI en resposta a

estrés oxidatiu.

En S.cerevisiae Tactivacié de la via d’integritat cellular és necessaria durant la
biogenesi de la paret cellular tan en periodes de creixement polaritzat com en resposta a
estres (Garcia ef al, 2004). Problemes en la biogenesi de la paret cellular desemboquen en
fenotips de termosensibilitat (Harrison ez a/, 2004), sensibilitat a agents que danyen la paret
cellular (Jung ez al, 2002) 1 sensibilitat davant estres oxidatiu (Vilella ef a/, 2005). Si aquesta
sensibilitat cel.lular és una conseqiiencia de defectes estructurals en la paret cel.lular, aquests
fenotips son restaurats en presencia de I'agent osmoregulador sorbitol.

En el doble mutant grx3grx4 la via PKCT no s’activava en resposta a estres oxidatiu
1 presentava sensibilitat cel.lular en resposta a peroxid d’hidrogen. Malgrat que el doble
mutant grx3grx4 presentava defectes estructurals en lenvolta cellular, la presencia de
sorbitol en el medi no restablia la viabilitat cel.lular del doble mutant grx3grx4 davant agents
que causaven dany en la paret cel.lular (com el Calcofluor White, el Congo Red, la Cafeina
o un xoc termic a 38°C), ni davant del dany oxidatiu causat per el peroxid de hidrogen.
Aquest fet descartava els problemes estructurals de la paret cellular com a causa de la
sensibilitat del doble mutant grx3grx4 davant els diversos estimuls que activaven la via

PKCT.

En la literatura esta ampliament descrit com 'estrés oxidatiu afecta directament a
les biomolecules de la céllula com sén les proteines, repercutint negativament en les seves
estructures 1 les seves funcions (Halliwell i Gutterigde, 1991; Auroma e al, 1991)
L’absencia simultania de Grx3 1 Grx4 indufa la hiperactivacié d’Aftl, factor transcripcional
encarregat de regular ’homeostasi del ferro (Pujol e al, 2006). Com a conseqiiencia de la
desregulacié d’Aftl, s’acumulaven elevats nivells de ferro dins la c¢llula que generaven
estres oxidatiu endogen, com ho demostraven els elevats nivells de radicals superoxid
detectats en el doble mutant grx3grxd. La deleccié d’AFT7 en el doble mutant grx3grx4
reduia les elevades quantitats de radicals superoxid intracel.lulars als nivells d’una soca

salvatge i restablia parcialment la fosforilacié6 de SIt2 en resposta a estrés oxidatiu. En
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aquestes condicions, el parcial restabliment de la viabilitat cellular davant agents que
danyaven la paret cellular o causaven estres oxidatiu 1 la parcial polaritzacié del citoesquelet
d’actina en el triple mutant grx3grx3aftl, demostraven que Iestres oxidatiu endogen causat
per la desregulaci6 d’Aftl en el doble mutant grx3grxd no era la principal causa dels
defectes en la correcta activacié de Slt2 en resposta a estres oxidatiu, si bé contribuia

parcialment a aquest fet.

Van Drogen e7 a/, (2002) van demostrar que Slt2 era necessaria durant el creixement
polaritzat de la cellula i que es localitzava en la regié del septe durant la citoquinest.
Problemes en I'activacié de la via PKC7 implicaven defectes en els mecanismes relacionats
amb la biogenesi de la paret cellular com és la sintesi de quitina en septe durant la
citoquinesis (Versele e al., 2005), on les septines com la proteina Cdcl1 jugaven un paper
clau en aquest procés (Bertin ef a/., 2008). Els defectes observats en la correcta localitzacio
subcel.lular de SIt2 i de la septina Cdcl1 en el septe del doble mutant grx3gre4 aportaven
més dades sobre 'existencia de problemes en les funcions regulades per la via PKC7. A més
a més, el parcial restabliment de la fosforilacié6 de Slt2 i de la viabilitat cel.lular davant
agents que causaven dany oxidatiu quan sobreexpressavem Slt2 o quan utilitzavem I’al.lel
hiperactiu BCK7-20 en el doble mutant grx3grx4, confirmaven que Grx3 i Grx4 eren

necessaries per la correcta activacié de SIt2 en resposta a estreés oxidatiu.

- Regulacié transcripcional de SL72 1 de PS7I per Grx3 1 Grx4 en

resposta a estrés térmic 1 estrés oxidatiu.

LLa via PKC7 media la resposta davant dany en paret cel.lular mitjancant la regulacié
de dos factors transcripcionals: RIm1 (Jung e a/., 2002) i Swi4/Swi6 (Ki-Young ez al., 2008).
Rlm1 s’encarrega de la transcripcié de gens que codifiquen per proteines necessaries durant
la sintesis 1 la reparaci6 de envolta cel.lular en resposta a dany en la paret (Jung and Levin,
1999). Entre aquests gens s’hi troba PST7, gen que codifica per una proteina de paret
cellular de la familia de les proteines GPI (glicosi/ fosfatidil inositol) (Pardo et al., 2004).

En resposta a dany en la paret cellular, apareixia un retard en la transcripcié geénica
de SL.T2 1 dels gens regulats per RIm1, com PST7 en absencia simultania de Grx3 1 Grx4.
No obstant, en aquestes condicions la fosforilacié de SIt2 no es veia afectada. Els defectes

en la correcta activacié transcripcional de PST7 en resposta a dany en la paret cellular,
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podrien contribuir a la causa de la termosensibilitat a 38°C 1 de la sensibilitat cel.lular davant
Calcofluor White, Congo Red i Cafeina del doble mutant grx3gred. A més a més, podria ser
el motiu pel qual I'agent osmoregulador sorbitol no restablia la viabilitat cel.lular davant

aquests agents que causaven dany en la paret cel.lular.

En resposta a estres oxidatiu, el mutant simple grned presentava baixos nivells de
fosforilacié de Slt2 1 la transcripcié de SL.TZ i de PST7 no era induida respecte a la soca
salvatge 1 el mutant simple grx3. En canvi, en el doble mutant grx3gx4 Slt2 no era
fosforilada i la transcripcié de SL.T2 1 de PS'T7 no era activada ni en condicions normals ni
en resposta a estres oxidatiu. L’activacié de Slt2, a banda de regular el factor transcripcional
Rlm1, també regular la seva propia transcripci6 (Garcia ef al, 2004). Aquest fet suposava un
problema alhora de determinar si la regulacié de SIt2 per Grx3 i Grx4 es duia a terme a
nivell transcripcional o a nivell postraduccional. Per aquest motiu, per eliminar efecte de la
possible regulacié transcripcional 1 poguer estudiar separadament 'efecte sobre 'activacié
de Slt2, vam substituir el promotor endogen de SLT2 pel promotor regulable MET. En
aquestes condiciones, els nivells transcripcionals de SI.T2 es mantenien iguals en totes les
soques analitzades. En aquesta situacid, els baixos nivells de fosforilacié de SIt2 en el
mutant grxe4 1 abséncia de fosforilacié de Slt2 en el doble mutant grx3grx4, demostravem
que Grx3 i Grx4 regulaven I'activacié de la via PKC7 en resposta a estrés oxidatiu a nivell
postraduccional.

El mutant simple grx4 presentava baixos nivells de fosforilacié de SIt2 en resposta a
estrés oxidatiu, presentant parcial viabilidad cel.lular davant peroxid d’hidrogen. A més a
més, presentava una parcial polaritzacion del citoesquelet d’actina en resposta a dit estrés.
Draltra banda, la fosforilacié de Slt2, la viabilitat cel.lular i la polaritzacié del citoesquelet
d’actina en resposta a estres oxidatiu en el triple mutant grx3grxdaft! eren similars als
detectats en el mutant simple grx4. D’acord amb aquestes dades i el fet que el triple mutant
grx3grxdaftl presentés uns nivells de radicals superoxid similars als del mutant simple grx4,
demostrava que l'oxidaci6 endogena generada pels elevats nivells de ferro intracel.lular
deguts a la hiperactivacié d’Aftl en abséncia simultania de Grx3 1 Grx4, eren la causa de la
no inducci6é de Slt2, de la elevada despolaritzacié del citoesquelet d’actina i de la major
sensibilitat cel.lular en el doble mutant grx3gre4d en resposta a estrés oxidatiu.

D’acord amb aquestes dades i donat que el mutant simple grx3 no presentava
defectes en l'activacio de Slt2, sino que era 'absencia de Grx4 la causa dels defectes en la
correcta fosforilacié de Slt2, vam concloure que Grx4 era la principal glutaredoxina

encarregada de regular I’activacié de la via PKCT en resposta a estres oxidatiu.
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Draltra banda, la sobreexpressié de Grx4 en la soca salvatge potenciava I'activacio
transcripcional de SL.T2 en condicions normals i en resposta a estres oxidatiu, dada que es
correlacionava amb un augment en la viabilitat cel.lular de la soca salvatge sobreexpressant
Grx4 en resposta a peroxid d’hidrogen. Aquest increment en la transcripcié de SLLT2 no es
correlacionava amb un augment en la fosforilacié de Slt2 ni amb un augment en els nivells
transcripcionals de PST7, demostrant que la sobreexpressiéo de Grx4 en la soca salvatge
regulava positivament la via PKC7 a nivell transcripcional. La sobreexpressié de Grx4 en la
soca salvatge sota el promotor exogen MET, no provocava un augment en els nivells
transcripcionals de SL.T2 resposta a estres oxidatiu, resultat que demostraba que la
sobreexpressié Grx4 actuava directament sobre el promotor de SLT2. A més a més, la
sobreexpressié de Grx4 no augmentava els nivells transcripcionals de PST7, dada que
demostrava que Grx4 no actuava sobre altres promotors regulats per RIm1, com PST7,
sino que es tractava d’una regulaci6 especifica sobre Slt2 en resposta a estrés oxidatiu.

En canvi, la sobreexpressié de Grx3 en la soca salvatge inhibia la fosforilacié de
SIt2 i diminuia la transcripcié genica de SLT2 en resposta a estres oxidatiu, resultats que
guardaven relacié amb un augment en la sensibilitat cellular de la soca salvatge
sobreexpressant Grx3 en resposta a peroxid d’hidrogen. Sota el promotor exogen MET, la
sobreexpressié de Grx3 en la soca salvatje induia la fosforilacié de Slt2 en resposta a estrés
oxidatiu. Aquesta dada demostrava que la sobreexpressié de Grx3 actuava directament
sobre el promotor de SI.T2, exercint un efecte inhibitori sobre I’activacié transcripcional de
SLT2 en resposta a estrés oxidatiu. La sobreexpressié de Grx3 no disminuia els nivells
transcripcionals de PST7. Aquesta dada demostrava que Grx3 tampoc no actuava sobre
altres promotors regulats per RIm1, sino que aquesta regulacié també era especifica sobre

Slt2 en resposta a estres oxidatiu, com succefa amb Grx4.

- Mecanisme de regulacié de 'activacié de via PKCI per Grx3 i Grx4 en

resposta a estrés oxidatiu.

Les quinases i les fosfatases sén proteines que regulen els nivells de fosforilaci6é de
SIt2 i en consequencia I'activacié de la via PKC7 en resposta als diversos estimuls rebuts
(Schmelze et al., 2002; Casamayor e al, 1999; Martin et al, 2005). La fosforilacié de Slt2
detectada amb la sobreexpressié de les quinases BCK7-20 o Slt2 en el doble mutant
grx3grx4 en condicions oxidatives, descartava que el paper de Grx3 i Grx4 sobre la via

PKCT fos a través de inhibir Pactivitat de les quinases reguladores de Slt2. Per aquest motiu,
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vam decidir analitzar la parctipacié de lactivitat fosfatasa com a causa de I'absencia de

fosforilacié de Slt2 en resposta a estres oxidatiu en el doble mutant grx3grxd.

Recentment, Fox e al, (2007) han demostrat que Sdpl 1 Msg5, dues fosfatases
d’especificitat dual classificades dins la familia de les WH fosfatases, eren activades en
presencia d’agents oxidants. I’abséncia d’activacié de Slt2 en el doble mutant grxdsdpl
descartava a la fosfatasa Sdpl com a mediadora de la defosforilacié de SIt2 en condicions
oxidatives en el mutant grx4. En canvi, la fosforilacié de Slt2 detectada en el doble mutant
grxdmsg5, demostrava que Msgb era la fosfatasa que defosforilava SIt2 en el mutant grx4 en
resposta a estres oxidatiu. A més a més, el doble mutant grx4msg5 restablia els nivells
transcripcional de SLT2 i de PST7, la viabilitat cellular i la organitzaci6 del citoesquelet
d’actina en resposta a estres oxidatiu del mutant g4, Totes aquestes dades ens van

permetre elaborar un model on Msg5 regularia negativament a Slt2 en absencia de Grx4.

Flandez ez al, (2004) van descriure zz vitro que Msgb interaccionava amb SIt2 1 redufa
els nivells basals de fosforilacié de la quinasa. La defosforilaci6é de SIt2 detectada durant la
sobreexpressio de la fosfatasa Msg5 en la soca salvatge en presencia de peroxid d’hidrogen,
pero no a 38°C, demostraven que Msg5, a banda de regular els nivells basals de fosforilacié
de Slt2, també defosforilava a Slt2 especificament en resposta a estres oxidatiu.

D’altra banda, Msg5 defosforilava 1 inactivava la quinasa Fus3 que forma part de la
via de resposta a feromones (Doi et al, 1994). L’abséncia de fosforilacié de Fus3 en el
mutant grx4 en resposta a peroxid de hidrogen i restablerta a nivells del mutant 7sg5 en el
doble mutant grx4msg5, reforcava més el model proposat en el qual en abséncia de Grx4,

Msgb estava més activada en resposta a estres oxidatiu.

Flandez et al., (2004) van demostrar iz vitro la dissociacié del complex entre Msg5 1
Slt2 com a mecanisme per regular la fosforilacié de Slt2 en resposta a estres termic.
L’increment de linteraccié entre Msg5 1 Slt2 en el mutant grx4 en resposta a peroxid
d’hidrogen era consistent amb la major activitat fosfatasa de Msg5 sobre Slt2 detectada en
absencia de Grx4 i en conseqii¢ncia amb els baixos nivells de fosforilacié de SIt2 que
presentava el mutant grx4 en resposta a estres oxidatiu. Donat que Msg5 no interaccionava
fisicament ni amb Grx3 ni amb Grx4, les nostres dades apuntaven a que en abseéncia de
Grx4 s’afavoria 'accés de la fosfatasa Msg5 a Slt2 en resposta a estres oxidatiu.

D’acord amb aquesta hipotesi, 'abséncia de fosforilacié de SIt2 1 en conseqiiencia,

I'absencia de transcripcié de SLT2 i de PST7 i la elevada sensibilitat cel.lular observada en
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el triple mutant grx3gredmsgs en resposta a estres oxidatiu, suggerien un mecanisme més
complex que implicava la funcié de la glutaredoxina Grx3 en el model de regulacié de la
fosforilacié de SIt2 per part de Grx4 a través de Msgb en resposta a estres oxidatiu.

Una possible explicacié de les diferencies en la fosforilacié de Slt2 entre els
mutants grxdmsgs 1 grx3grxedmsgs, podria ser deguda a una qiiestié estequiometrica en relacio
al nombre de molecules de Slt2 doblement fosforilades que 'anticos p44/42 era capag de
detectar en resposta a estres oxidatiu. En absencia simultania de Grx3 1 Grx4, els nivells de
proteina total Slt2 eren molt més baixos que les nivells detectats en el mutant grxed. A més a
més, els nivells de fosforilacié de SIt2 en resposta a estrés oxidatiu eren comparativament
més baixos que els nivells detectats en resposta a dany en la paret cellular, fet que
dificultava encara més la detecci6 de la fosforilacié de Slt2 en una situacié de baixos nivells
de proteina Slt2. El restabliment de la fosforilaci6 de SIt2 augmentant el nombre de
molécules de SIt2 1 hiperactivant la via PKC7 en el triple mutant grx3grxedmsgd demostraven
aquesta hipotesi. No obstant, en aquestes condicions el triple mutant grx3grx4dmsgs
presentava una nivells de fosforilacié de Slt2 en resposta a estrés oxidatiu més baixos que
els nivells detectats en els dobles mutants grx3msg5 1 grxdmsgs. Aquestes dades demostraven
que en absencia de Grx4, Grx3 era necessaria per la fosforilacié de Slt2 en resposta a estres
oxidatiu.

D’acord amb aquest hipotesi, la fosforilacié de SIt2 observada en el mutant g3,
podria ser deguda a Pefecte redundant que presenten Grx3 1 Grx4 en resposta a estres
oxidatiu (Pujol ez a/., 2006). En el mutant grx3, Grx4 assumiria tota la funcié d’activacié de
Slt2. No obstant, en el mutant grd, Grx3 no era capa¢ d’assumir completament les
funcions regulades per Grx4. Una possible explicacié podria ser deguda a la defosforilacio
que Msg5 provocava sobre SIt2 en absencia de Grx4. La consequéncia d’aquest fet seria un
desequilibri en la fosforilacié de Slt2, produint com a efecte final uns baixos nivells de

fosforilacié de SIt2 en el mutant grx4 en resposta a estres oxidatiu.

L’estudi dels possibles models d’interaccié entre Grx3, Grx4 i Slt2 mitjancant el
programa informatic Swiss Model i en collaboraci6 amb Dr.Rui Alves, membre del
Departament de Ciencies Mediques Basiques de la Facultat de Medicina de Lleida, van
determinar que els dominis TRX de Grx3 i Grx4 potencialment podrien interaccionar amb
el domini catalitic N-terminal de Slt2, concretament per la regié situada entre els
aminoacids 100 1 200 on es localitzaven els residus fosforilables treonina 190 i tirosina 192

del centre actiu. Aquestes dades eren consistents amb les interaccions fisiques detectades 77
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vivo entre Slt2 1 els dominis TRX de Grx3 i Grx4 i amb el fet que els dominis TRX

activessin la fosforilacié de Slt2 en els mutants grx4 1 grx3grxd en resposta estrés oxidatiu.

En conclusid, 'augment de I'interaccié entre Msg5 1 Slt2 en absencia de Grx4 en
resposta a estrés oxidatiu 1 I'interaccié entre els dominis TRX de Grx3 1 Grx4 1 el domini
N-terminal de SIt2 que inclofa el centre actiu de la quinasa, ens permetia propasar el
segtient model de regulacio de la via PKCT7 en resposta a estres oxidatiu per part de Grx3,
Grx4 1 Msg5: Grx3, Grx4 1 Slt2 estarien formant un complex dins del nucli. Dins d’aquest
complex, la glutaredoxina Grx4 regularia positivament l'activacié de la quinasa Slt2 en
resposta a estres oxidatiu impedint I'accés de la fosfatasa Msgh al centre actiu de Slt2 i
evitant aix{ la seva defosforilacié. No obstant, per permetre la correcta fosforilacié de Slt2,
Grx4 requeriria de I'activitat de Grx3, fent imprescindible la funcié cooperativa d’ambdues
glutaredoxines per regular, mitjancant els seus respectius dominis TRX, la correcta
fosforilaci6é de Slt2 en resposta a estres oxidatiu. No obstant, el mecanisme precis amb el

qual es duu a terme aquest procés, encara no esta caracteritzat

- Organitzaci6 del citoesquelet d’actina per Grx3, Grx4 i Slt2.

Les dades publicades en el nostre laboratori per Vilella ez al,, (2005), van demostrar
que la quinasa Pkcl era necessaria per la rapida repolaritzacié dels cables d’actina i pel
restabliment de la polaritat del citoesquelet d’actina en resposta a estreés oxidatiu.
Concretament, en I'article recentment publicat en FEMS Yeast Research (Pujol 1 Bonet e#
al., 2009) demostrem que la profilina Pfyl, una proteina necessaria per I’enssamblatge del
cables d’actina, necessitava la funcié de Pkcl per enssamblar correctament els cables

d’actina i reorganitzar el citoesquelet d’actina en resposta a estres oxidatiu.

Iabséncia de repolaritzacié del citoesquelet d’actina detectada en el mutant §/#2 en
resposta a peroxid d’hidrogen, perd no en condicions normals, demostraven per primera
vegada que altres components de la via PKC7 com Slt2, participaven en la correcta
reorganitzacié del citoesquelet d’actina en resposta a estres oxidatiu.

Draltra banda, el mutant grx3 no presentava defectes en la correcta polaritzacié del
citoesquelet d’actina, mentre que el mutant grx4 presentava una parcial despolaritzacié del
del citoesquelet en condicions normals 1 en resposta a estrés oxidatiu respecte a la soca
salvatge. Per aquest motiu, vam concloure que la elevada desorganitzacié del citoesquelet

d’actina detectada en el doble mutant grx3grx4 era deguda principalment a 'abséncia de
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Grx4. A més a més, aquestes dades mostraven el paper rellevant de Grx4 en els processos
de polaritzacié del citoesquelet d’actina.

No obstant, la elevada despolaritzacié del citoesquelet detectada en el triple mutant
grx3grxedsit2 en condicions normals i en resposta a estres oxidatiu respecte al doble mutant
grx3grx4, demostrava que totes tres proteines, Grx3, Grx4 i Slt2, participaven activa 1
conjuntament en 'organitzacié del citoesquelet d’actina. La repolaritzacié del citoesquelet
en condicions normals i en resposta a estres oxidatiu detectada en el doble mutant grx3gred
sobreexpressant Slt2 1 en el triple mutant grx3gnx4s/t2 sobreexpressant les proteines
senceres Grx3 1 Grx4, confirmaven aquesta hipotesi. A més a més, la reorganitzaci6 del
citoesquelet d’actina detectada en el triple mutant grx3grx4s/t2 sobreexpressant els dominis
TRX de Grx3 i Grx4 demostraven més concretament, el paper directe dels dominis TRX
de Grx3 1 Grx4 sobre els processos que regulen 'organitzacié del citoesquelet d’actina en
condicions normals i en resposta a estrés oxidatiu. Finalment, demostravem que aquesta
funci6 dels dominis TRX sobre el citoesquelet d’actina la duien a terme independentment
de Pactivitat de Slt2. Aquestes dades també guardaven relacié amb la major activacié de la
via PKCT7 en els mutants grx4 1 grx3grx4 sobreexpressant els dominis TRX de Grx3 1 Grx4 i
amb el restabliment de la viabilitat cel.lular detectada en els mutants grx4, grx3grd i
grx3grx4sit2 sobreexpressant els dominis TRX en resposta a estrés oxidatiu.

No obstant, la sobreexpressié dels dominis GRX de Grx3 i Grx4 restablien la
viabilitat cellular dels mutants grxed, grx3gned i grx3grx4s/t2 malgrat no contribuir en
P'activacié de la via PKC7 ni en la reorganitzacié del citoesquelet d’actina en condicions
normals ni resposta a estres oxidatiu. Una possible explicacié d’aquest fet podria ser deguda
a que, tal i com vam publicar en Pujol ez al, (2000), els dominis GRX de Grx3 1 Grx4
regulaven I'exportacié nuclear d’Aftl com a mecanisme per disminuir els nivells de ferro
intracel.lulars. Com a conseqiencia d’aquest procés, es produia un descens en els nivells de
radicals superoxid 1 en conseqiiencia la disminucié de lestres oxidatiu endogen present en

els mutants grx3grcd 1 grx3grxdsit2.

En resum, els nostres resultats ens permeten demostrar les diferencies funcionals
entre els dominis GRX 1 TRX de Grx3 i Grx4 en condicions oxidatives: mentre que els
dominis GRX participen en la regulacié de ’homeostasi del ferro a través del factor
transcripcional d’Aftl (Pujol et al., 2000), els dominis TRX participen en l'activacié de la
via PKCT en resposta a estres oxidatiu 1 en la organitzacié del citoesquelet d’actina en

condicions normals i en resposta a estres oxidatiu.
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Delley et al., (1999) van demostrar que una hiperactivacié de la via PKC7 causava
despolaritzacié de l'actina. Més tard, Harrison ez a/. (2001) van demostrar I'efecte contrari,
on la desorganitzaci6 del citoesquelet d’actina era estimul que activava la via PKC7. Fins
lactualitat, ambdos mecanismes que relacionen Dactivacié de la via PKC7 i la
desorganitzacié del citoesquelet d’actina estan acceptats. Per aquest motiu, es fa dificil
diferenciar si la despolaritzaci6 del citoesquelet indueix la fosforilacié de SIt2 1 si aquest fet
és necessari per la viabilitat cel.lular o si pel contrari, una hiperactivacié de la via indueix
una despolaritzaci6 del citoesquelet d’actina que produiria a la llarga efectes detereris en la
cellula.

La repolaritzaci6 del citoesquelet d’actina 1 la viabilitat cellular en resposta a estres
oxidatiu detectada en el doble mutant grx3grxd  sobreexpressant Iallel BCK7-20,
demostraven que no sempre la hiperactivaci6 de la via PKC7 era la causa de la
despolaritzacié del citoesquelet d’actina i de la perdua de viabilitat en la cél.lula.

Draltra banda, la reorganitzacié del citoesquelet d’actina detectada en el triple
mutant grx3grxdsit2 sobreexpressant Grx3, Grx4 o els seus respectius dominis TRX]
mostraven una situacié on la reorganitzacié del citoesquelet d’actina en resposta a estres
oxidatiu es realitzava independentment de la fosforilacié de Slt2. A més a més, en aquestes
condicions el restabliment de la viabilitat cel.lular del triple mutant grx3grx4s/t2 en resposta
a peroxid d’hidrogen, demostraven que en certes situacions de reorganitzacié del

citoesquelet d’actina no era necessaria ’activitat de SIt2 per mantenir la viabilitat cel.lular.

En resum, nosaltres aportem dades que suggereixen que no sempre és l'activacié de
Slt2 qui indueix la desorganitzacié del citoesquelet d’actina. Els nostres resultats
demostraven que en algunes situacions, sembla ser primer la desorganitzacié del
citoesquelet d’actina qui senyalitza la fosforilacié de Slt2 i en conseqiiencia I'activacié de la

via PKCT.

— Funcié reparadora de la via PKC1 en condicions oxidatives.

L’increment en els nivells basals de fosforilaci6 de Slt2 en abséncia de Msg5, anava
acompanyada d’un augment en els nivells de radicals superoxid respecte als nivells detectats
en la soca salvatge, fet que es correlacionava amb la major sensibilitat cel.lular del mutant
msg5 en resposta a estres oxidatiu. Aquestes dades guardaven relacié amb els resultats

publicats en Flandez ¢z a/., (2004) que suggerien que la sensibilitat cellular del mutant g5 a
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Congo Red era deguda a la hiperactivacié de Slt2 en condicions basals. A més a més, la
elevada sensibilitat cel.lular observada en el mutant msg5 hiperactivant la via amb I’allel
BKC7-20 en resposta a peroxid d’hidrogen, evidenciava una situacié on els elevats nivells
basals d’activacié de Slt2, incrementats per una hiperactivacié exogena de la via PKCT,

resultaven deleteris per la céllula.

La sobreexpressi6 de Slt2 o I'allel BCK7-20 incrementava els nivells d’oxidacié
endogena de la soca salvatge, tal i com ho demostraven els elevats nivells de radicals
superoxid. En aquestes condicions, els nivells transcripcionals de FET3 1 de FIT3 en el
doble mutant grx3grx4 sobreexpressant Slt2 eren igual d’elevats que els nivells detectats en
el doble mutant grx3grx4. Per aquest motiu, els elevats nivells de ferro intracel.lular deguts a
la hiperactivacié d’Aftl 1 el augment del metabolisme respiratori, consequéncia de la
hiperactivacié de la via PKC7, podrien ser la causa dels majors nivells d’oxidacié endogena
detectats en el doble mutant grx3gre4 en condiciones de hiperactivacié de la via amb I’al.lel
BCKT7-20 o sobreexpressant Slt2. Malgrat tot, en aquestes condiciones d’oxidacié endogena,
el al.lel BKC7-20 o la sobreexpressio de Slt2 restablien la viabilidad cel.lular i la organitzacio
del citoesquelet d’actina del doble mutant grx3gre4.

Aquestes dades demostravan el papel reparador de la via PKC7 en condicions
oxidatives, donat que I'activacié de la via PKCT7 es feia necessaria per mantenir la viabilitat
celular i la polaritzacié del citoesquelet d’actina en una situacié on la célula no era
detoxificada dels elevats nivells d’ions superoxid o dels elevats nivells de ferro intracel.lular

que causaven aquest estrés oxidatiu.

- Paper funcional de Grx3, Grx4 i Slt2 en la biogénesi vacuolar.

Els processos d’exocitosi i d’endocitost dins la céllula sén mecanismes basics per
permetre el trafic de molécules entre els diferents compartiments intracel.lulars. La vacuola
del llevat, equivalent al lisosoma de les ccllules eucariotes superiors, és un dels organuls

clau que forma part d’aquestes vies de trafic vesicular (Clemens ez a/., 2008).

La fragmentacié vacuolar detectada en el triple mutant mutant grx3grx4s/t2 amb el
colorant FM4-64, respecte a la vacuola homogenia que presentaven la soca salvatge i els
mutants simples §/22, grx3 1 grxed, suggeria que Grx3, Grx4 i Slt2 participaven conjuntament

en la biogenesi vacuolar.
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La fragmentaci6 vacuolar en el triple mutant grx3greds/t2, recordava als mutants en
proteines vacuolars ps de classe B descrites per primera vegada per Banta ez a/, (1988).
Anys més tard, Bonangelino ez a/., (2002) va determinar que alguns mutants zps de classe B
presentaven defectes en la correcta maduracié de la glicoproteina soluble Carboxipeptidasa
Y (CPY) que forma part dels enzims hidrolitics localitzats dins de la vacuola. Com moltes
altres proteines vacuolars, la CPY es sintetitza en el reticle endoplasmatic, es glicosila en
Paparell de Golgi i finalment es processa en la seva forma madura 1 activa dins de la
vacuola. La preséncia de formes immadures de la proteina CPY indicava problemes en els
primers estadis de les vies de secrecié (Robinson ez /., 1988). No obstant, la preséncia de la
forma vacuolar madura CPY en el triple mutant grx3grx4s/t2 descartava els defectes en les
vies de secreci6é com a causa de la fragmentacié vacuolar detectada amb I’abséncia
simultania de Grx3, Grx4 i Slt2.

L’estudi de 'endocitosi amb el colorant Lucifer Yellow es una altra eina sencilla per
observar microscopicament defectes en la biogenesi vacuolar (Nevalainen ef /., 1991; Wada
et al., 1992). Aquest colorant penetra dins la cc¢l.lula mitjangant vesiculas endocitiques i es
transportat a I'interior de la vacuola presuntament via endosomes (Diezmar, 1985). Per
aquest motiu, problemes en la fase fluida de Pendocitosi tenien com a conseqiiéncia
defectes en la internalitzacié del colorant Lucifer Yellow dins de la vacuola. No obstant, la
correcta acumulacié de Lucifer Yellow dins de la vacuola del triple mutant grx3grx4s/t2

també descartava defectes en els vies d’endocitosi com a causa de la fragmentaci6 vacuolar.

Corson et al, (1999) van descriure que el mutant en la proteina detoxificadora de
radicals superoxid sod7, presentava fragmentacié vacuolar degut a Pestres oxidatiu endogen
causat per 'acumulacié de radicals superoxid dins de la cél.lula.

D’una banda, la preséncia d’una vacuola uniforme 1 de contorn homogeni en el
triple mutant grx3grxdaft! demostrava que la desregulacié d’Aftl era la causa de la
morfologia vacuolar aberrant observada en el doble mutant grx3grx4. Aquesta conclusié era
refor¢ada pel fet de que la sobreexpressié de Grx3 1 Grx4 restablia la morfologia vacuolar
del doble mutant grx3grx4, degut a la disminucié dels elevats nivells de ferro intracelullars
(Pujol et al, 2006). A més a més, el restabliment de la morfologia vacuolar del doble mutant
grx3grxe4, mitjangant la recreacié d’una situacio de baixos nivell de ferro intracel.lular amb el
quelant de ferro Ferrocina (Pujol ef al, 2006) o amb la reduccié dels nivells de radicals
superoxid, a través de 'addicié en el medi d’ions Mn"? (Lapinskas ez a/,, 1995) confirmaven

aquest fet.
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D’altra banda, la sobreexpressié6 de Slt2 restablia completament la morfologia
vacuolar del doble mutant grx3grx4. No obstant, els nivells transcripcionals de FET3 1 de
FIT3 en el doble mutant grx3grx4 sobreexpressant Slt2 eren igual d’elevats que els nivells
detectats en el doble mutant grx3grx4, fet que demostrava que la sobreexpressié de Slt2 en
aquest cas no restablia els elevats nivells de ferro intracel.lular 1 d’oxidacié endogena del
doble mutant grx3grx4. Aquestes dades demostraven que una altra via per compensar els
defectes en la biogenesi vacuolar del doble mutant grx3grx4, independentment dels nivells

del ferro intracel.lular i dels radicals superoxid, era a través de Slt2.

En resum, les nostres dades demostraven l'existencia de dues vies per solucionar
els defectes en la biogeénesi vacuolar presents en el doble mutant grx3grxd com a
consequencia de 'oxidacié endogena causada per Pacumulacié de ferro intracel.lular deguda
a la hiperactivacié d’Aftl: d’'una banda, mitjangant la reduccié d’aquests nivells de ferro
intracel.lulars que causaven dany en la vacuola. D’altra banda, mitjancant la sobreexpressio
de SIt2, fet que demostrava el paper reparador de Slt2 en la biogenesi vacuolar en

condicions d’estrés oxidatiu endogen causats per els elevats nivells de ferro intracel.lulars.

Problemes en la biogénesi vacuolar afecten directament a les funcions vacuolars
relacionades amb 'emmagatzenament de nutrients (Teichert ez a/, 1989; Klionsky ez al,
1990), 'homeostasi del pH (Banta ez a/, 1988; Nishi ez al, 2002; Kane et al., 2000),
I’homeostasi del Calci (Strayle ef a/, 1999; Clements ez al., 2008) o el creixement en fonts de
carboni no fermentables (Van Voorst ez al., 20006).

En el doble mutant grx3grxd, la pérdua del 60% de la vialibitat cellular en una
situacié de deficit de nutrients o la reduccié en un 30% de la supervivencia cellular en
presencia de canvis en el pH extracellular, eren restablerts amb la sobreexpressié de SIt2
practicament als nivells de la soca salvatge. Aquestes dades eren consistents amb el
restabliment de la morfologia vacuolar del doble mutant grx3grxd per part de Slt2 i
demostrava que problemes en la correcta biogeénesi vacuolar tenien com a conseqiiencia
defectes en las funcions vacuolars. A més a més, refor¢aven encara més la hipotesi sobre la
funcié reparadora de Slt2 en la biogenesi i en les funcions vacuolar en condicions d’estres
oxidatiu endogen causat per 'acumulaci6 de ferro intracel.lular

En el triple mutant grx3grxds/t? presentava una elevada perdua de la viabilitat
cellular en condicions de deficit de nutrients de gairebé el 80%, respecte a la perdua del
00% detectada en el doble mutant grx3grx4. A més a més, la viabilitat cel.lular del triple

mutant grx3grx4s/t2 davant canvis en el pH extracel.lular era reduida un 55% respecte a la
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reduccié del 30% observada en el doble mutant grx3grx4. Aquestes dades demostraven que
la fragmentacié vacuolar causada per I'abséncia simultania de Grx3, Grx4 i SIt2 provocava
efectes més greus sobre les funcions vacuolars que el simple dany vacuolar causat pels
elevats nivells de ferro intracel.lular deguts a 'abséncia de Grx3 i Grx4. A més a més, les
sobreexpressions de Grx3, Grx4 i Slt2 restablien en part la morfologia i de les funcions
vacuolars del triple mutant grx3grx4s/t2 relacionades amb el creixement en fonts de carboni
no fermetables com el glicerol 1 el lactat, davant els nivells d’ions Ca™ extracel.lulars, en
presencia d’agents que danyaven la paret cel.lular, com el Congo Red o el Calcofluor White
0 que causaven estres oxidatiu, com el peroxid d’hidrogen. Tot plegat, reforcava la nostra
hipotesi inicial sobre una funcié comuna regulada per Grx3, Grx4 1 Slt2 en els procesos

implicats en la biogénesi vacuolar.

Gonzalez et al., (2006) vam observar que el mutant en la fosfatasa p#7 presentava
fragmentacié vacuolar i que la sobreexpressio de la proteina vacuolar Vps73, proteina
mitocondrial de funci6 desconeguda implicada en funcions vacuolars, restablia la
morfologia vacuolar del mutant p#7 als nivells de la soca salavtge. Com a conseqiiéncia
d’aquest fet, es restablia la viabilitat cel.lular del mutant p#7 davant agents que causaven
dany en pared cellular com el Congo Red, el Calcofluor White o la Cafeina, en resposta a
canvis en els nivells de Ca" extracel.lulars, en preséncia de metalls pesats com els ions Zinc
o en presencia de pH alcali. Aquestes dades suggerien que la biogenesis vacuolar era una de
les principals dianes regulades per la fosfatasa Ptcl.

Bonangelino et al, (2002) van classificar el mutant zps73 dins de la classe B de
mutants en proteines vacuolars (zps). Els mutant zps de classe B es caracteritzaven per
presentar fragmentacié vacuolar, fenotip que recordava la morfologia vacuolar detectada en
el triple mutant grx3grx4s/t2. D’altra banda, la proteina Vps4, ATPasa vacuolar relacionada
amb els cossos vesiculars, estava inclosa dins de la classe E dels mutants zps (Raymond e#
al, 1992). Els mutants zps de classe E es caracteritzaven per la preséncia d’un segon
compartiment adjacent a la vacuola (que anomenaren compartiment de classe E) on també
s’acumulaven proteines vacuolars. A més a més, els mutants zps de classe E com zps4,
també es caracteritzaven per secretar quantitats de carboxipeptidasa Y (CPY) madura
similars a les detectades en la soca salvatge, fenotip que també era visible en el triple mutant

grx3grsedsit2.

En condicions normals, les sobreexpressions de Vps73 1 Vps4 restablien

completament la morfologia vacuolar del doble mutant grx3grx4 1 la del triple mutant
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grx3grsedsit2. Com a consequiencia d’aquest fet, les viabilitats cel.lulars dels mutants grx3grxd
1 grc3grxedslt? davant agents que danyaven la paret cellular i causaven estres oxidatiu o
davant els diversos estressos relacionats amb la biogénesi vacuolar, com canvis en el nivells
de Ca™ o de pH extracel.lular o la preséncia de glicerol en el medi, també eren restablertes

amb la sobreexpressié de Vps73 i Vps4.

La morfologia vacuolar del triple mutant grx3grx4s/t2 no era restablerta ni amb la
reducci6 dels elevats nivells de ferro intracel.lular, com es demostrava amb la preséncia en
el medi del quelant de ferro Ferrocina o amb la sobreexpressié de Grx3 1 Grx4, ni amb la
disminuci6 dels elevats nivells de radicals superoxid, com es demostrava amb la presencia
en el medi d’ions Mn". Aquestes dades mostraven que 'oxidacié endogena no era causa de
la fragmentacié vacuolar en absencia simultania de Grx3, Grx4 1 Slt2. A més a més, la
sobreexpressié de Slt2 1 de les proteinas Vps73 1 Vps4 restablien la morfologia vacuolar,
malgrat no disminuir els elevats nivells d’oxidacié endogena presents en el triple mutant

grx3grx4sit2, dades que confirmava Panterior hipotesi.

En resum, les dades mostraven que I'augment en els nivells de ferro intracel.lular o
I'increment ens els nivells de radicals superoxid no eren la causa de la fragmentacio
vacuolar en el triple mutant grx3grdsit2. Més bé, les nostres dades suggerien que la causa de
la fragmentaci6 vacuolar era deguda a una funcié comuna regulada per Grx3, Grx4 1 Slt2 a

través de almenys les proteines vacuolars Vsp73 i Vps4.

-Funci6é dels dominis 7RX de Grx3 i Grx4 en relaci6 al citoesquelet

d’actina i la biogénesi vacuolar.

Les vies de transport vesicular i el citoesquelet d’actina sén mecanismes estretament
relacionats (Bryant ez a/, 1998). El restabliment de la morfologia vacuolar acompafiada
d’una repolaritzaci6 del citoesquelet d’actina en el triple mutant grx3greds/t2?
sobreexpressant Slt2 o les proteines vacuolars Vps73 1 Vps4 guardava relacié amb les dades
publicades per Isgandarova ef al, (2007) on demostraven que la fusié de les membranas
vacuolars era el mecanisme precursor per induir la polimeritzacié de 'actina.

No obstant, la sobreexpressié dels dominis TRX de Grx3 i Grx4 no restablien
Pestructura vacuolar ni les funcions vacuolars relacionades amb el creixement cellular en

condicions de deficit de nutrient o davant canvis en el pH extracel.lular del doble mutant
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grx3grsed. A més a més, la morfologia vacuolar 1 les funcions vacuolars relacionades amb el
creixement cellular en preséncia de glicerol 1 lactat tampoc era restablertes en el triple
mutant grx3grx4s/t2 sobreexpressant els dominis TRX. No obstant, els dominis TRX
restablien la polaritzacié del citoesquelet d’actina en els mutants grx3gred 1 grxdgrxdsit2.
Aquestes dades demostraven que els dominis TRX de Grx3 1 Grx4 restauraven el

citoesquelet d’actina independentment de I'activitat de Slt2 i de la biogénesi vacuolar.

Les dades publicades per Isgandarova ez a/, (2007) també demostraven, mitjangant
inhibidors de les proteines Rab/SNARE implicades en els primers passos d’anclatge i
d’uni6 de les membranes vacuolars, que la polimeritzacié de I'actina es realitzava de manera
independent a la fusié de les membranes vacuolars en els primers estadis de la biogenesi
vacuolar. D’acord amb aquesta observacio, la causa de la repolaritzacié del citoesquelet
d’actina per part dels dominis TRX independentment de la biogénesi vacuolar, podria ser
deguda a que la funcié reparadora del domini TRX sobre el citoesquelet d’actina es duia a
terme al menys en els primers estadis de la biogenesi vacuolar, on l'organitzacié del

citoesquelet d’actina i la biogenesi vacuolar eren mecanismes independents.

En el seglient esquema es representen les principals conclusions extretes en aquest
segon Capitol de la present Tesis Doctoral en relaci6 a:

- La regulaci6 de la via PKCT per Grx3 1 Grx4 en resposta a estres oxidatiu.

- La regulacié de Grx3, Grx4 1 Slt2 en organitzacié del citoesquelet d’actina en
condicions normals i en resposta a estres oxidatiu.

- La funcié de Grx3, Grx4 1 SIt2 en la biogensi vacuolar en condicions normals.
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(1) En resposta a estres oxidatiu, les glutaredoxines monotioliques Grx3 i Grx4
regulen la quinasa SIt2 dins del nucli a través dels seglients mecanismes:

- Grx4 regula la fosforilacié6 de Slt2 inhibint directa o indirectament lactivitat
fosfatasa de Msg5 sobre SIt2.

-Grx3 1 Grx4, juntament amb Slt2, regulen els nivells transcripcionals de SL.T2.

(2) Grx3, Grx4 1 Slt2 participen en lorganitzacié del citoesquelet d’actina en
condicions normals i en resposta a estres oxidatiu. No obstant, els dominis TRX de Grx3 i
Grx4 podrien participar en aquesta funcié independentment de I'activitat de SIt2

(3) En condicions normals Grx3, Grx4 i Slt2 presenten una funcié comuna sobre

la biogenesi vacuolar.
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4.6- CONCLUSIONS ( %







Les conclusions extretes dels resultats presentats en aquest segon Capitol son les

seguents:

1. Grx3 1 Grx4 s6n dues glutaredoxines monotioliques necessaries per la correcta
fosforilacié de Slt2 i la consequient activacié de la via PKCT en resposta a estres

oxidatiu.

2. I’absencia simultania de Grx3 1 Grx4 genera un estres oxidatiu endogen causat
per 'augment dels nivells de ferro intracellulars com a conseqiiencia de Iactivacié
constitutiva d’Aftl. No obstant, aquesta no és la principal causa que provoca els
defectes en Pactivaci6 1 en les funcions regulades per la via PKCT7 en resposta a

estres oxidatiu en el doble mutant grx3grx4.

3. Grx3, Grx4 interaccionen amb Slt2 en el nucli a través dels dominis TRX 1 GRX

respectivament.

4. Grx3 i Grx4, al contrari del que succeeix amb Aftl, no regulen la localitzacié

nucli-citoplasmatica de SIt2 en resposta a estres oxidatiu.

5. Grx3 1 Grx4 regulen l'activacié de la via PKC7 en resposta a estrés oxidatiu a

través dels respectius dominis funcionals TRX.

6. La sobreexpressié de Grx3 en la soca salvatge provoca sensibilitat cel.lular davant
estres oxidatiu, a més a més d’inhibir els nivells transcripcionals de SLTZ en

resposta a dit estres.
7. La sobreexpressi6 de Grx4 en la soca salvatge confereix resisténcia cellular
davant estrés oxidatiu, a més a més de potenciar els nivells transcripcionals de SL.12

en condicions normals 1 en resposta a estres oxidatiu.

8. Msg5, fosfatasa d’especificitat dual, defosforila Slt2 en condicions d’estres

oxidatiu.
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9. Grx3 1 Grx4 no interaccionen fisicament amb Msg5, pero en absencia de Grx4

s’augmenta la interacci6 7z vivo entre Msg5 1 SIt2 en resposta a estres oxidatiu.

10. La regulaci6 de SIt2 per part de Grx3 i Grx4 és principalment a nivell
postraduccional: presentem un model on Grx4 regula la fosforilacié6 de Slt2,
cooperativament amb Grx3, impedint que la fosfatasa Msg5 tingui accés a Slt2 i la

defosforili en resposta a estres oxidatiu.

11. SIt2 participa en la repolaritzacié del citoesquelet d’actina en resposta a estres

oxidatiu.

12. Grx3 1 Grx4 participen en la organitzaci6 del citoesquelet d’actina a través dels
respectius dominis TRX en condicions normals 1 en resposta a estrés oxidatiu,

independentment de la funcié de Slt2.

13. L’activaci6 de la via PKC7 és necessaria per mantenir l'integritat cel.lular en una
situacié d’estres oxidatiu endogen, on la cellula no és detoxificada ni dels elevats
nivells de ferro intracel.lulars, deguts a la hiperactivacié d’Aftl en abséncia de Grx3
1 Grx4, ni dels elevats nivells de radicals superoxid, generats per la hiperactivacié de

la via PKCT com a conseqiieéncia d’un augment en el metabolisme respiratori.

14. Destres oxidatiu endogen causat per lincrement en els nivells de ferro
intracel.lulars degut a activacio constitutiva d’Aftl en abséncia simultania de Grx3 i
Grx4, provoca morfologies aberrants en la vacuola i alteren algunes funcions

relacionades amb la biogenesi vacuolar.

15. Els dominis TRX de Grx3 1 Grx4 participen en la organitzacié del citoesquelet
d’actina independentment dels mecanismes implicats en la biogenesi vacuolar en

condicions normals

16. NiI'increment en els nivells de ferro intracel.lulars, ni 'augment en els radicals
superoxid son la causa de la fragmentacié vacuolar del triple mutant grx3grxedsit2.
Aquest fenotip correspondria a una funcié comuna regulada per Grx3, Grx4 i Slt2

a través de al menys les proteinas vacuolars Vps73 1 Vps4.
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5.1- INTRODUCCIO.

En aquest Annex es presenta larticle recentment publicat en FEMS Yeast Research
sobre l'estudi de la quinasa Pkcl de la via d’integritat cel.lular i la profilina Pfyl en relacio
als processos de repolaritzacié del citoesquelet d’actina i en la supervivencia cellular en
resposta a estres oxidatiu.

Una de les novetats d’aquest treball ha estat 1'us 7z vitro de la técnica de FRAP, que
ens va permetre analitzar el mecanisme de polimeritzacié de Pactina utilitzant extractes
proteics totals de S.cerevisiae 1 actina purificada de muscul de conill.

Amb aquest assalg demostrem que Pfy promou l'enssamblatge dels monomers
d’actina en condicions d’estres oxidatiu, mentre que Pkcl indueix aquesta polimeritzacio de
'actina i la supervivencia cellular en condicions normals i en resposta a estrés oxidatiu. A
més a més, presentem resultats que suggereixen la relacié funcional entre Pkcl i Pty en els
processos de polimeritzacié del citoesquelet d’actina, mecanisme necessari per ’adapacié

cellular en resposta a estres oxidatiu.

5.2- ANTECEDENTS I OBJECTIUS.

5.2.1-ANTECEDENTS:

Resultats publicats en el nostre grup d’investigacié van demostrar que en resposta a
estres oxidatiu, els cables d’actina eren transitoriament dessensamblats i desorganitzats en
“patches”, distribuits aleatoriament per tot el citoplasma (de la Torre-Ruiz ef al, 2002;
Torres ef al., 2002). Més tard, Vilella ez a/, (2005) van descriure el paper antioxidant de
Pkcl, al determinar que aquesta quinasa de la via d’integritat cellular era necessaria per la
rapida repolaritzaci6 dels cables d’actina i per la restauracié de la polaritat del citoesquelet
d’actina en resposta a estrés oxidatiu, fet que induia un increment en la viabilitat cel.lular en

resposta a dit estres.
Dong et al., (2003) van descriure que la via PKC7 estava relacionada amb Destabilitat

del polarisoma i la senyalitzacié de formines i profilines per induir la formacié de cables

d’actina en resposta a estimuls especifics.
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Estudis preliminars en el nostre laboratori van suggerir que la sobreexpressio de la
profilina Pfyl en la soca salvatge presentava funcions antioxidants similars a les descrites en
Pkcl, donat que Pfyl augmentava la viabilitat cellular i restaurava la polimeritzacié del

citoesquelet d’actina en resposta a estres oxidatiu.

5.2.2-OBJECTIUS:

1. Caracteritzar la funcié de Pkcl i Pfyl en els processos de polimeritzacié del

citoesquelet d’actina 1 en la viabilitat cel.lular en resposta a estrés oxidatiu.

2. Desenvolupar un assaig zz vitro mitjancant la técnica de FRAP que ens permeti
determinar I’activitat polimeritzadora de l'actina (enssamblatge de monomers d’actina) en

presencia d’extractes proteics totals de S.cerevisiae 1 actina purificada de muscul de conill.

3. Identificar la possible relacié funcional entre Pkcl i Pfyl en els procesos de

polimeritzaci6 de I'actina en resposta a estres oxidatiu.

5.3— CONCLUSIONS.

1. Pkcl i Pfyl incrementen la supervivencia cellular davant estres oxidatiu com a
conseqiencia de les funcions que realitzen per mantenir lintegritat estructural dels
cables d’actina i per permetre la reorganitzacio del citoesquelet d’actina en resposta

a estres oxidatiu.
2. Ptyl conserva la capacitat d’activar la polimeritzaci6é de 'actina independentment
de Pkcl, pero Pfyl necessita la funcié de Pkcl per enssamblar els cables d’actina 1

reorganitzar el citoesquelet en resposta a estres oxidatiu.

3. Pkcl requereix de la funcié de Pfyl durant la formacié dels cables d’actina en

condicions normals i en resposta a estres oxidatiu.
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In this work, we show that the proteins Pkcl and Pfyl play a role in the repola-
rization of the actin cytoskeleton and in cell survival in response to oxidative stress.
We have also developed an assay to determine the actin polymerization capacity of
total protein extracts using fluorescence recovery after photobleaching techniques
and actin purified from rabbit muscle. This assay allowed us to demonstrate that

Pfyl promotes actin polymerization under conditions of oxidative stress, while

*Deceased.

Pkcl induces actin polymerization and cell survival under all the conditions tested.

Our assay also points to a relationship between Pkcl and Pfyl in the actin
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Introduction

Yeast cells maintain their shape, budding processes and
internal organization by tightly regulating the actin cytoske-
leton organization and the general cell integrity. To achieve
this, there must be a very well-organized coordination
between several signal transduction pathways and the dy-
namics of the actin cytoskeleton. In Saccharomyces cerevi-
siae, actin cytoskeleton is organized into microscopic
structures called filaments, which are assembled into patches
that cluster into the expanding bud, and into cables that are
extended throughout the axis of growth of the mother cell
(Adams & Pringle, 1984). Actin cables are required for
correct polarized cell growth as they function as tracks to
transport organelles, secretory vesicles and mRNAs to the
nascent bud (Drubin, 1991; Schott et al., 2002). Yeast actin
cables are assembled in vivo by formins (Feierbach & Chang,
2001; Evangelista et al., 2002; Sagot et al., 2002b). The lack of
functional formins is reflected in the absence of actin cables

FEMS Yeast Res 18 (2009) 1-12

cytoskeleton polymerization that is required to adapt to oxidative stress.

(Evangelista et al., 2002; Sagot et al., 2002a); therefore, and
in accordance with this, the activation of formins leads to
the enrichment of cable structures inside cells. Formins also
integrate signalling pathways with the control of actin
polarity. Both S. cerevisiae formins Bnrlp and Bnilp are
targets of Rhol and Rho4 and they also interact with profilin
to regulate the organization of the actin cytoskeleton (Im-
amura et al., 1997).

Profilin is an actin-binding protein found in all the
eukaryotic cells studied so far. In budding yeast, profilin is
encoded by the PFY1 gene. Cells without functional Pfy1 are
large, abnormal and form buds at random sites and fre-
quently accumulate more than one nucleus in the mother
cell (Haarer et al, 1990). In pfyl mutants, the actin
cytoskeleton is altered, actin cables are not detectable and
patches are distributed both in the mother and in the
daughter cell (Haarer et al., 1990). Profilin was characterized
as an inhibitor for the polymerization of actin monomers
(Carlsson et al., 1977). However, in budding yeast, formins
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interact with profilin and this interaction is required for the
assembly of actin cables (Haarer et al.,, 1990; Evangelista
et al., 2002). The current knowledge fits a model in which
formins are activated by Rhol to nucleate actin filaments
through the activity of profilin, and formin—profilin-depen-
dent actin nucleation is mediated by an Arp2/3-independent
mechanism (Sagot et al., 2002a, b; Zigmond, 2004). Romero
et al. (2004) also provide a rationale showing that profilin is
required in the assembly of actin cables. These authors show
a model that accounts for nucleation of filaments from
formin—profilin—actin. They observe that the barbed-end-
bound formin—profilin—actin complex accelerated actin fila-
ment elongation. Carlier et al. (2007), in a recent review,
comment as to how the actin—profilin complex can associate
with filament barbed ends to participate in their assembly. If
all the barbed ends are capped, profilin sequesters actin due
to its high affinity for G-actin.

Budding yeast have six Rho GTPases (Cdc42 and Rho1-5)
that play a role in several cellular functions related to the
reorganization of the actin cytoskeleton and budding pro-
cesses (Hall, 1994; Cid et al., 1995; Takai et al., 1995; Tanaka
& Takai, 1998). Rhol is necessary for formin activation at
high temperatures, acting through the protein kinase C,
Pkcl (Dong et al., 2003). Both Rhol and Pkcl are elements
of the PKC1-MAPK pathway (cell integrity pathway). Rhol
activates Pkcl, which in turn activates an MAPK module
(Levin, 2005). The upper elements of the cell integrity
pathway are involved in the organization of the actin
cytoskeleton upon cell wall stress (Delley & Hall, 1999),
Pkcl being the major effector for Rhol signalling to the
actin cytoskeleton.

Oxidative stress is a consequence of aerobic life and
causes cellular damage to various macromolecules (Ames
et al., 1993). Actin is one of the targets of oxidative stress
(Farah & Amberg, 2007). In general, in response to oxidative
stress, actin cables are transiently disassembled and depolar-
ized into patches (de la Torre-Ruiz et al., 2002; Torres et al.,
2002; Vilella et al., 2005). Once the stress is overcome, cells
have to resume growth, and for this process, actin polariza-
tion has to be reorganized. Pkcl plays an important role in
promoting actin cable repolarization and restoration of the
actin cytoskeleton polarity in response to oxidative stress
(Vilella et al., 2005). In this study, we also demonstrate that
Pkcl is essential for survival from oxidative stress and also
that its overexpression significantly improves cell viability.
However, Pkcl function is dispensable for signalling depo-
larization from cables to patches under these specific stress
conditions.

In this study, we describe a novel role for profilin in cell
survival and in the reorganization of actin cables in response
to oxidative stress. We also show a methodological approach
by studying actin assembly in the presence of total protein
extracts used as polymerization seeds. This technique con-
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sists of in vitro polymerization of actin in the presence of
small amounts of the cell extracts under study. The presence
of small amounts of these extracts in an actin solution may
change the ability of actin to polymerize by facilitating the
formation of small oligomers that act as nuclei or polymer-
ization precursors that may help to accelerate the kinetics or
the extent of polymerization or both (Mozo-Villarias &
Ware, 1984). (This can be considered analogous to a crystal-
lization process using crystal seeds.) Or conversely, the
association of cell extracts with actin monomers may inhibit
the nucleation of actin, slowing the formation of filaments.
The detection of actin filaments is followed by the technique
of fluorescence recovery after photobleaching (FRAP); see
Materials and methods).

By means of this technique, we describe a function for
Pkcl and Pfyl in actin nucleation and polymerization; in
particular, we find a function for Pfyl in actin nucleation
specifically in response to oxidative stress.

Materials and methods

Yeast strains and gene disruptions

We used the wild-type CML128 and pkcl strains already
described in de la Torre et al. (2002). PFY1 was disrupted by
the one-step disruption method using the kanMX4 module
(Wach et al., 1994).

The plasmid pPkcl was constructed as described by de la
Torre-Ruiz et al. (2002). Plasmid pPfyl was constructed as
follows: the PFYI-coding sequence was obtained from
genomic DNA by PCR and directionally cloned into Pmel
and Pstl sites in the vector pCM265. Plasmid pCM265 is
centromeric and contains the tetO7 promoter and is tagged
in the C-terminal with three copies of HA (Gari et al., 1997).

Preparation of total protein extracts

Cell cultures were exponentially grown in synthetic defined
(SD) minimum medium supplemented with the required
amino acids up to Agponm 0.6. Treatment with hydrogen
peroxide (H,O,) was performed as indicated using a final
concentration of 1 mM H,0O,. Cells were collected at time
intervals as indicated in each figure, to be processed for actin
staining or be processed for FRAP experiments. In general,
we collected 25 mL of each cell culture in 50-mL sterile tubes
previously cooled at 4°C, subsequently filtered through
22-um Millipore filters. Cells retained in the filters were
washed with 100 mM Tris buffer, pH 8.4, precooled at 4 °C.
Washed cells were collected in 1 mL of Tris buffer and then
centrifuged at 200 g for 1 min. Supernatants were discarded
and the pellet was resuspended in 100 pL Tris buffer con-
taining protease inhibitors. All manipulations were per-
formed at 4°C. An equivalent volume of glass beads
was added and cells were broken in the Ribolyser. After
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breakage, 100 pL Tris buffer was added to each sample, and
the final suspension was centrifuged at 200 g for 1 min. We
collected 50 pL from the supernatants into cooled Eppen-
dorfs, which were subsequently kept on ice. We quantified
the total amount of protein in each total extract using the
Bio-Rad D¢ Protein Assay kit. We then used 25 ng of total
protein in a final volume of 1 uL (in 100 mM Tris, pH 8.4, at
4°C) to be added to 250 UL rabbit muscle actin for seeding
experiments with FRAP.

Actin staining

Cells growing exponentially at 25°C were stained with
rhodamine—phalloidin as described before (Torres et al.,
2002).

Actin purification and labelling

G-actin from rabbit muscle acetone powder was obtained and
purified using the method of Pardee & Spudich (1982) and
stored at 0°C as F-actin pellets. A fluorescent derivative of
actin, designated as IAF-actin, was obtained by labelling actin
with the photobleachable molecule 5-iodoactamidofluores-
cein (5-IAF) using the method of Wang & Taylor (1980)
(labelling molecules were from Molecular Probes, Leiden, the
Netherlands). In preparation for the experiments, actin was
dialysed against buffer G (2mM Tris/HCI, 0.2mM CaCl,,
0.2mM ATP and 0.5mM 2-mercaptoethanol) at pH 8.0. In
all seeding experiments, actin was kept at 10 uM. Aliquot
samples (1000 pL) of rabbit muscle actin were polymerized in
the presence of 1uL (seed) of treated and untreated yeast
protein extracts described above. Polymerization of actin was
achieved by adding Mg*™ to 0.75 mM. These values allow the
time course of polymerization to be within the temporal
resolution of the FRAP apparatus.

FRAP

The FRAP methodology and apparatus used in our experi-
ments are described elsewhere (Bonet et al., 2000 and
literature cited therein). To summarize briefly, the sample
under study (labelled with adequate photobleachable fluoro-
phore) is illuminated by a weak reference beam from a laser
source through a grating (Ronchi Ruling, Edmund Scientific)
on the sample. The resulting fluorescence is then monitored
as baseline. At a given moment, a brief, intense illumination is
projected on the sample through the grating, leaving a
temporal pattern of alternating bleached and nonbleached
stripes on the sample. The grating is then translated at a
constant speed through the reference beam to produce a
moving pattern on the specimen. A modulation of fluores-
cence emission is produced as the bleached pattern and the
moving illumination fall into and out of phase. The resulting
photocurrent contains an ac component whose frequency is
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determined by the spacing and velocity of the grating. If the
labelled species has a single diffusion coefficient, then the
photocurrent, F(t), decays by diffusion in the exponential
form: F(t) = F(0)exp( — DK?*) where D is the translational
diffusion coefficient, K is the wave vector of the grating and
F(0) is the fluorescence intensity monitored at time 0. If there
are several hydrodynamically distinct labelled species, then
the photocurrent will be a sum of exponentials, with each
exponential weighted by the fraction of the total label
incorporated into that species. Previous studies of actin
assembly using FRAP have made use of the fact that F-actin
filaments have a considerably lower diffusion coefficient than
monomers and can therefore be characterized by this techni-
que, because the photobleaching recovery due to filaments
occurs on a longer time scale than that due to monomers. By
changing the Ronchi Ruling spacing and the microscope
objective, one can change the K-value, which allows the
observation of diffusion coefficients of very different orders
of magnitude. Our apparatus allows the detection of diffusion
coefficients ranging from 107 to 10™"' cm?s™". In a normal
experiment, using a low value of K (Ronchi Ruling of
50linescm™', x 10 objective, K in the range 300400 cm '),
we measured the diffusion coefficient of high-mobility spe-
cies, Dy (G-actin or small oligomers, in the order of
107-10"®cm?s "), and the fraction of low-mobility samples,
fum (present in the solution as actin filaments). In all FRAP
experiments, labelled actin made up for 1% of the total actin
(< 0.2 uM) before the addition of Mg2+ in order to initiate
polymerization. All measurements were performed at 20 °C.
For every single experimental session involving polymeriza-
tion of actin, measurements of the diffusion coefficient of
monomeric actin was systematically carried out, before any
actin polymerization. Using the adequate ‘window’ (a com-
bination of Ronchi Ruling spacing and microscope objective)
as described above, the diffusion coefficient of G-actin was
measured in order to prevent the presence of filaments or
small oligomers, which would be indicative of defective
depolymerization of actin before any seeding experiment.
G-actin diffusion coefficient determinations yielded expected
values.

Using the adequate ‘window’, analysis of the fluorescence
recovery curves with time yielded the determination of the
relative contributions of both high- and low-mobility com-
ponents of the resulting actin filaments (designated as fin
and fiy, respectively). In the present study, low-mobility
contributions were measured and plotted in the seeding
experiments. Samples were confined in cuvettes (VitroCom,
NJ) with dimensions 20 mm X 2 mm X 0.2 mm. Supporting
this description, Fig. 1 shows a typical experiment in which
fim is obtained.

In the experiments described below, small amounts of cell
extracts were incubated in G-actin solutions by mixing in
Eppendorfs at proportions of 1: 1000 of extract : actin (v/v).
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Fig. 1. Schematics of a typical FRAP trace and parameters associated.
The experiment starts with a baseline followed by a short and intense
laser beam that photobleaches the sample (see Materials and methods).
The recovery curve contains a fast and a slow phase due to differences in
size of G-actin (fast phase) and F-actin (slow phase). As an example and
in order to better illustrate the interpretation of our technique, the fast
phase would correspond to the part of the curve included between the
values 0 and 25 s of recovery time, whereas the slow phase corresponds
mostly to the rest of the recovery. The relative proportion of slow
filaments, described in terms of f\,, which represents the fraction of
the low-mobility actin (see text), can be obtained either by fitting both
curves to two exponentials, or more crudely, from the ratio F,/F;.

Incubation was performed before polymerization. These
extracts act as ‘seeds’ of polymerization of actin, as they
may promote (or inhibit) the fast assembly of a few actin
monomers of actin, acting as the nucleus of polymerization.

Methylene blue staining

Cells were grown in SD plus sorbitol (0.8 mM) and subse-
quently stressed with 1 mM H,O, for 6 h. The cell suspension
was mixed with methylene blue to a final concentration of
200ugmL™" and incubated for 5min at room temperature
(Smart et al., 1999). Dead, blue-coloured cells were scored. We
counted 1000 cells per sample. Each experiment was repeated
three times. Mean values, together with the corresponding SD,
are represented in the diagram plotted in Fig. 4.

Results

Profilin enhances cell viability and the formation
of actin cables in response to H,0, treatment

In a previous study, we demonstrated that in vivo over-
expression of Pkcl was able to induce early actin cable
repolarization in response to the depolarization caused by
the oxidative stress (Vilella et al., 2005). This effect was also
accompanied by a remarkable increase in cell viability
(Vilella et al., 2005). Profilin overexpression increases cell
viability and induces an early reorganization of the actin
cytoskeleton in response to oxidative conditions.
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We also observed that in wild-type cultures treated with
H,0, (1mM) for 8h, there was an accumulation of cells
with abnormal morphology: rounded cells with two buds
that represent 30% of the total population. Some of these
cells contained two nuclei in the mother cell (57% of this
group). In addition, there was another group of cells
abnormally large and round, with wide necks (15%).
Because actin organization is one of the main targets of
oxidative stress, we hypothesized that these morphological
phenotypes could be attributable to a loss of actin function.
More precisely, cells defective in profilin show phenotypes
similar to those described above (Haarer et al., 1990).

In vegetative growing cells, the actin cytoskeleton is
organized in cables, which are polarized to the cell bud, and
patches, which are concentrated mainly in the growing bud.
As we have already described, one of the effects caused by
oxidative stress in live cells is the transient depolarization of
the actin cytoskeleton, which consist of the loss of visible
actin cable structures and a random distribution of actin
cables throughout the cell. Depolarization after a lag period
has to be followed by repolarization or reorganization of the
actin cytoskeleton in cable structures, leading to the re-
sumption of cell growth.

In S. cerevisiae, formins and profilin are the actin-binding
proteins responsible for the formation and maintenance of
actin cable structures. Therefore, we decided to investigate
whether, in addition to Pkcl protein, profilin played a role
in the response to oxidative stress through the remodelling
of the actin cytoskeleton. To initiate this study, we used two
different approaches: on the one hand, we deleted PFY1, and
on the other, we constructed a vector overexpressing Pfyl
under the tetO7 promoter, fused in frame to HA in the C-
terminal. We grew cells, wild type and wt+pPfyl, to the log
phase and treated the cultures with 1 mM H,O, up to 6h.
We collected samples every hour to be processed for the
observation of their actin cytoskeleton under a fluorescence
microscope and also in order to perform viability assays.

Wild-type cells presented a normal polarized cytoskeleton
in samples collected from logarithmic cultures. Upon oxida-
tive treatment with H,O,, the actin cytoskeleton became
depolarized, actin cables disappeared and actin patches were
randomly distributed inside the cells. After 2h of contin-
uous exposure to the oxidizing agent, we started to detect an
increasing population of cells with a wild-type actin cyto-
skeleton organized in cables and patches (Fig. 2b).

Pfyl overexpression induced a fast and early actin repo-
larization, indicating that increasing levels of Pfyl induced
the actin cytoskeleton reorganization from patches to cable
structures upon 1mM H,O, treatment (Fig. 2a). Cable
structures were clearly identified in some cells overexpres-
sing Pfyl (24%) after 2 h of exposure to the oxidizing agent,
as compared with wild-type cells, in which actin cable
structures are microscopically visible (26%) after 3h of
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Fig. 2. Actin polarity and cell survival in response to oxidative stress in
wild-type (wt) cells and in wt cells overexpressing Pfy1. wt cells and wt
cells transformed with a plasmid harbouring Pfy1 were grown to
logarithmic phase and then treated with 1 mM H,0,, samples were
collected for analysis: (a) actin cytoskeleton organization; (b) percentage
of polarized cells; (c) cell survival. We calculated the total number of cells
using a COULTER Z™ Series (particle count and size analyser) and
recorded the number of viable cells, by counting isolated colonies after
plating aliquots from each culture in SD selective medium at the
indicated times. Time 0 correspond to ODgoo nm 0.6.

treatment (Fig. 2a and b). These results are similar those
obtained in our previous study (Vilella et al., 2005), in which
we found that 35% of wild-type cells overexpressing Pkcl
were repolarized and, consequently, the actin cytoskeleton
presented a wild-type organization in cables and patches
upon 2h of 1mM H,O, exposure. We also tested cell
viability in order to ascertain whether Pfyl overexpression
also ameliorated cell survival as occurred in Pkcl. We
observed that Pfyl overexpression also increased the cell
viability substantially in response to oxidative treatment in
wild-type cells (Fig. 2c).

The experiments shown in the present and in a previous
study (Vilella et al, 2005) were performed in order to
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observe the actin cytoskeleton structure microscopically.
They revealed that overexpression of both Pkcl and Pfyl
induced an early and efficient reorganization of the actin
cytoskeleton in cable structures in cells treated with H,0,,
similar to what we described previously with the Pkcl
protein. In view of our results, we conclude that Pfyl plays
arole in promoting cell survival and actin cable organization
and repolarization in response to oxidative stress.

It is known that the cell integrity pathway is involved in
establishing the polarisome and in signalling to formins and
profilin in order to induce actin cable formation in response
to specific stimuli (Dong et al., 2003). We also considered
whether Pkcl and Pfyl could be functionally related in
processes that orchestrate actin remodelling in the context
of the oxidative stress response.

To study all these processes in depth, we designed a
number of experiments in order to ascertain whether Pkcl
or Pfyl are essential in the actin repolarization process that
occurs upon H,0O, treatment. In the pkcl mutant, cells
presented a normal actin organization when grown loga-
rithmically (similar to wild-type cells). However, after H,O,
treatment, pkcl cells lacked any visible actin cable structure,
depolarized and did not recover the cable structure and
normal polarity throughout the entire experiment (Fig. 3a).
The mutant pkcl significantly loses viability when exposed
to H,O, (Vilella et al., 2005). These cells die without any
detectable restoration of their actin cytoskeleton (data not
shown). It could be asked whether profilin overexpression
would restore actin cable organization and cell viability in
the absence of Pkcl. To explore this possibility, we trans-
formed pkcl mutants with a plasmid bearing profilin under
the tetO, promoter and repeated the experiment, as shown
in Fig. 3a. We observed that overexpression of Pfyl did not
restore actin cable formation or cell viability in the pkcl
mutant (Fig. 3a—c).

We next decided to analyse the behaviour of pfyImutant
cells in the oxidative stress response. The absence of Pfyl
function had a significant effect on the actin cable organiza-
tion, as already described (Haarer et al., 1990). Therefore,
the pfyl mutant does not present visible actin cables.
However, patches were polarized in the growing bud and
the actin septum was also visible (Fig. 4, log). Upon H,0,
treatment in pfy1 cells, we also detected a general disorgani-
zation of the actin cytoskeleton (Figs 4 and 2h), as described
in the other strains shown in Figs 3 and 4. Interestingly, we
observed that pfyl cells were unable to repolarize the actin
cytoskeleton even after 6 h of exposure to H,O, (Figs 4 and
6h). We next transformed pfyl mutant cells with a plasmid
bearing Pkcl also under the tetO; promoter in order to
check whether Pkcl function could induce the formation of
actin cables in the absence of Pfyl function. We could
determine that Pkcl overexpression did not restore actin
cable organization either in logarithmically growing pfyl
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Fig. 3. Actin polarity and cell survival in response to oxidative stress in
wild-type (wt), pkcT cells and in wt cells overexpressing Pkc1. This
experiment was carried out as described in Fig. 2a, with the exception
that cultures were grown in SD+the cell wall stabilizer sorbitol 0.8 M to
avoid cell lysis in the pkc? mutant. Actin organization observed in the
fluorescence microscope upon phalloidin staining. (b) Cell survival,
calculated as in Fig. 2.

cells or upon oxidative stress (Fig. 4). Moreover, in the
oxidative stress response, Pkcl overexpression did not
restore the normal actin organization observed in untreated
Pyl cells.

Profilin function was not required for cell viability in
response to H,0,, because a pfyl-mutant strain did not lose
viability upon peroxide treatment (Fig. 4b). We also ob-
served that the pkcl mutant lost viability significantly in
response to H,O, treatment (as described in Vilella et al.,
2005). In addition, overexpression of Pkcl in the pfyl
mutant interfered with cell growth, as illustrated in Fig. 4b
and ¢, where it can be clearly observed that Pkcl over-
expression increased cell mortality on pfyl cells, whereas it
diminished mortality in wt cells, in accordance with the rest
of our observations. Conversely, overexpression of Pfyl
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Fig. 4. (a) Actin cytoskeleton organization in response to oxidative
damage in pfy1 cells and in the pfyT mutants transformed with pPkc1.
The experimental procedure was carried out as in Figs 2 and 3. (b) Cell
survival in exponentially growing cells and in response to oxidative stress.
Exponential cultures of wild-type (wt), pkc1, pfy1, wt+pPkc1, wt+Pfy1,
pkc1+pPfy1 and pfy71+pPkc1, growing in SD sorbitol (0.8 M) at 30 °C,
were serial diluted and plated onto control plates or plates containing
H,0, 1 mM. Sorbitol, as a cell wall stabilizer was added to the plates to
avoid cell lysis in the pkc? mutant. (c) Mortality of wt, wt+pPfy1, pfy1
and pfy1+pPkc1 strains grown to exponential phase in SD+sorbitol
(white square, log) and subsequently treated with 1 mM H,0, for 6h
(grey square H,05).

partly restored the loss of viability of the pkcl mutant treated
with H,0,, as can be observed in Fig. 4b. These results
indicate that Pkcl and Pfyl are genetically related in the
oxidative stress response.
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Fig. 5. Some examples of fluorescence recovery curves of actin samples seeded with whole cell extracts (see Materials and methods). These curves represent
fluorescence recovery of actin samples seeded with untreated (a) and treated (b) total protein extracts. Curves shown here were obtained about 15 min after
polymerization was started by addition of Mg?*. Thin lines are experimental values. Thick lines are fits of the experimental values to a combination of two
exponentials. This fit provides the relative amounts of polymerized and unpolymerized actin in this particular moment of the polymerization. In both (a) and (b),
blue curves represent actin samples seeded only with the buffer used to prepare total protein extracts (control). Green curves correspond to actin seeded with
wild-type (wt) protein extracts. Red curves show actin samples seeded with wt+pPkc1. Orange curves are actin samples seeded with wt+pPfy1. Blue and
orange curves in (a) and blue and green curves in (b) show that little or no significant actin polymerization has yet taken place because only fast components are
visible. Red curves and green curve in (a) and orange curve in (b) show that these extracts are capable of accelerated actin polymerization because they show a
large proportion of slow component (which corresponds to the following parts of each of the curves: from 4 s till the end for red curve in (a), from 65 for green
curve in (@) and from 12 s for both red and orange curves in (b). In all samples the proportion of slow component, .\, increases to a steady-state value when
polymerization is complete (50 min after addition of Mg?*).

Our results also suggest that both Pkcl and Pfyl are
essential to restore actin cable integrity structures and the
actin cytoskeleton organization in response to oxidative
stress. However, Pkcl plays additional roles in the oxidative
response precluding cell viability.

Pkc1 and Pfy1 play a positive and activating role
in the biological assembly of the actin
cytoskeleton that occurs in the oxidative stress
response

The next question that arose from this study was whether
both Pkcl and Pfyl proteins played any role in the actin
assembly processes and in particular in the response to
oxidative stress. In order to answer these questions, we
decided to develop an in vitro assay based on FRAP techni-
ques using purified muscle actin and total protein extracts
from S. cerevisiae, as described in Materials and methods. We
measured the actin polymerization rate under the influence of
seeds composed of different protein extracts: wild type, pkel,
pfyl, pkel overexpressing pPfyl, pfyl overexpressing pPkcl,
wild type+pPkcl and wild-type+pPfyl. The purpose of this
assay is to determine which of these extracts acts as polymer-
ization enhancers, by promoting the nucleation of actin
monomers, or polymerization inhibitors, by preventing the
initial association of monomers. Figure 5 shows a representa-
tive example of fluorescence recovery curves after samples
were partially photobleached with a short high-intensity laser
pulse, 15min after addition of Mg®". These recovery curves
were fitted to a combination of two exponentials, in order to
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reveal the relative amounts of G- and F-actin (denoted as fin,
fum: high-mobility and low-mobility fractions, respectively)
present in each sample at this particular time point of the
polymerization (see Materials and methods). We have chosen
curves corresponding to extract samples that reflect clear
differences in their respective actin polymerization capacity.
In Fig. 5a, we show the following results: (1) wild-type protein
extracts are able to actively polymerize actin, thus validating
our assay; (2) the overexpression of Pkcl produces a fast and
full actin polymerization as well as long actin filaments in cells
unstressed or stressed oxidatively; (3) the overexpression of
Pfy1 does not increase actin polymerization in untreated cells
growing logarithmically; conversely, it has an effect of low-
ering the rate of actin polymerization (however, this does not
seem to interfere with the steady-state actin of the cytoskele-
ton organization, as observed upon actin staining with
phalloidin, in Fig. 2). Of all the protein extracts obtained
from samples previously treated with H,O,, only those
corresponding to wt+pPfyl, wt+Pkcl and pkcl+pPfyl (not
shown, but equivalent to the values obtained with pkcl +
pPfyl) retained a significant and similar actin polymerization
capacity (Fig. 5b).

The amount of polymerized actin (f;)) in the presence
the buffer used to prepare total protein extracts was taken as
a reference for normalization in each experiment. Averaging
values of fiy through several experiments, histograms of
relative amounts of polymerized actin were obtained (Fig. 6)
for actin samples seeded with different cell extracts.

We observed several interesting effects. First, when we
used wildtype, untreated protein extracts, we observed a
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Fig. 6. Average proportion of polymerized muscle actin (fi\) seeded
with different cell extracts at the end of the polymerization process
(steady state). These values were normalized to that of unseeded actin
(ACT). Cell extracts were obtained from different strains: wild type (wt),
pkcl, pfyl, lacking or overexpressing either Pkc1 or Pfy1 proteins.
Normalized histograms represent the average contribution of low-
mobility filaments of three different experiments. (a) fiu values of
polymerized actin, determined in untreated logarithmically growing
cells. (b). Same as in (a), in cells exposed to 1 mM H,0, for 1h at 25°C.
ACT, control unseeded sample, and contains monomeric actin but lacks
the cell extract.

twofold increment in polymerizing actin with respect to the
monomeric actin not seeded with protein extracts and used
as control (Fig. 6a). We repeated this assay three times and
demonstrated that these differences were statistically signifi-
cant. Therefore, these results validated our in vitro assay.

When we analysed protein extracts from cells growing
exponentially, we observed that in the pfyl mutant, the actin
polymerization capacity was impaired compared both with
wild-type and pkcl protein extracts (which presented a
similar actin polymerization activity; Fig. 6a). Interestingly,
overexpression of Pkcl in untreated wild-type cells signifi-
cantly increased the ability of cells to polymerize muscle
actin. However, the overexpression of Pkcl did not increase
the ability of pfyI cells to nucleate monomeric actin in cells
growing exponentially, meaning that Pfyl function is essen-
tial for Pkcl to induce actin polymerization. We also
observed that overexpression of Pfyl reduced the ability of
protein extracts from untreated cells to polymerize
actin, leading to fi\; values even lower than those deter-
mined in the control sample containing unseeded actin
(ACT) (Fig. 6a).
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Upon peroxide treatment, we observed that in all the
backgrounds tested, the actin cytoskeleton became disorga-
nized (Vilella et al., 2005 and Figs 2—4). This actin disorga-
nization that occurs in response to oxidative stress has also
been documented in response to other stresses (see Discus-
sion). Apparently, all the strains tested present a similar
actin organization in the first 2h of response to oxidative
stress when stained with phalloidin: namely, actin cables
disappear and the actin cytoskeleton becomes organized in
patches randomly distributed in the cell. However, micro-
scopic observation of the transient cable disappearance does
not provide total information about actin polymerization
activity during the lag period that occurs upon oxidative
treatment. During this period, cells repair their structures
and become adapted to the stress, and then they resume cell
growth. However, those mutants that do not have the
required protein functions die. In order to explore this
observation, we measured the capacity to polymerize actin
in protein extracts obtained from the different strains upon
1h of treatment with H,O, 1 mM. We chose these condi-
tions because (1) the majority of cells were depolarized in all
the strains used in this study and (2) in all the strains tested,
there was no significant loss of viability during this period of
treatment. Under these conditions, we quantified actin
polymerization values in wild-type and pkcI strains, similar
to those determined in control unseeded samples (ACT in
Fig. 6a and b). This means that in these strains, the H,O,
treatment, under our experimental conditions (1h upon
H,0, treatment), induced a loss of polymerization capacity
as compared with untreated samples (Fig. 6a and b). We did
not observe any substantial change in pfyl protein extracts
treated with H,O, as compared with the untreated ones.
However, in the wild-type strain overexpressing Pkcl, we
detected a significant capacity to polymerize actin in total
protein extracts treated with 1 mM H,O, for 1 h. In these
cells, the ability of Pkcl to activate actin polymerization was
still significantly higher than that determined for untreated
wild-type cells (Fig. 6a and b).

These results indicate that Pkcl plays an important and
active role in actin nucleation both under normal conditions
and in response to oxidative stress. Profilin overexpression
does not increase actin polymerization capacity in untreated
wild-type cells. Surprisingly, wild-type extracts overexpres-
sing Pfyl showed a high capacity to polymerize actin in
protein extracts previously treated with H,0,, similar to
that measured in protein extracts overexpressing Pkcl under
the same experimental conditions (Fig. 6b). These results
suggest that in response to oxidative stress, Pfyl overexpres-
sion favours the polymerization of muscle actin, giving rise
to a rapid assembly of long actin filaments.

Pfyl overexpression did restore the polymerization
capacity of muscle actin nearly to wild-type levels in pkcl
protein extracts that were previously treated with H,O,
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(compare the fiy value of 1.75 in Fig. 6b vs. the value 2
determined in wild-type untreated protein extracts; see
Fig. 6a). Nevertheless, Pkcl overexpression in the absence
of Pfyl function was unable to induce actin polymerization
in response to oxidative stress (Fig. 6b).

These results suggest that both Pkcl and Pfyl proteins
play an important role in organizing and assembling the
actin cytoskeleton in the oxidative stress response. This
technique allowed us to observe more in detail the roles that
profilin plays in the adaptive response to oxidative stress.
Thus, while profilin still conserved the capacity to activate
actin polymerization independently of Pkcl function,
Pfyl requires Pkcl in order to assemble the macroscopic
actin filaments that constitute a correct polymerized actin
cytoskeleton.

Discussion

In this study, we demonstrate that both Pkcl and Pfyl
proteins are important to induce actin polymerization in
response to oxidative stress. We previously described how
Pkcl played an important role in cell survival and in the
repolarization of the actin cytoskeleton upon oxidative
stress (Vilella et al., 2005). In the present study, we have also
characterized new roles for PFYI in the oxidative stress
response as follows: Pfyl improves cell survival and pro-
motes the early actin cytoskeleton repolarization and cable
formation.

In unstressed cells growing exponentially, the overexpres-
sion of profilin did not induce actin polymerization but
rather interfered with that process. Under conditions of
adaptation to oxidative stress, the overexpression of Pfyl
induced the early reorganization of the actin cytoskeleton as
evidenced by the early formation of actin cables in
wt+pPfyl cells treated with H,O,, and also by the signifi-
cant activation of the actin polymerization. Under these
circumstances, Pfyl might increase the rate of elongation at
filament barbed ends, where the formins, Bnrl and Bnil
assemble these filaments, as reported previously by several
authors (Romero et al., 2004; Moseley & Goode, 2005; Kovar
et al., 2006).

PFY] is an actin-binding protein, and, together with
formins Bnil and Bnrl, plays an important role in the actin
filament assembly and in the maintenance of the actin
cytoskeleton integrity (Moseley & Goode, 2005). These
authors have described a suitable model for regulation of
actin cable assembly in which actin cables are nucleated by
formin Bnil using profilin and Bud6-bound actin subunits
as substrates. Bnil activity may be regulated through inter-
actions with other proteins: Cdc42, Rhol-4, Budé, profilin
and other factors. Dong et al. (2003) have previously
reported that Rhol signals to activate formins and profilin
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through Pkcl, in order to polarize actin cables under
conditions of high temperature.

In the absence of either Pkcl or Pfyl proteins, we do not
observe actin cable restoration upon oxidative stress during
the course of our experiment (6 h upon H,O, treatment). In
addition, neither the overexpression of Pkcl in pfyl strain
nor the overexpression of Pfyl in pkcl strain restored actin
cable formation upon H,0O, treatment. Therefore, our
results indicate that both Pkcl and Pfyl are required to
induce a rapid actin reorganization and actin cable forma-
tion upon oxidative stress. Another common feature of both
proteins of special relevance from an adaptive point of view
is that they both increase the cellular tolerance to oxidative
stress. Whether or not this function is directly connected to
the reorganization of the actin cytoskeleton deserves future
investigations.

In this study, we develop an in vitro assay in order to
quantify the capacity of total protein extracts to nucleate
and polymerize actin from rabbit muscle. The aim of this
approach is to keep most enzymatic activities and processes
similar to those occurring in vivo. By developing this assay,
we have also determined a new function for Pkcl in the
process of actin nucleation, apart from the already described
role for Pkel in the process of actin reorganization and cable
production upon oxidative stress (Vilella et al., 2005). We
also show data demonstrating that actin assembly can be
stimulated by increasing the number of Pkcl molecules
under all the conditions tested: logarithmically growing cells
and cells previously treated with an oxidizing agent. The
in vitro polymerization experiment we developed in the
present study allowed us to make further observations. In
unstressed wild-type cells growing exponentially, Pfyl over-
expression did not induce actin polymerization, rather
interfered with that process. We still do not have a certain
explanation for this observation, but we could speculate that
the effect we observe might be due to the fact that profilin
could be restricting actin monomer addition to filament
barbed ends or blocking addition to pointed ends, following
the discussion suggested by Pollard & Cooper (1984).

Profilin has several effects on actin. It is known that Pfyl
reduces in vitro spontaneous actin nucleation and nuclea-
tion mediated by the Arp2/3 complex (Machesky et al.,
1999). In the present study, we also show that in exponen-
tially growing cells, the overexpression of Pfyl becomes rate
limiting for actin assembly, in accordance with some other
authors (Laurent et al., 1999; Loisel et al., 1999; Marchand
et al., 1995).

In the oxidative stress response, we can conclude that the
overexpression of profilin efficiently induces actin polymer-
ization in wild-type cells. However, the overexpression of
Pfyl is sufficient to activate actin polymerization, but not
actin cable formation in the pkcl mutant. This means that
profilin requires Pkcl function to form actin cables, and
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conversely, Pfyl needs Pkcl to reorganize the actin cytoske-
leton in the oxidative stress response.

Wolven et al. (2000) reported that profilin promotes actin
filament dynamics in vivo through its ability to catalyse
nucleotide exchange on actin. Sagot et al. (2002a,b) have
demonstrated with purified profilin that this protein in-
duced a dose-dependent stimulation of actin assembly in the
presence of Bnil-mini. They also observed that the main
effect of profilin was to shorten the lag phase of polymeriza-
tion. This group proposes that the stimulatory effect of
profilin on actin nucleation requires the ability of profilin to
bind to actin and polyproline motifs in Bnil-mini. Binding
of profilin to proline-rich ligands, such as formins, has been
proposed to promote actin assembly at specific membrane
sites (Lew, 2002). These models have been constructed with
purified proteins. At present, and according to this discus-
sion, it seems to be accepted that the effect that profilin
could be exerting in actin nucleation and the organization of
the actin cytoskeleton might be dependent on other inter-
acting proteins. This could be the explanation for the
different effects we observe in the in vitro assay when profilin
is overexpressed. It could be possible that in the oxidative
stress response, some profilin interacting proteins are acti-
vated or repressed differentially, thus precluding the nuclea-
tion activity of the profilin under these conditions. This
hypothesis deserves to be analysed in future studies.

Here, we show data demonstrating that using total
protein extracts, we can detect actin polymerization activity.
Our assay complements the in vivo assay, providing us with
additional information. Upon H,0O, treatment, there is a
transient depolarization of the actin cytoskeleton, which is
reflected in the loss of actin cables and the presence of actin
patches randomly distributed throughout the cell. The sole
observation in the microscope of actin depolarization from
cables to patch structures does not inform accurately about
the actin polymerization activity in this sample. In this
respect, our assay allowed us to determine differential actin
polymerization activities in different situations (exponential
growth or 1 h upon H,O, treatment in this study) in which
some of the different backgrounds tested presented a similar
actin organization upon observation in the microscope.
According to this, all the strains treated with H,O, for 1 h
presented a similar actin structure in random patches,
whereas the samples collected from cultures growing expo-
nentially presented a common organization of the actin
cytoskeleton in cables and patches, with the exception of the
pfyl mutant, as described in results. Following this reason-
ing, we were able to distinguish different actin polymeriza-
tion activities between pfyl and pfyI extracts overexpressing
Pkcl; hence, we only determine a significant activity in
pfy1+Pkel extracts (Fig. 5 and 6) despite the fact that at the
time points selected for the experiments, both strains
presented an undistinguishable actin organization in
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patches (Fig. 4). This is the case for wild-type cells over-
expressing Pkcl in stressed or unstressed cells, as compared
with wild-type extracts. Another important datum obtained
from our in vitro assay was the determination of the increase
in actin polymerization activity in wild-type extracts over-
expressing Pfyl upon H,0, treatment, as compared with
wild-type extracts. Hence, by means of our assay, we also
demonstrate that Pfyl works by assembling actin filaments
under conditions of oxidative stress.

Another interesting finding obtained from this study is
that Pkcl does not activate actin assembly in the absence of
profilin function. Nevertheless, profilin is able to induce
actin nucleation (but not actin cable formation) in the
absence of Pkcl in response to oxidative stress. These
observations seem to indicate that for this function, Pfyl
does not require Pkcl. Moreover, Pfyl overexpression
rescues pkcl loss of viability in response to oxidative stress,
but in the presence of sorbitol. The necessity of a cell wall
stabilizer for this suppression indicates that Pfyl does not
rescue the cell wall problems caused by the absence of Pkcl
function, but specifically others, probably related to the
inability to repolymerize actin in the oxidative stress
response. Significantly, and supporting this model, Pkcl
overexpression causes cell toxicity in the pfyI mutant under
conditions of oxidative stress. We suggest that in terms of
the process of actin filament assembly in response to
oxidative stress, Pkcl might be signalling to Pfyl.

The data presented here also suggest that Pkcl might be
signalling to Pfyl in that Pfyl requires Pkcl activation in
order to assemble actin cables in response to oxidative treat-
ment. Both proteins Pkcl and Pfyl are essential for cable
construction in the adaptive response to oxidative stress.

We propose that Pkcl could be required to activate
formins and then profilin in order to assemble actin
filaments in the adaptive response to oxidative stress. How-
ever, other independent roles for either Pkcl or Pfyl
proteins are not discarded in the processes governing actin
remodelling. This is a possible model that agrees with that
previously reported by Dong et al. (2003) in response to heat
shock. We could also hypothesize that under oxidative stress
conditions, the activation of Pfyl binding to formins may
occur. Further investigations in our group and in others will
hopefully answer these questions.

The novelty of our study also consists of a method to
polymerize actin in the presence of total cell extracts,
providing us with an integrated overview of the actin
nucleation processes that occur inside cells.
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