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Introduccion

El hierro es un micronutriente esencial para la mayoria de los
organismos vivos excepto para algunas bacterias acido lacticas del género
Lactobacillus, Lactococcus y Estreptococcus. La importancia del hierro para
la vida viene definida por su participaciéon como cofactor esencial en un gran
numero de procesos bioldgicos, entre los que ese incluyen la respiracion, el
transporte de oxigeno, la replicacion del DNA y su reparacion, la biogénesis
de ribosomas y la fotosintesis. A pesar de que el hierro es el cuarto elemento
mas abundante en la corteza terrestre, su biodisponibilidad es baja debido a
que se encuentra generalmente presente en forma de hidroxidos y 6xidos, los
cuales son extremadamente insolubles a pH fisiologico. Este hecho hace que
la deficiencia de hierro sea uno de los desordenes nutricionales mas
extendidos y comunes a nivel mundial, particularmente en paises en
desarrollo. Ademas, se han descrito alteraciones en la homeostasis del hierro
en enfermedades humanas como la hemocromatosis hereditaria, la ataxia de
Friedrich, la aceruloplasminemia e incluso el céncer. De esta forma, el
conocimiento de los mecanismos que los organismos utilizan para adquirir,
utilizar y regular el metabolismo del hierro puede suponer un avance
considerable en el desarrollo de nuevas estrategias para tratar de forma mas

eficiente un elevado numero de enfermedades.

1. Importancia biolégica del hierro.

El hierro juega un papel central en una amplia variedad de procesos
biologicos debido a las propiedades que le confiere la configuracion
particular de su orbital d. El hierro presenta la capacidad de oscilar
facilmente entre sus dos estados redox; el estado oxidado de hierro o hierro

férrico (Fe®™), y el estado reducido de hierro o hierro ferroso (Fe'™). Esta
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propiedad permite que el hierro participe en la transferencia de electrones o
procesos de oxidacion-reduccion que tienen lugar durante el transporte de
oxigeno en la respiracion celular. Ademas, su capacidad para unirse
reversiblemente a una amplia gama de ligandos (atomos de oxigeno,
nitrégeno y azufre presentes en pequefias moléculas organicas o en las
cadenas laterales de los aminoacidos) convierten al hierro en un cofactor
esencial en numerosas actividades enzimaticas celulares (revisado en
Sanvisens et al., 2011). El hierro desempefia una funcion clave en multiples
vias metabdlicas incorporandose a las proteinas mediante tres cofactores
diferentes. En primer lugar, el hierro es capaz de unirse a la protoporfirina
IX formando el grupo prostético hemo de las hemoproteinas. El grupo hemo
funciona como grupo prostético en muchas proteinas incluyendo la
hemoglobina, donde es esencial para la deteccion y el transporte de oxigeno
molecular en la sangre de organismos vertebrados; en la mioglobina,
proteina responsable de almacenar y transportar el oxigeno a los tejidos
musculares; y en los citocromos, moléculas capaces de aceptar y donar
electrones y generar energia de forma acoplada en cadenas de transporte de
electrones fotosintéticas y respiratorias. En segundo lugar, el hierro también
puede unirse al azufre y formar los denominados clusters hierro-azufre (4Fe-
4S, 3Fe-4S, 2Fe-2S). La funcion mas comun de los clusters Fe-S es su
participacion como excelentes donadores y aceptores en la transferencia de
electrones en una amplia variedad de reacciones bioldgicas. Los clusters Fe-
S también ocupan un papel esencial en catélisis enzimética como en la
aconitasa o la biotina sintasa. Ademas, también participan como sensores en
la deteccién de condiciones ambientales o intracelulares para regular la

expresion génica. Sin embargo, una de las propiedades que convierte a los



Introduccion

clusters Fe-S en elementos indispensables para la vida y en su defecto al
hierro, es su papel en actividades enzimaticas implicadas en funciones como
la reparacion de dafios en el DNA llevado a cabo por la helicasa Rad3 de la
levadura Saccharomyces cerevisiae o en helicasas humanas como XPD y
FANCJ (revisado en Lill y Miihlenhoff, 2008). Estudios recientes han
descrito que los clusters Fe-S también son necesarios en la biogénesis de
ribosomas y la traduccién de proteinas puesto que el factor esencial de
traduccion Rlil de S. cerevisiae contiene dos clusters Fe-S (Kispal et al.,
2005; Yarunin et al., 2005). Ademéas, en humanos la respuesta a la
deficiencia de hierro depende de la presencia de un cluster Fe-S en la
proteina citosdlica reguladora de la homeostasis de hierro IRP1 (revisado en
Muckenthaler et al., 2008 y en Rouault, 2006). El hierro también puede
formar grupos oxo-dihierro presentes en enzimas que participan en el
metabolismo de los esteroles y acidos grasos, en monooxigenasas
bacterianas y en la enzima ribonucledtido reductasa de clase I, esencial para
la replicacién y reparacion del DNA en todos los organismos eucariotas
(revisado en Kolberg et al., 2004).

Las mismas propiedades redox que hacen del hierro un
micronutriente esencial pueden contribuir a su citotoxicidad dada su alta
capacidad de acelerar la produccion de especies reactivas de oxigeno. Se ha
descrito que, en presencia de oxigeno, el hierro puede participar en
reacciones Fenton que dan como resultado la generacion de especies de
oxigeno altamente reactivas, entre las cuales el radical hidroxilo (OH-) es
considerada la mas peligrosa. Las células han desarrollado varios sistemas de
defensa antioxidantes para combatir el estrés oxidativo, entre los que se

incluyen los sistemas enzimdticos de desintoxicacion tales como la
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superoxido dismutasa, catalasas y peroxidasas, ademds de sistemas para
prevenir dafios tales como las tiorredoxinas y las glutaredoxinas (revisado en
Herrero et al., 2008). Sin embargo, cuando la concentracién intracelular de
hierro es excesiva, estos mecanismos de defensa pueden ser superados. Si
esto ocurre, los radicales libres generados pueden producir dafio a diferentes
niveles en la célula dada su capacidad para oxidar macromoléculas
bioldgicas tales como determinados aminoécidos, lipidos y el DNA,
provocando mutaciones y promoviendo su desestabilizacion. Ademas del
efecto toxico que cantidades elevadas de hierro provocan en presencia de
oxigeno, dos estudios recientes muestran que niveles elevados de hierro
también puede ser toxicos para las células en condiciones anaerdbicas (Lin et
al., 2011; Lee et al., 2012). En concreto, un estudio reciente sugiere que la
ruta de sintesis de esfingolipidos estd implicada en la toxicidad causada por
el exceso de hierro incluso en ausencia de oxigeno (Lee et al., 2012). Lee y
colaboradores proponen que los esfingolipidos podrian actuar como
moléculas sefalizadoras ante un exceso de hierro, ya que la inhibicion de la
sintesis de esfingolipidos o la sobreexpresion de Orm2, un inhibidor de la
sintesis de esfingolipidos, confieren resistencia a cantidades elevadas de
hierro. Por todas estas razones, las células han desarrollado mecanismos que
permiten a los organismos disponer de suficientes pero no excesivas

cantidades de hierro para llevar a cabo sus funciones biologicas.

2. Mecanismos de respuesta a la deficiencia de hierro en S. cerevisiae.
2.1. Percepcion de la deficiencia de hierro en S. cerevisiae.
En la ultima década, la levadura S. cerevisiae ha contribuido de

forma considerable al avance en la caracterizacion de los mecanismos
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moleculares que las células eucariotas utilizan para responder a Ia
deficiencia de hierro. Multiples estudios indican que la eficiencia de sintesis,
ensamblaje y exportacion de clusters Fe-S en la mitocondria actian como
mecanismos reguladores de la activacion de la respuesta a niveles tanto
insuficientes como excesivos de hierro en organismos eucariotas,
independientemente de los niveles de hierro citosolicos (revisado en Lill et
al., 2012 y en Sanvisens y Puig 2011). Estudios recientes en S. cerevisiae
muestran que células mutantes para componentes de la ruta mitocondrial de
ensamblaje y exportacion de clusters Fe-S presentan una remodelacion
transcripcional caracteristica de células crecidas en condiciones de privacion
de hierro como es la induccion transcripcional del regulén de hierro
(revisado en Hausmann et al., 2008; Miao et al., 2011). El regulon de hierro
estd formado por un conjunto de unos 25-30 genes que codifican proteinas
con funciones implicadas en la adquisicion de hierro desde el medio
extracelular, en su distribucion intracelular a varios compartimentos
celulares y su reciclaje, asi como en la remodelaciéon de procesos
metabodlicos dependientes de hierro (revisado en Kaplan y Kaplan, 2009 y en
Philpott et al., 2012). La expresion del reguldon de hierro estd regulada
principalmente por el factor de transcripcion Aftl (Casas et al., 1997,
Yamaguchi-Iwai, 2002; revisado en Rutherford y Bird, 2004). Bajo
condiciones limitantes de hierro, Aftl induce la transcripcion de los genes
que forman el regulon de hierro. Para ello, Aftl entra el nucleo donde
reconoce y se une a una secuencia consenso conocida con el nombre de
elemento de respuesta a hierro (FeRE) presente en la region previa a la
secuencia codificante de los genes del regulon de hierro. Se ha propuesto que

Aftl interacciona directamente con el DNA mediante un dominio rico en
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residuos basicos situado en su extremo amino terminal y un dominio de
activacion rico en residuos de glutamina situado en el extremo carboxilo
terminal (Ueta et al., 2007). La entrada al nucleo de Aftl depende de Psel,
una karioferina que reconoce dos secuencias de localizacion nuclear en Aftl
importandolo al nticleo independientemente de los niveles de hierro (Ueta et
al., 2003). A pesar de que Aftl es uno de los factores transcripcionales mejor
estudiados en respuesta al déficit de hierro, el modo en el que Aftl percibe la
deficiencia de hierro sigue acaparando gran interés. Estudios recientes
demuestran que en condiciones de suficiencia de hierro una sefal de
naturaleza desconocida, posiblemente un cluster Fe-S, es transportada al
citoplasma a través del exportador mitocondrial Atm1. Esta sefial promueve
la formacién de un cluster Fe-S que es cargado en las monotiol
glutarredoxinas Grx3/Grx4. Las glutarredoxinas Grx3/Grx4 una vez unidas
al cluster Fe-S forman un dimero, estructura que es reconocida por Aftl
promoviendo su disociacion del DNA, y en consecuencia el silenciamiento
transcripcional de los genes del regulon de hierro (Pujol-Carrion et al 2006;
Ueta et al., 2012; revisado en Lill et al., 2012). En cambio, en condiciones de
deficiencia de hierro o en células que presentan defectos en el ensamblaje y
exportacion de los clusters Fe-S mitocondriales, se ha observado que el
regulon estd constitutivamente activo (revisado en Lill y Miihlenhoff, 2008;
Miao et al., 2011). Probablemente, defectos en la ruta mitocondrial de
sintesis de clusters Fe-S provocan una disminucion en el numero de
moléculas Grx3/Grx4 unidas a clusters Fe-S. Como consecuencia, la
interaccion entre las glutarredoxinas y Aftl se ve atenuada, hecho que inhibe
la separacion de Aftl de sus genes diana promoviendo asi su transcripcion

(Ueta et al., 2012).
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El segundo factor transcripcional implicado en la homeostasis del
hierro en la levadura S. cerevisiae es Aft2, una proteina que guarda un 39%
de homologia con Aftl. Aft2 es necesario y esencial para regular la respuesta
a condiciones de déficit de hierro y a condiciones de estrés oxidativo cuando
Aftl no esté presente (Blaiseau, 2001). Estudios anteriores muestran que los
factores Aftl y Aft2 presentan funciones parcialmente solapantes, ya que
una cepa doble mutante para estos dos genes es mas sensible a condiciones
de deficiencia de hierro que una cepa mutante sélo para AFTI. Por el
contrario, la comparacion de genes activados por estos dos factores
transcripcionales sugiere que también desarrollan funciones diferentes
(Rutherford et al., 2001). Se ha descrito que mientras que Aftl controla
preferentemente la expresion de genes implicados en la absorcion de hierro,
Aft2 esta mas implicado en el control de la expresion de genes responsables
de la distribucion del hierro intracelular como MRS4 (Courel et al., 2005).
En S. cerevisiae, Mrs4 participa en el transporte de hierro a la mitocondria,
hecho que refuerza la idea de que bajo condiciones de deficiencia de hierro,
la mitocondria y en particular la sintesis de clusters Fe-S mitocondrial es uno

de sus principales destinos (Muhlenhoff, 2003; Froschauer et al., 2009).

2.2. Adquisicidon del hierro desde el medio extracelular.
La levadura S. cerevisie utiliza tres mecanismos principales para
incorporar el hierro al interior celular: un sistema reductivo de alta afinidad,

un sistema de transportadores de sider6foros y un sistema de baja afinidad.
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Sistema reductivo de alta afinidad.

En respuesta a la baja disponibilidad de hierro, los factores de
transcripcion Aftl y Aft2 activan la expresion de los genes FREI, FRE2,
FET3 y FTRI. Dada la baja solubilidad que el hierro presenta en estado
férrico (Fe™) a pH no 4cido, el sistema reductivo de alta afinidad requiere de
la previa reduccion del hierro férrico (Fe+3) a su estado ferroso (F e+2) para
poder asi ser transportado al interior celular. Este proceso es llevado a cabo
por las metaloreductasas Frel y Fre2, dos hemoproteinas de transmembrana
que ademds de reducir hierro, también reducen cobre (Georgatsou y
Alexandraki, 1994; revisado en Sanvisens y Puig 2011). Una vez el hierro ha
sido reducido, en condiciones aerobias, es transportado al interior celular
mediante el sistema de transporte de hierro de alta afinidad Fet3/Ftr1 (Figura
L.1). Fet3 es una multicobre ferroxidasa situada en la superficie celular que
oxida cuatro moléculas de Fe” a Fe™ al mismo tiempo que reduce una
molécula de oxigeno a agua (De Silva et al., 1995). El Fe™ es transportado al
interior celular por Ftrl, permeasa que en condiciones de suficiencia de
hierro es ubiquitilada y junto con Fet3 endocitada y degradada por la ruta de
protedlisis vacuolar (Severance et al., 2004; revisado en Felice, 2005 y en

Sanvisens y Puig 2011).
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Figura L.1. Activacion del regulon de hierro en S. cerevisiae como respuesta a la

deficiencia de hierro.

Transportadores de sider6foros.

Los sider6foros son moléculas organicas de bajo peso molecular que
presentan una alta afinidad por el hierro en estado Fe™ (revisado en Kaplan y
Kaplan, 2009). Estos compuestos son sintetizados por bacterias, plantas y
hongos a excepcion de S. cerevisiae. A pesar de ello, en condiciones de
deficiencia de hierro, S. cerevisiae es capaz de utilizar varios complejos
Fe/sideroforo que otros microorganismos producen. Para ello, los factores
transcripcionales Aftl y Aft2 activan la expresion de los genes FITI-3,
FREI-4 y ARNI-4. La familia de manoproteinas Fitl-3 facilita el paso del
complejo Fe™/sideroforo a través de la pared celular (Figura 1.1) (revisado
en Philpott y Protchenko, 2008). El Fe™ unido al sideroforo puede ser
reducido por las metaloreductasas Frel-Fre4 y el Fe transportado al interior

celular por el complejo Fet3/Ftrl. Alternativamente, el complejo
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Fe"/sideroforo puede ser transportado por un sistema no reductivo formado
por los transportadores especificos de sider6foros de hierro Arnl-4 (Figura
I.1) (revisado en Lesuisse et al.,, 2001; en Kaplan y Kaplan, 2009 y en
Sanvisens y Puig 2011).

Sistema de baja afinidad.

La levadura S. cerevisiae bajo condiciones anaerobias transporta el
hierro al interior celular mediante un sistema de adquisicion de hierro de
baja afinidad no dependiente de oxigeno mediado por los transportadores
Fet4 y Smfl. Ambos son capaces de transportar otros metales como
magnesio, zinc o cobre. La expresion de FET4 esta regulada tanto por los
niveles de hierro como por la presencia de oxigeno (revisado en Sanvisens y
Puig 2011). Se ha descrito que mientras que en condiciones de déficit de
hierro Aftl activa su expresion, en condiciones aerobias el represor
transcripcional Rox1 la reprime, minimizando la toxicidad causada por la
entrada de un exceso de metales (Jensen y Culotta, 2002). La dependencia
del oxigeno que presentan algunos de los sistemas de adquisicion de hierro
hacen que sea necesaria la participacion adicional de otros factores
reguladores como Tupl, Ssn6, Hdal y Cti6. La sintesis de grupos hemo
depende de oxigeno y funciona como sensor de los niveles de oxigeno
(revisado en Kwast et al, 1998; Zhang y Hach, 1999). En condiciones de
anaerobiosis, los factores Tupl/Ssn6 y Hdal reprimen la expresion de
miembros del regulén como Fet3/Ftrl cuya funcidén depende de oxigeno. Por
otro lado, el factor Cti6 permite la expresidon de mecanismos que no

dependen del oxigeno o grupos hemo como el sistema de baja afinidad,
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desplazando a Tup1/Ssn6 y Hdal de sus promotores (revisado en Kaplan y

Kaplan, 2009).

2.3. Movilizacion y reciclaje del hierro.

La vacuola es uno de los principales lugares de almacenamiento de
hierro en S. cerevisiae (Raguzzi et al., 1988). Este almacenamiento depende
del transportador de hierro y manganeso vacuolar Cccl, cuya expresion se
activa a través del factor transcripcional Yap5 en respuesta a un aumento en
los niveles de hierro que es percibido por un incremento en la sintesis
clusters Fe-S mitocondrial (revisado en Kaplan y Kaplan, 2009; Li et al.,
2012). Por el contrario, en respuesta a la escasez de hierro, los factores
transcripcionales Aftl y Aft2 activan la expresion de FREG6, FETS, FTHI y
SMF3 promoviendo la movilizacion del hierro desde el interior de la vacuola
al citoplasma (Figura 1.1). La metaloreductasa Fre6 situada en la membrana
vacuolar reduce el hierro Fe™ a Fe™. El hierro es a continuacion transportado
al citoplasma a través de un sistema de alta afinidad formando por el
complejo Fet5/Fthl, una multicobre oxidasa y una permeasa homologas a
Fet3/Ftrl respectivamente (Urbanowsk et al., 1999; Singh et al., 2007) . El
sistema de baja afinidad depende de Smf3, que ademas de transportar hierro
también transporta otros metales de transicion (Figura 1.1). Al igual que
ocurre con Fet4, los niveles de expresion de SMF'3 estan regulados tanto por
los niveles de hierro como de oxigeno (revisado en Kaplan y Kaplan, 2009 y
en Sanvisens y Puig 2011).

Ademas de la vacuola, el hierro también se encuentra en cantidades
importantes en la mitocondria en forma de grupos hemo y clusters Fe-S

(revisado en Philpott y Protchenko, 2008). De esta forma, proteinas que
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contienen clusters Fe-S y grupos hemo constituyen un reservorio de hierro
que puede ser reutilizado por la célula durante condiciones de déficit del
cofactor. En respuesta a deficiencia de hierro, Aftl induce la expresion de
HMX]I, una hemo-oxigenasa situada en la cara citosolica del reticulo
endoplasmatico que promueve el reciclaje de hierro mediante la degradacion
de grupos hemo que forman parte de hemoproteinas (Protchenko y Philpott,
2003). Este mecanismo permite que el hierro liberado esté disponible de
nuevo para ser reutilizado en procesos metabdlicos que dependen del

cofactor (Figura I.1).

2.4. Remodelacion metabdlica en respuesta a la deficiencia de hierro.

Ante niveles insuficientes de hierro, S. cerevisiae activa diferentes
estrategias que promueven la reorganizacién del metabolismo celular. Los
estudios realizados hasta el momento indican que, en respuesta a la
deficiencia de hierro, las células de levadura optimizan la utilizacion del
hierro disponible mediante la represion de procesos metabolicos no
esenciales que consumen elevadas cantidades de hierro a beneficio de otros
que también requieren del cofactor pero son indispensables para la célula.
Este cambio metabdlico no se realiza mediante una redistribucion del
cofactor sino a través de cambios en la expresion génica tanto a nivel
transcripcional como post-transcripcional.

Uno de los cambios que mejor ilustran esta remodelacion metabolica
es la sintesis y transporte de biotina. Se ha descrito que la sintesis de biotina
depende de hierro en S. cerevisiae, puesto que Bio2, enzima que cataliza el
ultimo paso de la ruta de biosintesis, requiere de un cluster Fe-S para su

actividad (revisado en Marquet et al., 2001). En condiciones baja
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disponibilidad de hierro la expresion de BI/O2 disminuye drésticamente
evitando asi el consumo de hierro. Por otro lado, el factor de transcripcion
regulado por niveles bajos de biotina Vhrl, asi como el factor transcripcional
Aftl, inducen la expresion del gen VTHI, que codifica un importador de
biotina de membrana plasmatica, y de B/O5, necesario para el transporte de
precursores de biotina desde el medio extracelular (Weider, 2006). Por tanto,
activando el importe desde el medio exterior e inactivando la ruta
biosintética, la célula intenta mantener niveles adecuados de biotina incluso
cuando los niveles de hierro son insuficientes para su sintesis.

El metabolismo de aminoacidos también estd altamente regulado en
condiciones de privacioén de hierro, dado que son muchos los aminoacidos
cuya sintesis depende de enzimas que requieren de hierro como cofactor. La
sintesis de glutamato puede llevarse a cabo mediante dos rutas, una ruta
controlada por las glutamato deshidrogenasas Gdh1l y Gdh3 e independiente
del hierro, y otra ruta controlada por la glutamato sintasa GIn3 y Gltl,
dependiente de hierro. En respuesta a deficiencia de hierro, S. cerevisiae
reprime la transcripcion de GLT! mientras que activa la de GDH3
asegurando asi la sintesis de glutamato pero a través de una ruta que no
implica un consumo de hierro adicional cuando sus niveles son bajos
(revisado en Philpott et al., 2012).

2.4.1. Regulacién post-transcripcional del metabolismo del hierro.

Una de las proteinas cuyo mecanismo de accion implica cambios
relevantes y esenciales en el mantenimiento de la homeostasis del hierro es
Cth2 (del inglés Cysteine-Three Histidine 2). En respuesta a falta de hierro,
Aftl y Aft2 reconocen y se unen a dos secuencias FeRE situadas en el

promotor de CTH?2 induciendo fuertemente su expresion (Puig et al., 2005).
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Cth2 es una proteina soluble que se mueve entre el citoplasma y nucleo de la
célula (Vergara et al., 2011), y remodela diversas actividades biologicas en
respuesta a condiciones de deficiencia de hierro a través de la degradacion

especifica de mensajeros de RNA (Figura I.1) (Puig et al., 2005).

Estructura y funcioén de las proteinas Cthl y Cth2.

El gen CTH2 codifica una proteina de 285 aminodcidos cuya
caracteristica mas notoria es la presencia de dos dominios de dedos de zinc
repetidos en tdndem (TZF, del inglés Tandem Zinc-Finger) y situados en su
region carboxilo terminal. Los dominios de dedos de zinc de la proteina Cth2
estdn formados por residuos de cistidina e histidina manteniendo la siguiente
forma: CxgCxsCx;H (donde x representa un aminoacido variable) (Figura
L.2., panel A) (Thompson et al., 1996). A diferencia del resto de la proteina,
el TZF esta altamente conservado en organismos eucariotas (revisado en
Ciais et al., 2012). La proteina tristetraprolina (TTP o Tis11), homoéloga a
Cth2 en humanos, presenta la capacidad de unirse a mRNAs a través de su
domino TFZ. Después de su union, TTP acelera la desestabilizacion de
multiples mRNAs. De forma similar a lo que ocurre con TTP, los dominos
TFZ de Cth2 le permiten unirse a elementos ricos en secuencias adenina y
uridina conocidos con el nombre de elementos ricos AU o AREs (ARE, del
inglés AU Rich Element) situados en la region 3’ no-traducida (3°-UTR, del
inglés UnTranslated Region) de sus mensajeros diana. Aunque el domino
TZF reconoce de forma mas favorable nonameros de ARE (5'-
UUAUUUAUU-3"), se ha descrito que otras secuencias ricas en nucleotidos
de uridina que contienen algin motivo AU,A (n=2-5) también pueden ser

reconocidas por el dominio TZF aunque la afinidad por ellas sea mas

18



Introduccion

moderada (revisado en Sanvisens y Puig 2011). De esta manera, en respuesta
a la deficiencia de hierro, Aftl y Aft2 inducen la expresion de la proteina
Cth2, la cual reconoce y se une a las AREs presentes en mensajeros que
codifican proteinas implicadas en procesos celulares dependientes de hierro
acelerando su degradacién (Puig et al., 2005). Puig y colaboradores han
descrito que para que la interaccion entre Cth2 y el mRNA diana tenga lugar
debe de mantenerse la integridad de ambos. Si los dedos de zinc de Cth2 son
mutagenizados en uno de sus residuos cisteina (como por ejemplo la cisteina
190 del primer dominio TZF), o las AREs del mRNA diana son eliminadas o
mutadas, la interaccion y posterior degradacion no tienen lugar (Puig et al.,
2005). Varios estudios sugieren que la region amino terminal de Cth2
desempefia un papel importante en el reclutamiento de la maquinaria
especifica de degradacion de mRNAs asi como en la eleccion del lugar de
corte y poliadenilacion de mRNAs con AREs (Proteau et al., 2008; Ciais et
al., 2008).
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Figura L.2. Las proteinas Cthl y Cth2 remodelan el metabolismo en respuesta a la
deficiencia de hierro a través de un mecanismo post-transcripcional. (A) Representacion
esquematica de la estructura de Cthl y Cth2. En el esquema se representan los dos dominios
de dedos en zinc (dominio TZF) repetidos en tandem. (B) Procesos reprimidos en condiciones

de deficiencia de hierro por las proteinas Cthl y Cth2.

Mecanismo de accidn de la proteina Cth2.

La proteina Cth2 se localiza tanto en el nucleo como en el
citoplasma de la célula (Vergara et al., 2011). Se ha observado que Cth2 se
acumula en el nucleo de la célula en tres circunstancias: células deficientes
en la exportacion de mRNAs como los mutantes mex67-5 o xpol-1, adicién
de inhibidores de la transcripcion como la tiolutina, y mutantes Cth2
incapaces de unirse a sus mRNAs diana (Vergara et al., 2011). Estos
resultados indican que la salida de Cth2 del nucleo so6lo se produce junto con
sus mRNAs diana. Ensayos de doble hibrido muestran que la proteina Cth2
interacciona in vivo con la RNA helicasa Dhhl (Pedro-Segura et al., 2008).

Se ha descrito que Dhhl forma un complejo con las enzimas de decapping
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Dcpl y Dep2 que favorece el movimiento de mRNAs en traduccion activa
hacia un estado de represion traduccional o su degradacion 5°-3’ por la
exonucleasa Xrnl en cuerpos proteicos citoplasmaticos denominados
cuerpos de procesamiento o P-bodies (Coller et al., 2004). Pedro-Segura y
colaboradores han demostrado que Cth2 no promueve la degradacion del
mRNA SDH4 en ausencia de DHHI (Pedro-Segura et al., 2008). A pesar que
la formacion de P-bodies no se produce en condiciones de limitacion de
hierro, Cth2 se acumula en estos macrocomplejos en mutantes xrn/A (Pedro-
Segura et al., 2008). Ademds, mediante la utilizacion de estructuras
secundarias de mRNA que bloquean el avance de las exonucleasas se ha
podido demostrar que Cth2 promueve la degradacion 5°-3° del mRNA
SDH4. Todos estos resultados sugieren un modelo en el que la proteina Cth2
entraria al nucleo de la célula donde se produciria la unién a sus mRNAs
diana. A continuaciéon, el complejo Cth2-mRNA seria exportado al
citoplasma a través de la maquinaria de exportacion de mRNAs. La
degradacion del mRNA por la exonuclasa 5°-3° Xrnl se produciria en el
citoplasma. Una vez degradado el mRNA diana, Cth2 quedaria libre para

iniciar un nuevo ciclo de degradacion.

Procesos bioldgicos regulados por las proteinas Cthl y Cth2.

Analisis globales de expresion génica en respuesta a niveles bajos de
hierro han mostrado que S. cerevisiae utiliza la proteina Cth2 para promover
la desestabilizacion de un gran numero de mRNAs que codifican proteinas
que, o bien utilizan el hierro como cofactor o participan en rutas metabodlicas
que requieren de hierro en alguna de las etapas o en multiples pasos (Puig et

al., 2005). La mayoria de estos mRNAs poseen AREs consenso en su region
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3’UTR. Entre estos mRNAs, se encuentran muchos que codifican proteinas
implicadas en la respiracion mitocondrial, incluyendo muchos miembros de
los distintos complejos respiratorios y del ciclo del acido citrico, tales como
la succinato deshidrogenasa y la aconitasa. Otros codifican proteinas
implicadas en la sintesis de grupos hemo como por ejemplo la ferroquelatasa
Hem15 o la hemoproteina Cox10 y en la sintesis de clusters Fe-S, como las
enzimas Isal y Nful. También se han observado mRNAs que estan
implicados en el metabolismo de lipidos, incluyendo la sintesis de esteroles,
esfingolipidos y 4acidos grasos insaturados, o bien implicados en el
metabolismo de aminoacidos, tales como leucina, isoleucina, valina, lisina,
glutamato, metionina o cisteina (Puig et al., 2005; Puig et al., 2008; revisado
en Sanvisens y Puig 2011 y en Philpott et al., 2012). Asi pues, Cth2
promueve la degradacion coordinada de mRNAs que codifican componentes
de rutas dependientes de hierro (Puig et al., 2005). La proteina Cth2 también
inhibe el almacenaje de hierro en la vacuola mediante la degradacion del
mRNA de CCC1, que codifica el importador vacuolar de hierro (Puig et al.,
2005). Esta estrategia permite a las células incrementar la disponibilidad de
cofactor en condiciones de deficiencia (Figura [.2., panel B).

En respuesta a la deficiencia de hierro, S. cerevisiae induce a través
de Aftl y Aft2 la expresion del gen CTHI, La proteina Cthl presenta dos
dominios TZF, y un 46% de identidad con Cth2 (Figura 1.2., panel A). Se ha
observado que dobles mutantes cthlActh24 presentan mayores defectos de
crecimiento bajo condiciones de deficiencia de hierro que mutantes simples
cthid y cth24. Se ha propuesto que la proteina Cthl reconoce y se une a las
AREs presentes en mRNAs que codifican proteinas implicadas en procesos

dependientes del hierro (Figura I.2., panel B) (Puig et al., 2008). Ademas, se
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ha observado que la proteina Cthl también recluta a la RNA helicasa Dhhl
para promover la degradacion de mRNAs diana a través de un mecanismo
similar al de Cth2 (Puig et al., 2008). Se ha observado que el mRNA CTH/
se expresa de forma transitoria durante las primeras etapas de la deficiencia
de hierro (Puig et al., 2008). En cambio, el mRNA CTH?2 se expresa durante
las fases mas severas de la deficiencia de hierro y de forma maés robusta y
estable (Puig et al., 2005; Puig et al., 2008). Se ha sugerido que las
diferencias observadas en los patrones de expresion y en sus dominios TZF
contribuyen a la diferente preferencia por sus mRNAs diana (Puig et al.,
2008). La actividad coordinada de ambas proteinas puede permitir la
adaptacion continua a los cambios en la disponibilidad de hierro. Durante las
primeras fases de la deficiencia de hierro, pequefias fluctuaciones en los
niveles de proteina Cthl podrian ser suficientes para adaptarse, remodelando
principalmente funciones mitocondriales. En cambio, cuando el déficit de
hierro es mas severo, la proteina Cth2 es fuertemente inducida provocando
cambios en otras rutas metabolicas dependientes de hierro. Se ha observado
que en condiciones de deficiencia de hierro, células mutantes para CTHI y
CTH2 producen un incremento en mRNAs que codifican proteinas
implicadas en la adquisicion y almacenamiento de glucosa y un cambio en la
migracion electroforética de Snfl, regulador central del metabolismo de
carbohidratos (Puig et al., 2008). Esta posible conexion entre la homeostasis
de hierro y cambios en el metabolismo de carbohidratos podria ser debida
una mayor una necesidad de glucosa que compense la pérdida de produccion

de energia que supone la inhibicion del metabolismo respiratorio.
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Regulacién de los niveles de Cthl y Cth2.

Recientemente se ha descrito un mecanismo de regulacidon post-
transcripcional que controla los niveles de expresion de CTHI y CTH2 a
través de AREs presentes en la region 3°’UTR de ambos mRNAs (Ciais et al.,
2008; Martinez-Pastor et al., 2013). Durante la progresion de la deficiencia
de hierro, los niveles de proteina Cth2 aumentan y aceleran la degradacion
del mRNA CTHI, restringiendo asi la expresion de Cthl a las etapas
iniciales de limitacion de hierro, y dejando Cth2 como regulador principal
durante la deficiencia de hierro mas severa o prolongada. Martinez-Pastor y
colaboradores proponen que esta regulacion podria establecer la prioridad en
la que los procesos dependientes de hierro son regulados durante la
progresion de la deficiencia de hierro. En este mismo trabajo se describe que
la autorregulacion de Cth2 sobre su mRNA limita su propia expresion,
evitando una acumulacion excesiva que podria ser perjudicial para la
supervivencia celular. Se ha observado que cuando las células se transfieren
de condiciones de deficiencia a suficiencia de hierro, el mecanismo de
autorregulacion de Cth2 favorece la desaparicion rapida de la proteina. Esta
disminucion en los niveles Cth2 favorece la activacion de procesos
dependientes de hierro, como la respiracion celular, que permiten una

readaptacion mas eficiente a la suficiencia de hierro.

2.4.2. Regulacién transcripcional del metabolismo del hierro.

Cuando los niveles de hierro y oxigeno son bajos, la sintesis de
grupos hemo en S. cerevisiae disminuye. El factor transcripcional Hapl, el
cual requiere de grupos hemo para su actividad transcripcional, es uno delos

principales sensores de oxigeno en esta levadura (Zhang y Hach, 1999). En
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presencia de oxigeno, y por tanto de grupos hemo, Hapl induce la
transcripcion de CYC1, gen que codifica una hemoproteina que forma parte
del citocromo ¢ de la cadena de transporte electrénico mitocondrial. Ante
una situacion de deficiencia de hierro, los niveles de grupos hemo
disminuyen y con ello la actividad de Hapl, provocando una bajada en los
niveles del mRNA CYC! (Ihrig et al., 2010). Ademas de esta regulacion a
nivel transcripcional, las proteinas Cthl y Cth2 promueven la degradacion
del mRNA CYCI en condiciones de deficiencia de hierro (Ihrig et al., 2010).

En la ruta de biosintesis de leucina participan dos enzimas que
requieren de clusters Fe-S para su actividad, Leul y Ilv3. El producto de la
reaccion que cataliza la enzima Ilv3, a-isopropil malato (a-IPM), actiia como
co-activador de Leu3, factor de transcripcional responsable de activar la
expresion de genes implicados en la biosintesis de leucina, entre ellos LEU!
(revisado en Sanvisens y Puig, 2011 y en Philpott et al., 2012). En
condiciones de deficiencia de hierro, la disminucion en los niveles de
clusters Fe-S provoca la inactivacion Ilv3 y esto se traduce en una bajada de
los niveles a-IPM. Este hecho conduce a una disminucion de la actividad de
Leu3 y por tanto también a una menor expresion del gen LEUI. Ademas de
este control a nivel transcripcional, se ha descrito que el mRNA LEUI
contiene dos AREs en su region 3’UTR que son reconocidas por las
proteinas Cth1l y Cth2, las cuales inducen su degradacion en condiciones de

escasez de hierro (Ihrig et al., 2010).
El metabolismo lipidico también esta afectado bajo condiciones de

deficiencia de hierro. Olel, Sur2 y Scs7 son enzimas dependientes hierro que

intervienen en la sintesis de 4cidos grasos y en el metabolismo de los
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esfingolipidos. Se ha observado que bajo condiciones de deficiencia de
hierro los niveles de Sur2 y Scs7 disminuyen, situacién que provoca la
acumulacion de esfingolipidos; en cambio, la transcripcion de OLE]
aumenta. De estas tres enzimas, Olel es la inica esencial. Ademas de estar
regulada a nivel transcripcional, estudios previos sugieren que Olel parece
mostrar una resistencia especifica a desmitalasas que le permiten mantener
su actividad (revisado en Dickson, 2008 y en Philpott et al., 2012). La ruta
de biosintesis de ergosterol también estd regulada en condiciones de escasez
de hierro debido a la dependencia por el cofactor que presentan las enzimas
Erg25 y Erg3, dos hemoproteinas, y Ergl1l y Erg5, enzimas con un grupo
oxo-dihierro. La pérdida de actividad de estas enzimas conduce a una
acumulacion de intermediarios de la ruta bajo condiciones de baja
biodisponibilidad de hierro (Bagnat y Simons, 2002; Shakoury-Elizeh et al.,
2010). Tanto la disminucion en los niveles celulares de ergosterol, como el
cambio en la composicion de los esfingolipidos que se produce en respuesta
a la deficiencia de hierro afecta a la composicion de las membranas celulares
y la funcion de las proteinas integrales de membrana sensibles a su entorno
lipidico (Bagnat y Simons, 2002; revisado en Dickson et al., 2008 y en
Philphott et al., 2012).

El transporte de hierro a la vacuola es uno de los procesos que se
inhibe en respuesta a la deficiencia de hierro para evitar un mayor
agotamiento del hierro citosolico. Se ha descrito que en condiciones de
deficiencia de hierro, el factor transcripcional Yap5 no activa Ia
transcripcion de CCCI (Li et al.,, 2008). Por lo tanto, la regulacion
coordinada tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional de CCC!

en respuesta a la deficiencia de hierro garantiza plenamente que el hierro no

26



Introduccion

sea almacenado en estas condiciones, quedando disponible para otras
funciones metabdlicas.

La modulacion de la expresion génica descrita permite a las células
adaptar su metabolismo, especialmente en rutas dependientes de hierro, en
respuesta a la escasez de este metal. Sin embargo, la resistencia que
presentan diferentes enzimas que contienen hierro como aquellas que
requieren de clusters Fe-S sugiere que S. cerevisiae no regula el suministro
de hierro a un unico cofactor, enzima o via, ni atentia la actividad de todos
los procesos celulares dependientes de hierro, sino que por el contrario esta
levadura parece dar prioridad a la utilizacion del hierro cuando es escaso
mediante la regulacion de la transcripcion y la estabilidad de mRNAs de
genes que codifican proteinas implicadas en procesos dependientes de

hierro.

3. La enzima ribonucleétido reductasa de S. cerevisiae.

El objetivo principal del ciclo celular es la transmision fiel del
genoma de células madres a hijas, garantizando la integridad gendmica.
Cada vez son mas los estudios que apoyan la existencia de una estrecha
relacion entre la homeostasis del hierro y la inestabilidad gendmica
otorgando al hierro una funcién esencial en la supervivencia celular. Como
se ha comentado en lineas anteriores, mientras que el exceso de hierro en
condiciones aerobias se asocia principalmente a la produccion de especies
reactivas de oxigeno causando estrés oxidativo responsable de dafar
moléculas de DNA (Bystrom et al., 2012), su escasez afecta a la funcion de
un gran numero de proteinas y enzimas implicadas tanto en la progresion del

ciclo celular y en la sintesis del DNA, como en la reparacion de dafios en
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este. Se ha observado que en células de mamiferos dada la dependencia por
el hierro de algunas ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas, bajo
condiciones de déficit del cofactor, la expresion de estas se ve afectada
provocando una parada de las células en la fase G1/S y en la transicion
G2/M del ciclo celular, e incluso muerte celular por apoptosis (Yu et al.,
2007).

Para garantizar la integridad gendémica, uno de los procesos
esenciales que las células eucariotas controlan es el mantenimiento adecuado
de los niveles de desoxirribonucleoésidos trifosfato (ANTPs), asegurando asi
una alta fidelidad tanto en la replicacion durante la proliferacion celular
como en la reparacion de dafios en el DNA. En S. cerevisiae la actividad de
la enzima esencial ribonucleotido reductasa (RNR) esta altamente regulada
tanto durante el ciclo celular como en respuesta a dafios en el DNA, con el
objetivo de mantener niveles adecuados de dNTPs (revisado Elledge y
Davis, 1990). La regulacién de RNR es un proceso critico y esencial para las
células ya que un desequilibrio en los niveles de dNTPs implica un aumento
en la tasa de mutacion e incluso la muerte celular (Chabes et al., 2003; Nick

McElhinny et al., 2010).

3.1. Estructura y mecanismo catalitico de RNR.

RNR es una enzima esencial responsable de catalizar el paso
limitante en la biosintesis de dNTPs en todos los organismos, desde
procariotas hasta eucariotas. La RNR cataliza la reduccion del grupo 2'OH
de un ribonucleodsido di o tri-fosfato a un atomo de hidrégeno sintetizando
los diferentes dNDPs a partir de los correspondientes ribonucledsidos

(NDPs). El mecanismo de accion de RNR implica la formacion transitoria de
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un radical tiol necesario para iniciar la catélisis enzimatica y la regeneracion
del sitio activo de la enzima (revisado en Sanvisens et al., 2013). Existen tres
clases de RNRs, todas ellas estan constituidas por dos componentes, un
componente generador de un radical y un componente reductor. Se ha
descrito que mientras que el componente generador del radical es diferente
entre ellas, el componente reductor es bastante similar, generalmente un
radical cisteinil (Se) (revisado en Eklund et al., 2001 y en Larsson et al.,
2004). El componente generador produce y alberga un radical responsable de
activar al componente reductor. En funcion de la naturaleza del radical y de
la interaccion con el oxigeno, las RNRs se clasifican en clase I, II y III. Sin
embargo, a pesar de las grandes diferencias en las secuencias de
aminodcidos, las tres clases de RNRs presentan caracteristicas estructurales
muy similares, hecho que sugiere la existencia de un origen evolutivo comun
(Kolberg et al., 2004).

Las RNRs de clase I estdn presentes en todos los organismos
eucariotas asi como en algunos procariotas y algunos virus de DNA como
los herpes virus. En eucariotas, las RNRs de clase Ia requieren tanto de
oxigeno como de hierro para su funcion y estan formadas por una subunidad
R1 (o o) y una subunidad R2 (o B). La subunidad R1 contiene el sitio
catalitico y dos sitios de unién a efectores alostéricos que determinan la
preferencia por el sustrato y la actividad global. La subunidad R2 alberga un
centro dinuclear de hierro (Fe-O-Fe) y un radical tirosil (Y*) requerido para
la catalisis enzimatica. El Fe3+2-Y° de la subunidad R2 inicia una ruta de
transferencia acoplada de protones y electrones que conlleva la formacion de
un radical tiol reversible y transitorio en el sitio activo de la subunidad R1,

responsable de iniciar la reduccion del sustrato en cada sitio catalitico. La
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regeneracion de RNR a su estado activo requiere de la reduccion de un par
de cisteinas oxidadas conservadas en la subunidad R1. Este ultimo paso es
llevado a cabo por tioredoxinas o glutarredoxinas que utilizan el NADPH
como fuente de poder reductor (revisado en Nordlund y Reichard, 2006;
Cotruvo y Stubbe, 2011). En S. cerevisiae la subunidad grande R1 esta
formada por un homodimero Rnrl (ao), mientras que la subunidad pequefia
R2 estd formada por un heterodimero compuesto por las proteinas Rnr2 y
Rnr4 (BB'). A diferencia del resto de eucariotas, en esta levadura solo el
mondmero P (o proteina Rnr2) del heterodimero BB’ de la subunidad pequefia
R2 alberga el radical tirosil y el centro dinuclear de hierro (Fe” »-Ye). El
centro dinuclear de hierro es necesario para la generacion del radical tirosil y
su estabilidad. Por el contrario, la proteina Rnr4, a pesar de presentar alta
homologia con la proteina Rnr2, carece de varios residuos lisina conservados
que son esenciales para la unién del hierro y por tanto no puede formar el
radical tiol (Huang y Elledge, 1997; Nguyen et al., 1999). A pesar de esta
diferencia, se ha observado que un mutante RNR4 es letal o
condicionalmente letal (en funciéon del fondo genético), caracteristica que
subraya su importante papel en la funciéon de RNR (Huang y Elledge, 1997;
Wang et al., 1997). En consonancia con esta observacion, diversos estudios
realizados in vitro e in vivo sugieren que la proteina Rnr4 contribuye de
forma esencial al correcto plegamiento y ensamblaje del cofactor Fe,-Ye
en la proteina Rnr2 (revisado en Sanvisens et al., 2013). Trabajos recientes
demuestran que la adquisicion de hierro por parte de la proteina Rnr2
depende de las monotiol glutaredoxinas citosolicas Grx3 y Grx4,
responsables del suministro de hierro a multiples proteinas (Zhang et al.,

2011; Miihlenhoff et al., 2010). Ademads, también se ha observado una
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disminucion tanto de la actividad especifica de RNR como en los niveles del
radical tirosilo en células que carecen de Dre2, proteina que presenta un
cluster Fe-S (Zhang et al., 2011).

Como se ha descrito en lineas anteriores, la subunidad grande R1 se
compone de un homodimero formado por la proteina Rnrl esencial para la
viabilidad mitética. Ademés de Rnrl, se ha descrito que S. cerevisiae
expresa una segunda proteina que puede formar parte de la subunidad grande
y que recibe el nombre de Rnr3 (revisado en Sanvisens et al., 2013). A
diferencia de Rnrl, Rnr3 no es esencial para la supervivencia celular y sus
niveles de expresion son muy bajos. Se ha observado que su sobreexpresion
rescata la letalidad de mutantes RNRI. Aunque se desconoce la funcion
fisiologica de Rnr3, diversos estudios han mostrado que a pesar de la baja
actividad especifica que presenta, la actividad endogena de Rnr3 puede
compensar los defectos de crecimiento un mutantes RNRI cataliticamente
inactivos asociandose a Rnrl y aumentando la sintesis de dNTPs (Domkin,

2002; Kumar et al., 2010).

3.2. Regulacion alostérica de RNR.

Se ha descrito que la cantidad de dNTPs presentes en la fase S del
ciclo celular son suficientes para la replicaciéon completa del DNA. Con el
objetivo de evitar un exceso de dNTPs durante esta fase, los organismos
eucariotas regulan la actividad de la enzima RNR mediante un mecanismo
de regulacion alostérica. En S. cerevisiae, la RNR es la tnica fuente de
produccién de novo de los cuatro tipos de dNTPs necesarios para la sintesis
de DNA vy su reparacion. Por lo tanto, es fundamental que los niveles de

dNTPs se mantengan de forma equilibrada. Se ha descrito que las tasas de
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mutaciéon aumentan cuando los niveles de dNTPs no estdn equilibrados o
estan presentes en cantidades demasiado elevadas (revisado en Hofer et al.,
2012). Como se ha comentado en lineas anteriores, RNR cataliza la
reduccion de los cuatro tipos de ribonucledsidos mientras mantiene en
balance sus productos, desoxirribonucleésidos, mediante un sofisticado
mecanismo feedback de regulacion alostérica a través de la subunidad R1.
Cada monomero Rnrl contiene dos sitios reguladores distintos: el sitio
especificidad (o sitio S) y el sitio de actividad (o sitio A). El sitio S, que esta
situado en la interfase del dimero, actia como sensor de la concentracion
individual de cada dNTP y determina qué sustrato se reduce en el sitio
catalitico. Cuando el efector alostérico se une al sitio S, se altera la
conformacion de un bucle flexible que transmite la sefial especifica al sitio
catalitico para que sea mas susceptible de discriminar entre los diferentes
sustratos, manteniendo asi un equilibrio entre los cuatro tipos de dNTPs
(revisado en Sanvisens et al., 2013). De esta manera, ATP y dATP
promueven la reduccion de CDP y UDP; dTTP aumenta la tasa de reduccion
de GDP y el dGTP promueve la reduccién de ADP. Por otro lado, el sitio A
actia como un interruptor principal controlando de forma general Ia
actividad enzimatica de RNR, a partir de la proporcion dATP (que actia
como inhibidor)/ATP (que actia como activador). A pesar de que el ATP
estad presente en cantidades més abundantes en la célula, el dATP tiene una
mayor afinidad para el sitio A. Se ha descrito que cuando la concentracion
de dATP alcanza un cierto nivel, la actividad RNR es inhibida por la propia
accion del dATP (revisado en Sanvisens et al., 2013). Sin embargo, a
diferencia de lo que ocurre en células de mamifero, se ha descrito que en S.

cerevisiae la actividad RNR no es inhibida por los niveles fisiologicos de
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dATP y aunque la afinidad por el dATP es mucho mas alta en el sitio de
especificidad alostérica, el efecto inhibitorio es solo significativo cuando las
concentraciones de dATP son muy altas. De esta forma, este tipo de
regulacion feedback “relajada” asegura que haya un balance para los cuatro
tipos diferentes dNTPs (Chabes et al., 2003). Chabes y colaboradores
proponen que durante la fase G1, cuando los niveles de expresion de los
genes RNR son bajos y la actividad de la enzima es minima, también lo es la
concentracion de dNTPs. En cambio, durante la fase S (de sintesis del
DNA), cuando se induce la transcripcion de los genes RNR, la actividad del
enzima aumenta y con ella también los niveles de dNTPs. Se ha descrito que
la proteina Rnr3 no es inhibida por el dATP lo cual podria conferir una
ventaja al heterodimero Rnrl-Rnr3 para evitar dafios en el DNA. Sin
embargo, no se ha observado ninguna disminucién de los niveles de dNTPs
en células que no expresen RNR3 en presencia de agentes que dafian el DNA
(Domkin, 2002; Chabes et al., 2003).

Estudios realizados en células de mamifero y en S. cerevisiae
sugieren que sin efectores de nucleotidos la subunidad grande R1 existe
como un monomero inactivo a. Tras la unidn al sitio S del ATP, dATP, TTP
o dGTP, la subunidad grande R1 forma dimeros a, que pueden dar lugar a
heterotetrameros activos a,f, (0P’ en el caso de S. cerevisiae) (Rofougaran
et al., 2006). Los datos estructurales y funcionales indican que la unién del
dATP al sitio A promueve la asociacion de tres dimeros o, para formar un
hexamero as, que s6lo puede interactuar con una sola subunidad pequefia R2
formando un complejo inactivo agf, (asBp' en el caso de S. cerevisiae)
(Fairman et al., 2011; revisado en Sanvisens et al., 2013). Segun este

modelo, probablemente los cambios conformacionales que acompafan al
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dATP interrumpen la interaccion estable entre las subunidades de R1 y R2
reprimiendo la cadena de transporte de electrones acoplada a la enzima. Por
otro lado, cuando disminuyen los niveles de dATP, la unién del ATP en el
sitio A puede promover cambios conformacionales estructuralmente
diferentes en el complejo agP,, que incrementan la actividad catalitica de

RNR (revisado en Hofer et al., 2012 y en Sanvisens et al., 2013).

3.3. Regulacion de RNR en respuesta al estrés genotoxico y durante la fase
de sintesis del DNA del ciclo celular.

Las células han desarrollado mecanismos de regulaciéon de los
niveles de dNTPs con el objetivo de mantener un balance equilibrado que
permita una adecuada progresion del ciclo celular, reparar el dafio y
preservar la estabilidad gendmica (Lowdon y Vitols 1973). Para ello, S.
cerevisiae regula la actividad de RNR a través del checkpoint de integridad
del DNA controlado por la ruta quinasas Mec1-Rad53-Dunl. El checkpoint
de integridad del DNA es un mecanismo de vigilancia y supervivencia que
coordina distintos aspectos del metabolismo cromosémico con la progresion
del ciclo celular respondiendo a todo tipo de lesiones en el DNA. Su puesta
en marcha conduce a la parada de la progresion del ciclo celular asi como a
la activacion de mecanismos de reparacion de dafios en el DNA. Fallos en
los controles del checkpoint comprometen la viabilidad celular debido a que
provocan defectos en el bloqueo del ciclo celular que producen un descenso
en la resistencia celular a estreses genotoxicos (Glover, 2006; Kolodner et
al., 2002). Los componentes centrales del checkpoint de integridad de dafios
en el DNA son quinasas de la familia de la fosfatidilinositol 3 quinasa

conocidas en humanos como ATM (4taxia-Telangiectasia Mutated) y ATR
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(Ataxia-Telangiectasia mutated y Rad3-related) y en S. cerevisiae como
Tell y Mecl, respectivamente.

En respuesta al estrés genotoxico, se produce la uniéon de un
complejo sensor a la zona del DNA donde se ha producido el dafio. Este
complejo sensor recluta a Mec1, principal quinasa sensora y transductora de
la sefial de dafio en el DNA (revisado en Harper y Elledge, 2007). La
proteina Mecl reconoce un motivo de difosfotreoninas (SQ/TQ) en la
quinasa transductora de la sefial Rad53 que fosforila promoviendo su
autofosforilacion y completa activacion (Sanchez et al., 1996; Sun et al.,
1996; Lee et al., 2003; Schwartz et al., 2003; Ma et al., 2006; Berens y
Toczyski, 2012). La quinasa Rad53 interacciona a través de sus dominios
FHA (ForkHead-Associated) con Rad9, mecanismo que favorece su
autofosforilacion (de la Torre et al.,, 1998; Sweeney et al., 2005). La
hiperfosforilacion que la quinasa Rad53 experimenta en presencia de dafos
en el DNA se puede observar mediante inmunoblot debido a la presencia de
bandas retardadas correspondientes a sus distintos estados de fosforilacion,
lo que permite monitorizar facilmente la activacion del checkpoint. La
activacion de Rad53 permite retrasar la progresion del ciclo celular,
promover procesos de reparacion, estabilizar las horquillas de replicaciéon y
regular la transcripcion (revisado en Branzei y Foiani, 2005). Los mutantes
meclAd y rad534 son letales debido a los bajos niveles de dNTPs que
provocan una gran cantidad de reordenaciones cromosomicas espontaneas en
comparacion con células de una cepa silvestre (Aparicio et al., 1999; Myung
et al., 2001; Cobb et al., 2005).

La quinasa Dunl es una de las principales dianas de la proteina

Rad53. Se ha descrito que la activacion de Dunl requiere la fosforilacion por
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Rad53 (Chen et al., 2007). La quinasa Dunl se identific6 como mutante nulo
en la activacion transcripcional de los genes que codifican RNR en respuesta
al dafio en el DNA (revisado en Zhou y Elledge, 1993) y posteriormente se
ha demostrado que también se requiere para la induccion de otros genes en
respuesta a dafios en el DNA (Basrai et al, 1999; Y y W, 2001; revisado en
Fu et al., 2008). Datos gendémicos han mostrado que la supresiéon de DUNI
afecta a la expresion de mas de 1000 genes en respuesta a estrés genotoxico.
Ademas, la respuesta del mutante duni4 es en gran parte la misma que la
observada en el mutante meci4, lo cual sugiere que la mayor parte de los
efectos de la quinasa Mec1 dependen de la expresion de genes mediada por
la quinasa Dunl (Gasch et al., 2001). Se ha descrito que la activacion de
Dunl requiere de la interaccion directa con la quinasa Rad53. Tras la
activacion de Rad53, su motivo de disfosfotreoninas hiperfosforilado es
reconocido por Dunl a través de su domino FHA, esto provoca la
fosforilacion de Dunl en varios de sus residuos y en consecuencia su
activacion (Pike, 2003; Lee et al., 2003; Lee et al., 2008a; Bashkirov et al.,
2003; Chen et al., 2007: Hammet et al., 2000). A diferencia de Mecl y
Rad53, la quinasa efectora Dunl no es esencial (Zhao y Rothstein, 2002).
Sin embargo, son muchos los datos en la bibliografia que demuestran de
forma consistente el importarte papel que la quinasa Dunl desempefia en el
control de la respuesta al dafio en el DNA (de la Torre-Ruiz et al., 2000;
Zhao y Rothstein, 2002). La quinasa Dunl participa en el control de la
funcion de RNR principalmente a través de tres vias diferentes: aumentando
la transcripcion de los genes RNR, regulando la correcta localizacion
subcelular de la subunidad pequefia R2 e induciendo la degradacién del

inhibidor de la subunidad grande R1, Smll. EI control de la expresion de los
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genes RNR y de su localizacion asi como el estado de activacion de la
enzima contribuyen a que la sintesis de dNTPs varie segun la fase del ciclo
celular o bajo condiciones de estrés genotoxico. Mientras que durante la
replicacion del DNA en presencia de estrés genotdxico es necesario que los
niveles de dNTPs aumenten, durante la fase G1 es critico y esencial para las
células que los dNTPs se mantengan en niveles bajos. Tan delicado ajuste en
los niveles de dNTPs probablemente ayuda a minimizar las mutaciones

espontaneas dentro de una poblacion celular.

3.3.1. Regulacion transcripcional de los genes RNRI, RNR2, RNR3 y RNR4.
En respuesta a un estrés genotoxico, la tasa de transcripcion de los
genes RNR2, RNR3 y RNR4 aumenta rapidamente. Esta induccion esté
regulada por las quinasas Mecl y Rad53, y depende parcialmente de la
quinasa Dunl (revisado en Sanvisens et al.,, 2013). La regulacion
transcripcional de los genes RNR2, RNR3 y RNR4 en respuesta a dafios en el
DNA depende principalmente del complejo represor transcripcional Crtl-
Ssn6-Tupl. En ausencia de dafios en el DNA, el complejo represor
transcripcional Crt1-Ssn6-Tupl reconoce y se une a elementos X-box
(secuencias de DNA de 13 nucledtidos situadas en el extremo 5’UTR) de los
genes RNR2, RNR3 y RNR4, reprimiendo su transcripcion (Huang et al.,
1998; Malavé et al., 2006; Klinkenberg et al., 2006; Fu et al., 2006). Huang
y colaboradores han observado que el represor transcripcional Crtl presenta
un nivel basal de fosforilacion que disminuye en mutantes mecld, rad534 'y
dunld (Huang et al., 1998). Ademas, en respuesta a un estrés genotoxico, la
activacion del checkpoint de integridad del DNA promueve la

hiperfosforilaciéon de Crtl a través de la quinasa Dunl provocando la

37



Introduccion

liberacion del complejo Crtl-Ssn6-Tupl del DNA y permitiendo asi la
transcripcion de los genes RNR2, RNR3 y RNR4 (Huang y Elledge, 1997).
Estudios del promotor de RNR3 indican que Crtl antes de liberarse del
promotor recluta al factor TFIID, al complejo SWI/SNF remodelador de la
cromatina y a desacetilasas de histonas que promueven la activacion de la
transcripcion (Zhang y Reese, 2007 y 2008; Sharma et al., 2003). La
presencia de secuencias X-box en el promotor de Crtl sugiere que existe un
mecanismo de autoregulacion feedback en el gen CRTI (Huang et al., 1998).
De esta forma, en presencia de estrés genotoxico, los niveles de transcripcion
del mRNA de CRT! aumentan; pero una vez reparado el dafio, la sefial de
activacion generada por la ruta de quinasas Mecl-Rad53-Dunl disminuye y
el aumento de los niveles de Crtl permite a la célula volver rapidamente al
estado de represion transcripcional.

A pesar de que tanto los genes RNR2, RNR3 como RNR4 se inducen
en respuesta a estrés genotoxico, el nivel de induccion es diferente para cado
uno de ellos (Elledge y Davis, 1987). Mientras que el gen RNR2 se induce
alrededor de unas 25 veces, el gen RNR4 lo hace solo 10 veces en presencia
del agente quimico hidroxiurea (HU), compuesto inhibidor de la enzima
RNR que causa estrés replicativo, o en presencia del agente alquilante y
carcindgeno metil metano sulfonato (MMS), que metila bases nitrogenadas
del DNA (en posiciones N'-desoxiguanina y N°-desoxiadenina) (Wang et al.,
1997; Elledge y Davis, 1987; Huang y Elledge, 1997). En el caso del gen
RNR3, en ausencia de dafio sus niveles de expresion son muy bajos, mientras
que en presencia de estrés genotdxico se inducen entre 100 y 500 veces

(Elledge y Davis, 1987; Huang y Elledge, 1997).
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La inducciéon parcial de los genes RNR en presencia de estrés
genotdxico en células mutantes dunl/A4 indica que la regulacion de la
expresion de los genes RNR no es completamente dependiente de esta
quinasa, sino que sugiere la existencia de otro mecanismo de induccion
independiente (Wang et al., 1997; Zhang et al., 2008). Un estudio reciente ha
mostrado que en respuesta a dafios en el DNA, la expresion del gen RNR!
también se induce a través de un mecanismo independiente de la quinasa
Dunl y del represor transcripcional Crtl, pero dependiente de las quinasas
Mecl y Rad53 y del factor transcripcional Irx1 (Tsaponina et al., 2011). El
gen /RXI codifica un factor de transcripcion que se une al DNA a través de
sus dominios HMG y promueve su reparacion. La transcripcion de RNR!
durante el ciclo celular estd controlada por el complejo dimérico de
transcripcion MBF, formado por las proteinas Mbpl y Swi6, la cual es
fosforilada por la quinasa Rad53 en respuesta a dafios en el DNA como se
describird mas adelante (revisado en Sanvisens et al., 2013). Aunque no se
ha descrito si existe relacion entre la regulacion ejercida sobre la expresion
de RNRI entre el complejo MBF y el gen /RX], Tsaponina y colaboradores
han demostrado que tanto en condiciones normales como en respuesta a
dafios en el DNA los niveles de expresion de Rnrl y el mantenimiento de los
niveles de dNTPs dependen del gen IXR/. En mutantes irx/4, los niveles de
Rnrl disminuyen incluso llegando a ser menores en presencia de dafios en el
DNA, al contrario de lo que ocurre en células de una cepa silvestre. Esta
bajada es contrarrestada con el aumento en los niveles de Rnr3 y Rnr4
consecuencia de la activacion del checkpoint Mecl-Rad53-Dunl (Tsaponina
et al., 2011). Ademas de los genes RNR, la presencia de secuencias X-box el

promotor del gen HUG! y la elevada induccion transcripcional que
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presentan mutantes Crt1-Ssn6-Tupl proponen a Hugl como un posible
represor de RNR después de la respuesta al dafio en el DNA, implicado en la
recuperacion de la activacioén transcripcional mediada por el checkpoint
Mecl-Rad53-Dunl (Basrai et al., 1999).

La regulacion transcripcional de los genes RNVR también contribuye a
cambios en la actividad de RNR durante el ciclo celular (Mazumder et al.,
2013). Los niveles del mRNA RNRI presentan grandes fluctuaciones
durante la progresion ciclo celular alcanzado niveles maximos en los
momentos finales de la fase G1 y durante los primeros momentos de la fase
S. Sin embargo, estan completamente ausentes durante la fase S y G2, hecho
que pone de manifiesto una bajada drastica de los niveles mRNA RNRI al
iniciarse la sintesis de DNA (Elledge y Davis, 1990; Mazumder et al., 2013).
La activacion transcripcional de RNR/ durante la transicion de la fase G1 a
la fase S esta regulada por el factor de transcripcion MBF, que controla la
expresion coordinada de muchos genes requeridos en funciones que tienen
lugar durante las primeras fases del ciclo celular, ademas de regular genes
implicados en la replicacion y reparacion del DNA. El factor MBF es un
complejo heterodimérico formado por la proteina reguladora Swib6 la cual a
través Mbpl, proteina con afinidad especifica por el DNA, se une a
elementos MCB situados en el promotor de RNR/ y de otros genes que se
expresan durante la transicion G1/S (Horak, 2002; Iyer et al., 2001). El
complejo MBF restringe la expresion de sus genes diana a la transicion
G1/S. Se ha descrito que fuera de esta transicion, la proteina Stbl interactia
con Swi6 y reprime la expresion transcripcional mediada por el complejo
MBF. Probablemente este mecanismo tiene lugar a través de Sin3,

previamente a ser fosforilado durante la entrada de las células en la fase Gl
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(revisado en Sanvisens et al., 2013). Al final de la fase G1, la proteina Stb1
se libera del factor MBF a través de un mecanismo desconocido permitiendo
asi la transcripcion de los genes reprimidos. Al mismo tiempo, la proteina
Nrml se acumula e interactia con MBF promoviendo la represion
transcripcional de genes durante la fase S (revisado en Sanvisens et al.,
2013; de Bruin et al., 2008). Durante la fase S y bajo condiciones de estrés
genotoxico, la quinasa Rad53 fosforila directamente al corepressor Nrm1 de
forma independiente a la quinasa Dunl e impide la union a MBF,
permitiendo asi la activacidn transcripcional de forma especifica durante la
transicion G1/S de algunos genes, entre los que se incluye la transcripcion de
RNRI (Travesa et al., 2008; de Oliveira et al., 2012). Ademas, el complejo
SBF compuesto por la proteina reguladora Swi6 y la proteina de union al
DNA Swi4 también ha sido implicado en la activacién transcripcional de
genes RNR2 y RNR3 en respuesta al dafio en el DNA (Ho et al., 1999; Liu et
al., 2001). Como se ha indicado en lineas anteriores, no se ha descrito
ninguna regulacion para los niveles de mRNA de RNR3 durante el ciclo
celular mientras que si se detectan cambios en los niveles de RNR2 y RNR4.
Aunque las variaciones de los niveles de mRNA para RNR2 y RNR4 son
menores que las que muestra RNR/ a lo largo del ciclo, Mazumber y
colaboradores han mostrado que al igual que RNRI, los niveles son muy
bajos durante la fase G1 pero presentan un incremento durante la fase S/G2,
sobre todo en el caso de RNR4. A pesar de las fluctuaciones en los niveles de
mRNA de los genes RNR durante el ciclo celular, no se observan cambios en
los niveles de proteina. Sin embargo, bajo condiciones de estrés genotodxico,
se observa tanto la induccion transcripcional y como el aumento en los

niveles proteicos (Mazumder et al., 2013).

41



Introduccion

I3. Representacion esquematica de la regulacion de la enzima ribonucledtido reductasa
durante el ciclo celular (flechas verdes y flechas negras) y en respuesta a dafios en el

DNA (flechas rojas).

3.3.2. Regulacion de la subunidad grande R1 a través del inhibidor Sml1.
Como consecuencia del peculiar mecanismo de inhibicion feedback
que el dATP ejerce en la regulacion de la actividad RNR, S. cerevisiae
presenta un mecanismo adicional de control de la funcién RNR basado en la
inhibicion de la subunidad grande R1 a través de la proteina Smll. Con este
mecanismo, S. cerevisiae limita la sintesis de dNTPs solo a aquellos

momentos en los que son requeridos evitando un aumento en las tasas de
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mutacion. En respuesta a dafios en el DNA o durante la fase de S del ciclo
celular S. cerevisiae activa la funcion de RNR regulando post-
traduccionalmente al inhibidor Smll (Zhao et al., 1998; Chabes et al., 1999).
Trabajos previos in vivo han demostrado que cuando cada ciclo catalitico de
la RNR se ha completado, la reoxidacion y regeneracion de los sitios
cataliticos de la subunidad grande R1 requiere de la interaccidén de un par de
cisteinas situadas en el dominio carboxilo terminal de uno de sus monémeros
con un motivo conservado en el dominio amino terminal de su monémero
vecino (Zhang et al., 2007). Fuera de la fase de replicacion del DNA o en
ausencia de dafios en éste, la proteina Smll inhibe la sintesis de dNTPs
mediante su unién al domino amino terminal de uno de los mondmeros de la
subunidad grande R1 con una estequiometria 1:1 (Chabes et al., 1999; Zhao
et al., 2000). Esta interaccion impide la union del dominio amino terminal de
uno de los mondémeros Rnrl con el dominio carboxilo terminal del
mondmero vecino, inhibiendo la regeneracion del sitio catalitico localizado
en la subunidad grande R1 cuando la sintesis de dNTPs no es requerida
(Zhao et al., 2000: Zhang et al., 2006). Smll no s6lo compite con la
asociacion de un dominio carboxilo terminal al dominio amino terminal de
otro monémero, sino que también dificulta su accesibilidad al sitio activo
necesario para regeneracion de la subunidad grande R1 (Zhao et al., 2000).
Algunos resultados sugieren que la interaccion entre Smll y la subunidad
grande R1 ademas de inhibir la actividad RNR, aumenta la estabilidad de la
proteina Smll puesto que en cepas que sobreexpresan el gen RNRI, las
cantidades basales de proteina Smll son mayores que en células de una cepa
silvestre (Zhao et al., 2000). La recuperacion de la viabilidad que presentan

cepas mutantes meclAsmllAy rad534smliA, el incremento de la resistencia
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a estrés genotdxico observado en cepas dunidsmliA, asi como el aumento
en los niveles del inhibidor Smll en condiciones de estrés genotdxico en
células mutantes donde la cascada de quinasas no es funcional, refuerzan que
el checkpoint de integridad del DNA Mecl-Rad53-Dunl regula la funcién
de la proteina Smll (Zhao et al., 1998; Zhao et al., 2001). Diversos trabajos
han demostrado que la quinasa Dunl interacciona y fosforila a la proteina
Smll en al menos tres de sus residuos serina (Ser56, Ser58, Ser60) situados
en una region flexible adyacente a una region hélice a del extremo carboxilo
terminal, diferente a la region que interacciona con la subunidad grande R1
(Zhao y Rothstein, 2002; Uchiki, 2004). En cepas mutantes para las quinasas
RADY, RAD17, RAD24 y MEC3 se observan cantidades elevadas de proteina
Smll tras inducir dafios en el DNA, indicando la participacion de estas en el
mecanismo de degradacion del inhibidor (Zhao et al., 2001). A pesar de que
la serina 60 de Smll no ha sido identificada como sitio de fosforilacion, es
necesario que tanto este residuo como las tres serinas mencionadas
anteriormente sean mutadas a alanina para suprimir por completo la
fosforilacion y posterior degradacion de la proteina Smll (Uchiki, 2004).
Una vez la proteina Smll est4 fosforilada, es ubiquitilada y degradada por el
proteasoma 26S (Andreson et al., 2010). Un estudio previo ha demostrado
que la ubiquitilaciéon de Smll en respuesta a dafos en el DNA depende de
enzima conjugadora de ubiquitina E2 Rad6, de la ubiquitina ligasa E3 Urb2
y de Mubl. La degradacién de la proteina Smll en respuesta dafios en el
DNA es un mecanismo que tiene lugar de forma muy répida (Zhao et al.,
2001). La degradacion de la proteina Smll promueve un incremento en los
niveles de dNTPs de hasta cuatro veces, permitiendo a la célula reparar el

dafio causado por el estrés genotdxico, asegurando asi la progresion del ciclo
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celular. Los niveles de expresion de Smll también varian a la largo del ciclo
celular. Zhao y colaboradores han demostrado que los niveles de Smll
disminuyen hasta 6 veces durante la fase S (respecto de la fase G1) y hasta 9
veces respecto la fase G2/M fase del ciclo celular, en la que ademas se ha
observado que los niveles de proteina Smll alcanzan niveles méximos. Este
descenso en los niveles de proteina Smll durante la fase de sintesis del DNA
estd también regulado por el checkpoint de integridad del DNA Mecl-
Rad53-Dunl del ciclo celular e implica un aumento de 2,5 veces en los
niveles de dNTPs (Zhao et al., 2001; Zhao y Rothstein, 2002). Asi pues, se
ha propuesto que en presencia de estrés genotoxico o en durante la fase S del
ciclo celular, la quinasa Dunl reconoce y fosforila a la proteina Smll. Sml1
fosforilado es ubiquitilado por el complejo ubiquitin-ligasa Rad6-Ubr2-
Mubl1 y posteriormente es reconocido y degradado por el proteasoma 26S
(Andreson et al., 2010). La observacion de que cepas que no expresan la
quinasa DUNI necesitan mas tiempo para completar la replicacion del DNA,
ademas de ser defectuosas en la replicacion del DNA mitocondrial y mas
sensibles a agentes que daflan el DNA, indica que la desaparicion del
inhibidor Smll junto con el aumento de los niveles de expresion de RNRI,
RNR2 y RNR4 promueven la formacién de un complejo RNR funcional que
activa la sintesis de dNTPs hasta niveles optimos necesarios bien para la
reparacion de dafnos como para finalizar la replicacion del DNA (Tsaponina

etal., 2011).
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3.3.3. Localizacién subcelular de la subunidad pequefia R2.

La distribucion en distintos compartimentos celulares de las
subunidades que forman la RNR es otro de los mecanismos que S. cerevisiae
utiliza para regular su funcién, tanto durante el ciclo celular como en
respuesta dafios en el DNA. En esta levadura, la subunidad grande R1 se
localiza en el citosol de la célula durante la mayor parte del ciclo celular,
mientras que la subunidad pequefia R2 se localiza principalmente en el
nucleo. En respuesta a estrés genotoxico, la subunidad pequefia R2 se
redistribuye del nucleo al citoplasma formando un complejo activo con la
subunidad R1 (Yao et al., 2003a). Las proteinas Rnr2 y Rnr4 son
cotransportadas del nucleo al citosol en forma de heterodimero (An, 2006).
En respuesta a una necesidad de dNTPs, la relocalizacién del nucleo al
citoplasma de la subunidad pequefia R2 estd regulada por el checkpoint
Mecl-Rad53-Dunl (Yao et al., 2003a). El cambio de localizacién provocado
por la presencia de MMS se suprime cuando la cascada de quinasas no es
funcional como en mutantes meclAdsmliA'y rad534smlid, o en células que
no expresan la quinasa Dunl. En presencia de HU, las células duniA
distribuyen el heterodimero Rnr2-Rnr4 entre el nticleo y el citoplasma de la
célula por lo que existen mecanismos independientes de Dunl que
promueven esta salida en estas condiciones. Para que se produzca el cambio
de localizacién debido a un estrés genotoxico se requiere del paso a través de
la fase G1 del ciclo celular, dado que células paradas en esta fase retienen a
la subunidad pequefia R2 en el nucleo incluso después de dos horas bajo
condiciones de estrés genotoxico (Yao et al., 2003a).

La localizacién nuclear de la subunidad pequefia R2 depende de las

proteinas Wtm1 y Difl. En ausencia de dafios en el DNA, la proteina nuclear
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Wtml interacciona con el complejo Rnr2-Rnr4 y lo retiene en el nucleo.
Bajo condiciones de estrés genotoxico, la falta de interaccion entre la
subunidad R2 y Wtml permite que Rnr2 y Rnr4 relocalicen del nucleo al
citoplasma (Lee y Elledge, 2006; Zhang et al., 2006). Las caracteristicas de
la interaccion fisica entre la proteina Wtml y el complejo Rnr2-Rnr4 se
desconocen al igual que el mecanismo responsable de eliminar la interaccion
entre ambos en respuesta a dafios en el DNA. En respuesta a estrés
genotoxico y tras la activacion del checkpoint de respuesta a dafios en el
DNA, la quinasa Dunl afecta a la interaccién entre Wtm1 y la subunidad
pequeiia R2 facilitando su salida al citoplasma (Lee y Elledge, 2006). La
proteina Difl también participa en la regulacion de la localizacion subcelular
de la subunidad pequeia R2 (Lee et al., 2008b; Wu y Huang 2006). DIF]
codifica una proteina con localizacion parcialmente citoplasmatica que se
caracteriza por la presencia de dos dominios conservados presentes también
en dos de los inhibidores de RNR, Smll y Spdl (proteina de 127
aminodacidos que controla la localizacion subcelular de la subunidad pequeia
de RNR Suc22 en la levadura Schizosaccharomyces pombe) (Liu, 2003).
Analisis de secuencias muestran que la region amino terminal de la proteina
Difl es un 33% idéntica y un 47% similar a la region comprendida entre los
aminoacidos 16 y 51 de Spdl, regioén conocida como dominio Hug. Por otro
lado, la regién comprendida entre el aminoacido 76 y 114 del extremo
carboxilo terminal de Difl es un 43% idéntica y un 57% similar a la region
central comprendida entre el aminoacido 25 y 66 de la proteina Smll, region
que promueve su fosforilacién y degradaciéon en respuesta a dafios en el
DNA o estrés replicativo y conocida como dominio Sml (Lee et al., 2008b;

Wu y Huang, 2008a). La proteina Difl interacciona directamente a través de
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su dominio Hug con el complejo Rnr2-Rnr4 y es responsable de la
importacion nuclear de la subunidad pequefia R2 en ausencia de dafios en el
DNA o en la recuperacion tras éste, a través de una ruta independiente a la
proteina Wtm1 (Lee y Elledge, 2006). En cambio, en respuesta a estrés
genotoxico, la quinasa Dunl fosforila directamente a la proteina Difl en
cuatro de sus residuos serina y treonina situados al final de su dominio Sml,
fosforilacion suficiente para su inactivacidon y posterior degradacion. La
inhibicion y degradacion de Difl reduce la importacion nuclear del complejo
Rnr2-Rnr4 en respuesta a dafios en el DNA (Lee y Elledge, 2006; Wu y
Huang 2006).

Al igual que ocurre en respuesta al estrés genotdxico, durante la fase
S del ciclo celular, la localizacion nuclear de las proteinas Rnr2 y Rnr4
disminuye, distribuyéndose de forma mas ubicua por todo el citosol en un
40% de las células (Yao et al., 2003b). Este cambio en el patron de
distribucién de la subunidad pequefia R2 a lo largo del ciclo celular también
depende de la proteina nuclear Wtml y de Difl. La proteina Wtml es
esencial para la localizacion nuclear de Rnr2 y Rnr4 durante las fases G1 y
G2/M del ciclo celular (Zhang et al., 2006). Los niveles de proteina Difl se
regulan a lo largo del ciclo celular alcanzando un pico maximo al final de
fase S cuando la subunidad pequeiia R2 vuelve de nuevo al nucleo (Lee et
al., 2008b; Wu y Huang, 2008b). Varios autores postulan la existencia de un
posible mecanismo responsable de la salida de la subunidad pequefia R2 al
citoplasma dependiente de sefiales de exportacion nuclear (NES) mediado
por la exportina Crm1 (An, 2006). De esta forma, mediante el mecanismo de
control de la localizacion subcelular del complejo Rnr2-Rnr4, la célula

potencia la actividad de la enzima en fase S y proporciona los niveles de
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dNTPs necesarios para asegurar la progresion del ciclo celular. Por tltimo,
cabe citar que algunos estudios atribuyen a la proteina Hugl una posible
funcion en la regulacion de RNR en respuesta a dafios al DNA. La presencia
del dominio Hug de unién a Rnr2 y Rnr4 presente también la proteina Difl,
sugieren que la proteina Hugl puede estar implicada en la regulacion de la
localizacion nuclear del complejo Rnr4-Rnr2 en la fase de recuperacion tras

la exposicion a agentes que dafian el DNA (Kim y Siede, 2011).
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Puesto que cada vez més datos refuerzan la existencia de una
estrecha relacion entre la homeostasis del hierro y el mantenimiento de la
estabilidad gendémica, y dado que la enzima RNR utiliza hierro como
cofactor esencial para su funcion, nos planteamos los siguientes objetivos
para el desarrollo de este trabajo:

1. Determinar la localizacién subcelular de la subunidad pequeiia R2
de la enzima RNR de S. cerevisiae en condiciones de deficiencia de
hierro, y su efecto sobre la funcién de la enzima.

2. Estudiar el papel que desempefian las quinasas Mecl, Rad53 y Dunl
en los mecanismos de regulacion de RNR en condiciones de baja
disponibilidad de hierro.

3. Estudiar el papel que desempenian las proteinas de uniéon a RNA
Cthl y Cth2 en los mecanismos de regulacion de la funcion de RNR
en condiciones de deficiencia de hierro.

4. Estudiar los mecanismos de regulacion de los niveles de proteina

Sml1 bajo condiciones de escasez de hierro.
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Materiales y métodos

1. Técnicas generales de biologia molecular.

1.1. Reaccion en cadena de la polimerasa.

Para amplificar de manera exponencial fragmentos de DNA hicimos
uso de la reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction,
PCR). El DNA molde es inicialmente desnaturalizado y a continuacioén
polimerizado tal y como se muestra en la Figura M.l., por una DNA
polimerasa termoestable a altas temperaturas. Para la amplificacion de los
fragmentos se utilizan dos secuencias de oligonucle6tidos complementarias a
la secuencia de DNA molde y que limitan la region de DNA a amplificar, una
mezcla de dNTPs, soluciones tamponadoras que proporcionan un ambiente
optimo para la actividad y la estabilidad de la DNA polimerasa, DNA molde
y agua MilliQ.

94 °C

72 °C

Desnaturalizacion

o
30 seg -30 min 50°C

Apareamiento
30 seg

35 ciclos
Figura M.1. Representacion esquematica de los ciclos de PCR. El tiempo de elongacion
depende del tamafio del fragmento a amplificar y de la enzima DNA polimerasa utilizada:
Expand High Fidelity (Roche), 1 min/kb; Biotag (Bioline), 1 min/kb; Phusion Polymerase
(Finnzymes), 30 segundos/kb. Se utilizaron 3 minutos de desnaturalizaciéon cuando el DNA

molde era DNA gendémico de levadura, y 30 segundos cuando era un plasmido.

Las concentraciones de los reactivos utilizados en las reacciones de
PCR fueron las indicadas por el fabricante en funcién de la DNA polimerasa
utilizada. Para comprobar que el cassette se habia insertado en el sitio

correcto utilizamos la DNA polimerasa Biotag (5 U/uL, Bioline), que se
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caracteriza por no tener actividad correctora de errores en la pauta de lectura.
En cambio, cuando deseabamos amplificar un fragmento del genoma de
levadura a clonar en un plasmido, utilizamos la DNA polimerasa Expand
High Fidelity (3,5 U/uL, Roche) o la DNA polimerasa Phusion Polymerase
(2 U/uL, Finnzymes) con actividad exonucleasa en sentido 3’-5’. La cantidad
de DNA molde utilizado para la reaccion también varié en funcion de la
naturaleza de este. Las reacciones de PCR se prepararon en un volumen final
de 50 pL (como minimo) utilizando entre 1-50 ng/uL de DNA gendémico
molde y entre 100-200 ng/uL cuando se trataba de DNA plasmidico molde.
Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador
Mastercycler personal (Eppendorf) utilizando tubos PCR-02-C (PCR®
TUBES) de 0,2 mL. Cuando los productos de PCR iban a ser utilizados
posteriormente, para eliminar compuestos presentes en la reaccion, las
reacciones de PCR se purificaron mediante el sistema de purificacion
Hllustra™ GFX™ PCR DNA Gel Band Purification Kit (GE Healthcare)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

1.2. Electroforesis de DNA en geles de agarosa y aislamiento de fragmentos
de DNA.

Para la separacion de DNA por tamafio y conformacion, se utilizaron
geles horizontales de agarosa a diferentes concentraciones (0,8 y 2% (p/v)).
Tanto los geles como la solucion donde tuvo lugar la electroforesis fueron
preparados en tampon Tris-Acético-EDTA (TAE) 1X afiadiendo ademas al
gel 0,5 pg/mL de bromuro de etidio (BrEt), agente intercalante entre las bases
nitrogenadas del DNA que nos permite visualizarlo bajo luz ultravioleta
(UV). E1 DNA se solubilizé en Tampén de Carga 2X antes de ser cargado en

el gel para dar densidad a la muestra y poder visualizar su migracion. Para
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estimar el tamano de los fragmentos aislados de DNA, se utilizé el patrén de
tamafios / Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). El gel se migr6 en sistemas de
electroforesis (Bio-rad) a 70-100 V durante el tiempo necesario. Tras migrar
el gel, este se visualiz6 mediante un transiluminador de luz UV y se
fotografid. En el caso de querer recuperar las bandas de DNA hicimos uso de
un eje de luz UV de baja energia. Los fragmentos de DNA se purifocaron a
partir de la banda cortada en el gel mediante sistema de purificacion
Hllustra™ GFX™ PCR DNA Gel Band Purification Kit (GE Healthcare)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Tampon TAE 1X Tampon de Carga 2X
Tris base pH 8,5 40 mM Glicerol 50% (v/v)
Acido acético glacial 1,14 mL/L Azul de bromofenol 0,05%(p/v)
EDTA 20 mM EDTA 100 mM

1.3. Listado de oligonucleoétidos.
Los oligonucleotidos utilizados en este trabajo como cebadores en las

reacciones de PCR se detallan en la Tabla M.1.
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Tabla M.1. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo. Nombre y

secuencia en sentido 5°-3°.

Oligonucledtido Secuencia en sentido 5°-3’
1 RNR2-F2 AAGCAAGAAGCCGGTGCTTTCACCTTCAA
CGAAGACTTTCGGATCCCCGGGTTAATTAA
2 RNR2-R1 CAGTGTATATATATATATATAAATAAGAGGTGCGAA
AGGCCATTCGAGCTCGTTTAAAC
3 RNR2:1094-F AGACCAACTTCTTCGAAAAGA
4 RNR2+164-R CGTATGAAATTCAGCCGAAGT
5 TermTEF:135-F CGACATCATCTGCCCAGAT
6 WTMI-Nt-3Xtag-F AAATAAATTGTAACACACTATACATTACAACCAAAA
ATGCCAAAAAGGGAACAAAAGCTGG
7 WTMI1-Nt-3Xtag-R GGAGATATGTTCATAAGTGGAAGGCGTAGAT
GATTTCCAAACCTTCTGTAGGGCGAATTGGG
8 WTM1-200-F GCAGTCTGTCCCCTTAAT
9 WTM1:190-R TCCAGTATAAAGGGAGGGAA
10 pMPY-MYC-R GCGGCCGCTACTATTAAGATCCTC
11 DUNI-R1 CCAGATTCAAACAATGTTTTTGAAATAATGCTTCTCA
TGTGAATTCGAGCTCGTTTAAAC
12 DUNI1-F2 CAATAAAATACCCAAAACATACTCAGAATTATCTTG
CCTCCGGATCCCCGGGTTAATTAA
13 Dunl+267-R CAAAGGTGCGCTGGTAACTT
14 | WTMI-AREImt-Sall-F | AGTGTCGACCATATTTCTATCTTTAATGCTTTTAACT
15 WTM1-ARE2mt-R TAATTAAAGATTGAATAAGAAATATACTAACAGTAG
16 WTM1-ARE2mt-F GTATATTTCTTATTCAATCTTTAATTAAACAATACT
17 WTM1+392R-Bglll CATAGATCTCCGGATCCAACCCTACCAGA
18 | WITMI1-AREmt-genomeF | GAATAGTCGCCATGCTAAACGCGCGGAACAAGGCC
ATATTTCTATCTTTAATGCT
19 WTM1+395-R1 CGAGAAATACGCAACCATAAATGAAACGCAAGTTAT
GAATTCGAGCTCGTTTAAAC
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2. Técnicas microbioldgicas en Escherichia coli.

2.1. Condiciones de crecimiento.

Células competentes de la cepa de E. coli (- mrcA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK
rpsL (SttR) endA1 nupG) (One Shot® TOPI10 Competent Cells, Invitrogen),
fueron utilizadas como vehiculo de propagacion y aislamiento de plasmidos.
Para su cultivo se utilizd el medio liquido Luria Bertani (LB: extracto de
levadura 0,5% (p/v), triptona 1% (p/v), NaCl 1% (p/v)). Para preparar medio
solido, se afiadio un 1,5% (p/v) de agar bacterioldgico. Tanto en medio s6lido
como en medio liquido, se utilizé ampicilina a una concentrancion final de 50
pg/mL (medio LBA) para la seleccién y mantenimiento de bacterias con
plasmidos que contienen el gen Amp"®. Las bacterias se incubaron a 37 °C en

agitacion (180-200 rpm) durante toda la noche.

3. Técnicas moleculares en Escherichia coli.

3.1. Construccion y obtencidon de plasmidos.

Para llevar a cabo la construccion de plasmidos, se hizo uso de la
estrategia de amplificacion del DNA a clonar mediante PCR, utilizando
oligonucledtidos que poseen sitios de corte reconocidos por enzimas de
restriccion para su posterior insercion en el vector correspondiente. Tanto el
fragmento como el vector fueron digeridos por las enzimas de restriccion
correspondientes y unidos mediante el sistema de ligacion Rapid DNA
Ligation Kit (Roche) siguiendo el protocolo descrito por el fabricante. Células
competentes de E. coli fueron transformadas con las correspondientes
ligaciones siguiendo las instrucciones del fabricante y los transformantes se

seleccionaron en medio so6lido LBA. Se aislaron plasmidos de wvarios
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transformantes mediante el kit de extraccion de pldsmidos GenElute™HP
Plasmid-Miniprep (Sigma), y se analizaron varios clones mediante PCR y/o
digestion con enzimas de restriccion segin las condiciones del fabricante.
Finalmente el fragmento de DNA clonado se secuencid en los servicios
centrales de apoyo (SCSIE) de la Universidad de Valencia.

Para la construccion de los plasmidos P600, P602 y P603 (Tabla
M.2), las regiones 3'-UTR de WTM1, RNR2 y RNR4 se clonaron en el vector
pIIIA/MS2-1 previamente digerido con Smal (Sengupta et al., 1996). Para la
construccion de los plasmidos P623, P624 y P625 se utilizd6 la misma
estrategia mutagenizando previamente las AREs mediante la técnica de PCR
(Puig et al., 2005).

Para la construccion de los plasmidos pSP684, pSP685 y pSP686
(Tabla M.2) se utilizaron como moldes los plasmidos pSP673, pSP674 y
pSP675 para amplificar la secuencia codificante y 240 pares de bases de la
region promotora de DUNI, DUNI-R60A y DUNI-KI004-R102A4
respectivamente. Estos fragmentos se clonaron en el vector P61 previamente
digerido con Sacl y BamHI para eliminar el promotor TEF. Una estrategia
similar se utiliz6 para obtener los plasmidos pSP692, pSP693, pSP694 y
pSP695 que expresan DUNI, DUNI S104, DUNI-S1394 y DUNI-T3804
respectivamente, mediante el uso de DNA gendmico de las cepas de levadura

SPY480, SPY482, SPY483 y SPY484 (Tabla M.3) respectivamente.

3.2. Listado de plasmidos.

Los plasmidos utilizados en este trabajo se describen en la Tabla M.2.
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Tabla M.2. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmidos Descripcion Procedencia
P6 pFA6a-GFP(S65T)-kanMX6 Longtine et al 1998
P224 pMPY-3xMYC Schneider et al 1995
P10 pFA6a-13MY C-KanMX6 Longtine et al 1998
P7 pFA6a-3HA-KanMX6 Longtine et al 1998
pSP642 pFA6a-3’'UTR-WTM1-ARE-mt3-KanM X6 Este trabajo
pSP639 RNR4-LacZ Dr. R.S. Zitomer
pSP640 RNR2-LacZ Dr. S.J. Elledge
P174 FET3-LacZ Dr. J. Kaplan
P40 pRS416 URA3, CEN Puig et al., 2005
pSP476 pRS416-CTHI Puig et al., 2005
pSP482 pRS416-CTHI-C225R Puig et al., 2005
P39 pRS415 LEUI, CEN Puig et al., 2005
pSP419 pRS415-CTH2 Puig et al., 2005
pSP571 pRS415-CTH2-C190R Puig et al., 2005
P79 pACT2, GAL4-AD, LEU2, 2um SenGupta et al., 1996
P539 pACT2-CTH?2 Puig et al., 2005
P40 pACT2-CTH2-C190R Puig et al., 2005
P542 pACT2-CTHI Puig et al., 2005
P543 pACT2-CTHI-C190R Puig et al., 2005
P162 pIIIA MS2-1, RNA-MS2, URA3, 2um SenGupta et al., 1996
P545 plIIA-MS2-1-3’UTR SDH4 Puig et al., 2005
P600 pllIA-MS2-1-3’UTR WTM1 Este trabajo
P623 plIIA-MS2-1-3’UTR WTMI1-ARE-mtl Este trabajo
P624 plIIA-MS2-1-3’UTR WTMI1-ARE-mt2 Este trabajo
P625 plIIA-MS2-1-3’UTR WTMI1-ARE-mt3 Este trabajo
P602 plIIA-MS2-1-3’UTR RNR2 Este trabajo
P603 plIIA-MS2-1-3’UTR RNR4 Este trabajo
pSP670 CEN LEU2 DUNI Este trabajo
pSP671 LEU2 DUNI-D3284 2pm Este trabajo
pSP673 pRS414-DUNI-FLAG Lee et al., 2008
pSP674 pRS414-DUNI-R604-FLAG Lee et al., 2008
pSP675 pRS414-DUNI-K1004-R1024-FLAG Lee et al., 2008
P37 pRS413 Dr. Martin Funk
P61 p413 CEN HIS3 TEFp CYCIt Mumberg et al., 2005
pSP684 p413-DUNI(EcoRI) Este trabajo
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Tabla M.2. Continuacion.

Plasmidos Descripcion Procedencia
pSP685 p413-DUNI-R60A Este trabajo
pSP686 p413-DUNI-K1004-R1024 Este trabajo
pSP692 p413-DUNI Este trabajo
pSP693 p413-DUNI-S104 Este trabajo
pSP694 p413-DUN1-S1394 Este trabajo
pSP695 p413-DUNI-T3804 Este trabajo

4. Técnicas microbiologicas en Saccharomyces cerevisiae.

4.1. Condiciones de crecimiento en medio liquido.
Las células de levadura utilizadas en este trabajo se cultivaron a 30 °C
en agitacion (190 rpm) en los siguientes medios de cultivo :

- Medio rico YPD: extracto de levadura al 1% (p/v), peptona

bacterioldgica al 2% (p/v) y glucosa al 2% (p/v).

- Medio sintético completo (SC): base nitrogenada para

levadura sin aminoacidos y sin sulfato amoénico (Difco) 0,17% (p/v),
(NH4),SO4 0,5% (p/v), mezcla de requerimientos preparada
(Formedium) 0,2% (p/v) y glucosa 2% (p/v). Para el mantenimiento
de plasmidos durante el crecimiento de cepas de levadura
transformadas, se utiliz6 medio SC sin uno o algunos de los
requerimientos.

Los experimentos descritos en este trabajo se llevaron a cabo bajo
diferentes condiciones de crecimiento en medio liquido. Para todas las
condiciones, una colonia independiente de células de levadura fue inoculada
en tubos de plastico (Eurotubo®, Deltalab) en un volumen entre 3 y 5 mL de
medio sintético completo (SC), o bien con ausencia de uno o algunos de los
requerimientos cuando era necesario, y crecida durante toda la noche. Al dia

siguiente, las células fueron reinoculadas en 10 mL de medio de cultivo en
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tubos de plastico de 50 mL (CELLSTAR®TUBES, Greiner-bio-one) a una
DOgoy alrededor de 0,3-0,4 y crecidas durante 6-9 horas hasta fase
exponencial.

Las diferentes condiciones de crecimiento en medio liquido a las que
se sometieron las células de S. cerevisiae tras ser reinoculadas fueron:

- Crecimiento en condiciones de suficiencia de hierro (Fe):

células cercidas durante toda la noche, se reinocularon en medio SC
tal y como se detalla en las condiciones descritas en el punto anterior.

- Crecimiento en condiciones de deficiencia de hierro (-Fe):

para inducir condiciones de deficiencia de hierro se utilizaron tres
compuestos diferentes: medio SC suplementado con el quelante
especifico de Fe™ impermeable a la membrana plasmatica, sulfato de
bazofenantrolina (BPS, Sigma) a una concentracioén final de 100 pM;
medio SC suplementado con el quelante de hierro permeable a la
membrana plasmatica 2,2'-dipiridil (DIP, Sigma) a una concentracion
final de 250 pM; y medio SC suplementado con 3-(2-piridil)-5,6-
bis(4-acido fenol sulfénico)-1,2,4-triacina (Ferrocina, Sigma)
quelante de Fe" impermeable a la membrana plasmatica a una
concentracion final de 1 mM.

- Crecimiento en condiciones de exceso de hierro (+Fe): medio

SC suplementado con 300 pM de sulfato amoénico ferroso [FAS,
(NH4)2FC(SO4)2] (Slgma)

- Crecimiento en condiciones de estrés genotdxico: medio SC

suplementado con hidroxiurea (HU, Sigma) a una concentracion final
de 0,2 M o con metil metanosulfonato (MMS, Aldrich) al 0,04%

durante la altima o dos ultimas horas de incubacion.
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- Crecimiento de mutantes termosensibles: se partid6 de un

cultivo crecido durante toda la noche en medio SC que se encontraba
a una DOgg entre 0,2-0,3. Las células se incubaron a temperatura
restrictiva (37 °C) durante tres horas. Pasado este tiempo, el quelante
de hierro BPS se afiadié a una concentracién final de 100 uM para
inducir condiciones de deficiencia de hierro durante 6 horas

manteniendo la temperatura restrictiva durante todo el proceso.

4.2. Condiciones de crecimiento en medio sélido.

Para obtener medio sélido se afiadi6 agar bacteriolégico al 1,5% (p/v)
a todos los medios preparados tal y como se describe en el punto 4.1 de este
apartado. Para la seleccion de transformantes con marcadores de resistencia a
antibioticos, se utilizdé medio sélido YPD con sulfato G418 (Geneticina,
Gibco) a una concentracion final de 200 pg/mL o con higromicina B (Roche)
a una concentracion final de 300 pg/mL. Para la seleccion de transformantes
en funcidn del marcador introducido se utilizé medio SC sin uno o algunos de
los requerimientos.

Para los ensayos de crecimiento en medio solido, los cultivos de
levadura se crecieron durante toda la noche y se reinocularon en medio SC al
dia siguiente hasta llegar a fase exponencial. Se prepararon diluciones
seriadas (1:10, 1:100, 1:1000) después de igualar la DOggo a un valor de 0,1.
Las gotas se realizaron haciendo uso de un utensilio que permite replicar las
gotas (replicate plater) placa por placa, a partir del cultivo directo y de cada
una de las diluciones. Los ensayos en placa se realizaron tanto en medio rico
YPD como en medio sintético SC, o bien suplementados con HU, MMS o
BPS a diferentes concentraciones. Las placas se incubaron durante 2-4 dias a

30 °C.
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5. Técnicas moleculares en Saccharomyces cerevisiae.

5.1. Transformacion de levadura.

Las transformaciones de S. cerevisiae con plasmidos o con los
productos de PCR correspondientes a los cassetfes se llevaron a cabo
siguiendo el método de transformacion con acetato de litio descrito en Gietz
et al. (2002). En las transformaciones que requieren seleccidon en presencia de
sulfato G418 o higromicina B, tras el coche térmico a 42 °C, las células se
incubaron en medio YPD liquido durante 2 horas en agitacion antes de ser
sembradas en placas con el antibidtico para inducir la expresion del gen de
resistencia. Las células se sembraron en placas de medio selectivo dejandolas
a 30 °C hasta la observacion de colonias (2-3 dias). Los transformantes
obtenidos se purificaron por triple estria dos veces para asegurarnos que

partiamos de una colonia procedente de una unica célula transformada.

5.2. Obtencion de DNA genémico.

Para la obtencidon de DNA gendmico, se crecidé un cultivo de
levaduras en 12 mL de YPD a 30 °C durante toda la noche y se recogieron las
células por centrifugacion. Las células se resuspendieron en 500 pL de agua 'y
se centrifugaron de nuevo. Eliminado el sobrenadante, se resuspendieron en
200 pL de Tampoén de Lisis para DNA vy se transfirieron a un nuevo tubo. Se
afiadieron 200 pL de fenol a pH 8,0 (Fluka) y 1 volumen de perlas de vidrio
(Sigma). Tras romper las células mediante agitacion vigorosa en 3 periodos
de 2 min, se afiadieron 200 pL de tampén TE 1X. Las muestras, se
centrifugaron a 12.000 rpm durante 5 min. La fase acuosa se transfirié a un
nuevo tubo al que se afiadi6 1 mL de etanol al 96% (v/v) mezclandolo con el

resto de la muestra por inversiéon. Las muestras se mantuvieron a -20 °C
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durante un tiempo minimo de 30 min para favorecer la precipitacion del
DNA. Tras volverse a centrifugar durante 3 min a 12.000 rpm, se elimind la
fase acuosa y el sedimento se resuspendié en 400 pL de tampon TE 1X. Se
afiadieron 30 pL de RNAsa A (1 mg/mL) y se incub6 en agitacion durante 15
min a 37 °C. Se afiadieron 5,5 pL de acetato de amonio 4 M y 1 mL de etanol
al 96% (v/v) mezclandose por inversion. Para eliminar la fase acuosa, se
centrifugd a 12.000 rpm, 3 min y el DNA precipitado se resuspendi6é en 100
uL de TE 1X y se guardo a -20 °C hasta ser utilizado.

Tampon de Lisis para DNA Tampén TE 1X
Triton X-100 2% (V/V) Tris-HCl a pH 8 10 mM
SDS 1% (v/v) EDTA 1 mM
NaCl 100 mM
Tris-HClapH 8 10 mM

5.3. Construccion de cepas etiquetadas.
5.3.1. Etiquetado de cepas con la proteina verde fluorescente (GFP, del inglés
Green Fluorescent Protein).

Para obtener la cepa RNR2-GFP (Tabla M.3., SPY364), en la que se
etiqueta el extremo carboxilo terminal de RNR2 con GFP, se generéd un
cassette de integracion mediante PCR (Figura M.2), usando como molde el
pldsmido pFA6a-GFP-His3MX6 (Tabla M.2., P6) y dos oligonucledtidos (1 y
2, Tabla M.1) que se caracterizan por tener en su extremo 3’ secuencias
homologas a los extremos del cassette de integracion, mientras que en el
extremo 5’ poseen secuencias idénticas a zonas especificas del locus RNR2
que permiten que se integre en el genoma por recombinacion homologa tal y
como se muestra la Figura M.2. El pldsmido P6 contiene el gen que codifica

la proteina GFP y el gen HIS3, utilizado como marcador de seleccion. Para
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comprobar si el cassette se habia integrado en el genoma y en el lugar
correcto, los transformantes obtenidos se analizaron por PCR haciendo uso
dos parejas de oligonucleotidos; el oligonucledtido 3 que se une dentro de la
secuencia de RNR2 y el oligonucleodtido 4 que se une fuera de la secuencia de
RNR2. Por otra parte, el oligonucledtido 3 junto con el oligonucledtido 5 que
se une dentro del cassette de integracion tal y como se muestra en Figura

M.2.

\ F2 —
—l GFP ITADIII | HIS3MX6 I—Rl

|

| RNR2

Figura M.2. Construccion de la cepa RNR2-GFP. Representacion esquematica de la
amplificacion del fragmento GFP-HIS3MX6 por PCR con los oligonucleotidos 1 y 2 e
insercion del cassette GFP-HIS3MX6 en la cepa SPY17 (BY4741) para etiquetar RNR2 con

GFP en su extremo carboxilo terminal.

5.3.2. Etiquetado de cepas con el epitopo MYC.
5.3.2.1. Construccion de la cepa 3SMYC-Wtml (Tabla M.3., SPY374).

Con el objetivo de estudiar la regulacion de los niveles de proteina
Wtml en condiciones de deficiencia de hierro, se afiadieron tres etiquetas del
epitopo MYC en el extremo amino terminal de la copia genéomica de WTM1
sin alterar la secuencia enddgena del promotor. Tal y como se describe en
Schneider et al. (1995), se utilizé el pldsmido pMPY-3xMYC (Tabla M.2.,
P224) que se caracteriza por la presencia del marcador URA3 flanqueado por
repeticiones del epitopo MYC (MYC-URA3-MYC). Se utilizaron dos
oligonucledtidos (6 y 7, Tabla M.1) que amplificaron por PCR un cassette de

69



Materiales y métodos

integracion formado por el epitopo MYC-URA3-MYC y dos extremos
homologos a WIM1 (Figura M.3., panel A). Con este cassette se transformo
la cepa SPY 122 (Tabla M.3) favoreciendo la insercidon por recombinacion del
cassette en el extremo amino terminal de WTMI (Figura M.3., panel B). Las
células de levadura se sembraron en medio selectivo SC-ura, donde solo
aquellas que habian insertado el cassetfe podian crecer (Figura M.3., panel
B). Ademas, por PCR y haciendo uso de los oligonucleodtidos 8 y 9 (Tabla
M.1) se comprobd que transformantes tenian el inserto en el sitio correcto.
Los transformantes con inserto crecieron en medio YPD durante la noche y al
dia siguiente se sembraron en placas de medio selectivo SC-ura y SC-ura+5-
FOA (4cido 5-fluoro-ordtico). Transformantes Ura’ convierten el 5-FOA en
fluorouracilo, compuesto toxico para las células y, por tanto, no pueden
crecer. En cambio, aquellos transformantes que pierden el gen URA3 por
recombinacién crecen en este medio manteniendo la etiqueta 3MYC en el
extremo amino terminal del gen WTM1 (Figura M.3., panel C). La perdida del
gen URA3 en algunos de los transformantes que si crecian en el medio con 5-
FOA fue también comprobada por PCR haciendo uso de los oligonucledtidos

8y 10 (Tabla M.1).

A

WTM1 WTMI1
MYC URA3 MYC
PCR l
WTM1 MYC URA3 MYC WTM1
B l Transformacién
l N-terminal [ WTMI1 ORF | C-terminal ‘
l Integracion- Seleccién en Sc-ura
N-terminal MYC URA3 myc [ wrmi [ Cterminal |

l Seleccion en 5-FOA

N-terminal myc || wrMi | C-terminal
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Figura M.3. Estrategia para etiquetar el gen WTMI con el epitopo MYC. (A)
Amplificacion por PCR del cassette MYC-URA-MYC. El cassette es un fragmento lineal que
contiene en sus dos extremos secuencias homologas a WTMI. (B) Transformacion e
integracion del cassette en el extremo amino terminal de WTMI. Los transformantes son
seleccionados en un medio SC-ura. (C) Pérdida del gen URA3 por recombinaciéon en medio
SC-urat+5-FOA.

5.3.2.2. Construccion de la cepa Dunl-MYC13 (Tabla M.3., SPY379).

Con el objetivo de estudiar la fosforilacion de la quinasa Dunl en
condiciones de deficiencia de hierro, utilizamos el epitopo 13xMYC como
etiqueta en el genoma del extremo carboxilo terminal del gen DUNI tal y
como se describe en Lee et al. (2003). Para ello, tal y como se muestra en la
Figura M.4., se amplifico por PCR el plasmido pFA6a-13MYC-KanMX6
(Tabla M.2., P10,) haciendo uso de los oligonucle6tidos 11 y 12 (Tabla M.1)
que se caracterizan por la presencia de extremos largos homoélogos a la zona
de la secuencia del gen donde se desea insertar la etiqueta. Dichos extremos,
permiten la recombinacion homologa entre el fragmento amplificado por PCR
y con ello, la insercion de la etiqueta en el genoma (Figura M.4). Se
comprob6 por PCR haciendo uso de los oligonucleotidos 5 y 13 (Tabla M.1)
si los transformantes obtenidos presentaban la etiqueta 13xMYC en el
extremo carboxilo de DUNI.

F2
R1
— DMyc  Taom | KanMX6 —

DUNI1

Figura M.4. Construccion de la cepa Dunl1-MYC13. Representacion esquematica de la amplificacion
del fragmento 13MYC-KanMX6 por PCR y su insercion en la cepa SPY17 (BY4741) para etiquetar DUN!

con el epitopo MYC en su extremo carboxilo terminal.
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5.3.2.3. Construccion de la cepa WTM1-mt3 (Tabla M.3., SPY385).

Para estudiar el papel de las AREs del gen WTM1 en la localizaciéon
subcelular de las proteinas Rnr4 y Rnr2 en condiciones de deficiencia de
hierro, se construyé la cepa de levadura WTMI-mt3. La cepa presenta
mutaciones puntuales en el genoma en ambas AREs, situadas en la region 3’-
UTR del gen WIM1 (Figura M.5., panel A). Para ello, en primer lugar, se
disefiaron cuatro pares de oligonucleétidos (14, 15, 16, 17, Tabla M.1) con los
que se construyeron por PCR dos fragmentos de la regiéon 3°-UTR de WTM1
utilizando como molde DNA genoémico:

- El fragmento I (oligonucleodtidos 14 y 15, Figura M.5., panel B)
contenia por un lado, el lugar de corte para la enzima de restriccion
Sall, la primera ARE de WTMI mutada (ARE-mtl) y la segunda
ARE de WTMI mutada (ARE-mt2).

- El fragmento II (oligonucleétidos 16 y 17, Figura M.5., panel B)
contenia el lugar de corte para la enzima de restriccion Bg/ll y la
segunda ARE de WTM I mutada (ARE-mt2).

A continuacidn, se llevo a cabo una tercera reaccion de PCR (Figura
M.5., panel B) que utilizaba como molde ambos fragmentos (I y II,
purificados en gel de agarosa) y los oligonucleoétidos 14 y 17 creando asi un
nuevo fragmento (fragmento 111) formado por la secuencia 3’-UTR de WTM1
con ambas AREs mutadas (ARE-mt3) y flanqueado por los dos sitios de corte
para las enzimas de restriccion Sall y Bg/II.

Puesto que el objetivo era conseguir una cepa que presentara ambas
mutaciones (mtl y mt2) de forma simultanea en el genoma, el siguiente paso
fue clonar el fragmento III en el plasmido pFA6a-3HA-KanMX6 (Tabla M.2.,
P7) que presentaba un sitio de corte, Unico para Sall y otro para Bg/ll (Figura

M.5., panel C). Tras la digestion, tanto del fragmento III como del plasmido 7
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y ligacion de ambos (Figura M.5., panel C), se transformaron células
competentes de E. coli y, a partir del DNA plasmidico de los transformantes
obtenidos, se comprobd por PCR, utilizando los oligonucleotidos 14 y 17, que
el nuevo plasmido construido (pFA6a-3’-UTR-WTM1-ARE-mt3-KanMX6,
Tabla M.2., pSP642) era correcto y por secuenciacion, que la region 3°-UTR
de WTM1 presentaba las mutaciones introducidas.

Para introducir las mutaciones en el genoma, se obtuvo un cassette de
integracion WTMI1-ARE-mt3-KanMx6 utilizando el pldsmido construido
(Tabla M.2., pSP642) como molde para la reaccion de PCR y los
oligonucledtidos 18 y 19 con extremo largos que permiten la recombinacion
homologa entre la region 3’-UTR de WTMI y el cassette, y con ello, su
integracion en el genoma (Figura M.5., panel D).

Para comprobar que el resultado observado con la cepa WTMI-mt3 en
la localizacion subcelular de Rnr2 y Rnr4 era consecuencia de las AREs
mutadas en la regién 3’-UTR del gen WTMI y no efecto del gen Kan®
utilizado como marcador de seleccion, se construyd siguiendo los mismos
pasos descritos para la construccion de cepa SPY385, la cepa SPY459 (Tabla
M.3) que mantiene el gen Kan" situado 395 nucleétidos después del codén de

terminacion del gen WTM1 pero no las AREs mutadas.
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A Voo

A{“? A\RE'/Z Sall 3HA T 3aglll KanMX6
Digestién y Ligacién PFA6a-3HA-KanMX6
+31 +143
Secuencia codificante 3"-UTR
Sall KanMX6
pFA6a-3UTRWTM1-AREmt-KanMX6
B D

N— PCRA —

Sall KanMX6

[AREL AR Konwxs

Fragmento | pcr3  Fragmentolll i ;
Fragmento Il 3’-UTR

Figura M.5. Construccion de la cepa WTM1-m¢3. (A) Representacion de la cepa WTM1-mt3.
El gen WTM1 presenta mutaciones puntuales en ambas AREs putativas, situadas en la posicion
+31 y +143 de su 3’-UTR. (B) Representacion esquematica de la amplificacion por PCR y
construccion del fragment III. (C) Construccion del plasmido pSP642. Digestion y ligacion del
fragmento III y del plasmido pFA6a-3HA-KanMX6. (D) Representacion esquematica de la
insercion del cassette 3°-UTR-WTM1-ARE-mt3-KanMX6 extremo en el 3’-UTR de WTM]I.

5.4. Listado de cepas de S. cerevisiae.
Las cepas de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo se muestran en la

Tabla M.3.
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Tabla M.3. Cepas de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo. Para cada
cepa se indica el genotipo detallado y la procedencia.

Cepa Genotipo Procedencia
SPY480 BY4741 MATa GFP-SML1::HIS3 Che et al., 2007
SPY482 SPY480 DUNI-TAF-S104::G418 Che et al., 2007
SPY483 SPY480 DUNI-TAF-S1394::G418 Che et al., 2007
SPY484 SPY480 DUNI-TAF-T3804::G418 Che et al., 2007
SPY120 MATa, ura3-52, leu2-3,112,his34200, trpAl, ade2, M.Wickens

LYS2::(LexAop)-HIS3, ura::(LexA-op)-LacZ, LexA.-MS2 coat
(TRP1)

SPY17 BY4741 MATa, his3Al, leu2 A0, met15A0, ura3 A0 Research Genetics
SPY364 SPY17 RNR2-GFP-His3MX6 Este trabajo
SPY322 SPY 17 RNR4-GFP-HisMX6 Este trabajo
SPY27 BY4741 fet4::KanMX4 Invitrogen
SPY386 SPY27 fet3::URA3 Este trabajo
SPY379 SPY17 DUNI-MYCI3::Kan Este trabajo
SPY387 W303-1a MATa, ade2-1, trpl-1, leu2-3,112, his3-11,15, ura3, Yao et al., 2003

canl-100, GAL+, psi+
SPY389 SPY387 mecl::HIS3 smll::HIS3 Yao et al., 2003
SPY390 SPY387 rad53::HIS3 smll::HIS3 Yao et al., 2003
SPY391 SPY387 smil::HIS3 Yao et al., 2003

SPY122 SPY 17 cthl::kanMX4 cth2::HisMX6 Puig et al 2005
SPY325 SPY17 cthi::hphB cth2::HisMX6 Este trabajo
SPY374 SPY325 3MYC-WTM1 Este trabajo
SPY385 SPY17 WIM1-mt3-KanMX6 Este trabajo
SPY459 SPY 17 WTMI1-KanMX6 Este trabajo
SPY350 SPY17 dunl::KanMX4 Research Genetics
SPY473 SPY387 MATa, trpl::promoterTDH3-RNRI-TRP1 Desany et al., 1998
SPY474 SPY387 MATa, trpl::promoterTDH3-RNRI-TRPI1, mecl::HIS3 Desany et al., 1998
SPY476 SPY387 MATa, trpl::promoterTDH3-RNRI-TRPI, rad53::HIS3 Desany et al., 1998
SPY478 SPY387 MATa, trpl::promoterTDH3-RNRI-TRPI, duni::HIS3 Desany et al., 1998
SPY462 MATa ura3 leu2-3,112 his3-11,15 Gal+ Dr. H. Wolf
SPY463 SPY462 prel-1 Dr. H. Wolf
SPY430 BYA4743- MATa/o his341/his341 leu2A0/leu240 Invitrogen

metl SAO/MET15 LYS2/lys240 ura340/ura340

SPY485 SPY430 rad6::KanMX4 Invitrogen
SPY486 SPY430 mubl::KanMX4 Invitrogen
SPY487 SPY430 urb2::KanMX4 Invitrogen
SPY488 BY4743 urbl::KanMX4 Invitrogen
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Tabla M.3. Continuacion.

Cepa Genotipo Procedencia

SPY465 W303-1a MATa ade2-1 canl-100 his3-11,15 Andreson et al., 2010
leu2-3,112 trpl-1 ura3-1 RAD5+

SPY466 SPY465 MATa sml1-S56,58,60,61A4 Andreson et al., 2010

SPY496 BY4743 pep4::KanMX4 Invitrogen

SPY349 SPY 17 MATa GFP-SML1.::HIS3 Invitrogen

5.5. Analisis del contenido de DNA de levadura.

Un mililitro de células de levadura crecidas durante 6 horas bajo
diferentes condiciones de crecimiento fueron sonicadas y fijadas en etanol
70% (v/v) durante 5 min a temperatura ambiente. A continuacion, fueron
tratadas con 1 mg/mL de RNAsa A en tampon Tris-HCI 50 mM pH 7,5 a 30
°C durante toda la noche en agitacion (300 rpm). Tras ser centrifugadas, se
resuspendieron en una solucién de tincion de nucleos preparada con ioduro de
propidio a 50 mg/mL (Sigma) en MgCl, 70 mM, Tris-HCI 180 mM pH 7,5 y
NaCl 180 mM. El contenido de DNA fue analizado en un citometro EPICS
XL (Coulter Inc).

5.6. Técnicas de microscopia de fluorescencia.
5.6.1. Inmunofluorescencia indirecta.

Después 6 horas de incubacién bajo diferentes condiciones de
crecimiento en medio liquido, 1 mL de células se recogieron por
centrifugacion, se resuspendieron en 900 pL de medio SC con 100 pL de
formaldehido al 37% (v/v) y se incubaron durante 15 min a 30 °C (o durante
toda la noche a 4 °C) en agitacion. Una vez fijadas, se lavaron una vez con
Tampén K y dos veces con Tampon P. Para la obtencion de esferoplastos, las
células se incubaron en 1 mL de Tampoén P con 5 pL. de B-mercaptoetanol y 5

pL de zimoliasa (MP Biomedicals LLC 100T, 10 mg/mL) durante 10 min a
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37 °C en agitacion (300 rpm). Las células se centrifugaron a 6.000 rpm
durante 1 min para evitar la rotura de los esferoplastos, y se lavaron con 1 mL
de Tampoén P. Muestras de 10 pL de estos esferoplastos se depositaron
durante 30 min en portaobjetos multipocillo Multitest Slide 15-Well (MP
Biomedicals LLC) en los cuales previamente se habia afiadido 10 pL de
polilisina (Sigma) al 0,1% (p/v) durante 10 min, para mediar la adhesion de
los esferoplastos, y se habian lavado 3 veces con agua antes de depositar las
muestras. Tras los 30 minutos de incubacion, se eliminé el exceso de liquido
y los portaobjetos se sumergieron en metanol y acetona frios durante 6 min y
20 segundos, respectivamente. Para bloquear la unién inespecifica, se utilizo
la solucion PBS/BSA 1% (p/v) con la que se lavaron los pocillos unas 10
veces, y a continuacion las muestras se incubaron con 10 pL. de anticuerpo
primario diluido en la misma solucion PBS/BSA 1% (p/v) durante toda la
noche a 4 °C. Al dia siguiente, tras lavarse los pocillos (10 veces) con
PBS/BSA 1% (p/v), las muestras se incubaron con el anticuerpo secundario
durante 2 horas a temperatura ambiente. Trascurrido este tiempo, se lavaron
de nuevo los pocillos con PBS/BSA 1% (p/v) (10 veces). Tras acabar el
ultimo lavado del anticuerpo secundario, las muestras se incubaron
(protegidas de la luz) durante 2 min con 2 pL a 0,1 mg/mL de diclorhidrato
de 4',6- diamidino-2-fenilindol (DAPI, Sigma) para tefir los ntcleos. A
continuacion, los pocillos se cubrieron con 3 pL del medio Vector-shield
mounting medium (Vector Lab. Co) y se sello el cubreobjetos. El analisis
cuantitativo de los resultados en funcion de su localizaciéon subcelular se
realizd contando un minimo de 200 células por experimento en al menos 3

experimentos realizados de forma independiente.
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Tampén K PBS 10x
KH,PO, 67 mM NaCl 137 mM
K,HPO, 33 mM KC1 2,7mM
MgCl, 5mM Na,HPO, 4,3 mM

KH,PO, 14mM

Tampon P PBS/BSA 1% (p/v)
KH,PO, 67 mM BSA 10 mg/mL
K,HPO, 33 mM PBS 1x
MgCl, 5mM NaN;  0,01% (p/v)

Sorbitol 1,2M

Tabla M.4. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para la
inmunodeteccion de proteinas.

ANTICUERPO PRIMARIO ANTICUERPO SECUNADRIO
Anti-Rnr2 policlonal de raton Alexa Fluor ® 488, cabra anti-conejo
(Laboratorio de la Dra. J. Stubbe) IgG (H+L)
1:10.000 Invitrogen
1:1.000
Anti-Rnr4 policlonal de raton Alexa Fluor ® 488, cabra anti-conejo
(Laboratorio de la Dra. J. Stubbe) IgG (H+L)
1:10.000 Invitrogen
1:1.000

5.6.2. Localizacion de proteinas etiquetadas con GFP.

Para la observacion de las proteinas Rnr2 y Rnr4 etiquetadas con
GFP, células crecidas durante toda la noche en medio SC se reinocularon a
una DOgyp de 0,3-0,4 en 10 mL de medio liquido SC (condiciones de
suficiencia de hierro) y suplementado con quelantes de hierro (condiciones de

deficiencia de hierro), tal y como se describe en el apartado 4.1 de materiales
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y métodos, durante 6 horas. Para los ensayos cinéticos de localizacién
subcelular de las proteinas Rnr2-GFP y Rnr4-GFP, los cultivos se crecieron
bajo las mismas condiciones y las células se observaron al microscopio a
diferentes tiempos. Para la tincion y la observacion del nucleo, 1 mL de las
células fue incubado en DAPI a una concentracion de 0,25 mg/L durante 1
hora en agitacion a 190 rpm y 30 °C, protegiendo las muestras de la luz. El
analisis cuantitativo en funcion de su localizacién subcelular se realizo
contando un minimo de 200 células por experimento en al menos 3
experimentos realizados de forma independiente.

Tanto para la inmunofluorescencia como para la localizacion de
proteinas etiquetadas con GFP, las muestras se observaron con un
microscopio de fluorescencia Axioskop 2 (Zeiss inc) y las fotografias se
realizaron con una cémara AxioCam MRm (Zeiss Inc) y el software

AxioVision v4.7 (Zeiss Inc).

5.7. Técnica de deteccion de moléculas de RNA o Northern blot.
5.7.1. Extraccidén y electroforesis de RNA total de levadura.

Los extractos de RNA total de levadura se obtuvieron a partir de
aproximadamente 15 mL de cultivos en fase exponencial (DOgq entre 2 y 3)
y mediante soluciones libres de RNAsas. Para el aislamiento del RNA total de
levadura, se utilizd6 el método del fenol caliente (Puig et al., 2005). Las
células se recogieron y lavaron en 1 mL de Tampdn de Lisis para RNA. A
continuacion, se centrifugaron y se resuspendieron de nuevo en 450 uL del
mismo tampoén y se congelaron en nitrogeno liquido para su posterior analisis.
Descongeladas las células, se anadi6é un volumen de fenol 4cido (UltraPure™
Phenol, Invitrogen) y las muestras se agitaron vigorosamente durante 15

segundos. A continuacién, las células incubaron durante 20 min a 65 °C a
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maxima velocidad en un agitador Thermomixer Compac (Eppendorf) y se
mantuvieron 10 min en hielo para precipitar el SDS (Sodio Dodecil Sulfato)
que contiene el Tampon de Lisis para RNA. Para recuperar la fase acuosa
superior, las muestras se centrifugaron durante 3 min a velocidad maxima. Se
separd el sobrenadante del resto pasandose a un nuevo tubo y se afadié un
volumen de cloroformo. Tras centrifugarse de nuevo durante 3 min a
velocidad méxima, la fase acuosa superior se transfirid a un nuevo tubo y se
afiadieron 40 pL de acetato sdédico 3 M y dos voliimenes de etanol frio al 96%
(v/v). Las muestras se mezclaron por inversion y fueron guardadas a -80 °C
hasta su utilizacion. E1 RNA recogido por centrifugacioén a 4 °C durante 15
min, se lavd con etanol frio al 70% (v/v) y se centrifugd de nuevo secando
posteriormente el precipitado. Las muestras se resuspendieron en 100 pL de
agua MilliQ libre de RNAsas y se mantuvieron en agitacion durante 10 min a
65 °C. Las muestras de RNA se cuantificaron mediante un BioPhotometer
(Eppendorf).

Para el andlisis por Northern blot se utilizaron entre 10 y 15 pg de
RNA total. A las muestras, antes de ser cargadas en el gel se les afiadi6 5 pL.
de Tampon de Carga 5X, se calentaron durante 10 min a 65 °C para romper
estructuras secundarias de RNA y se transfirieron a hielo. Para llevar a cabo
la electroforesis, las muestras se cargaron en geles de electroforesis para RNA
y se sometieron voltaje constante de 70V durante unas 3 horas en Tampon de
electroforesis MOPS 1X. Una vez migrado el gel, visualizamos las muestras
por radiacion UV para asegurarnos que la carga entre muestras estaba

igualada y no habia degradacion del RNA en ellas.
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Tampén MOPS 1X Geles de electroforesis-RNA
MOPS a pH 8.0 40 mM Agarosa 1,5% (p/v)
Acetato sodico 10 mM MOPS 1X
EDTA 1 mM Formaldehido 22M

Tampon de Carga 5X Tampon de Lisis para RNA
Formamida 65% (v/v) Tris a pH 7.4 2M
MOPS 1X EDTA 0,25 mM
Formaldehido 7% (v/v) SDS 10% (v/v)
Bromuro de etidio 20 pg/mL

5.7.2. Transferencia del RNA a membrana.

El RNA se transfiri6 a una membrana de nylon N-Hybond (GE
Healthcare) utilizando como Solucién de Transferencia SSC 10X. El gel, la
membrana y dos hojas de papel Whatman 3MM (Chromatography paper
3MM Chr. Whatman™) se enjuagaron en SSC 10X. En un recipiente con
Solucién de Transferencia SSC 10X y la ayuda de un soporte, se dispuso el
papel Whatman 3MM en forma de puente de manera que sus extremos
quedaran empapados con SSC 10X. Sobre el papel, se deposito el gel y sobre
este la membrana de nylon. Por ultimo, se depositd un nuevo papel Whatman
3MM empapado con SSC 10X. Todo se cubrié con papel absorbente y un
soporte pesado para favorecer la capilaridad. El gel se roded con trozos de
papel de plastico para favorecer la capilaridad sélo a través de la zona que
cubria el gel. La transferencia se realizé durante toda la noche y el RNA se
unié covalentemente a la membrana de nylon mediante irradiacion con UV

haciendo uso del entrecruzador GS Gene Linker™ UV Chamber (Bio-Rad).
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Solucion de Transferencia
SSC 10X
NaCl 0,9M

Citrato soédico 0,09 M

5.7.3. Obtencién y marcaje radiactivo de las sondas.

Para la obtencion de las sondas, se amplificaron los fragmentos de
DNA correspondientes a los genes de interés mediante PCR. Los fragmentos
de DNA se separaron mediante electroforesis, y la banda de DNA se aislo a
partir del gel purificandose con el sistema [llustra™ GFX™ PCR DNA Gel
Band Purification Kit (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Las sondas se guardaron a -20 °C hasta su utilizacién. Los
oligonucledtidos utilizados para la construccion de las sondas se describen en
la Tabla M.1. Una vez purificados los fragmentos de DNA, se procedid a su
marcaje radiactivo mediante el sistema Random Primers DNA Labeling
System (Invitrogen™) siguiendo las indicaciones del fabricante. Para marcar
las sondas radiactivamente se utilizé [a-**P]-dCTP o [0-P]-dCTP (3000

Ci/mmol, Amersham).

5.7.4. Hibridacion de las membranas con la sonda y cuantificacion de la
sefial.

Para evitar hibridaciones inespecificas, las membranas se incubaron
en una solucidon de pre-hibridacion (ULTRAHyb™, Ambion®) calentada
previamente a 65 °C, durante 30 min a 42 °C. Pasado este tiempo, a la
solucion con la membrana se afiadié la sonda radiactiva desnaturalizada, y se
incubo a 42 °C durante toda la noche en un soporte giratorio para asegurarse

que la solucion cubria toda la membrana. Posteriormente, eliminada la sonda
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radiactiva, las membranas se lavaron con dos soluciones, solucion I (SSC 2X,
0,1% SDS) durante 20 min a 65 °C y solucion II (SSC 0,2X, 0,1% SDS)
durante 10 min a 65 °C. Lavadas y secas, se cubrieron con plastico
transparente, se pegaron a un Hypercassette (GE Healthcare) y se expusieron
a una pantalla IP Phosphorimager (Fujifilm Imaging Plate, BAS-IP MS 2025)
durante el tiempo apropiado (desde horas a dias). El anélisis de la pantalla IP
para la cuantificacion de la radiactividad se realizd6 mediante un sistema de
autorradiografia Phosphorimager FLA3000 (Fujifilm). El andlisis de la

imagen se realiz6 con el programa Image Gauge 4.0 (Fujifilm).

5.8. Técnica de inmunodeteccion de proteinas o Western blot.
5.8.1. Obtencion de extractos proteicos.
5.8.1.1. Obtencion de extractos proteicos mediante NaOH.

Los extractos totales de proteinas para el analisis por Western se
obtuvieron partir de 5 mL de cultivo crecido hasta fase exponencial (DOgg
entre 0,8-1,0). Las células se recogieron por centrifugacion (3.000 rpm, 5
min) y una vez eliminado el sobrenadante, se lavaron con agua esteril, se
centrifugaron y el sedimento se resuspendi6 en 200 pL de NaOH 0,2 M. A
continuacién, las muestras se agitaron vigorosamente durante 3 segundos
dejandose 5 min a temperatura ambiente y recogiéndose por centrifugaron a
12.000 rpm durante 1 min. Eliminado el sobrenadante, el sedimento se
resuspendio en 100 pL. de Tampon de Carga 5X-SDS antes de ser calentado 5
min a 95 °C. Las muestras se centrifugaron a 3.000 rpm 10 min y el

sobrenadante resultante se congeld a -20 °C hasta ser utilizado.
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Tampon de Carga 5X-SDS

Tris-HC1 pH 6.8 60 mM
Glicerol 25% (v/v)
SDS 2% (v/v)

B —mercaptoetanol 14,4 mM
Azul de bromofenol 0,1% (p/v)

5.8.1.2. Obtencion de extractos proteicos por precipitacion con dacido
tricloroacético.

A partir de 5 mL de cultivo, se obtuvieron los extractos totales de
proteinas para el andlisis por Western de células crecidas hasta fase
exponencial recogidas por centrifugacion (3.000 rpm, 5 min). El sedimento se
lavé con 1 ml de 4cido tricloroacético (TCA) al 20%, se centrifugo (10.000
rpm, 1 min) y el sedimento resultante se resuspendio en 500 pL de TCA. Para
romper las células, se afiadi6 un volumen de perlas de vidrio y se agito
mediante Mini Bead-Beater a velocidad maxima durante 3 min a 4 °C. A
continuacion, las muestras se centrifugaron (3.000 rpm, 10 min) para separar
las perlas del sobrenadante lisado, el cual se transfirié a un nuevo tubo. Las
muestras se centrifugaron de nuevo (10.000 rpm, 1 min) para recoger un
sedimento sobre el cual se afiadieron 50 pL del Tampdn de Carga 2X-SDS y
Tampén Tris-HC1 1 M a pH 8 para aumentar el pH hasta conseguir que la
solucién se volviera de color azulado. En ultimo lugar, las muestras se
hervieron durante 5 min a 95 °C y se centrifugaron a 3.000 rpm 10 min. El

sobrenadante se guardd a -20 °C hasta su utilizacion.
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Tampon de Carga 2X-SDS
Tris-HCl pH 6.8 125 mM
Glicerol 15% (v/v)
SDS 2% (v/v)
B —mercaptoetanol 0,1 mM
EDTA 5 mM
Azul de bromofenol 0,1% (p/v)

5.8.2. Cuantificacion de proteina mediante el método de Bradford.

La determinacion de la concentracion de proteina total de cada
muestra se realizd por comparaciéon de intensidad colorimétrica con una
muestra conocida de BSA (seroalblimina bovina) con la que se realizo la recta
de calibrado. La concentracion de proteina se determind por el método de
Bradford utilizando el reactivo Dye Reagent (Bio-Rad) y mediante calculos

de regresion se determiné la concentracion de cada muestra.

5.8.3. Electroforesis y deteccion de proteinas.

Cantidades equivalentes (entre 10 y 20 pg) de proteina total se
separaron mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes en geles
de poliacrilamida (SDS-PAGE) utilizando el sistema de MiniProtean 3 (Bio-
Rad) en Tampoén de Electroforesis (SDS-PAGE 1X) y se sometieron a un
voltaje constante de 100V. Una vez separadas por electroforesis, se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Protan BA 85 Nitrocellulose,
Whatman) mediante electrotransferencia Transblot SD semi-dry transfer cell
(Bio-Rad) utilizando Tampén de Transferencia 1X. La transferencia se

realiz6 a voltaje constante de 100V durante 45 min en condiciones de
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refrigeracion. Una vez acabada la transferencia las membranas se incubaron
durante 5 minutos con la tincién rojo de Ponceau (Ponceau S Staining
Solution, Sigma) como control de proteina total cargada.

Las membranas se incubaron con una soluciéon preparada con el
agente bloqueante ECL Advance ™ blocking agent (GE Healthcare) en TBS-
T 1X para bloquear los sitios de uniéon no especificos durante 1 hora a
temperatura ambiente. Una vez bloqueadas, haciendo uso de la misma
solucion de bloqueo, se afiadido el anticuerpo primario y se incubd en
agitacion durante 2 horas a temperatura ambiente o toda la noche a 4 °C en
funcion del anticuerpo. Tras consecutivos lavados con TBS-T 1X, las
membranas se incubaron con el anticuerpo secundario, diluido en la soluciéon
de bloqueo, durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras diversos lavados en
TBS-T 1X, la detecciéon de proteinas se realizd con el sistema de
quimioluminiscencia Amersham™ ECL Advance Western blotting Detection
Kit (GE Healthcare) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La sefial
se detectd6 mediante dos sistemas: (1) Revelado de peliculas
autorradiograficas Amersham Hyperfilm ™ MP (GE Healthcare) expuestas a
diferentes tiempos en funcién de la intensidad de la sefial. La imagen se
adquiri6 mediante el revelador Curix 60 (Agfa). (2) Sistema Image Quant
LAS 4000mini biomolecular Imager (GE Healthcare) con el que se capto las
imagenes y se procesaron utilizando el programa ImageQuant TL 1D gel

analysis para el analisis de las mismas.

TBS-T 1X Solucién de Bloqueo (2-5%)
Tris-HCI pH 7,5 0,1M ECL Advance ™ blocking 2-5 g
NaCl 0,125 M TBS-T 1X 100mL
Tween-20 0,1% (v/v)
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Tampén de Transferencia SDS-PAGE Tampén de Electroforesis SDS-
10X PAGE 10X
Tris Base 25 mM Tris Base 25 mM
Glicina 192 mM Glicina 192 mM
Metanol 20% (v/v) SDS 0,1% (v/v)

5.8.4. Listado de anticuerpos.
Los anticuerpos utilizados para la deteccion de proteinas por Western

blot se describen en la tabla M.5.

Tabla M.5. Anticuerpos utilizados para la deteccion de proteinas por Western

blot.
ANTICUERPO PRIMARIO ANTICUERPO SECUNDARIO
Anti-Rnr2 policlonal de ratén Anti-concjo [gG Peroxidase linked
(Laboratorio de la Dra. J. Stubbe) GE Healthcare
1:100.000 1:10.000
Anti-Rnr4 policlonal de ratén Anti-concjo [gG Peroxidase linked
(Laboratorio de la Dra. J. Stubbe) GE Healthcare
1:100.000 1:10.000
Anti-Rad53-YCI19 Anti-cabra 1gG Peroxidase linked
(Santa Cruz Biotechnology) GE Hezlthcare
1:1000 1:30.000
Anti-c-myc monoclonal de ratdn Anti-concjo [gG Peroxidase linked
Roche GE Healthcare
1:2000 1:50.000
Anti-Smll Anti-concjo [gG Peroxidase linked
(Laboratorio de la Dra. J. Stubbe) GE Healthcare
1:100.000 1:10.000
Anti-Dunl Anti-concjo [gG Peroxidase linked
{Laboratorio del Dr. W.D. Heyer) GE Hezlthcare
1:1000 1:10.000
Anti-GFP Anti-raton [gG Peroxidase linked
Roche GE Healthcare
1:10.000 1:50.000
Anti-Fosfoglicerato quinasa-3 (Pgkl) Anti-ratin [gG Peroxidase linked
Invitrogen GE Healthcare
1:300 1:50.000
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5.9. Ensayos de actividad -galactosidasa en levadura.

Para estudiar la regulacion de la transcripcion de algunos genes bajo
diferentes condiciones de crecimiento, los experimentos se realizaron con
células crecidas en medio SC (o SC sin alguno/s de los requerimientos)
durante toda la noche y reinoculadas al dia siguiente en SC bajo diferentes
condiciones de crecimiento durante 6 horas. Las células de levadura utilizadas
para el ensayo se transformaron con plasmidos (Tabla M.2) que contenian el
promotor del gen de interés fusionado al gen LacZ, que codifica la enzima B-
galactosidasa, la cual hidroliza un compuesto analogo a la lactosa (ortho-
Nitrofenil-B-D-galactopiranosido, ONPG) dando lugar a un producto
coloreado, orto-nitrofenol, que se puede medir por espectrofotometria a 420
nm. Un volumen de células equivalente a una DOgy de 1,0 se recogié por
centrifugacion y se resuspendié en 1 mL de Tampén Z. A continuacion, 700
pL de esta suspension se transfirieron a un nuevo tubo donde se afiadieron 50
pL de cloroformo y 50 pL de SDS 0,1%. Las células se agitaron
vigorosamente durante 10 segundos. Para empezar el ensayo, a partir del
tiempo inicial, se afiadi6 a cada tubo 200 pL de ONPG (4 mg/mL), se
incubaron a 30 °C en agitacion hasta que la soluciéon adquirié6 un color
amarillento (entre 2 y 30 min dependiendo de la muestra). Una vez el color
amarillo aparecio, la reaccion se par6 afiadiendo 350 pL de Na,CO; 2 M y
agitando vigorosamente. A continuacion, las muestras se centrifugaron
durante 1 min y se midid la absorbancia a 420 nm del sobrenadante y a 600
nm a partir de diluciones 1:10 de las células. La actividad p-galactosidasa se
expresod en Unidades Miller, tipo de unidad arbitraria en que una unidad de -
galactosidasa es la cantidad de enzima capaz de hidrolizar 1 nmol de ONPG

por minuto a 30 °C a pH 7.
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Unidades Miller = A40*10*1000 / Agro*10* Vol. células (mL)* tiempo de

ensayo (min)

Tampon Z

Na,HPO, 60 mM
NaH,PO, 40 mM
KCl 10 mM
MgSO, 1 mM

B — mercaptoetanol 50 mM

5.10. Ensayo de triple hibrido en levadura.

La interaccion RNA-proteina en levadura se estudié mediante la
técnica del triple hibrido tal y como se describe en SenGupta et al. (1996).
Para ello se reutilizo la cepa de levadura L40 coat (Tabla M.3) transformada
con los plasmidos correspondientes que se muestran en la Tabla M.2. Las
c¢lulas fueron sembradas en placas de SC-leu-ura (+His) y SC-leu-ura-his (—
His) con concentraciones crecientes de aminotriazol (AT) utilizando la

estrategia del ensayo de gotas.

5.11. Cuantificacion de niveles de trifosfato de desoxiadenosina (dATP) y
trifosfato de desoxicitidina (dCTP).

Se recogieron aproximadamente 2x10® células por centrifugacion
(4.000 g, 10 min) y se lavaron con 1,5 mL de agua MilliQ. Tras centrifugarse
de nuevo (4.000 g, 5 min), el sedimento se resuspendié en metanol al 60%
(v/v), afladiendo también un volumen de perlas de vidrio para llevar a cabo la
rotura de las células mediante agitacion vigorosa. El sedimento se separd por
centrifugacion a 10.000 rpm durante 1 min a 4 °C y el sobrenadante se

trasvasé a un nuevo tubo que se centrifug6 a 21.000 rpm durante 1 minuto a 4
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°C para separar el extracto de los restos celulares. El sobrenadante resultado
de esta centrifugacion se mantuvo durante 2 horas a -20 °C. Transcurrido este
tiempo, los extractos se hirvieron durante 3 min a 100 °C y se centrifugaron a
12.000 rpm a 4 °C. Sin eliminar el sobrenadante, las muestras se secaron
completamente en una Speed-Vac. El sedimento resultante se resuspendi6 en
40 uL de agua y las muestras se guardaron a -20 °C hasta ser utilizadas. Los
niveles de dATP y dCTP se determinaron mediante un ensayo enzimatico tal
y como se describe en Mathews y Wheeler (2009). La incorporacién de dATP
y dCTP en secuencias especificas de oligonucledtidos caracterizadas por la
presencia de extremos poly(AAAT) y poly(AAAG) se realizé con la enzima
DNA Polymerase I Large Fragment (Klenow, Promega) y se determind en
presencia de exceso de dTTP marcado radiactivamente con [PH]dTTP (30

Ci/mmol, 1 nCi/ul, GE Healthcare).
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Localizacién subcelular de la subunidad pequefia R2 de la enzima

ribonucledtido reductasa en respuesta a la deficiencia de hierro.

La levadura S. cerevisiae regula la actividad RNR mediante
diferentes mecanismos, siendo uno de ellos el control de la localizacion
subcelular de la subunidad pequefia R2. En condiciones normales, la
subunidad catalitica R1, formada por un homodimero de proteinas Rnrl, se
localiza en el citoplasma de la célula, mientras que la subunidad pequefa R2,
formada por dos proteinas, Rnr2 y Rnr4, se localiza principalmente en el
nucleo (Yao et al., 2003). En cambio, durante la fase S del ciclo celular en la
que el DNA es replicado, o como mecanismo de respuesta ante un estrés
genotoxico, esta levadura regula la actividad RNR mediante el cambio de
localizacion de la subunidad pequefia R2, que se redistribuye del nucleo al
citoplasma formando un complejo activo con la subunidad catalitica R1
(Yao et al., 2003). De esta forma, la célula potencia la actividad de la enzima
y proporciona los niveles de dNTPs necesarios para asegurar la progresion
del ciclo celular o la reparacion de dafios en el DNA.

A pesar de que el hierro es esencial en la actividad enzimatica de la
RNR se sabe muy poco acerca de los mecanismos que controlan esta enzima
en condiciones de deficiencia de hierro. Dado que uno de los mecanismos
mas importantes en la regulaciéon de la RNR consiste en la distribucion
nucleo-citoplasma de la subunidad pequefia R2 decidimos investigar si
cambios en la biodisponibilidad de hierro afectaban a la distribucién

subcelular de la subunidad pequefia R2 de RNR.
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1.1.Localizacion subcelular de Rnr2-GFP y Rnr4-GFP en condiciones
de deficiencia de hierro.

Para determinar la localizacion subcelular de las proteinas Rnr2 y
Rnr4 en condiciones de deficiencia de hierro, se obtuvieron dos cepas de
levadura que se caracterizan por tener etiquetada la proteina Rnr2 o Rnr4
especificamente con GFP en su extremo carboxilo terminal (ver materiales y
métodos, Tabla M.3., apartado 5.3., y 5.4). Cultivos de estas células se
incubaron en agitacion durante 6 horas hasta fase exponencial de
crecimiento en condiciones de suficiencia de hierro (medio SC, Fe) y
condiciones de deficiencia de hierro inducida por la adicioén al medio SC del
quelante especifico de Fe™> impermeable a la membrana plasmatica sulfato
de bazofenantrolina (BPS) a una concentraciéon final de 100 pM (medio
SC+100 puM BPS, -Fe). Para la tinciéon y la observacion del nucleo, se
incub6 1 mL de células en DAPI a una concentracion de 0,25 mg/L durante
1 hora en agitacién a 190 rpm y 30 °C protegiendo las muestras de la luz.
Las células se observaron al microscopio de fluorescencia. Como muestra el
panel A de la Figura R.1.1., ambas proteinas Rnr2-GFP y Rnr4-GFP se
localizan principalmente en el ntcleo de la célula en condiciones de
suficiencia de hierro (Fe). En cambio, cuando el crecimiento tiene lugar en
condiciones de deficiencia de hierro (-Fe) se produce un cambio de
localizacion tanto de la subunidad Rnr2-GFP como de la subunidad Rnr4-
GFP del nucleo al citoplasma de la célula (Figura R.1.1., panel A). Para
obtener un analisis cuantitativo de estos resultados se hizo un recuento de las
células en funcion de la localizacion subcelular de las subunidades Rnr2-
GFP y Rnr4-GFP. Para ello, previamente, se establecié un criterio de
clasificacion tal y como muestra el panel B de la Figura R.1.1. Se defini6

localizacion nuclear (N) cuando las células presentaban sefial principalmente
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nuclear; localizaciéon citosolica (C) cuando la sefial se localizaba
principalmente en el citoplasma de la célula, y localizacion nucleo-
citoplasma (N/C) definida como la presencia de sefial de forma difusa tanto
en el nicleo como en el citoplasma de la célula. El andlisis cuantitativo en
funcion de su localizacion subcelular se realizé contando un minimo de 200
células por experimento en al menos 3 experimentos realizados de forma
independiente. Siguiendo estos criterios observamos que en condiciones de
suficiencia de hierro (Fe) la subunidad Rnr2-GFP se localiza
predominantemente en el nucleo de la célula (Figura R.1.1., panel C, Fe:
63% N+N/C). Resultados similares se obtuvieron en Ila localizacion
subcelular de la proteina Rnr4-GFP (Figura R.1.1., panel D, Fe: 66%
N-+N/C). En cambio, cuando las células crecen en condiciones de deficiencia
de hierro (-Fe), ambas subunidades Rnr2-GFP y Rnr4-GFP se localizan
principalmente en el citoplasma de la célula (Figura R.1.1., panel C, -Fe:
91% C y panel D, -Fe : 93% C). Con estos resultados podemos concluir que
las células de S. cerevisiae utilizan el cambio de localizacién subcelular de
las subunidades Rnr2 y Rnr4 de la enzima RNR como mecanismo de

respuesta a la deficiencia de hierro inducida por el quelante BPS.
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Figura R.1.1. Las proteinas Rnr2-GFP y Rnr4-GFP se redistribuyen del niicleo al
citoplasma en condiciones de deficiencia de hierro. (A) Localizacion de las proteinas Rnr2-
GFP y Rnr4-GFP en una cepa silvestre (SPY364 y SPY322, respectivamente) crecida durante
6 horas hasta fase exponencial en medio sintético completo bajo condiciones de suficiencia
(SC, Fe) o deficiencia de hierro (medio SC+100 uM de BPS, -Fe). EI DNA fue tefiido durante
1 hora con DAPI a una concentracion final de 0,25 mg/L. Se muestra también la
superposicion entre la sefial GFP y DAPI (Superposicion). (B) Criterios para la clasificacion
de la localizacion subcelular de la proteinas Rnr2-GFP y Rnr4-GFP (C y D). Cuantificacion
de la localizacion de Rnr2-GFP (C) y Rnr4-GFP (D) en células de las cepas SPY364 y
SPY322 crecidas en las mimas condiciones que se indican en el panel A. Las células se
clasificaron en funcién de la localizacion de sefial GFP para Rnr4 y Rnr2 en el nicleo (N,
barras negras), nucleo-citoplasma (N/C, barras grises) y citoplasma (C, barras blancas). (E y
F). Cuantificacion de la localizacion subcelular de Rnr2-GFP y Rnr4-GFP de células de las
cepas SPY364 y SPY322 crecidas durante 6 horas hasta fase exponencial en medio sintético
completo (SC) adicionado con Ferrocina (E) o DIP (F) a una concentracion final de 1 mM y
250 uM, respectivamente. En todos los casos se contaron entre 200 y 500 células en cada uno
de los tres experimentos independientes realizados. Se representé el % de células totales y la

desviacion estandar.

Para averiguar si el cambio de localizacion del nucleo al citoplasma
de las proteinas Rnr2-GFP y Rnr4-GFP cuando el BPS es afiadido al medio
se debia a una deficiencia de hierro en el medio o, por el contrario, era
consecuencia de un efecto provocado por otras propiedades del BPS,
decidimos estudiar la localizaciéon subcelular de las proteinas Rnr2-GFP y
Rnr4-GFP haciendo uso de otros dos quelantes de hierro (Fe*"): Ferrocina,
quelante impermeable a la membrana plasmatica a una concentracién final
de 1 mM; y DIP, quelante permeable a la membrana plasmatica a una
concentracion final de 250 pM. Cuando las células de las cepas Rnr2-GFP y
Rnr4-GFP se crecieron durante 6 horas en un medio deficiente en hierro

obtenido bien por la adicion de Ferrocina o de DIP (Figura R.1.1., panel E y
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F), tanto Rnr2-GFP como Rnr4-GFP relocalizaron del nucleo al citoplasma.
En el caso de la adicion de Ferrocina, tan solo un 30% de las células para
Rnr2-GFP y un 20% de las células para Rnr4-GFP presentan sefial nuclear
(N) o nucleo-citoplasma (N/C), mientras que un 70% y un 80% de las
células presentan sefial citoplasmatica para Rnr2-GFP y Rnr4-GFP,
respectivamente (Figura R.1.1., panel E). Haciendo uso del quelante de
hierro DIP, en el caso de Rnr2-GFP un 25% de las células presenta
localizacion nuclear o nticleo-citoplasma, mientras que un 75% presenta
localizacion citoplasmatica. En cambio, Rnr4-GFP solo relocaliza del nucleo
al citoplasma en un 55% de las células manteniéndose en el nticleo (N+N/C)
en un 45% de las células (Figura R.1.1., panel F). A partir de estos resultados
podemos concluir que la deficiencia de hierro, causada por la adicion de
quelantes de hierro como el BPS, la Ferrocina o el DIP induce la salida de la
subunidad pequeiia R2 de RNR del nticleo al citoplasma de la levadura S.

cerevisiae.

1.2. Estudio cinético de la relocalizacion nitcleo-citoplasma de las
proteinas Rnr2-GFP y Rnr4-GFP en condiciones de deficiencia de
hierro.

Aunque pasadas 6 horas la subunidad pequefia R2 de RNR se localiza
predominantemente en el citoplasma, se decidi6 realizar un estudio cinético
para determinar el nimero minimo de horas que la célula necesita para
inducir la relocalizacion de las proteinas Rnr2-GFP y Rnr4-GFP del nucleo
al citoplasma en nuestras condiciones de deficiencia de hierro. Para ello,
células de las cepas Rnr2-GFP y Rnr4-GFP se crecieron en condiciones de
suficiencia de hierro (SC, Fe) durante 4 horas hasta fase exponencial (Ty). A

continuacion, se afiadié BPS a una concentracion final 100 M y se tomaron
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muestras del cultivo cada 60 min durante 6 horas (T, T, T3, T4, Ts y Ts).
Los resultados se cuantificaron numéricamente utilizando el mismo criterio
de clasificacion para la localizaciéon subcelular que se muestra en el panel B
de la Figura R.1.1. La relocalizacion de la subunidad pequefia R2 del ntcleo
al citoplasma en respuesta a la deficiencia de hierro se incrementa con el
tiempo (del Toa T¢ panel A y B de la Figura R.1.2.), y requiere al menos 6
horas para que el 80% de las células redistribuyan la subunidad pequeiia R2
del ntcleo al citoplasma. Pasado este tiempo solo en el 10% de las células la
subunidad pequefia R2 presenta localizacion nuclear. Tiempos més largos no
incrementan la relocalizacién nucleo-citoplasma de Rnr2-GFP y Rnr4-GFP

(datos no mostrados).
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Figura R.1.2. Cinética de la relocalizacién de Rnr2-GFP y Rnr4-GFP en condiciones de
deficiencia de hierro. Cuantificacion de la localizacion de Rnr2-GFP (A) y Rnr4-GFP (B) en
las cepas SPY364 y SPY322 respectivamente. Se contaron entre 200 y 500 células en cada
uno de los tres experimentos independientes y se clasificaron en funcion de la localizacion
subcelular de Rnr4-GFP y Rnr2-GFP en el ntcleo (N), niicleo-citoplasma (N/C) y citoplasma

(C). Se represento el % de células totales y la desviacion estandar.
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1.3. Funcionalidad de las proteinas Rnr2-GFP y Rnr4-GFP.

Los resultados de localizacién subcelular con las proteinas Rnr2 y
Rnr4 etiquetadas con GFP muestran que, bajo condiciones de deficiencia de
hierro, la levadura S. cerevisiae induce la relocalizacion de la subunidad
pequefia R2 del nucleo al citoplasma tal y como ocurre en respuesta a un
estrés genotoxico producido por la adiciéon de HU o del agente alquilante
MMS. Las cepas con Rnr2 y Rnr4 etiquetadas con GFP crecen del mismo
modo que la cepa silvestre BY4741 en placas de medio rico YPD con
concentraciones crecientes de BPS o con MMS al 0,04% (Figura R.1.3.,
panel A y B). Sin embargo, las cepas con Rnr2 y Rnr4 etiquetadas con GFP
presentan problemas de crecimiento en presencia de 10 mM de HU, y no
crecen a concentraciones mas altas (35 mM de HU), condiciones en las que
la cepa silvestre no presenta problemas de crecimiento (Figura R.1.3., panel
B). Estos resultados indican que aunque las cepas Rnr2-GFP y Rnr4-GFP no
presentan defectos de crecimiento en placa bajo las condiciones ensayadas
de deficiencia de hierro o estrés genotoxico inducido con MMS, la ausencia
de crecimiento de estas cepas en presencia de HU sugiere que la etiqueta

GFP afecta a la funcionalidad de la enzima.
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YPD 50uMBPS  75uMBPS 100 uM BPS

YPD 0,04% MMS 10 mM HU 35 mM HU

Figura R.1.3. La etiqueta GFP afecta a la funcionalidad de las proteinas Rnr2 y Rnr4 en
presencia de HU. Las cepas Rnr2-GFP (SPY364), Rnr4-GFP (SPY322) y silvestre BY4741
(SPY 17, WT) se crecieron hasta fase exponencial en medio liquido YPD y diluciones seriadas
de los cultivos se sembraron en medio sélido YPD con o sin BPS (panel A), HU y MMS
(panel B) a las concentraciones indicadas. Las placas se incubaron durante tres dias a 30 °C y

se fotografiaron.

1.4. Localizacion subcelular de Rnr2 y Rnr4 en condiciones de
deficiencia de hierro.

Con el objetivo de estudiar si el cambio de localizacion de la
subunidad pequeiia R2 en respuesta a la deficiencia de hierro no era un
efecto secundario de la etiqueta GFP, decidimos determinar la localizacién
subcelular de las proteinas Rnr2 y Rnr4 por inmunofluorescencia indirecta
(IMF) en condiciones de suficiencia y deficiencia de hierro. Cultivos de
células de la cepa silvestre BY4741 se incubaron en agitacion durante 6
horas hasta fase exponencial de crecimiento en condiciones de suficiencia de
hierro (medio SC, Fe) y condiciones de deficiencia de hierro (medio SC+100

uM BPS, -Fe). Se recogié 1 mL de células que se procesaron para visualizar
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la localizacion subcelular de las proteinas Rnr2 y Rnr4 por IMF. Para ello se
utilizaron anticuerpos especificos contra dichas proteinas siguiendo las
condiciones que se indican en la Tabla M.4., (ver apartado 5.6.1 de
materiales y métodos). Para la tincion y la observacion del nucleo las
muestras se incubaron, protegidas de la luz, durante 2 min con 2 pL a 0,1
mg/mL de DAPI. Las células se observaron al microscopio y se
fotografiaron. El analisis cuantitativo en funcién de su localizacion
subcelular se realiz6 contando un minimo de 200 células por experimento en
al menos 3 experimentos realizados de forma independiente. Tal y como se
ha descrito anteriormente, las proteinas Rnr2 y Rnr4 se localizan
predominantemente en el nucleo de la célula en condiciones de suficiencia
hierro (Figura R.1.4., panel A y B, Fe). En cambio, cuando el crecimiento
tiene lugar en condiciones de deficiencia de hierro la subunidad pequefia R2
relocaliza del nucleo al citoplasma (Figura R.1.4., panel A y B, -Fe) al igual
que ocurria con las proteinas Rnr2 y Rnr4 etiquetadas con GFP (Figura
R.1.1, panel A, -Fe). Para obtener un andlisis cuantitativo de estos resultados
se utilizé el mismo criterio de clasificacion de localizacién subcelular que se
muestra en el panel B de la Figura R.1.1. Siguiendo estos criterios
observamos que bajo condiciones de suficiencia de hierro mas del 80% de
las células presentan sefial nuclear tanto para Rnr2 como para Rnr4 (Figura
R.1.4., panel C y D, Fe). En cambio, cuando las células crecen en
condiciones de deficiencia de hierro la seflal es principalmente
citoplasmatica en un 60-80% de las células, mientras que sélo un 10%
presentan sefial nuclear (Figura R.1.4., panel C y D, -Fe). Estos resultados
demuestran que, al igual que ocurre en respuesta a dafios en el DNA, S.

cerevisiae induce la relocalizacion del ntcleo al citoplasma de la subunidad
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pequeia R2 de la enzima RNR cuando se afiade el quelante de hierro BPS al

medio de crecimiento.
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Figura R.14. Rnr2 y Rnr4 relocalizan del nicleo al citoplasma en respuesta a la
deficiencia de hierro. ( A y B) La cepa silvestre BY4741 (SPY17, WT) fue crecida durante 6
horas en medio SC (Fe) o SC con 100 uM de BPS (-Fe). El DNA fue tefiido durante 2
minutos con DAPI a una concentracion final de 1 mg/mL y la localizacién subcelular de Rnr2
y Rnr4 se determiné por IMF usando anticuerpos anti-Rnr2 (panel A) y anti-Rnr4 (panel B),
respectivamente. Se muestra también la superposicién entre la sefial del DAPI y de la IMF
(Superposicién). (C y D) Cuantificacion de la localizacién subcelular de Rnr2 (panel C) y
Rnr4 (panel D) en células crecidas en las mismas condiciones que se indican en el panel A y
B. Las células se clasificaron en funcién de la localizacién subcelular de sefial de IMF para
Rnr4 y Rnr2 en nicleo (N, barras negras), nicleo-citoplasma (N/C, barras grises) y
citoplasma (C, barras blancas). En todos los casos se contaron entre 200 y 500 células en cada
uno de los tres experimentos independientes realizados y se representd el % de células totales

y la desviacién estdndar.
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1.5. Localizacion subcelular de las proteinas Rnr2 y Rnr4 en la cepa
fet3AfetdA.

Para averiguar si la distribucion subcelular de las proteinas Rnr2 y
Rnr4 desde el nucleo al citoplasma en respuesta a la adicién de quelantes de
hierro es una consecuencia especifica provocada por el déficit de hierro en el
medio, decidimos estudiar la localizacion subcelular de la subunidad
pequeiia R2 en condiciones de deficiencia de hierro inducida de forma
genética. En condiciones de escasez de hierro, S. cerevisiae induce la
transcripcion dependiente de Aftl y Aft2 de varios genes responsables del
mecanismo reductivo de adquision de hierro de alta afinidad desde el medio
extracelular, entre ellos FET3 y FTRI. El gen FET3 codifica una
metaloreductasa responsable de reoxidar en condiciones aerobias el Fe™ a
Fe " dentro del mecanismo de transporte de hierro de alta afinidad mediado
por el complejo Ftrl/Fet3. En cambio, en condiciones anaerobias y de
suficiencia de hierro, S. cerevisiae expresa el transportador de hierro de baja
afinidad Fet4. De esta forma, cepas mutantes para los genes FET3 y FET4
presentan problemas en la adquisiéon de hierro desde el medio extracelular.
Con el objetivo de estudiar si defectos en la adquisicion de hierro afectan a
la localizacién subcelular de la subunidad pequena R2 de la RNR,
construimos una cepa fet3Afet44 deficiente en los mecanismos de
adquisicion de hierro de alta y baja afinidad. En condiciones de suficiencia
de hierro, la cepa silvestre BY4741 presenta un patrén de localizacion
nuclear para Rnr2 y Rnr4 (Figura R.1.4., panel C y D, Fe), mientras que en
estas condiciones de crecimiento la subunidad pequefia R2 ya se encuentra
localizada mayoritariamente en el citoplasma en un mutante fet3Afet44
(Figura R.1.5., Fe: 80% C). En cambio, cuando se afiade un exceso de hierro

al medio (+Fe, SC+300 pM de sulfato amoénico ferroso, FAS), la cepa
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fet3Afet44 presenta localizacion principalmente nuclear para la subunidad
pequeiia R2 (Figura R.1.5., +Fe). Este resultado indica que el defecto en la
adquisicion de hierro de la cepa fet3Afet44 provoca la salida de Rnr2 y Rnr4
del nucleo al citoplasma de la célula. Con estos datos podemos concluir que
la levadura S. cerevisiae induce, en respuesta a la deficiencia de hierro, la
relocalizacion del nucleo al citoplasma de la subunidad pequeiia R2 de la
RNR. El cambio de localizacion subcelular se produce tanto en respuesta a
una deficiencia de hierro nutricional, creada por el uso de quelantes
especificos de hierro que secuestran el metal disminuyendo su
disponibilidad, como en respuesta a una deficiencia de hierro genética creada
con el uso de mutantes que presentan reducida su capacidad de adquisicion

de hierro desde el medio extracelular.
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Figura R.1.5. La deficiencia genética provocada por la disrupcion de los genes FET3 y
FET4 causa la relocalizacion de Rnr2 y Rnr4 del nicleo al citoplasma. (A y B)
Cuantificacion de la localizacion subcelular de Rnr2 (panel A) y Rnr4 (panel B) en mutantes
fet3Afet44 (SPY386) crecidos durante 6 horas en medio SC (Fe) o SC con FAS a una
concentracion final de 300 uM (+Fe). Las células son procesadas y los resultados son
representados tal y como se indica en la Figura R.1.4. Las células se clasificaron en funcion
de la localizacion subcelular de sefial de IMF para Rnr4 y Rnr2 en nucleo (N, barras negras),
nucleo-citoplasma (N/C, barras grises) y citoplasma (C, barras blancas). En todos los casos se
contaron entre 200 y 500 células en cada uno de los tres experimentos independientes

realizados y, se representod el % de células totales y la desviacion estandar.

105



Resultados Cap[hz/o 7

1.6. Determinacion de los niveles de desoxirribonucleétidos en
condiciones de deficiencia de hierro.

En S. cerevisiae, multiples vias metabdlicas que dependen de hierro
como cofactor esencial, tales como la respiracion, la sintesis de algunos
aminoacidos y lipidos o la sintesis de grupos hemo, ven disminuida su
actividad en condiciones de limitacion de hierro (Ihrig et al., 2010; Puig et
al., 2008: Puig et al., 2005; Shakoury-Elizeh et al., 2004). Dado que la
enzima RNR requiere de un cofactor di-Fe para la catélisis enzimatica, se
estudio si, ademas de la distribucion celular de la subunidad pequefia R2, la
funcion RNR también estd regulada bajo diferentes condiciones de
biodisponibilidad de hierro. Para este proposito, células de la cepa silvestre
BY4741 se crecieron durante 7 horas hasta fase exponencial de crecimiento
bajo condiciones de suficiencia de hierro (medio SC, Fe) y de deficiencia de
hierro (medio SC+100 pM BPS, -Fe). A continuacion, se obtuvo un extracto
de dNTPs de aproximadamente 2x10°® células (tal y como se describe en el
punto 5.11 del apartado materiales y métodos) y, mediante un ensayo
enzimatico, se determinaron las concentraciones intracelulares de trifosfato
de desoxiadenosina (dATP) y trifosfato de desoxicitidina (dCTP) (Mathews
y Wheeler 2009). Sorprendentemente, observamos que después de 7 horas
de crecimiento en condiciones de deficiencia de hierro (Figura R.1.6., WT, -
Fe) los niveles intracelulares de dATP y dCTP no solo no disminuyen sino
que muestran un aumento de 2 veces respecto de los niveles de dATP y
dCTP en células crecidas en condiciones de suficiencia de hierro (Figura
R.1.6., WT, Fe).

Con el fin de asegurarnos de si el aumento observado en los niveles
de dATP y dCTP es debido a la deficiencia de hierro en el medio y no, a un

efecto secundario del quelante BPS, se utiliz6 la cepa mutante fet3Afet44
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con el fin de disminuir la adquisiciéon de hierro y promover su limitacion
intracelular. De esta forma, se creci6 la cepa mutante fer3A4fet44 bajo
condiciones de suficiencia de hierro (medio SC, Fe) en las cuales, como se
ha mostrado anteriormente, la subunidad pequefia R2 se localiza en el
citoplasma de la célula (Figura R.1.5., Fe) y, una vez obtenidos los extractos
de dNTPs, se midieron los niveles mediante el mismo ensayo enzimatico
utilizado con la cepa silvestre (Figura R.1.6., WT, Mathews y Wheeler
2009). Como se muestra en la Figura R.1.6., en condiciones de suficiencia de
hierro la cepa fet3A4fet44 muestra un aumento de los niveles de dATP y
dCTP en comparacion con la cepa silvestre bajo estas mismas condiciones
de crecimiento. Con estos resultados podemos concluir que en nuestras
condiciones de deficiencia de hierro (tanto nutricional como genética), a
pesar de la menor disponibilidad de hierro para la célula, los niveles de

dATP y dCTP aumentan 2 veces.
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Figura R.1.6. En la levadura S. cerevisiae los niveles de dATP y de dCTP aumentan en
respuesta a deficiencia nutricional y genética de hierro. Cultivos de células de la cepa
silvestre BY4741 (SPY17, WT) y de la cepa mutante fet3Afet44 (SPY386) se crecieron
durante 7 horas en medio SC (Fe) y SC con 100 uM de BPS (-Fe). Los niveles de dATP
(barras representadas en gris ocuro) y dCTP (barras representadas en gris claro) fueron
determinados mediante un ensayo enzimatico (Mathews y Wheeler et al 2009). Los valores
relativos de dATP y dCTP se representan respecto a los de la cepa silvestre crecida bajo
condiciones de suficiencia de hierro. El promedio y la desviacion estandar representan los

valores obtenidos de al menos 3 experimentos realizados de forma independiente.
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Estudio del papel de las quinasas Mecl y Rad53 en la relocalizacién
subcelular de la subunidad pequefia R2 en condiciones de deficiencia de

hierro.

Como se ha descrito en el capitulo anterior, en respuesta a la
deficiencia de hierro, la subunidad pequefia R2 de RNR cambia su
localizacion subcelular del nucleo al citoplasma. Dado que el checkpoint de
integridad del DNA Mecl-Rad53-Dunl es responsable de activar el
mecanismo de respuesta de salida de la subunidad pequefia R2 del nucleo al
citoplasma en respuesta al estrés genotoéxico (Yao et al., 2003), decidimos
estudiar si el cambio de localizacion de la subunidad pequefia R2 en
condiciones de déficit de hierro dependia de la ruta de quinasas Mecl-

Rad53-Dunl.

2.1. Estado de fosforilacion de las quinasas Rad53 y Dunl en
condiciones de deficiencia de hierro.

Como se ha descrito anteriormente, condiciones que requieren un
incremento en los niveles de dNTPs inducen la actividad RNR. En S.
cerevisiae en respuesta a un estrés genotoxico que requiere un aumento en
los niveles de dNTPs como el inducido por la HU o el MMS, se produce la
activacion del checkpoint de respuesta a dafios en el DNA formado por la
ruta de quinasas Mecl, Rad53 y Dunl (Harper y Elledge, 2007). Para
averiguar si la ruta de quinasas Mecl-Rad53-Dunl se activa en respuesta a
la deficiencia de hierro, se estudio el estado de fosforilacion de las quinasas
Rad53 y Dunl en estas condiciones. Para ello, células de la cepa silvestre
BY4741 y de la cepa Dunl-MYC13 se incubaron en agitacion durante 6

horas hasta fase exponencial de crecimiento en condiciones de suficiencia de
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hierro (medio SC, Fe), condiciones de deficiencia de hierro (medio SC+100
uM BPS, -Fe) y condiciones de estrés genotoxico inducido por HU (medio
SC+0,2 M de HU) y MMS (medio SC+0,04% de MMS). Ambos agentes
genotoxicos, HU y MMS, se afadieron a los medios de cultivo pasadas
cuatro horas de crecimiento en condiciones de suficiencia de hierro y se
incubaron en agitacion durante dos horas. Ademads, se crecieron células
fet3Afet44 en condiciones de suficiencia de hierro (medio SC, Fe). A
continuacion, se obtuvieron los extractos totales de proteinas a partir de 5
mL de estos cultivos. Cantidades equivalentes de proteinas se separaron
mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes en geles de
poliacrilamida para ser analizadas por Western blot (ver materiales y
métodos apartado 5.8.). La inmunodeteccion de proteinas se llevo a cabo
mediante anticuerpos especificos siguiendo las condiciones que se indican en
la Tabla M.5. Como se ha descrito previamente, la activacion del checkpoint
de integridad del DNA controlado por la ruta de quinasas Mecl-Rad53-
Dunl en respuesta al estrés genotdxico, causado por HU o MMS, provoca la
fosforilacion de las quinasas Rad53 y Dunl que se evidencia por un retraso
en la movilidad electroforética de ambas proteinas (Figura R.2.1., Sanchez et
al., 1996; Chen et al., 2007). En cambio, este retraso en la migracioén
electroforética no se observa bajo condiciones de deficiencia de hierro tanto
nutricional, (Figura R.2.1., cepa silvestre BY4741 y cepa Dunl-MYCI3 en
medio SC+100 uM BPS, -Fe) como genética (Figura R.2.1., cepa fet3Afet44
crecida en medio SC). Destacar que estas condiciones de deficiencia de
hierro promueven el cambio de localizaciéon subcelular del nucleo al
citoplasma de la subunidad pequefia R2 de RNR. Con estos resultados,

podemos concluir que las quinasas Rad53 y Dunl no se activan por
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fosforilacion en respuesta a la deficiencia de hierro, como ocurre en

respuesta a un estrés genotoxico.
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Figura R.2.1. Las quinasas Rad53 y Dunl no se fosforilan en condiciones de
deficiencia de hierro. Determinacion del estado de fosforilacion de la quinasa Rad53
(panel A) y Dunl (panel B). La cepa silvestre BY4741 (panel A, SPY17) y la cepa Dunl-
MYC13 (panel B, SPY379) se crecieron en medio SC (Fe), SC con 100 uM de BPS (-Fe)
durante 6 horas; medio SC con 0,04% de MMS (MMS) y medio SC con 0,2 M de HU
(HU) afiadidos al medio durante las dos tltimas horas de crecimiento. La cepa fet3Afet44
se crecio durante 6 horas en condiciones de suficiencia de hierro (medio SC, Fe). Los
extractos totales de proteinas obtenidos mediante extraccion alcalina, se analizaron por
Western blot utilizando el anticuerpo anti-Rad53 (panel A) y anti-c-Myc (panel B). La
tincion con Ponceau S (panel A) y los niveles de proteina Pgkl (panel B) se utilizaron

como control de carga.
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Como se describe en el apartado 1.3 del capitulo anterior, ensayos de
crecimiento en placa muestran que la etiqueta GFP afecta a la funcionalidad
de las proteinas Rnr2 y Rnr4 en presencia de HU. Sin embargo, bajo las
condiciones de deficiencia de hierro ensayadas, las cepas Rnr2-GFP y Rnr4-
GFP no presentan defectos de crecimiento. Tal y como muestra la Figura
R.2.2., en condiciones de estrés genotdxico la quinasa Rad53 presenta un
retraso en su movilidad electroforética que no se observa bajo condiciones
de deficiencia de hierro para la cepa silvestres BY4741 y Rnr4-GFP. Sin
embargo, condiciones de deficiencia de hierro (medio SC+100 uM BPS, -
Fe) provocan un retraso en la movilidad electroforética de la quinasa Rad53
en la cepa Rnr2-GFP al igual que ocurre en respuesta a un estrés genotdxico
(Figura R.2.2., Rnr2-GFP, -Fe). La ausencia de crecimiento de las cepas
etiquetadas con GFP en presencia de HU (Figura R.1.3., panel B) y el retraso
en la movilidad electroforética de la quinasa Rad53 en la cepa Rnr2-GFP en
condiciones de deficiencia de hierro (Figura R.2.2.) indican que la etiqueta
GFP afecta negativamente a la funcionalidad de la subunidad pequefia R2 de
RNR induciendo, posiblemente, la activacion del checkpoint controlado por

las quinasas Mecl y Rad53.
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Figura R.2.2. Estado de fosforilacion de la quinasa RadS3 en condiciones de deficiencia
de hierro en la cepa Rnr2-GFP. Determinacion del estado de fosforilacion de la quinasa
Rad53. La cepa silvestre BY4741 (SPY17, WT), la cepa SPY363 (Rnr4-GFP) y la cepa
SPY322 (Rnr2-GFP) se crecieron en medio SC (Fe), SC con 100 uM de BPS (-Fe) durante 6
horas; y medio SC con 0,2 M de HU (HU) afiadidos al medio durante las dos ultimas horas de
crecimiento. Los extractos totales de proteinas se obtuvieron por precipitacion con TCA y
cantidades equivalentes de proteinas se analizaron por Western blot utilizando el anticuerpo

anti-Rad53 tal y como se describe para la Figura R.2.1.

2.2. Estudio de la regulacion transcripcional de los genes RVR2 y RNR4
en respuesta a la deficiencia de hierro.

En S. cerevisiae, el checkpoint de integridad del DNA Mecl-Rad53-
Dunl es necesario para la activacion transcripcional de la mayoria genes
implicados en la respuesta al estrés genotoxico. La activacion de la ruta de
quinasas Mec1-Rad53-Dunl promueve, en respuesta a un estrés genotoxico,
la desrepresion de los genes RNR2 y RNR4 que codifican las proteinas que
forman la subunidad pequefia R2 de RNR (Huang et al., 1998). En concreto,
bajo estas condiciones, la quinasa Dunl induce la fosforilacion del represor
transcripcional Crtl impidiendo su uniéon al DNA y favoreciendo asi la
expresion de los genes RNR2 y RNR4. Dado que la regulacion
transcripcional de los genes RNR2 y RNR4 es otro de los mecanismos de
respuesta que S. cerevisiae activa en respuesta a dafios en el DNA, decimos
estudiar si el déficit de hierro en el medio afectaba a la activacion

transcripcional de los genes RNR2 y RNR4. Para ello, la cepa silvestre

113



Resultados Ca]a[iu/o 2

BY4741 se transform6 con los plasmidos RNR2-LacZ, RNR4-LacZ 'y FET3-
LacZ, que se caracterizan por expresar el gen LacZ que codifica -
galactosidasa bajo el control de la region promotora de los genes RNR2,
RNR4 y FET3 respectivamente. El promotor del gen FET3 se utiliz6 como
control de induccion de la expresion génica en condiciones de deficiencia de
hierro. Cultivos de estas células se crecieron hasta fase exponencial durante
6 horas en condiciones de suficiencia de hierro (medio SC suplementado con
100 uM de FAS, Fe), condiciones de deficiencia de hierro (medio SC+100
uM BPS, -Fe) y condiciones de estrés genotoxico inducido por el agente
alquilante MMS al 0,04% (medio SC+100 uM de FAS+MMS al 0,04%)
afladido al medio durante las dos tultimas horas de crecimiento. Se
recogieron 5 mL de células a una DOg de 1,0 y se realizaron ensayos de [3-
galactosidasa. Las células se procesaron tal y como se describe el apartado
5.9 de materiales y métodos. Como muestra la Figura R.2.3., en presencia de
MMS (barras grises), se induce la expresion de los genes RNR2-LacZ y
RNR4-LacZ como mecanismo de respuesta a dafios en el DNA, mientras que
la expresion del gen FET3-lacZ apenas se ve afectada. En cambio, la
induccion de los genes RNR2 y RNR4 no se observa bajo condiciones de
deficiencia de hierro (barras negras) que activan la expresion del gen FET3.
La ausencia de induccién de la transcripcion de los genes RNR2 v RNR4 en
condiciones de deficiencia de hierro sugiere que S. cerevisiae no regula a
nivel transcripcional la expresion de los genes RNR2 y RNR4 en respuesta a

la falta de hierro como si ocurre en respuesta al estrés genotoxico.
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Figura R.2.3. La transcripcion de los genes RNR2 y RNR4 no se activa en respuesta a la
deficiencia de hierro. Cultivos de células de la cepa silvestre BY4741 (SPY17)
transformadas con los plasmidos RNR2-LacZ (pSP640) RNR4-LacZ4 (pSP639) y FET3-LacZ
(P174) se crecieron hasta fase exponencial durante 6 horas en condiciones de suficiencia de
hierro (medio SC+100 pM de FAS, Fe, barras blancas), condiciones de deficiencia de hierro
(medio SC+100 uM BPS, -Fe, barras negras); y condiciones de estrés genotoxico (medio SC+
100 pM de FAS+MMS al 0,04%, barras grises) donde el MMS se afiade durante las dos
ultimas horas de crecimiento. La actividad -galactosidasa se calculd para cada transformante
en al menos tres experimentos realizados independientemente y el resultado se expresd en
actividades relativas a las condiciones de suficiencia de hierro (SC+100 puM de FAS, Fe),

dando a estas un valor de 1.

2.3. Papel de las quinasas Mecl y Rad53 en la salida del nicleo al
citoplasma de la subunidad pequefia R2 en condiciones de déficit de
hierro.

El mecanismo de respuesta al cambio de localizacion subcelular del
nucleo al citoplasma de las proteinas Rnr2 y Rnr4 en respuesta al estrés
genotoxico depende del checkpoint de integridad del DNA Mec1-Rad53-
Dunl. En mutantes deficientes en las quinasas Mecl y Rad53 la salida del

nucleo al citoplasma no ocurre en presencia de HU o MMS (Yao et al.,
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2003). Dado que en condiciones de deficiencia de hierro la subunidad
pequeia R2 de RNR se relocaliza del nucleo al citoplama, decidimos
averiguar si este cambio de localizacion dependia de las quinasas Mecl y
Rad53. Para ello, decidimos estudiar por IMF indirecta la localizacion
subcelular de las proteinas Rnr2 y Rnr4 bajo condiciones de deficiencia de
hierro en mutantes deficientes en las quinasas Mecl y Rad53. Para llevar a
cabo el experimento, se utilizaron cultivos de la cepa silvestre W303-1ay de
las cepas mutantes meclAsmliA, rad534smliA 'y smliA. Se utilizaron dobles
mutantes meclAsmliAy rad534smllA porque los mutantes simples para las
quinasas Mecl y Rad53 son letales debido a una replicacion cromosdémica
incompleta. En cambio, la delecion del gen SMLI, una de las dianas de la
quinasa Dunl y responsable de inhibir a la subunidad grande R1 de RNR en
condiciones donde no es necesaria la sintesis de dNTPs, permite la
viabilidad de las células meclA y rad534 proporcionando niveles de dNTPs
adecuados que rescatan la letalidad de estos mutantes (Zhao et al., 1998).
Cultivos de estas cepas se incubaron en agitacion durante 6 horas hasta fase
exponencial de crecimiento en condiciones de suficiencia de hierro (medio
SC, Fe), condiciones de deficiencia de hierro (medio SC+100 uM BPS, -Fe)
y condiciones de estrés genotoxico inducido por el agente quimico HU a una
concentracion final de 0,2 M (medio SC+0,2 M de HU) y el agente
alquilante MMS al 0,04% (medio SC+ 0,04% de MMS), los cuales fueron
afiadidos al medio durante las dos ultimas horas de crecimiento.. Al igual
que ocurre con la cepa silvestre BY4741, en la cepa silvestre W303-1a la
subunidad pequefia R2 relocaliza del nucleo al citoplasma de la célula en
respuesta al estrés genotoxico (Figura R.2.4., WT). En cambio, en mutantes
meclAdsmllA 'y rad534smll4 la subunidad R2 de RNR queda retenida

principalmente en el nucleo de las células en presencia de HU y MMS
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(Figura R.2.4., panel C, D, E y F; Yao et al., 2003). Por el contrario, en
mutantes meclAsmlld y rad534smlid, entre un 60-80% de las células
localizan la subunidad pequefia R2 en el citoplasma de la célula en
condiciones de deficiencia de hierro, al igual que ocurre en la cepa silvestre
W303-1a (Figura R.2.4.). Estos resultados nos permiten concluir que en S.
cerevisiae el cambio de localizacion subcelular de la subunidad pequefia R2
de RNR en respuesta a la deficiencia de hierro no depende de las quinasas

Mecl y Rad53.
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Figura R.2.4. Las quinasas Mecl y Rad53 no participan en el cambio de localizacion
subcelular del niicleo al citoplasma en respuesta a la deficiencia de hierro. Cuantificacion
de la localizacion subcelular de las proteinas Rnr2 y Rnr4 en la cepa silvestre W303-1a (panel
Ay B, SPY387) y en las cepas mutantes mecldsmll4 (panel C y D , SPY389) y
rad534smliA (panel E y F , SPY390) crecidas durante 6 horas en medio SC (Fe), SC con 100
uM de BPS (-Fe), SC con 0,2 M de HU o MMS al 0,04%. Las células son procesadas y los
resultados representados tal y como se indica en la Figura R.1.4. Las células se clasificaron en
funcion de la localizacion subcelular de sefial de IMF para Rnr4 y Rnr2 en nucleo (N, barras
negras), nicleo-citoplasma (N/C, barras grises) y citoplasma (C, barras blancas). En todos los
casos se contaron entre 200 y 500 células en cada uno de los tres experimentos independientes

realizados. Se represento el % de células totales y la desviacion estandar.

La proteina Smll, inhibidor de la subunidad grande R1 y diana de la
ruta de quinasas Mec1-Rad53-Dunl, se degrada durante la fase S del ciclo
celular y en respuesta a danos en el DNA para mantener un balance 6ptimo
en los niveles de dNTPs. A pesar de ello, en mutantes sm//4 la subunidad
pequefia R2 relocaliza al citoplasma en presencia de agentes genotoxicos que
inducen la activacion del checkpoint de respuesta a dafios al DNA (Yao et
al., 2003). Para averiguar si la proteina Smll participa en el cambio de
localizacion subcelular de la subunidad pequefia R2 de RNR en condiciones
de deficiencia de hierro, estudiamos por IMF indirecta la localizacion
subcelular de las proteinas Rnr4 y Rnr2 en mutantes sm//4. Como muestra
la Figura R.2.5., en condiciones de deficiencia de hierro, tanto la proteina
Rnr2 como Rnr4 relocalizan del nucleo al citoplasma en mutantes sml/A.
Estos resultados indican que la proteina Smll no afecta la distribucion del
nucleo al citoplasma de la subunidad pequefia R2 de RNR en condiciones de

deficiencia de hierro.
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Figura R.2.5. El cambio de localizaciéon de las proteinas Rnr2 y Rnr4 en condiciones de
deficiencia de hierro no depende de la proteina Smll. Cuantificacion de la localizacion
subcelular de las proteinas Rnr2 (panel A) y Rnr4 (panel B) en la cepa mutante sml/i/A
(SPY391) crecida durante 6 horas en medio SC (Fe), o SC con 100 uM de BPS (-Fe). Las
células son procesadas y los resultados representados tal y como se indica en la Figura R.2.4.
Las células se clasificaron en funcion de la localizacion subcelular de sefial de IMF para Rnr4
y Rnr2 en nucleo (N, barras negras), nucleo-citoplasma (N/C, barras grises) y citoplasma (C,
barras blancas). En todos los casos se contaron entre 200 y 500 células en cada uno de los tres
experimentos independientes realizados. Se representd el % de células totales y la desviacion

estandar.
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Funcién de las proteinas Cth1 y Cth2 en la regulacion de la enzima

ribonucléotido reductasa en condiciones de deficiencia de hierro.

Como se ha descrito en la introduccidn de este trabajo, en respuesta
a dafios en el DNA, la salida del nticleo al citoplasma de la subunidad
pequeiia R2 se produce como consecuencia de la falta de interaccioén entre
dicha subunidad y Wtml (Yao et al., 2003; Lee et al., 2006). Dado que
estudios previos a este trabajo muestran que los niveles de mensajero de
WTM]I aumentan en condiciones de deficiencia de hierro cuando la proteina
Cth2 no se expresa (cepa cth24) (Puig et al., 2005), decidimos estudiar si el
cambio de localizacion del nucleo al citoplasma de la subunidad pequefia R2
en respuesta a la deficiencia de este metal esta regulado por las proteinas

Cthl y Cth2 a través del mensajero WTM].

3.1. Analisis de los niveles de Wtm1 en condiciones de deficiencia de
hierro.

Estudios globales realizados en S. cerevisiae muestran que, en
condiciones de deficiencia de hierro, los niveles de un gran nimero de
mRNAs relacionados con procesos celulares dependientes de hierro, entre
los que se encuentra WTMI, aumentan cuando las proteinas Cthl y Cth2 no
se expresan (mutante cthiActh24) o lo hacen en una forma no funcional
(CTHI-C225R y CTH2-CI90R) (Puig et al., 2005; Puig et al., 2008). Para
averiguar si las proteinas Cthl y Cth2 regulan los niveles de Wtml en
condiciones de escasez de hierro, se analizaron los niveles de mRNA WTM].
Para ello, células de la cepa mutante cthlActh24 se transformaron sélo con
vector, con CTHI y CTH?2 o con los alelos no funcionales de Cthl y Cth2
(CTHI-C225R y CTH2-CI90R), los cuales presentan mutados los dominios
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de dedos de zinc (TZFs) necesarios y esenciales para unirse a sus mRNAs
diana y promover su desestabilizacion en respuesta a la deficiencia de hierro.
Las células se incubaron en agitacion durante 8 horas hasta fase exponencial
de crecimiento en condiciones de suficiencia de hierro (medio SC-leu-ura,
Fe) o deficiencia de hierro (medio SC-leu-ura +100 uM BPS, -Fe). Las
células se procesaron y los niveles de mRNA WTM]I se determinaron por
Northerh blot (ver materiales y métodos apartado 5.7.). Tal y como muestra
la Figura R.3.1, en wuna cepa silvestre para Cthl y Cth2
(cthidcth24+CTHI/CTH?2) los niveles del mensajero WTMI disminuyen en
condiciones de deficiencia de hierro. Esta disminucion es dependiente de
Cthl y Cth2 ya que no ocurre en los mutantes cthlActh24 y CTHI-
C225R/CTH2-C190R (Figura R.3.1.). Con estos resultados podemos concluir
que en condiciones de deficiencia de hierro, los niveles del mensajero WTM1

disminuyen de una forma dependiente de Cth1 y Cth2.

cthlActh2A
vector CTH1 C225R
vector CTH2 C190R
Fe + - + - + -

s B e scr

Figura R.3.1. Las proteinas Cthl y Cth2 regulan los niveles de mRNA WTMI en
respuesta a la deficiencia de hierro. Células de la cepa cthidcth24 (SPY122) co-
transformada con P40 y P39 (vector/vector), pSP476 y pSP419 (CTHI/CTH?2), o pSP482
y pSP571 (CTHI1-C225R/CTH2-C190R) se crecieron durante 8 horas en SC-leu-ura (+Fe)
0 SC-leu-ura con 100 uM de BPS (-Fe). Los extractos totales de mRNA extraidos se

analizaron por Norther blot con una sonda especifica para WTM]I. Los niveles de mRNA

SCR1 se utilizaron como control de carga.
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Para estudiar la bajada en los nivels de mRNA WTMI se traduce en
una disminucién de los niveles de proteina Wtml, se etiquetd la copia
gendmica de WTMI en su extremo amino-terminal con un epitopo 3MYC
sin alterar su promotor endogeno ni su region 3'-UTR en células cthiActh24.
Estas células se transformaron con vector, CTHI y CTH?2, o los alelos no
funcionales de Cthl y Cth2, CTHI-C225R y CTH2-CI190R. Las células se
incubaron en agitacion durante 8 horas hasta fase exponencial de
crecimiento en condiciones de suficiencia de hierro (medio SC-leu-ura, Fe) y
condiciones de deficiencia de hierro (medio SC-leu-ura +100 uM BPS, -Fe).
A continuacidn, se obtuvieron los extractos totales de proteinas a partir de 5
mL de estos cultivos. Cantidades equivalentes de proteinas y se analizaron
por Western Blot (ver materiales y métodos apartado 5.8.). Como muestra la
Figura R.3.2., células que expresan tanto CTHI como CTH2 exhiben una
disminucion en los niveles de proteina 3MYC-Wtml en respuesta a la
deficiencia de hierro. Por el contrario, los niveles de proteina 3MYC-Wtml
no cambian significativamente bajo condiciones de limitacién de hierro en
células que carecen de CTHI! y CTH2, o que expresan los alelos mutantes de
¢éstas (Figura R.3.2.). En conjunto, estos resultados sugieren que las proteinas
Cthl y Cth2 promueven la disminucion de los niveles de proteina Wtm1 en

respuesta a la deficiencia de hierro.
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cthlActh2A
vector CTH1 C225R
vector CTH2 C190R
Fe + - + - + -

— . S— ——— 3IMYC-Wtm1
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Figura R.3.2. Las proteinas Cthl y Cth2 regulan los niveles de proteina Wtml en
condiciones de deficiencia de hierro. Células de la cepa cthlActh24-3MYC-Wtm1
(SPY374) co-transformada con P40 y P39 (vector/vector), pSP476 y pSP419
(CTH1/CTH?2), o pSP482 y pSP571 (CTHI-C225R/CTH2-C190R) se crecieron durante 8
horas en SC-leu-ura (+Fe) o SC-leu-ura con 100 pM de BPS (-Fe). Los extractos totales de
proteinas obtenidos mediante extraccion alcalina, se analizaron por Western blot
utilizando el anticuerpo anti-c-Myc. La tincion con Ponceau S se utilizo como control de

carga.

3.2. Estudio de la interaccion de las proteinas Cthl y Cth2 con el mRNA
WTMI.

Aproximadamente el 80% de los mRNAs que se sobreexpresan en
células cthldcth24 crecidas en condiciones deficiencia de hierro, contienen
una o mas posibles AREs situadas en sus 3'-UTR (Puig et al., 2005). En el
caso de WIMI, su region 3'-UTR se caracteriza por la presencia de dos
posibles AREs situadas 31 y 143 nucledtidos después del codén de parada
(Figura R.3.3., panel B, WTM1, nucleotidos subrayados). Se ha descrito que
Cthl y Cth2 promueven la degradacion de mRNAs a través de la union de
sus TZFs a AREs presentes en sus mensajeros diana (Puig et al., 2005). Para
determinar si la disminucién en los niveles del mRNA WITMI es

consecuencia de la uniéon de las proteinas Cthl y Cth2 sobre el mRNA
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WTM]I o por el contrario un efecto indirecto de la remodelacion de la
expresion génica mediada por Cthl y Cth2, se analiz6 si habia interaccion de
las proteinas Cth1l y Cth2 con el mRNA WTM]1 utilizando el ensayo de triple
hibrido en levadura (ver materiales y métodos apartado 5.10). Para ello, 141
pares de bases de la region 3’-UTR del mensajero de WTMI que contiene
ambas AREs, se fusionaron al mRNA del bacteriéfago MS2 (Figura R.3.3.,
panel A). Esta construccion se introdujo en células de levadura de la cepa
L40-coat que contenian los plasmidos pACT2-CTHI, pACT2-CTH2,
pACT2-CTHI-C225R o0 pACT2-CTH2-C190R, los cuales expresan proteinas
Cthl y Cth2 fusionadas al dominio de activacion del factor transcripcional
Gald (GAD, Gal4 Activation Domain). Para determinar la interaccion de
Cthl y Cth2 con el mRNA WTM]I, se utilizaron los genes reportero HIS3 y
LacZ presentes en la cepa L40-coat. La interaccion se manifiesta mediante el
crecimiento en un medio sin histidina (-His), o bien por la presencia de
actividad B-galactosidasa del gen reportero LacZ. Con el fin de rebajar los
niveles de crecimiento en medio sin histidina y poder observar diferentes
grados de interaccion, se emplearon varias concentraciones de 3-amino-
1,2,4-triazol (3-AT). Como control positivo del ensayo de triple hibrido se
empled la region 3'-UTR del mRNA SDH4 de S. cerevisiae, del cual se sabe
de antemano que interacciona con la proteina Cth2 a través de sus AREs
(Pedro-Segura et al., 2008; Puig et al, 2005). Como control negativo del
ensayo se emplearon los transformantes con vectores pACT2 y plII-MS2-1.
En medio con histidina, todas las células transformadas presentan
crecimiento por igual. Las células que expresan la proteina GAD-Cthl o
GAD-Cth2 junto con la region 3’-UTR del mRNA SDH4 o crecen en medio
sin histidina, indicando la existencia de interacciéon de Cthl y Cth2 con la

region 3'-UTR de ambos mRNAs (Figura R.3.3., paneles C y D). La
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interaccion entre las proteinas Cthl o Cth2 y la region 3'-UTR de WTM1I se
suprime en los mutantes Cth2-C190R y Cth1-C225R (Figura R3.3., panel C
y D, columnas Cth1-C225R y Cth2-C190R, fila WTM1, -His) sugiriendo que
la integridad de los dominios de dedos de zinc tanto de Cthl como de Cth2
es requerida para la interaccion con la region 3'-UTR de WTM1.

A continuacion, para evaluar la especificidad de la interaccion de las
proteinas Cthl y Cth2 con el mRNA WTMI, se mutagenizo6 la primera ARE
(WTM1-mtl), la segunda ARE (WTM1-mt2) o ambas (WTM1-mt3) mediante
la substitucion de residuos por citosina (Figura R.3.3., panel B). Cuando se
mutan las dos AREs de WTMI no se observa crecimiento en medio sin
histidina. En cambio, cuando se muta una sola ARE los transformantes son
capaces de crecer aunque con menor eficiencia que la cepa que expresa el
alelo silvestre de WTM1 (Figura R.3.3., panel C y D). Las proteinas Cthl y
Cth2 no muestran el mismo grado de interacciéon con las dos AREs de
WTM]I, ya que cuando mutagenizamos la primera de éstas no observamos
crecimiento en medio sin histidina con adicion del inhibidor 3-AT, mientras
que las células atn son capaces de crecer en un medio sin histidina cuando la

mutagénesis tiene lugar en la segunda ARE (Figura R.3.3., panel C y D).
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A B WTM1

5’ -CCATATTTATATATTTAATGCTTGTAACTATTATTAGTTGTTCTCAC
CCAGGGCTGGTTTCTTTACCCTGTGTGATGARAGTGCGCGCCTAAAGTTA
TGTATGAGCTACTGTTAGTATATTTATTATTCAATATTTAATTA-3"

WIMI1-mt1

5" -CCATATTTCTATCTTTAATGCTTGTAACTATTATTAGTTGTTCTCAC
CCAGGGCTGGTTTCTTTACCCTGTGTGATGARAGTGCGCGCCTAAAGTTA
TGTATGAGCTACTGTTAGTATATTTATTATTCAATATTTAATTA-3"

WIM1-mt2

5’ -CCATATTTATATATTTAATGCTTGTAACTATTATTAGTTGTTCTCAC
CCAGGGCTGGTTTCTTTACCCTGTGTGATGAAAGTGCGCGCCTARAGTTA
TGTATGAGCTACTGTTAGIATATTTCTTATTCAATCTTTAATTA-3"

WIMI-mt3

5’ -CCATATTTCTATCTTTAATGCTT GTAACTATTATTAGTTGTTCTCAC
CCAGGGCTGGTTTCTTTACCCTGTGTGATGARAGTGCGCGCCTAAAGTTA
TGTATGAGCTACTGTTAGTATATTTCTTATTCAATCTTTAATTA-3"
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Figura R.3.3. Las proteinas Cthl y Cth2 interaccionan especificamente con el mRNA WTMI. (A)

Representacion esquematica del ensayo de triple hibrido (Y3H) utilizado para determinar la existencia de
interaccion in vivo entre las proteinas Cthl (panel C) o Cth2 (panel D) y la regiéon 3’-UTR del mRNA
WTMI. (B) Secuencias de la region 3°-UTR de WTMI utilizadas en el ensayo Y3H. Las AREs putativas
de WTMI se muestran subrayadas. Residuos de adenina de la region 3'-UTR de WTMI mutagenizados a
citosina en la primera ARE (WTMI-mtl), en la segunda (WTMI-mt2), o en ambas (WIMI-mt3) se
muestran en negrita. Las Gs en cursiva son sustituidas por Us para evitar la terminacion prematura de la
transcripcion por la RNA polimerasa III. (C) Células de la cepa SPY120 (L40-coat) fueron co-
transformadas con (1) pIIIA/MS2-1 que contiene la region 3'-UTR de WTM1 (P600), WTMI1-mtl (P623),
WTMI1-mt2 (P624) WITMI-mt3 (P625) SDH4 (como control positivo), y solo vector (P162) (como control
negativo), y (2) vector pACT2 solo (P79) o fusionado a CTH!I (P542), CTHI-C225R (P543), CTH2
(P539) O CTH2-C190R (P540). Las células se crecieron en placas SC-leu-ura (+His), y SC-leu-ura-his (-

His) que contienen concentraciones entre 250 y 750 mM del inhibidor 3-AT durante 2-6 dias a 30 °C.
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Estos mismos resultados son corroborados mediante un ensayo [-
galactosidasa obtenidos a partir de células de la cepa L40-coat co-
transformadas con el vector pIIIA/MS2-1 que contiene la region 3'-UTR de
WTM]I y el vector pACT2 s6lo o fusionado a CTH2 o CTH2-CI90R. Los
resultados obtenidos indican que las células que expresan Cth2-C190R
poseen una diminucién del 94% en su actividad B-galactosidasa respecto de
la cepa que expresa la forma silvestre de Cth2 (Figura R.3.4.). Ademas, la
interaccion entre Cth2 y WTM1 se reduce casi en un 90% cuando se muta la
primera ARE, en un 80% cuando se muta la segunda ARE, y en un 98%
cuando se mutan ambas AREs (Figura R.3.4.). Con estos resultados
podemos confirmar que la interaccion in vivo de las proteinas Cthl y Cth2
con el mRNA WTM]I depende tanto de la integridad de los dedos de zinc las
proteinas Cthl y Cth2 como de las AREs presentes en el region 3'-UTR del
mensajero WITM]I.

WTMm1
WTMI1-mtl
Cth2
WTM1-mt2
WTM1-mt3
WTM1 cth2
C190R

0O 10 20 30 40 50 60 70 80
B-Galactosidasa (Unidades Miller)
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Figura R.3.4. Las proteinas Cthl y Cth2 interaccionan a través de sus dominios de dedos
de zinc con las AREs del mRNA WTM]I. Células de la cepa SPY120 (L40-coat) se co-
transformaron con (1) pIIIA/MS2-1 que contiene la region 3'-UTR de WTM1 (P600), WTMI-
mtl (P623), WIMI-mt2 (P624), WIMI-mt3 (P625) y (2) vector pACT2 solo (P79) o
fusionado a CTH2 (P539) o CTH2 CI190R (P540). Las células se crecieron en medio SC-leu-
ura y se midi6 actividad pB-galactosidasa. Los datos se representaron en unidades Miller y las
barras de error representan la desviacion estandar de al menos 3 ensayos realizados

independientemente.

3.3. Papel de las proteinas Cthl y Cth2 en la redistribucion de la
subunidad pequefia R2 del ntcleo al citoplasma en respuesta a la
deficiencia de hierro.

Los resultados obtenidos hasta el momento sugieren que defectos en
la degradacion de WTM1I en condiciones de deficiencia de hierro podrian dar
lugar a efectos en la relocalizacion de las subunidades Rnr2 y Rnr4 del
nucleo al citoplasma. Para testar esta hipotesis, se determind la localizacion
subcelular de Rnr2 y Rnr4 en cultivos de células de la cepa cthidcth24
crecidos en agitacion durante 6 horas hasta fase exponencial de crecimiento
en condiciones de suficiencia de hierro (medio SC, Fe) y condiciones de
deficiencia de hierro (medio SC+100 uM BPS, -Fe). Se empled una cepa
silvestre BY4741 como control del experimento. Como muestran los datos la
Figura R.3.5., en condiciones suficiencia de hierro, Rnr2 y Rnr4 se localizan
principalmente en el nucleo de la célula tanto en una cepa mutante
cthidcth24 como en una cepa silvestre. En cambio, en condiciones de
deficiencia de hierro, mientras que en la cepa silvestre la subunidad pequefia
R2 se localiza principalmente en el citoplasma, las células cthidcth24
exhiben un defecto importante en la redistribucion de las proteinas Rnr2 y
Rnr4 al citoplasma (Figura R.3.5.). Ademas, se observa que bajo condiciones

de deficiencia de hierro menos del 20% de las células de la cepa silvestre
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retienen a la subunidad pequefia R2 en el nucleo, mientras que entre el 50-
70% de células mutantes cthldcth24 siguen mostrando un patron

predominantemente nuclear para Rnr2 y Rnr4.

WT _ cthlActh2A

Localizacion subcelular (%)
Localizacion subcelular (%)

20

0

- Fe Fe - Fe Fe - Fe Fe -Fe
Rnr2 Rnr4 Rnr2 Rnrd

Figura R.3.5. La distribucién del nucleo al citoplasma de las proteinas Rnr2 y Rnr4 en
condiciones de deficiencia de hierro depende parcialmente de Cthl y Cth2.
Cuantificacion de la localizacion subcelular de las proteinas Rnr2 y Rnr4 en la cepa silvestre
(SPY17, WT) y en la cepa mutante cthlActh24 (SPY122) crecidas durante 6 horas en medio
SC (Fe) y SC con 100 pM de BPS (-Fe). Las células son procesadas y los resultados
representados tal y como se indica en la Figura R.1.4. Las células se clasificaron en funcion
de la localizacion subcelular de sefial de IMF para Rnr4 y Rnr2 en nticleo (N, barras negras),
nucleo-citoplasma (N/C, barras grises) y citoplasma (C, barras blancas). En todos los casos se
contaron entre 200 y 500 células en cada uno de los tres experimentos independientes

realizados. Se represento el % de células totales y la desviacion estandar.

A continuacion se estudi6 si Cthl y Cth2 regulan la redistribucion de
la subunidad R2 a través de su TZF, responsable de la uniéon a mRNAs. Para
ello, la cepa cthiActh24 se transformé con plasmidos que expresan CTHI y
CTH2, CTHI-C225R y CTH2-190R, o vectores vacios, y se determind la
localizacion subcelular de Rnr2 y Rnr4 en condiciones de suficiencia y
deficiencia de hierro. En condiciones de deficiencia de hierro las células

cthidcth24 que expresan CTHI y CTH?2 en pldsmidos exportan la subunidad
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pequeiia R2 al citoplasma al igual que la cepa silvestre (Figura R.3.5.). Sin
embargo, células cthidcth24 que expresan los alelos mutantes CTHI-C225R
y CTH2-CI190R muestran un defecto considerable en la redistribucion de la
subunidad pequefia R2 del nucleo al citoplasma (Figura R.3.6.). Estos
resultados indican que las proteinas Cth1 y Cth2 promueven la redistribucion
de las proteinas de Rnr2 y Rnr4 del nucleo al citoplasma en respuesta a la

deficiencia de hierro a través de la accidon de sus dedos de zinc.
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Figura R3.6. Las proteinas Cthl y Cth2 promueven la salida del niicleo al citoplasma de
las proteinas Rnr2 y Rnr4 en respuesta a la escasez de hierro. Cuantificacion de la
localizacion subcelular de las proteinas Rnr2 y Rnr4 en la cepa mutante cthlActh24 (SPY122)
co-transformada con pSP476 y pSP419 (panel A, CTHI/CTH2), con P40 y P39 (panel B,
vector/vector) o pSP482 y pSP571 (panel C, CTHI-C225R/CTH2-CI190R) y crecidas durante
6 horas en medio SC (Fe) y SC con 100 uM de BPS (-Fe). Las células son procesadas y los
resultados representados tal y como se indica en la Figura R.1.4. Las células se clasificaron y
cuantificaron tal y como se detalla en la Figura R.3.5. Se represento el % de células totales y

la desviacion estandar.
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3.4. Regulacion de la localizacion subcelular de la subunidad pequeia
R2 a través de las AREs de WTM1 en respuesta a la deficiencia de
hierro.

Los resultados mostrados hasta el momento indican que las proteinas

Cthl y Cth2 promueven tanto la disminucion de los niveles de proteina

Wtml y como la redistribucion de Rnr2 y Rnr4 del nticleo al citoplasma en

respuesta a la deficiencia de hierro. Sin embargo, estos resultados no

excluyen la posibilidad de que Cthl y Cth2 regulen la localizacién de
subunidad pequefia R2 través de mecanismos independientes a Wtml. Para
determinar si la disminucion de los niveles de mensajero y proteina Wtml
promovida por Cthl y Cth2 es la razon por la cual Rnr2 y Rnr4 son liberados
del nucleo al citoplasma bajo condiciones limitantes de hierro, se determin6
el patréon de distribucion de la subunidad pequefia R2 en células en las que
las AREs del mensajero WTM1 han sido mutadas (WTMI-mt3). Como se
muestra la Figura R.3.7., células que expresan el alelo WTMI-MT3 presentan
un defecto importante en la redistribucion de la subunidad pequeiia R2 del
nucleo al citoplasma cuando crecen bajo condiciones de deficiencia de
hierro. Este patron de distribucion predominantemente nuclear mostrado
para Rnr2 y Rnr4 en respuesta a la deficiencia de hierro es similar al que
muestran células de la cepa cthidcth24 y de la cepa que expresa los alelos
mutantes CTHI-C225R y CTH2-CI90R (Figura R.3.6.). Estos datos sugieren
que la unién de las proteinas Cthl y Cth2 a las AREs situadas dentro del
mRNA WTM]I promueven una disminucién en los niveles de proteina Wtml
que conduce a la redistribucion de la subunidad pequefia R2 del nucleo al

citoplasma en respuesta a la deficiencia de hierro.

133



Resultados Capitulo 3

WTM1-mt3
100

R N
5 801 = nN/C
3 e
8 60
S
w
c
10 40 1
o]
S
® 20 1
o
S

0 4

Fe -Fe Fe - Fe
Rnr2 Rnr4

Figura R.3.7. Las proteinas Cthl y Cth2 promueven la salida del niicleo al citoplasma de
la subunidad pequefia R2 a través de la degradacion del mensajero WTMI.
Cuantificacion de la localizacion subcelular de las proteinas Rnr2 y Rnr4 en la cepa mutante
SPY385 (WTM1-mt3) crecidas durante 6 horas en medio SC (Fe) y SC con 100 uM de BPS (-
Fe). Las células son procesadas y los resultados representados tal y como se indica en la
Figura R.1.4. Las células se clasificaron y cuantificaron tal y como se detalla en la Figura

R.3.5. Se represento el % de células totales y la desviacion estandar.

Tanto en los mutantes cthiActh24 y como en la cepa WTMI-mt3
existe una redistribucion residual del nucleo al citoplasma de las proteinas
Rnr2 y Rnr4 en respuesta a la escasez de hierro (Figuras R.3.6., y R.3.7.).
Con el objetivo de estudiar si que esta distribucion residual es consecuencia
de la activacion del checkpoint de integridad del DNA, se estudio el estado
de fosforilacion de la quinasa Rad53 en células cthidcth24 y WTM1-mt3.
Para ello, ambas cepas se incubaron junto con una cepa silvestre en
condiciones de suficiencia de hierro, deficiencia de hierro y estrés
genotoxico. Al igual que ocurre en la cepa silvestre, no se observa ningun
retraso en la migracion electroforética de la quinasa Rad53 bajo condiciones

de deficiencia de hierro en las cepas mutantes cthiAdcth24 y WTMI-mt3
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(Figura R.3.8.), mientras que el tratamiento con MMS provoca un retraso en

la migracidn, probablemente debido a la fosforilacion de la quinasa Rad53.

WT cthlActh2A WTM1-mt3

Fe -Fe MMS Fe -Fe MMS Fe -Fe MMS

Rad53 L,.-— h‘ﬁ —

Ponceat ﬂ--.l- iﬂl

Figura R.3.8. La quinasa Rad53 no se fosforila en las cepas cthldcth24 y WTMI1-mt3
en respuesta al déficit de hierro. Determinacion del estado de fosforilacion de la quinasa
Rad53. Células de la cepa silvestre (SPY 17, WT) cthiActh24 (SPY122) y la cepa SPY385
(WTM1-mt3) se crecieron en medio SC (Fe), SC con 100 pM de BPS (—Fe) durante 6
horas y medio SC con 0,04% de MMS (MMS) aiadido al medio durante las dos ultimas
horas de crecimiento. Los extractos totales de proteinas obtenidos mediante extraccion
alcalina se analizaron por Western blot utilizando el anticuerpo anti-Rad53. La tincién con

Ponceau S se utilizé como control de carga.

Ademas, la falta de activacion transcripcional de los genes RNR2 y
RNR4 que muestra el ensayo -galactosidasa realizado en células de la cepa
mutante cthlActh24 que expresan RNR2-lacZ y RNR4-lacZ (Figura R.3.9.)
apoya que la redistribucion residual de la subunidad pequefia R2 que
presentan las cepas mutantes cthidcth24 y WTMI-mt3 crecidas en
condiciones de deficiencia de hierro no es consecuencia de la activacion del

checkpoint de respuesta a dafios en el DNA en estas cepas.
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Figura R.3.9. La transcripcion de los genes RNR2 y RNR4 en células mutantes de la cepa
cthldcth24. Cultivos de células de la cepa SPY122 (cthidcth24) transformadas con los
plasmidos pSP640 (RNR2-LacZ) pSP639 (RNR4-LacZ) y P174 (FET3-LacZ) se crecieron
hasta fase exponencial durante 6 horas en condiciones de suficiencia de hierro (medio
SC+100 uM de FAS, Fe, barras blancas), condiciones de deficiencia de hierro (medio
SC+100 uM BPS, -Fe, barras negras); y condiciones de estrés genotdxico (medio SC+ 100
uM de FAS+MMS al 0,04%, barras grises) donde el MMS se afiade durante las dos ultimas
horas de crecimiento. El plasmido FET3-LacZ se utilizd como control positivo de induccion
de deficiencia de hierro en el medio. La actividad B-galactosidasa se calculdé para cada
transformante en al menos tres experimentos realizados independientemente, y el resultado se
expreso en actividades relativas a las condiciones de suficiencia de hierro (SC+100 uM de

FAS, Fe) dando a estas un valor de 1.

3.5. Regulacion de los niveles de dNTPs en respuesta a la deficiencia de
hierro a través de las proteinas Cthl y Cth2.

Dado que en respuesta a la deficiencia de hierro las proteinas Cthl y

Cth2 regulan la redistribucion de la subunidad pequefia R2 al citoplasma a

través de la degradacion del mRNA WTMI, se decidid estudiar si este

mecanismo de regulacion afecta a la funcion de la RNR. Para ello, se

determinaron niveles de dATP y dCTP en células de la cepa silvestre

BY4741 y de la cepa mutante WTMI-mt3. Células de ambas cepas se
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crecieron durante 7 horas bajo condiciones de suficiencia y deficiencia de
hierro y se determinaron las concentraciones intracelulares de dATP y dCTP
(Mathews y Wheeler 2009). Tal y como muestra la Figura R.3.10., bajo
condiciones de suficiencia de hierro, células mutantes de la cepa WITM1-mt3
exhiben niveles de dATP y dCTP similares a los observados en células de la
cepa silvestre. Sin embargo, mientras que células silvestres muestran un
aumento de 2 veces en los niveles de dATP y de dCTP bajo estas
condiciones de deficiencia hierro, en células de la cepa mutante WTM1-mt3
las concentraciones de dATP y dCTP permanecen constantes (Figura
R.3.10.). Estos resultados sugieren que la disminuciéon de los niveles de
mRNA WTMI contribuyen a la optimizaciéon de la funcion RNR bajo
condiciones deficientes en hierro.

A continuacion, se determind la contribucion de Cthl y Cth2 a la
funcion de RNR. Como muestra la Figura R.3.10., bajo condiciones de
suficiencia de hierro, la cepa cthiActh24 presenta niveles de dCTP similares
a la cepa silvestre, y una ligera disminucién en los niveles de dATP.
Destacar que los niveles de dATP y dCTP en la cepa cthidcth24 disminuyen
2,5 veces en respuesta a la deficiencia de hierro, mientras que aumentan 2
veces en células silvestres (Figura R.3.10.). Estos resultados indican que las
proteinas Cthl y Cth2 mantienen la actividad RNR cuando disminuyen los

niveles de hierro.
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Figura R.3.10. Las proteinas Cthl y Cth2 promueven la actividad RNR en respuesta a la
deficiencia de hierro. Cultivos de células de la cepa silvestre BY4741 (SPY17) y de las
cepas mutantes SPY385 (WTMI1-mt3) y SPY122 (cthlActh24) fueron crecidos durante 7
horas en medio SC (Fe) y SC con 100 uM de BPS (-Fe). Los niveles de dATP (barras
representadas en gris ocuro) y dCTP (barras representadas en gris claro) se determinaron
mediante un ensayo enzimatico (Mathews y Wheeler 2009). Los valores relativos de dATP y
dCTP se representan respecto a los de la cepa silvestre crecida bajo condiciones de suficiencia
de hierro. El promedio y la desviacion estandar representan los valores obtenidos de al menos

3 experimentos realizados de forma independiente.

3.6. Estudio de los niveles de Rnr2 y Rnr4 durante la deficiencia de
hierro.

Multiples son los factores que podrian estar contribuyendo a la baja
actividad RNR en condiciones de deficiencia de hierro, incluyendo los
niveles de proteina Rnr2 y Rnr4. Estudios globales de expresion génica
realizados en cepas cthiActh24 crecidas en condiciones limitantes de hierro,
muestran un incremento de 1.4 y 1.8 veces en los niveles de mensajero de
RNR2 y RNR4 respectivamente, en comparacion con las células que

expresan CTHI y CTH2 (Puig et al, 2005; Puig et al, 2008). Estos datos
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sugieren que las proteinas Cthl y Cth2 podrian regular también los niveles
de RNR2 y RNR4. Con el objetivo de investigar esta hipotesis, determinamos
los niveles de mRNA y de proteina Rnr2 y Rnr4. Para ello, se utilizé una
cepa cthlActh24 transformada con plasmidos que expresan CTHI y CTH2,
CTHI-C225R y CTH2 CI90R, o bien s6lo vector. Como muestra la Figura
R3.11., las células que expresan CTHI y CTH2 promueven la disminucion
de los niveles de mRNA y proteina R2 alrededor de un 30% y 65%,
respectivamente. En cambio, células que no expresan CTHI! y CTH2 o que
expresan los alelos mutantes de los TZFs presentan un defecto importante en
la disminucion tanto en los niveles de mRNA como de proteina de Rnr2 y
Rnr4 en estas mismas condiciones de crecimiento (Figura R.3.11.). Estos
resultados indican de Cth1 y Cth2 regulan los niveles de expresion de Rnr2 y
Rnr4 en respuesta a la falta de hierro.

Los mRNAs RNR2 y RNR4 presentan en su region 3'-UTR una y dos
posibles AREs situadas 68 (en el caso de RNR2) o 39 y 125 (en el caso de
RNR4) nucledtidos después del coddn de parada (Figura R.3.11., panel C).
Asi pues, utilizamos el ensayo de triple hibrido para estudiar una posible
interaccion de las proteinas Cthl y Cth2 con los mRNAs RNR2 y RNR4.
Parte de la region 3’-UTR de RNR2 y RNR4 que contiene dichas AREs se
fusion6 al RNA MS2. Estos RNAs se expresaron en una cepa L40-coat que
contenia los plasmidos pACT2-CTHI, pACT2-CTHI-C225R, pACT2-CTH2
0 pACT2-CTH2-CI90R, y se utilizdo HIS3 como gen reportero. La presencia
de crecimiento en el medio sin histidina en células que expresan los alelos
silvestres indica que ambas proteinas Cthl y Cth2 interactian in vivo con la
region 3'-UTR de los mRNAs RNR2 y RNR4 (Figura R.3.11.). Por otro lado,
la ausencia de crecimiento en el medio sin histidina en células con CTHI-

C225R y CTH2-CI190R indica que la integridad del TZF de Cthl y Cth2 es
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esencial para la interaccion con la region 3°-UTR de RNR2 y RNR4 (Figura

R.3.11.). De acuerdo con estos resultados podemos concluir que, en

respuesta a la deficiencia de hierro, las proteinas Cthl y Cth2 se unen y

promueven la degradacion de los mRNAs RNR2 y RNR4, dando lugar a una

disminucioén en los niveles de ambas proteinas.
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Figura R.3.11. Las proteinas Cthl y Cth2 controlan de los niveles de Rnr2 y Rnr4 en
condiciones de deficiencia de hierro. Los niveles de mRNA (panel A) y de proteinas (panel
B) de Rnr2 y Rnr4 fueron determinados en células de la cepa SPY122 (cthlActh24) co-
transformadas, crecidas y procesadas tal y como se detalla en la Figura R.3.1. Los niveles de
RNA y proteina se cuantificaron y se normalizaron con SCR/ (utilizado como control de la
carga de RNA) y Pgkl (utilizado como control de carga de proteina), respectivamente. (C)
Secuencias de la region 3’-UTR de RNR2 y RNR4 utilizadas en el ensayo Y3H. Las AREs
putativas de RNR2/4 se muestran subrayadas. (D) El ensayo de triple hibrido se utiliz para
testar interacciones in vivo entre Cthl y Cth2 y el fragmento que contiene la region 3’UTR
del mRNA RNR2 y RNR4. Células de la cepa SPY120 (L40-coat) de células se co-
transformaron con (1) pIIIA/MS2-1 que contiene la region 3'-UTR del mRNA RNR2 (P602)
RNR4 (P603) SDH4 (P545) y el vector solo (P162), y (2) pACT2 vector solo (P79) o
fusionado a CTHI (P542), CTHI-C225R (P543), CTH2 (P539), o CTH2 CI190R (P540). Las

células se crecieron tal y como se describe en la Figura R.3.3.
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Funcién de la quinasa Dunl en el cambio de localizacién de la subunidad

pequeiia R2 de la RNR en condiciones de deficiencia de hierro.

En respuesta a dafios en el DNA la quinasa Dunl activa la salida del
nucleo al citoplasma de la subunidad pequefia R2 (Zhou y Elledge, 1993; Chen
et al., 2007; Yao et al., 2003). Dada la funcién que la quinasa Dunl desempefia
en la regulacion de la enzima RNR en presencia de dafios en el DNA, decidimos
estudiar si también participa en la relocalizacion al citosol de las proteinas Rnr2

y Rnr4 en respuesta baja biodisponibilidad de hierro.

4.1. Localizacion subcelular en deficiencia de hierro de la subunidad
pequeiia R2 en mutantes dunlA.

Asi pues, decidimos determinar por IMF indirecta la localizacion
subcelular de la subunidad pequeiia R2 bajo condiciones de deficiencia de hierro
en la cepa mutante dunliA. Pare ello, la cepa silvestre BY4741 y dunid se
incubaron en condiciones de suficiencia y deficiencia de hierro (medio SC+100
uM BPS, -Fe). Como se observa en la Figura R.4.1., un 60% de las células
dunliA retienen a Rnr2 y Rnr4 en el nucleo en respuesta a deficiencia de hierro
frente al aproximadamente un 10% en la cepa silvestre. Estos resultados indican
que la quinasa Dunl regula la salida al citoplasma de Rnr2 y Rnr4 en

condiciones de baja biodisponibilidad de hierro.
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Figura R.4.1. La quinasa Dunl participa en el cambio de localizaciéon subcelular de la
subunidad R2 en respuesta a la deficiencia de hierro. Cuantificaciéon de la localizacion
subcelular de las proteinas Rnr2 y Rnr4 en la cepa silvestre BY4741 (panel A, WT, SPY17) y en
la cepa mutante dunlA (panel B, dunid, SPY350) crecidas durante 6 horas en medio SC (Fe) y
SC con 100 uM de BPS (-Fe). La localizacion subcelular de Rnr2 y Rnr4 se determiné por IMF
usando anticuerpos anti-Rnr2 y anti-Rnr4. Las células se clasificaron en funcion de la
localizacion subcelular de sefial de IMF para Rnr4 y Rnr2 en nucleo (N, barras negras), ntcleo-
citoplasma (N/C, barras grises) y citoplasma (C, barras blancas). En todos los casos se contaron
entre 200 y 500 células en cada uno de los tres experimentos independientes realizados. Se

representé el % de células totales y la desviacion estandar.

4.2. Importancia del domino quinasa de Dunl en la relocalizaciéon al
citoplasma de la subunidad pequefia R2 en condiciones de deficiencia de
hierro.

El dominio quinasa de Dunl se sitia entre los residuos 200 y 480

(Figura R.4.2). La mutacion D328A suprime completamente la actividad

quinasa de Dunl y con ello todos sus mecanismos de regulacion en respuesta a

dafios en el DNA (Zhou et al., 1993; Zhao et al., 2002).
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Figura R.4.2. Esquema representativo de los dominios y residuos de aminoacidos mas

relevantes de la quinasa Dunl. Los niimeros indican la posicion del aminoacido.

Con el objetivo de estudiar si el dominio quinasa de Dunl juega un
papel en el cambio de localizacién de Rnr2 y Rnr4 en respuesta a la deficiencia
de hierro, la cepa dunid se transform6 con vector vacio, el mismo plasmido que
expresa la copia silvestre de DUNI bajo el control de su propio promotor y con
el vector que expresa el alelo mutante sin actividad quinasa de Dunl (DUNI-
D328A4). Al igual que ocurre en la cepa silvestre, el 80% de las células duniA
que expresan el alelo silvestre DUNI presentan la subunidad pequefia R2
localizada en el citoplasma de la célula tanto en condiciones de deficiencia de
hierro como bajo condiciones de estrés genotdxico (Figura R.4.3.). En cambio,
células duniA con vector o el alelo DUNI-D328A presentan un defecto en la
salida del nucleo al citoplasma de la subunidad R2 tanto en condiciones de
deficiencia de hierro como en respuesta a dafios en el DNA inducido por MMS
(Figura R.4.3.). El defecto en el cambio de localizacion que presenta el mutante
DUNI-D3284 crecido bajo condiciones de deficiencia de hierro no se debe a un
cambio en los niveles de proteina Dun1-D328A ya que estos no varian respecto
de los niveles de proteina silvestre (Figura R.4.4.). Todos estos resultados
sugieren que la integridad del dominio quinasa de Dunl es necesaria para
promover el cambio de localizacion de las proteinas Rnr2 y Rnr4 del ntcleo al

citoplasma en condiciones de escasez de hierro.
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Figura R.4.3. El dominio quinasa de Dunl es necesario para la salida al citoplasma de la

subunidad pequefia R2 en condiciones de baja biodisponibilidad de hierro. Cuantificacion

de la localizacion subcelular de las proteinas Rnr2 (panel A, C, E) y Rnr4 (panel B, D, F) de la

cepa dunlA transformada con pSP670 (DUNI, panel A y B), p40 (vector, panel C y D) o

pSP671(DUNI-D3284, panel E y F) y crecidas en condiciones de suficiencia de hierro (medio

SC, Fe), condiciones de deficiencia de hierro (SC con 100 pM de BPS, —Fe) durante 6 horas y

condiciones de suficiencia de hierro con 0,04% de MMS (MMS) aiiadido al medio durante las

dos 1ultimas horas de crecimiento. La localizacion subcelular de Rnr2 y Rnr4 se determind por

IMF usando anticuerpos anti-Rnr2 y anti-Rnr4. Las células se clasificaron y cuantificaron tal y

como se ha descrito en la Figura R.4.1. Se represent6 el % de células totales y la desviacion

estandar.
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Figura R.4.4. Los niveles de la quinasa Dunl no cambian en condiciones de deficiencia de
hierro en mutantes DUN1-D2328A. Células de duniA (SPY350) transformadas el vector p40
(pRS416), con pSP670 (DUNI), o pSP671 (DUNI-D3284) se crecieron en condiciones de
deficiencia de hierro (SC con 100 pM de BPS, -Fe) durante 6 horas. Los extractos totales de
proteinas obtenidos mediante extraccion alcalina se analizaron por Western blot utilizando el
anticuerpo anti-Dunl. La tincién con Ponceau S se utilizé6 como control de carga. Se muestra un

experimento representativo de al menos tres repeticiones bioldgicas independientes.

4.3. Analisis del dominio FHA de la quinasa Dunl en el cambio de
localizacion de la subunidad pequefia R2 durante la escasez de hierro.

La activacion de la quinasa Dunl en respuesta a dafios en el DNA
depende de la interaccion especifica de su dominio FHA (Forkhead-Associated)
situado entre los residuos 32 y 138 (Figura R.4.2.) y un motivo di-fosfotreonina
presente en la quinasa transductora de la sefial Rad53 (Lee et al.,, 2008;
Bashkirov et al., 2003). Residuos del dominio FHA de la quinasa Dunl, como la
arginina situada en la posicion 60 (R60) y la lisina y arginina de las posiciones
100 y 102 respectivamente (K100/R102) (Figura R.4.2.), son necesarios para la
interaccion proteina-proteina entre el dominio FHA de Dunl y dos residuos
fosfotreonina situados en el primer cluster SQ/TQ de la quinasa Rad53. De esta

forma, mutaciones a alanina de los residuos R60 y K100/R102 suprimen
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completamente la activacion de Dunl y las respuestas dependientes de esta en
presencia de dafios en el DNA (Lee et al., 2008; Bashkirov et al., 2003). Con el
objetivo de determinar si la integridad del dominio FHA de Dunl es necesario
para la salida al citoplasma de la subunidad R2 en respuesta a la deficiencia de
hierro, células duniA se transformaron con vectores que expresan los alelos
mutantes del FHA (R60, K100A/R102A) de Dunl. Como muestran los datos de
IMF de la Figura R.4.5., células dunlA que expresan los alelos DUNI-R60A o
DUNI-KI1004A/R102A4 presentan un defecto importante en el cambio de
localizacion de la subunidad pequefia R2 en presencia de MMS al igual que
células de la cepa mutante dun/A con vector. En cambio, células que expresan
tanto DUNI-R60A como DUNI-KI00A/R102A crecidas en condiciones de
deficiencia de hierro no muestran defectos en el cambio de localizacion de las
proteinas Rnr2 y Rnr4 (Figura R.4.5.). El cambio de localizacion en los
mutantes DUNI-R60A y DUNI-KI00/R102 crecidos bajo condiciones de
deficiencia de hierro no se debe a alteraciones en los niveles de proteina DUNI-
R604 v DUNI-KI00/R102 (Figura R.4.6.). Estos resultados indican que la
integridad del dominio FHA de Dunl no se requiere para el cambio de
localizacion de la subunidad pequefia R2 del nucleo al citoplasma en respuesta a

la falta de hierro.
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Figura R.4.5. El dominio FHA de la quinasa Dunl no es necesario para la salida al

citoplasma de la subunidad pequefia R2 en condiciones de baja biodisponibilidad de hierro.

Cuantificacion de la localizacion subcelular de las proteinas Rnr2 (panel A y C) y Rnr4 (panel By

D) en células de la cepa dunld (SPY350) transformada con los plasmidos pSP685 (DUNI-R604,
panel A y B), o pSP686 (DUNI-K100A4-R1024, panel C y D) y crecidas tal y como se describe en

la Figura R.4.3. La localizaciéon subcelular de Rnr2 y Rnr4 se determindé por IMF usando

anticuerpos anti-Rnr2 y anti-Rnr4. Las células se clasificaron y cuantificaron tal y como se ha

descrito en la Figura R.4.1. Se represent6 el % de células totales y la desviacion estandar.
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Figura R.4.6. Niveles de quinasa Dunl en respuesta a la deficiencia de hierro en mutantes
DUNI-R60A, DUNI-K100A4-R102A DUN1-S104, DUN1-S139A4 y DUNI1-T380A. Células de la
cepa dunld (SPY350) transformadas con los plasmidos P40 (pRS416), pSP671 (DUNI-D3284),
pSP685 (DUNI-R604), pSP686 (DUNI-K1004-R1024), P37 (pRS413), pSP693 (DUNI-S104),
pSP694 (DUN1-S1394) o pSP695 (DUNI1-T380A4) se crecieron tal y como se describe el la Figura
R.4.4. Los extractos totales de proteinas obtenidos se analizaron tal y como se describe en la
Figura R.4.4. La tincién con Ponceau S se utilizd como control de carga. Se muestra un

experimento representativo de al menos tres repeticiones bioldgicas independientes.

4.4. Importancia del residuo T380 de la quinasa Dunl en la salida de las
proteinas Rnr2 y Rnr4 al citoplasma en condiciones de escasez de
hierro.

Para activar la funcion catalitica de la quinasa Dunl en respuesta a

dafios en el DNA es necesario que el residuo treonina situado en la posicion 380

(T380) dentro del domino catalitico de Dunl (Figura R.4.2.) sea fosforilado por

la quinasa Rad53 (Chen et al., 2007). De esta forma, células que presentan

mutada la treonina 380 de Dunl a alanina (DUNI-T380A) muestran defectos de
crecimiento en placa en presencia de agentes genotdxicos como la HU y la
radiaciéon UV (Chen et al., 2007). Aunque resultados previos mostrados en este

trabajo (capitulo 2) muestran que la quinasa Rad53 no participa en la regulacion
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del cambio de localizacion de la subunidad pequefia R2 en condiciones de
deficiencia de hierro, decidimos analizar si la treonina 380 de Dunl es necesaria
para promover el cambio de localizacion de las proteinas Rnr2 y Rnr4 en
condiciones limitantes de hierro. Con este propdsito, células de duniA
transformadas con el alelo DUNI-T3804 se crecieron bajo las mismas
condiciones que se detallan en la Figura R.4.3., y se determin6 mediante IMF el
patron de localizacion subcelular de Rnr2 y Rnr4. Aunque hasta ahora defectos
sobre la relocalizacion de la subunidad R2 no han sido caracterizados bajo
condiciones de estrés genotdxico en células que expresan el alelo mutante
DUNI-T3804, nuestros resultados muestran que mutaciones en la treonina 380
inhiben la salida del nucleo al citoplasma de la subunidad R2 en presencia de
MMS (Figura R.4.7). Células que expresan el alelo DUNI-T380A presentan un
ligero defecto en la salida al citoplasma de las proteinas Rnr2 y Rnr4 en
respuesta a la escasez de hierro. La ligera disminucién en los niveles de proteina
Dunl-T380A en condiciones de deficiencia de hierro podria contribuir al
defecto en la salida de la subunidad pequefia R2 (Figura R.4.6). Estos resultados
sugieren la proteina Dunl-T380A presenta defectos en la salida del nucleo al
citoplasma de la subunidad pequefia R2 de la RNR en condiciones de escasez de
hierro.

Analisis mediante espectometria de masas han permitido Ia
identificacion de otros residuos de Dunl que se fosforilan en la respuesta a
dafios en el DNA (Chen et al., 2007). Las serinas situadas en posicion 10 y 139
de Dunl han sido caracterizadas como residuos de autofosforilacion. Células
que presentan mutadas la serina 10 o 139 a alanina presentan defectos de
crecimiento en presencia de HU o radiacion UV (Chen et al., 2007). Con el
objetivo de estudiar si dichos residuos participan en el cambio de localizacion de

la subunidad pequefia R2 bajo condiciones de deficiencia de hierro, células de la
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cepa mutante dunlA transformadas con los vectores que expresan el alelo
mutante DUNI-S104 y DUNI-S51394 se crecieron bajo las mismas condiciones
que se detallan en la Figura R4.3., y se determind el patrén de localizacion
subcelular para las proteinas Rnr2 y Rnr4. A pesar de los defectos de
crecimiento que ambos mutantes (DUNI-S104 y DUNI-1394) presentan bajo
condiciones de estrés genotoxico inducidas por HU o UV (Chen et al., 2007),
los resultados de la Figura R.4.7., muestran que en condiciones de estrés
genotoxico inducido por MMS la subunidad pequena R2 relocaliza al
citoplasma en aproximadamente el 60% de células que expresan el alelo mutante
DUNI-S104 y el 40% que en mutantes DUNI-S1394. Por el contrario, no se
observan defectos en la relocalizacion subcelular de las proteinas Rnr2 y Rnr4
en células que expresan los alelos mutantes S/04 y SI394 crecidas bajo
condiciones de deficiencia de hierro (Figura R.4.7.). Con estos resultados
podemos concluir que ni el residuo S10 y ni el residuo S139 son importantes
para la activacion del cambio de localizacion de la subunidad pequefia R2 en

condiciones de escasez de hierro.
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Figura R.4.7. El cambio de localizacién de la subunidad R2 en condiciones de deficiencia de
hierro depende de la integridad del residuo T380 pero no de los residuos S10 y S139 de la
quinasa Dunl. Cuantificacion de la localizacion subcelular de las proteinas Rnr2 (panel A, Cy
D) y Rnr4 (panel B, D y E) en células de la cepa duniA transformada con los plasmidos pSP695
(DUNI-T380A4, panel A y B), pSP693 (DUN1-S104, panel C y D) o pSP694 (DUN1-51394, panel
E y F) y crecidas tal y como se describe el la Figura R.4.3. La localizacion subcelular de Rnr2 y
Rnr4 se determind por IMF usando anticuerpos anti-Rnr2 y anti-Rnr4. Las células se clasificaron

y cuantificaron tal y como se ha descrito en la Figura R.4.1. Se represent6 el % de células totales y

la desviacion estandar.
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Regulacion del inhibidor de la enzima ribonucléotido reductasa Smll en

respuesta a la deficiencia de hierro.

Para restringir la sintesis de dNTPs solo a aquellos momentos donde
son necesarios, la levadura S. cerevisiae regula la actividad RNR mediante
diversos mecanismos. Uno de ellos consiste en la inhibicion de la funcién de
la subunidad grande R1 a través de la proteina Smll (Zhao et al., 1998).
Dado que en respuesta al estrés genotéxico o durante la fase S del ciclo
celular los niveles de proteina Smll disminuyen dejando libre a la subunidad
grande R1 (Zhao et al., 1998; Chabes et al., 1999; Zhao et al., 2000; Zhao et
al., 2001), decidimos estudiar si los niveles de Smll estaban regulados en

respuesta a la deficiencia de hierro.

5.1. Determinacion de los niveles de la proteina Smll bajo condiciones
limitantes de hierro.

Para determinar los niveles de proteina Smll en condiciones de
escasez de hierro, se crecio la cepa silvestre BY4741 durante 6 horas hasta
fase exponencial bajo condiciones de suficiencia de hierro (medio SC, Fe),
deficiencia de hierro (medio SC+100 uM BPS, -Fe) y condiciones de estrés
genotoxico inducido por MMS afiadido durante las dos ultimas horas (medio
SC+0,04% de MMS). A continuacidén, se obtuvieron extractos totales de
proteinas y se determinaron los niveles de proteina Smll por Western blot
(ver materiales y métodos apartado 5.8.). En respuesta a dafios en el DNA
inducidos por MMS, los niveles de proteina Smll disminuyen de forma
importante (Figura R.5.1.). Destacar que en condiciones de deficiencia de
hierro también se produce una disminucion significativa en los niveles de

proteina Smll (Figura R.5.1.). Con el fin de asegurarnos que la disminucion
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observada en los niveles de proteina Smll es debida a la deficiencia de
hierro en el medio y no a un efecto secundario del quelante BPS, se utiliz6 la
cepa mutante fet34fet4 que presenta reducida su capacidad de adquisicion de
hierro desde el medio extracelular. En células fet34fet4 crecidas en en
suficiencia de hierro (medio SC, Fe) los niveles de Smll disminuyen de
forma similar a los de la cepa silvestre bajo condiciones de deficiencia de
hierro (Figura R.5.1.). Sin embargo, los niveles de Smll no disminuyen
cuando al cepa fet3Afet4 se crece con un exceso de hierro en el medio
(Figura R.5.1.). Con estos resultados podemos concluir que los niveles de
proteina Smll disminuyen en respuesta a condiciones de deficiencia de
hierro tanto nutricional como genética.

Para determinar si Cthl y Cth2 contribuyen a la disminucién de los
niveles de proteina Smll en respuesta a la escasez de hierro, se determinaron
los niveles de Smll en células cthlActh24. Como muestra la Figura R.5.1.,
la escasez de hierro promueve la disminucion en los niveles de proteina
Sml1 en células cthidcth24 tal y como ocurre en células de la cepa silvestre.
Este resultado sugiere que la disminucidon en los niveles de Smll bajo

condiciones limitantes de hierro no depende de las proteinas Cthl y Cth2.
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Figura RS.1. Los niveles de proteina Smll disminuyen en respuesta a la deficiencia de
hierro independientemente de las proteinas Cthl y Cth2. Células de la cepa silvestre (WT,
SPY17), de la cepa fet3Afet44 (SPY386) y de la cepa cthidcth24 (SPY122) se crecieron en
condiciones de suficiencia de hierro (medio SC, Fe), condiciones de deficiencia de hierro (SC
con 100 uM de BPS, —Fe), condiciones de exceso de hierro (medio SC+100 uM de FAS, +Fe)
durante 6 horas y condiciones de suficiencia de hierro con 0,04% de MMS (MMS) afiadido al
medio durante las dos ultimas horas de crecimiento. Los extractos totales de proteinas
obtenidos mediante extraccion alcalina se analizaron por Western blot utilizando el anticuerpo
anti-Smll. La tinciébn con Ponceau S se utilizO como control de carga. Se muestra un
experimento representativo de al menos tres repeticiones bioldgicas independientes. Los
niveles de proteina Smll se cuantificaron y la cuantificacion se indica (en porcentaje) respecto
de la cepa silvestre (WT y cepa fet3Afet44) o respecto de la cepa cthldcth24 (cepa
cthlActh24).

5.2. Funcién de la quinasa Dunl en la regulacion de los niveles de la
proteina Smll en respuesta a la deficiencia de hierro.

En respuesta al estrés genotdxico la quinasa Dunl fosforila a Smll y
promueve su degradacion (Zhao et al., 2002; Uchiki 2004). Para estudiar si
Dunl participa en la regulacion de los transformada con vector vacio o con
la copia silvestre de DUNI bajo el control de su propio promotor. Como
muestra la Figura R.5.2., células que expresan DUNI presentan una
reduccion en los niveles de proteina Smll tanto en respuesta a MMS como a

la deficiencia de hierro de la misma forma que lo hacen células de la cepa
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silvestre. En cambio, no se observa ningin descenso en los niveles de Smll
en células dunlA crecidas en condiciones de estrés genotoxico o deficiencia
de hierro. Estos resultados indican que la quinasa Dunl regula los niveles de
la proteina Sml1 en respuesta a deficiencia de hierro.

A continuacion decidimos estudiar si la actividad quinasa de Dunl
es importante en la regulacion de los niveles de proteina Smll durante la
escasez de hierro. Para ello, se utilizo la cepa dunid transformada con el
alelo DUNI-D328A. Como muestra la Figura R.5.2., células que expresan el
alelo DUNI-D3284 no presentan una reduccion en los niveles de proteina
Smll en respuesta a condiciones de deficiencia de hierro o MMS. Este
defecto no se debe a alteraciones en los niveles de expresion del alelo
DUNI-D3284 bajo condiciones de deficiencia de hierro (Figura R.4.4.). En
conjunto, estos resultados sugieren que la actividad quinasa de Dunl es
necesaria para la disminucion de los niveles de proteina Smll en respuesta a

la escasez de hierro.
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Figura R.5.2. La quinasa Dunl promueve la disminucién de los niveles de proteina Smll
en condiciones de baja biodisponibilidad de hierro. Células de la cepa dunid (SPY350) se
transformaron con pSP670 (DUNI), P40 (vector) o pSP671 (DUNI-D3284) y se crecieron en
condiciones de suficiencia de hierro (medio SC, Fe), condiciones de deficiencia de hierro (SC
con 100 uM de BPS, —Fe) durante 6 horas y condiciones de suficiencia de hierro con 0,04%
de MMS (MMS) afiadido al medio durante las dos ultimas horas de crecimiento. Los
extractos totales de proteinas obtenidos se analizaron tal y como se describe en la Figura
R.5.1. La tincién con Ponceau S se utilizé6 como control de carga. Se muestra un experimento
representativo de al menos tres repeticiones biologicas independientes. La cuantificacion de
los niveles de proteina de Smll en condiciones de deficiencia de hierro (-Fe) y MMS se hace

en referencia a los niveles obtenidos en condiciones de suficiencia de hierro (Fe).

5.3. Funcion del dominio FHA de la quinasa Dunl en la regulaciéon de
los niveles de proteina Smil.

Con el objetivo de determinar si el dominio FHA de Dunl esta
implicado en la regulacion de los niveles de proteina Smll en respuesta a la
deficiencia de hierro, se utilizé una cepa duniA transformada con vectores
que expresan los alelos mutantes del FHA R60A4 y K1004/R1024 de DUNI.
Como se observa en al Figura R.5.3., la disminuciéon de los niveles de la
proteina Smll no se produce en los mutantes DUNI-R60A y DUNI-
KI1004/R1024 en condiciones de estrés genotoxico o deficiencia de hierro.
Como muestra la Figura R.4.6., este defecto no se debe a cambios en los
niveles de proteina Dunl1-R60A o Dunl- K100A/R102A en condiciones de

deficiencia de hierro. Estos resultados indican que la integridad del dominio
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FHA de Dunl es absolutamente indispensable en la regulacion de los niveles

de proteina Smll bajo condiciones de escasez de hierro.

dunlA+DUN1  dunlA + vector
Fe -Fe MMS Fe -Fe MMS

Smil  -— o aens oo
Ponceau % — Q - - e
100 54 40 100 88 99

dunlA +
dunlA + DUN1
DUN1-R60A K100A-R102A
Fe -Fe MMS Fe -Fe  MMS
SMIL — o c— — —
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Figura R.5.3. La integridad del dominio FHA de la quinasa Dunl es necesaria para la
regulacion de los niveles de proteina Smll en respuesta a la deficiencia de hierro.
Células de la cepa dunld (SPY350) transformadas con los plasmidos pSP684 (DUNI), P37
(vector), pSP685 (DUNI-R60A), o pSP686 (DUNI-K100A4-R102A4) y se crecieron tal y como
se describe en la Figura R.5.2. La tincién con Ponceau S se utiliz6 como control de carga. Los
niveles de proteina Smll se determinaron y cuantificaron como se ha descrito previamente. Se

muestra un experimento representativo de al menos tres repeticiones bioldgicas

independientes.

5.4. Papel del residuo T380 de Dunl en la regulacién de los niveles de
Smll.

Trabajos previos han descrito que células que presentan mutada la

treonina 380 de Dunl a alanina (DUNI-T380A4) son incapaces de inducir la

degradacion del inhibidor de la subunidad grande R1 Smll en respuesta a
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estrés genotoxico debido a que no puede ser fosforilado por la quinasa
Rad53 (Chen et al., 2007). Decidimos estudiar si, en condiciones de escasez
de hierro, la regulacion en los niveles de Smll depende del residuo T380 de
Dunl. Para ello, la cepa dunid se transformé con un plasmido que expresa
el alelo DUNI-T380A bajo el control del promotor endégeno. Las células
que expresan el alelo DUNI-T380A4 fueron incapaces de promover la
degradacion de la proteina Smll en presencia de MMS (Figura R.5.4.). En
cambio, se observa una disminucion significativa en los niveles de proteina
Smll en células que expresan el alelo mutante DUNI-T380A en respuesta a
la escasez de hierro al igual que ocurre en células que expresan el alelo
silvestre DUN1 (Figura R.5.4.) Este resultado indica que bajo condiciones de
deficiencia de hierro, la disminucion en los niveles de proteina Smll es
independiente de la fosforilacion del residuo T380 de Dunl.

Al igual que en el capitulo 4, se estudio el papel de las serinas 10 y
139 de Dunl. Los resultados de la Figura R.5.4. muestran que DUNI-S10A4 y
DUNI-S1394 no presenta defectos significativos en la degradacion de la
proteina Smll en respuesta al tratamiento con MMS. Tampoco presenta
ningun defecto en los niveles de Smll el alelo DUN/-S10A4 en condiciones
de escasez de hierro (Figura R.5.4.). Sin embargo, se observa un ligero
defecto en la disminucién de los niveles de proteina Smll en condiciones de
deficiencia de hierro para el alelo DUNI-S1394 (Figura R.5.4.). Este
resultado podria deberse a los menores niveles de proteina Dunl1-S139A en
condicines de baja disponibilidad de hierro (Figura R.4.6.). Estos resultados
sugieren que los residuos T380, S10 y S139 de la quinasa Dunl no juegan un
papel importante en la regulacion de los niveles de proteina Smll en

condiciones de escasez de hierro.
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Figura R.5.4. Niveles de proteina Smll en mutantes de la quinasa Dunl que carecen de
sitios especificos de fosforilacion. Células de la cepa dunid (SPY350) transformadas con los
plasmidos pSP692 (DUNI), P37 (vector), pSP693 (DUNI-S104), pSP694 (DUNI-S1394), o
pSP695 (DUNI1-T3804) se crecieron tal y como se describe el la Figura R.5.2. La tincién con
Ponceau S se utiliz6 como control de carga. Los niveles de proteina Smll se determinaron y
cuantificaron como se ha descrito previamente. Se muestra un experimento representativo de

al menos tres repeticiones biologicas independientes.

5.5. Estudio del papel de Mecl y Rad53 en el control de los niveles de
proteina Smll en respuesta a la deficiencia de hierro.

Las quinasa Mecl y Rad53 activan Dunl en respuesta a dafios en el

DNA provocando la degradacion de Smll (Allen et al., 1994; Sun et al.,

1996; Zhao et al., 2001). Asi pues, decidimos estudiar si las quinasas Mec1 y

Rad53 participan en la regulacion de la proteina Smll en condiciones

limitantes de hierro. Como se ha descrito previamente, los mutantes simples
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meclAd y rad534 son letales debido a los bajos niveles de dNTPs que
presentan. Existen diferentes estrategias para recuperar la viabilidad de estos
como son la delecion de la proteina Smll (ver capitulo 2, apartado 2.3) o la
sobreexpresion de la subunidad grande R1 de RNR bajo el control de un
promotor de expresion constitutiva (Desany et al., 1998; Zhao et al., 1998).
Puesto que nuestro objetivo es determinar los niveles de proteina Smll, para
este experimento se utilizod la cepa silvestre W303-1a y las cepas mutantes
meclA, rad534,y dunld que sobreexpresan RNRI. Como muestra la Figura
R.5.5., tanto en condiciones de deficiencia de hierro como en condiciones de
estrés genotoxico la cepa silvestre, pero no dunlA, promueve la disminucioén
de los niveles de proteina Smll. En cambio, los niveles de Smll disminuyen
en células mecld y rad534 crecidas en condiciones limitantes de hierro,
mientras que se mantienen en células incubadas con MMS (Figura R.5.5.).
En conclusion, los resultados obtenidos indican que a diferencia de lo que
ocurre en la respuesta a dafios en el DNA, la disminucioén en los niveles de la
proteina Smll en condiciones de deficiencia de hierro es independiente de

las quinasas Mecl y Rad53.
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Figura R.5.5. Las quinasas Mecl y Rad53 no regulan los niveles de proteina Smll en

condiciones de escasez de hierro. Células de la cepa silvestre W303-1a (SPY473) duni4
(SPY478), rad534 (SPY476) y meclAd (SPY474) se crecieron en condiciones de suficiencia

de hierro (medio SC, Fe), condiciones de deficiencia de hierro (SC con 100 uM de BPS, —Fe)

durante 6 horas y condiciones de suficiencia de hierro con 0,04% de MMS (MMS) afiadido al

medio durante la Gltima hora de crecimiento. La tincidon con Ponceau S se utilizd como

control de carga. Los niveles de proteina Smll se determinaron y cuantificaron como se ha

descrito previamente. Se muestra un experimento representativo de al menos tres repeticiones

biologicas independientes.
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5.6. Papel del proteasoma 26S en la regulacion de los niveles de proteina
Smll en respuesta a la escasez de hierro.

En respuesta a dafios en el DNA, la fosforilaciéon y posterior
ubiquitilacion de la proteina Smll promueven su degradacion a través del
proteasoma 26S (Andreson et al., 2010). Con el fin de estudiar si esta
observacion se hace extensible a condiciones de deficiencia de hierro, se
determinaron niveles de proteina Smll en células que presentan inactivado el
gen PRE] implicado en el ensamblaje de subunidad 20S del proteasoma 26S
(Heinemeyer et al., 1991; Birgit Richter-Ruoff, 1992). Puesto que PRE! es
esencial, se utilizd el mutante termosensible prel-1 incubado a temperatura
restrictiva (37 °C). Para ello, las cepa silvestre BY4743 y mutante prel-1 se
crecieron a temperatura restrictiva (37 °C) durante tres horas. Pasado este
tiempo, se afiadid el quelante de hierro BPS a ambos cultivos para inducir
condiciones de deficiencia de hierro durante 6 horas, manteniendo la
temperatura restrictiva durante todo el proceso (ver materiales y métodos
apartado 4.1.). A continuacion, los niveles de proteina Smll se determinaron
del mismo modo que se indica en los apartados anteriores. Como se observa
en la Figura R.5.6., los niveles de proteina Smll no varian en células prel-1/
crecidas en condiciones de deficiencia de hierro mientras que en la cepa
silvestre los niveles de Smll disminuyen de forma significativa. Estos
resultados sugieren que, al igual que ocurre en respuesta a dafios en el DNA,
el proteasoma 26S participa en la degradacion la proteina Smll en respuesta

a la deficiencia de hierro.
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Figura R.5.6. La degradacion de la proteina Smll en condiciones de deficiencia de hierro
depende del proteasoma 26S. Células de la cepa silvestre BY4743 (SPY462) y de la cepa
mutante prel-1 (SPY463) se crecieron en condiciones de suficiencia de hierro (medio SC)
durante 3 horas a 37 °C. A continuacion se afadié al medio el quelante de hierro BPS
(SC+100uM de BPS, —Fe) y las células se crecieron durante 6 horas més a 37 °C. La tincion
con Ponceau S se utilizé como control de carga. Los niveles de proteina Smll se determinaron
y cuantificaron como se ha descrito previamente. Se muestra un experimento representativo

de al menos dos repeticiones bioldgicas independientes es mostrado.

La fosforilacion de la proteina Smll durante la fase S del ciclo
celular o en respuesta dafios en el DNA es necesaria para que ésta sea
posteriormente ubiquitilada y degradada por el proteasoma 26S (Andreson et
al., 2010). La ubiquitilacion de Smll en respuesta a dafios en el DNA
depende de enzima conjugadora de ubiquitina E2 Rad6, la ubiquitina ligasa
E3 Urb2 y de Mubl. Para estudiar si el complejo ubiquitin-ligasa Rad6-
Ubr2-Mubl regula la degradacion de la proteina Smll durante condiciones
de deficiencia de hierro, se determinaron los niveles de proteina Smll en
mutantes rad64, ubr24 'y mublA. La ubiquitina ligasa Ubr] interactiia con la
enzima Rad6 y con Mubl formando un complejo que ubiquitina a Rpn4, un
factor de transcripcion implicado en la biosintesis de los componentes del
proteasoma (Wang et al., 1997; Wang, 2004; Ju et al., 2008), por lo que se

incluyo la cepa ubriA en el ensayo. Asi pues, la cepa silvestre BY4743 y las
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cepas rad6d, ubr2A, mublA y ubrid se crecieron en condiciones de
suficiencia, deficiencia de hierro y estrés genotoxico como se ha detallado en
apartados anteriores. Como muestra la Figura R.5.7., células mutantes de las
cepas rad6d, ubr24 y mubld presentan defectos en la degradacion de la
proteina Smll en condiciones de deficiencia de hierro y en MMS. Por otro
lado, los niveles de Sml1 disminuyen de forma importante en condiciones de
deficiencia de hierro y estrés genotoxico en la cepa silvestre y la cepa
mutante ubrld (Figura R.5.7). Estos resultados indican que el complejo
ubiquin-ligasa Rad6-Ubr2-Mub]1 participa en la degradacion de la proteina
Smll bajo condiciones baja biodisponibilidad de hierro, como se ha

demostrado que también ocurre en respuesta a dafios en el DNA.
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Figura R.5.7. El complejo ubiquitin-ligasa Rad6-Ubr2-Mubl participa en la
degradacion de Smll en condiciones de escasez de hierro. Células de la cepa silvestre
BY4743 (WT, panel A, SPY430) y de las cepas mutantes rad64 (SPY485), ubr24 (SPY487)
(panel A) se crecieron bajo las mismas condiciones que se indican en la Figura R.4.4. Células
de la cepa silvestre (WT, panel B, SPY430) y de las cepas mutantes mublA (SPY486) y
ubrid (SPY488) (panel B) se crecieron en condiciones de suficiencia (medio SC, Fe),
deficiencia de hierro (SC con 100 pM de BPS, —Fe) durante 8 horas y condiciones de
suficiencia de hierro con 0,04% de MMS (MMS) afiadido al medio durante las dos ultimas
horas. La tincion con Ponceau S se utilizd como control de carga. Los niveles de proteina
Smll se determinaron y cuantificaron como se ha descrito previamente. Se muestra un

experimento representativo de al menos dos repeticiones bioldgicas independientes.

5.7. La degradacion de la proteina Smll en condiciones de escasez de
hierro depende de sus residuos S56, S58, S60 y S61.

Un estudio previo muestra que las serinas S56, S58, S60 y S61 de la

proteina Smll son fosforiladas por la quinasa Dunl en respuesta a dafios en

el DNA (Uchiki, 2004; Andreson et al., 2010). La mutacién de estos cuatro
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residuos de serina a alanina (mutante sm//-4SA) suprime completamente la
degradacion de Smll en respuesta a dafios en el DNA (Zhao et al., 2000;
Zhang et al., 2007; Uchiki, 2004; Andreson et al., 2010). Dado que en
condiciones de deficiencia de hierro, la disminucion en los niveles de
proteina Smll depende de actividad quinasa Dunl, decidimos estudiar si los
residuos S56, S58, S60 y S61 de Smll se requieren para la degradacion de la
proteina en condiciones de escasez de hierro. Para llevar a cabo este
objetivo, células de la cepa silvestre W303-1a y la cepa mutante sml/-4S4 se
crecieron bajo las mismas condiciones que se detallan en ensayos anteriores
y los niveles de proteina Smll se determinaron como se ha indicado
previamente. Tal y como se muestra en la Figura R.5.8., la proteina Smll
silvestre se degrada mas rapido que la proteina Smll1-4SA en respuesta al
estrés genotoxico y a la deficiencia de hierro. Estos datos sugieren que las
serinas S56, S58, S60 y S61 de Smll son importantes para la degradacion de

Sml1 en condiciones de baja disponibilidad de hierro.

WT sml1-4SA

Fe -Fe  MMS Fe -Fe  MMS

Ponceau i e T B AR
100 27 17 100 53 77

Figura R.5.8. Los residuos S56, S58, S60 y S61 de Smll regulan la estabilidad de la
proteina en condiciones de baja biodisponibilidad de hierro. Células de la cepa silvestre
W303-1a (WT, SPY465) y sml1-4SA (SPY466) se crecieron tal y como se describe el la
Figura R.5.2. La tincién con Ponceau S se utiliz6 como control de carga. Los niveles de
proteina Smll se determinaron y cuantificaron como se ha descrito previamente. Se muestra

un experimento representativo de al menos dos de tres repeticiones biologicas independientes.
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5.8. Implicacion de la ruta proteolitca vacuolar en la degradaciéon de
Smll en condiciones de baja disponibilidad de hierro.

Analisis de los niveles proteicos de Smll en células que expresan la
proteina de fusion Sml1-GFP muestran que bajo condiciones de deficiencia
de hierro la proteina Sml1-GFP se degrada (Figura R.5.9., panel A) al igual
que ocurre en una cepa silvestre (Figura R.5.1.). Sin embargo, la
degradacion de Sml1-GFP no se observa en respuesta a tratamientos que
inducen estrés genotdéxico como HU o MMS (Figura R.5.9., panel A). En
cambio, se observa un retraso en la movilidad electroforética de Smll1-GFP
debido probablemente a la fosforilacion que la quinasa Dunl ejerce sobre
Sml1. Este resultado sugiere que la etiqueta GFP interfiere en la degradacion
de la proteina Smll en respuesta a tratamientos con HU o MMS pero no es
respuesta a la falta de hierro. Estas observaciones sugieren que en
condiciones de deficiencia de hierro existen otros mecanismos de
degradacion para Smll que no se ven afectados por la presencia de la

proteina GFP fusionada a Sml1.
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Figura R.5.9. La ruta proteolitica vacuolar dependiente de la proteinasa vacuolar Pep4
contribuye a la degradacion de proteina Smll en respuesta a la deficiencia de hierro,
pero no en respuesta a daifios en el DNA. (A) Células de la cepa que expresan la proteina de
fusiéon Sml1-GFP (SPY349) se crecieron en medio SC (Fe), SC con 100 uM de BPS (-Fe)
durante 6 horas; medio SC con 0,04% de MMS (MMS) y medio SC con 0,2 M de HU (HU)
afladidos al medio durante las dos tltimas horas de crecimiento. Los niveles de proteina Smll
se determinaron mediante el anticuerpo anti-GFP. (B) Células de la cepa silvestre BY4743
(WT, SPY430) y de la cepa mutante pep44 (SPY496) crecieron tal y como se describe en la
Figura R.5.4. Los niveles de proteina Smll se determinaron y cuantificaron como se ha
descrito previamente. Se muestra un experimento representativo de al menos dos repeticiones
bioldgicas independientes. Para ambos casos (panel A y B) la tincién con Ponceau S se utilizo
como control de carga.

Ademas de la ruta de degradacion de proteinas citoplasmaticas
mediada por el sistema ubiquitin-proteasoma, existe otra via de degradacion
proteolitica llevada a cabo por la vacuola. En S. cerevisiae, la ruta

proteolitica vacuolar requiere de la actividad aspartil proteasa vacuolar

(proteinasa A) Pep4. Pep4 esta implicada en la maduracion post-traduccional
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de precursores de proteinasas vacuolares ademdas de participar en la
protedlisis de proteinas en respuesta al estrés nutricional, durante la
esporulacion y bajo condiciones de crecimiento vegetativo (Wolff et al.,
1996; Ammerer et al., 1986; Parr et al., 2007). Decidimos estudiar si la ruta
proteolitica vacuolar estd implicada en la degradacion la proteina Smll en
respuesta a la deficiencia de hierro. Para ello, se determinaron los niveles de
Smll en una cepa silvestre BY4743 y en la cepa mutante pep44. De acuerdo
con los resultados obtenidos previamente mediante tratamientos con HU
(Baek et al., 2012), la degradacion de la proteina Smll en respuesta al estrés
genotoxico, en este caso inducido por MMS, es independiente de la proteasa
vacuolar Pep4 (Figura R.5.9., panel B; Baek et al., 2012), En cambio, en un
mutante pep44 no se observa disminucion en los niveles de proteina Smll
(Figura R.5.9., panel B). Con todos estos resultados podemos concluir que la
deficiencia de hierro promueve la degradacion de la proteina Smll tanto a
través del proteasoma 26S como de la ruta proteolitica vacuolar. En
respuesta a dafios en el DNA el proceso ocurre de forma dependiente del

proteasoma 26S pero independientemente de la ruta proteolitica vacuolar.

172



Discusion







Discusion

La capacidad de dividirse depende, entre otros factores, de la
eficacia de las células para replicar su material hereditario. En los
organismos eucariotas el hierro desempefia un papel imprescindible en la
sintesis de DNA dada su participacion como cofactor en las DNA
polimerasas y en la enzima ribonucleétido reductasa. A pesar de que hace
mas de cuarenta afios que se ha descrito que la RNR presenta un centro
dinuclear de hierro esencial para su funcion (Brown, 1968), ningtin estudio
ha descrito hasta el momento los mecanismos que regulan la actividad RNR
ante situaciones de escasez de hierro. En este trabajo hemos descrito
mediante ensayos de immunolocalizacion que la levadura S. cerevisiae
induce la relocalizacion de la subunidad pequeiia R2 de RNR del nticleo al
citoplasma de la célula bajo condiciones de deficiencia de hierro. Este
cambio de localizacion subcelular ocurre cuando los niveles de hierro son
bajos, tanto si la deficiencia es provocada por la presencia de un quelante de
hierro como cuando las células presentan reducida su capacidad de
adquisicion del metal desde el medio extracelular (mutantes fet3Afet44). La
relocalizacion de las proteinas Rnr2 y Rnr4 del nucleo al citoplasma tanto
durante la fase S del ciclo celular como en respuesta a dafios en el DNA
tiene lugar a través de un mecanismo dependiente de las quinasas del
checkpoint de integridad del DNA Mecl y Rad53 (Yao et al., 2003). Sin
embargo, bajo nuestras condiciones de ensayo, la quinasa Rad53 no muestra
cambios significativos en su movilidad electroforética posiblemente debido a
que no esta fosforilada en respuesta a niveles bajos de hierro. Este resultado
sugiere que las condiciones de deficiencia de hierro ensayadas en este
trabajo no activan el checkpoint de integridad del DNA. No obstante, la
ausencia de hiperfosforilacion en la quinasa Rad53 no es sin6nimo

inequivoco de inactivacion del checkpoint. Asi pues. tan s6lo con este
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resultado, no se puede descartar de forma definitiva la posibilidad de que la
quinasa Rad53 esté participando en el mecanismo de regulacion de la RNR
en condiciones de deficiencia de hierro. Tsaponina y colaboradores han
mostrado que en mutantes ixr/4, factor de transcripcion que controla la
expresion de RNRI ademas de la respuesta a hipoxia, la expresion de los
genes RNR3 y RNR4 aumenta a pesar de que la quinasa Rad53 no muestra
cambios en su movilidad electroforética. Esta induccidon desaparece cuando
la quinasa Rad53 no estd presente (Tsaponina et al., 2010). Teniendo en
cuenta estos resultados, podriamos pensar que la ausencia de
hiperfosforilacion de la quinasa Rad53 no impide que esté involucrada en el
control de la relocalizacion de la subunidad pequefia R2 en condiciones de
deficiencia de hierro. Sin embargo, la presencia de una distribucion
principalmente citoplasmatica de la subunidad pequefia R2 en mutantes
meclAsmllA y rad534smlid, en condiciones de deficiencia de hierro,
sugiere que Mecl y Rad53 no participan en este cambio de localizacion.
Aunque este ultimo resultado excluye la participacion de las
quinasas Mecl y Rad53 en la activacion del cambio de localizacion
subcelular de las proteinas Rnr2 y Rnr4, no se puede descartar que el cambio
de localizacion sea debido a defectos en la progresion del ciclo celular
causados por la deficiencia del cofactor. Es factible pensar que bajo las
condiciones de deficiencia de hierro ensayadas, las células podrian tender a
acumularse en la fase de sintesis del DNA puesto que, como trabajos previos
han descrito, es en esta fase donde casi mas de la mitad de las células
presentan un patréon difuso de localizacion citoplasmatica para la subunidad
pequefia R2 (Yao et al., 2003). Sin embargo, analisis de citometria de flujo
(resultados no mostrados) indican que células crecidas en las condiciones de

deficiencia de hierro utilizadas en este trabajo no presentan diferencias
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significativas en la distribucion del ciclo celular respecto a células crecidas
en condiciones de suficiencia de hierro. Ademds, ensayos de
inmunolocalizacion en células crecidas en presencia de BPS y paradas en la
fase G1 del ciclo celular muestran un patrén de localizacion principalmente
citoplasmatico, tanto para la proteina Rnr2 como para Rnr4 (resultados no
mostrados). Estos resultados indican que la relocalizacion de la subunidad
pequeiia R2 en respuesta a las condiciones de baja biodisponibilidad de
hierro ensayadas no es una consecuencia indirecta de defectos en la
progresion del ciclo, ni tampoco requiere del paso a través de ninguna fase
concreta del ciclo celular. La distribucion de la subunidad pequefia R2 al
citoplasma tampoco es debida a un aumento de la expresion de RNR2 y
RNR4, como indica la ausencia de induccién transcripcional en condiciones
de deficiencia de hierro mostrada mediante ensayos [-galactosidasa. De
acuerdo con esta observacion, Yao y colaboradores han mostrado que bajo
condiciones de estrés genotoxico la falta de activacion transcripcional de
RNR2 y RNR4 no impide que la subunidad pequefia R2 relocalice del nticleo
al citoplasma de la célula (Yao et al., 2003).

Ante déficit de hierro, la levadura S. cerevisiae activa una respuesta
a nivel transcripcional y post-transcripcional que facilita adquirir, movilizar,
reciclar e incluso atenuar la actividad de algunas rutas metabolicas en
provecho de otras. Puig y colaboradores han descrito que gran parte de la
remodelacion post-transcripcional que tiene lugar en respuesta a la
deficiencia de hierro estd dirigida por las proteinas Cthl y Cth2. Los
resultados de sus trabajos apoyan la idea de que la funcion llevada a cabo
por ambas proteinas tiene como finalidad reprimir el consumo de hierro por
parte de procesos no esenciales a favor de procesos celulares indispensables

que también requieren de este cofactor para su actividad (Puig et al., 2005 y
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2008). En este trabajo se muestra que las proteinas Cthl y Cth2 regulan la
localizacion subcelular de la subunidad pequefia R2 en respuesta a la
deficiencia de hierro. Cuando los niveles de hierro son limitantes, las
proteinas Cthl y Cth2 reconocen y se unen a través de sus dedos de zinc a
las AREs situadas en la region 3’UTR del mRNA WTM]I induciendo su
degradacion. La union de Cthl y Cth2 a la regién 3’UTR de WTMI es un
proceso especifico que requiere tanto de la integridad de los dedos de zinc de
Cthl y Cth2, como de la integridad de las AREs de la region 3°’UTR de
WTM]I, tal y como los resultados de los ensayos de triple hibrido realizados
en este trabajo sugieren. Ademas, hemos observado mediante Western blot
que la disminucidén en los niveles de mRNA WTMI promueve una bajada en
los niveles de proteina. La disminucion de los niveles de proteina Wtm1l
favorece la salida de la subunidad pequefia R2 del nucleo al citoplasma
aproximadamente en el 60-70% de las células. Asi pues, nuestros resultados
sugieren que cuando los niveles de hierro son bajos las proteinas Cthl y
Cth2 presentan una funcion directa en el control de la regulacion de la
localizacion subcelular de las proteinas Rnr2 y Rnr4 a través de la

estabilidad del mRNA WTM1 (Figura D.1).
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Figura D.1. Modelo de regulacién de la enzima ribonucledtido reductasa de S. cerevisiae

en condiciones de deficiencia de hierro a través de las proteinas Cthl y Cth2.

Nuestros ensayos de inmunolocalizacidon para las proteinas Rnr2 y
Rnr4 muestran que en condiciones de deficiencia de hierro mas de un 20%
de las células que no expresan CTHI y CTH2, que expresan sus alelos no
funcionales o el alelo WTMI-ARE-mt3 presentan a la subunidad pequefia R2
en el citoplasma de la célula. Estos resultados sugieren que en condiciones
de limitacion de hierro existen mecanismos independientes a la degradacion
del mensajero WTMI que también intervienen en la regulaciéon de la
localizacion subcelular de la subunidad pequefia R2. Un posible mecanismo
podria ser la activacion del checkpoint de integridad del DNA. Sin embargo,
ensayos de inmunoblot realizados en mutantes cthiActh24 y WTMI1-ARE-
mt3 para estudiar el estado de fosforilacion de la quinasa Rad53, no
muestran ningun retraso en la movilidad electroforética de esta quinasa en
las condiciones de deficiencia de hierro utilizadas en este trabajo. Por tanto,

hemos descartado que el patrén parcialmente citoplasmatico que presentan
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los mutantes cthidcth24 y WTMI-ARE-mt3 sea consecuencia de la
activacion del checkpoint de integridad del DNA. Puesto que la ausencia de
fosforilacion de Rad53 no siempre implica falta de activacion del
checkpoint, hemos estudiado si células mutantes cthlActh24 presentan
activacion de la transcripcion de los genes RNR. Los resultados obtenidos
(no mostrados) a partir de ensayos [3-galactosidasa realizados en la cepa
mutante cthlActh24 no muestran cambios en la transcripcion de los genes
RNR?2 y RNR4, descartando asi la activacion del checkpoint de integridad del
DNA. Asi pues, todos estos resultados refuerzan la idea de que mecanismos
independientes al checkpoint de integridad del DNA vy a las proteinas Cthl y
Cth2 contribuyen a la salida de Rnr2 y Rnr4 del nucleo al citoplasma en
condiciones de baja biodisponibilidad de hierro. No podemos descartar que
la salida parcial al citoplasma de la subunidad pequefia R2 que presentan
estos mutantes cuando los niveles de hierro disminuyen sea consecuencia de
defectos en la progresion del ciclo celular. De esta forma, seria interesante
estudiar si dichos mutantes presentan alteraciones en la progresion de las
fases del ciclo bajo las condiciones de limitacion del hierro ensayadas.
Tampoco podemos descartar que existan mecanismos que regulen la
estabilidad de la interaccion entre la proteina Wtml y Rnr2-Rnr4 en
condiciones de deficiencia de hierro tal y como ocurre en respuesta al estrés

genotdxico.

Mediante un ensayo enzimatico hemos determinado que las
concentraciones intracelulares de dATP y dCTP aumentan dos veces tras 7
horas de crecimiento bajo condiciones de déficit de hierro. Estos resultados

sugieren que la escasez de hierro no conduce a una inhibicidén drastica de
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actividad RNR, sino que su funciéon se mantiene al menos durante las
primeras horas. En mutantes WITMI-ARE-mt3 crecidos en condiciones de
deficiencia de hierro las cantidades de dNTPs no aumentan, sino que se
mantienen en niveles similares a los determinados en condiciones de
suficiencia de hierro. Asi pues, concluimos que la degradacion del mRNA
WTM]I en condiciones de deficiencia de hierro promueve la activacion de la
funcion biologica de la enzima RNR (Figura D.1). En mutantes cthlActh24,
los niveles de dNTPs no s6lo no se mantienen, sino que disminuyen mas de
seis veces respecto de células de la cepa silvestre crecidas 7 horas en
condiciones de deficiencia de hierro. Este resultado no se debe a un aumento
en los niveles del mRNA WTMI ya que mutantes WIMI-ARE-mt3 y
cthidcth24 presentan el mismo defecto en la degradacion del mRNA
WTM]I. Este resultado tampoco se explica por un mayor defecto en la salida
al citoplasma de la subunidad pequefia R2 ya que los mutantes cthlActh2A 'y
WTMI1-ARE-mt3 exhiben el mismo defecto en la relocalizacion subcelular de
las proteinas Rnr2 y Rnr4 bajo condiciones de escasez de hierro. La
diferencia en los niveles intracelulares de dNTPs se podria deber a defectos
en la distribucion del cofactor en mutantes cthlActh2A4. En respuesta a la
deficiencia de hierro tanto en células de una cepa silvestre como en mutantes
WTMI-ARE-mt3 se estan reprimiendo, a través del mecanismo de accion de
las proteinas Cthl y Cth2, procesos no esenciales que requieren del hierro
para su actividad. Por tanto, es posible que cuando estos procesos estan
siendo reprimidos, la célula disponga de mayor cantidad de cofactor libre
que podia ser destinado a la actividad de la enzima RNR. En cambio, la
represion de estos procesos desaparece en mutantes cthlActh24 provocando
posiblemente una disminucién en la cantidad de cofactor libre y disponible

para la RNR, hecho que afectaria negativamente a su actividad enzimatica,
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traduciéndose en una disminucion en los niveles de dNTPs. Por tanto, la
sintesis de dNTPs no estd simplemente limitada por la salida de la subunidad
pequeiia R2 del nucleo al citoplasma sino por otras causas como puede ser la
disponibilidad de hierro. No podemos obviar que la disminucion en los
niveles de dNTPs también puede ser debida a efectos secundarios de los
mutantes cthlActh24. Hemos observado que las proteinas Cthl y Cth2
ademas de regular el cambio de localizacidon también regulan otros aspectos
de la funcion de la RNR como son los niveles de Rnr2 y Rnr4. Por tanto, no
podemos descartar que defectos en la regulacion de los niveles de la
subunidad pequefia R2 o en otros factores que afectan su actividad
provocando una disminuciéon en los niveles de dNTPs en condiciones de
deficiencia de hierro. Es interesante indicar que mientras que mutantes
WTMI-ARE-mt3 no presentan defectos de crecimiento en presencia del
quelante de hierro BPS, mutantes cthiActh24 crecen de forma mas lenta
(resultados no mostrados). Ademads, en este trabajo no se ha estudiado si
mutantes cthlActh2A presentan defectos en la liberaciéon del cofactor a
actividades enzimaticas celulares que requieren del hierro para su funcion
como por ejemplo algunas de las enzimas que estdn implicadas en el
mantenimiento de la estabilidad genomica, factor que podria alterar la
sintesis de dNTPs. Tampoco podemos descartar que el descenso observado
en los niveles de dNTPs que presentan estos mutantes bajo condiciones de
deficiencia de hierro pueda ser consecuencia de alteraciones en la progresion
de alguna de las fases del ciclo celular, como podria ocasionar un retraso en
la entrada en la fase de replicacion del DNA o la parada en alguna fase
doénde sea esencial para las células mantener niveles bajos de dNTPs. Por
ultimo, es importante resaltar que el descenso en los niveles de dNTPs que

presentan mutantes cthlActh24 sélo ha sido determinado al cabo de 7 horas
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de crecimiento bajo condiciones de déficit de hierro. No sabemos si este
defecto en el mantenimiento de los niveles de dNTPs tiene lugar de forma
transitoria o si la bajada es reproducible a tiempos mas largos de deficiencia.
Seria interesante investigar con mas detalle que ocurre con los niveles de
dNTPs tanto en tiempos mas cortos como pasadas mas de siete horas en
condiciones de limitacion del cofactor. En este sentido, se ha descrito que en
algunas lineas celulares de mamifero se produce un aumento transitorio en
los niveles de ANTPs durante las primeras etapas de la deficiencia de hierro a
pesar de que a tiempos mas largos de deficiencia més severa los niveles de
estos disminuyen y el ciclo celular acaba parandose debido al papel esencial
que el hierro juega en la division celular (Furukawa et al., 1992). La falta de
activacion del checkpoint y la ausencia de defectos en la progresion del ciclo
celular tras seis horas en deficiencia de hierro, parecen indicar que esta
deficiencia de hierro no es lo suficientemente severa como para provocar
consecuencias indirectas de la falta de dNTPs.

La relocalizacion citosélica de la subunidad pequefia R2 bajo
condiciones de deficiencia de hierro tiene lugar entre aproximadamente el
60-70% de las células de una cepa silvestre. En cambio, la sintesis de dNTPs
solo se traduce en un aumento de dos veces en los niveles de dATP y dCTP.
Este resultado sugiere la existencia de otros factores que limitan la sintesis
de dNTPs bajo estas condiciones. Como ya hemos comentado anteriormente,
bajo condiciones de baja biodisponibilidad de hierro la transcripcion de
RNR2 y RNR4 no aumenta significativamente en comparacion con el
tratamiento de MMS, resultado consistente con la falta de activacion de las
quinasa Mecl y Rad53. Hemos observado que tanto los mRNAs RNR2 y
RNR4 como sus niveles de proteina disminuyen en respuesta a la deficiencia

de hierro. Estos resultados sugieren que una ligera disminucion en los
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niveles de proteina de la subunidad R2 podria limitar la actividad de RNR
durante condiciones de menor disponibilidad de hierro. Ademas, es
importante considerar que la funcién de la RNR puede estar limitada por la
disponibilidad del cofactor asi como por la entrega de este a la enzima.
Estudios recientes han demostrado que las glutarredoxinas Grx3/Grx4 son
importantes para la entrega del cofactor a la RNR (Muhlenhoff et al., 2010).
Seria muy interesante ampliar este trabajo con estudios mas detallados que
permitan determinar como la entrega del hierro a la RNR se ve afectada
durante la deficiencia y si esto influye en la regulacion de la RNR. En este
trabajo hemos observado que a pesar de que los niveles del inhibidor Smll
de la subunidad grande R1 disminuyen, aproximadamente un 50% de la
proteina Smll permanece estable tras 6 horas bajo condiciones de
deficiencia de hierro. Por tanto, no podemos descartar que cantidades de
Smll estén impidiendo un aumento mayor en los niveles de dNTPs. Es
posible que las células controlen de varias formas los niveles de dNTPs en
condiciones de deficiencia de hierro. Un ligero descenso en los niveles de
dNTPs quizas sea suficiente para priorizar actividades relacionadas con el
metabolismo del DNA sin causar dafios a la célula como consecuencia de un
incremento en la tasa de mutaciébn o a la propia toxicidad que causan
cantidades elevadas de dNTPs.

La presencia de mecanismos independientes a las proteinas Cthl y
Cth2 que también regulan la actividad RNR, nos ha permitido asignar una
nueva funcioén a la quinasa Dunl en la homeostasis del hierro. El papel mas
estudiado y mejor caracterizado de la quinasa Dunl es su funcién en la
regulacion de la sintesis de dNTPs a través del control de la actividad RNR
en respuesta al estrés genotéxico. En este trabajo hemos demostrado que la

quinasa Dunl también regula varios aspectos de la RNR en condiciones de
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deficiencia de hierro como son la salida del nucleo al citoplasma de Ila
subunidad pequeiia R2 y los niveles del inhibidor Smll de la subunidad
grande R1. Varios resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la
quinasa Dunl participa en la respuesta a la deficiencia de hierro a través de
un mecanismo diferente al que tiene lugar bajo condiciones de estrés
genotoxico. Por un lado, resultados obtenidos a partir de ensayos de
inmulocalizacién en mutantes mec/4 y rad534 descartan una funcién de
ambas quinasas en la relocalizacion de la subunidad pequefia R2 del nucleo
al citoplasma en condiciones de deficiencia de hierro. Por otro lado, defectos
en la disminucion de los niveles de proteina Smll observados en mutantes
dunld pero ausentes en mutantes mecld y rad534 en condiciones de
deficiencia de hierro, excluyen tanto a Mecl como a Rad53 de la regulacion
de los niveles del inhibidor Smll. Es importante destacar que la papel de
Dunl a través de un mecanismo independiente a la quinasa Rad53 no resulta
novedoso. De hecho, varios estudios sugieren que rutas independientes a la
quinasa Rad53 también pueden activar a la quinasa Dunl (Bashkirov et al.,
2003). Por ejemplo, la activacion transcripcional de SNMI, gen necesario
para la reparacion de enlaces de cadena cruzada en el DNA en respuesta al
dafio, parece ser dependiente de Dunl pero independiente de Rad53 (Ralf'y
Siede, 1996). Por otra parte, tanto Mecl como Dunl parecen estar
implicadas en la supresion de reordenamientos cromosomicos y en el
silenciamiento de genes teloméricos a través de un mecanismo independiente
de Rad53 (Craven y Petes, 2000; Myung et al., 2001). Ademas, la ausencia
de retraso en la migracion electroforética de Dunl en condiciones de déficit
de hierro asi como la falta de induccion transcripcional de los genes RNR2 y
RNR4 bajo las mismas condiciones apoyan la idea de que Dunl regula la

funcion de la RNR a través de un mecanismo diferente al que tiene lugar en
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respuesta a dafios en el DNA. Asi pues, seria de gran interés estudiar coémo
Dunl percibe la deficiencia de hierro, asi como la naturaleza de esta sefial.
Mientras que la activacién de las proteinas Cthl y Cth2 depende de la
induccion transcripcional gobernada por los factores Aftl y Aft2, no
podemos descartar la existencia de mecanismos independientes a éstos
responsables de promover la actividad de Dunl en condiciones de limitacion
del cofactor.

En este trabajo hemos estudiado los residuos de Dunl implicados en
la localizacion de la subunidad pequefia R2 y en la regulacion de los niveles
de proteina Smll. Hemos centrado nuestros estudios en aquellos residuos
que han sido previamente descritos como importantes en la funcién de Dunl
en la regulacion de RNR en respuesta a dafios en el DNA (Zhao et al., 2002;
Lee et al.,, 2008). Hemos observado que mutantes DUNI-D3284 sin
actividad quinasa, y por tanto incapaces de fosforilar a sus dianas, son
incapaces tanto de promover la relocalizacion de la subunidad pequefia R2
como de inducir la degradacion de la proteina Smll. Estos resultados indican
que la integridad de la actividad quinasa de Dunl es necesaria para la
regulacion de la RNR en respuesta a la deficiencia de hierro tal y como
ocurre en respuesta a dafios en el DNA. En cambio, las serinas de las
posiciones 10 y 139 descritas como posibles sitios de autofosforilacion
importantes para la activacion de Dunl en respuesta a danos en el DNA,
parecen no tener un papel importante ni en el cambio de localizacion del
nucleo al citoplasma de las proteinas Rnr2 y Rnr4, ni en la disminucion de
los niveles de proteina Smll bajo condiciones de limitacion de hierro. Estos
resultados refuerzan la idea de que la quinasa Dunl participa en la
regulacion de la RNR en condiciones de deficiencia de hierro a través de un

mecanismo diferente al que promueve su actividad en respuesta a dafios en
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el DNA. Sin embargo, no disponemos de datos suficientes que permitan
descifrar a través de que mecanismos tiene lugar esta regulacion. Entre
muchos otros factores, seria de gran interés estudiar si la quinasa Dunl
afecta a la interaccion entre el complejo Rnr2-Rnr4 y la proteina Wtml.
Cabe destacar que datos preliminares no parecen indicar que la funcion de la
quinasa Dunl1 regule los niveles de Wtm1 (datos no mostrados).

En respuesta al estrés genotoxico inducido por MMS, el dominio
FHA de Dunl y el residuo T380 de Dunl participan en la degradacion de
Smll y en el cambio de localizaciéon. En cambio, nuestros resultados
sugieren que en condiciones de deficiencia de hierro el dominio FHA de
Dunl no se requiere para la relocalizacion del nucleo al citoplasma de la
subunidad pequefia R2 pero si para la regulacion de los niveles del inhibidor
Sml1. Dadas las evidencias que indican que Rad53 no participa en ninguno
de ambos procesos, estos resultados nos llevan a plantearnos si los defectos
en regulacion de los niveles de Smll que estos mutantes presentan podrian
ser atribuidos a una posible funcion del dominio FHA como mediador de la
interaccion entre Smll y Dunl. Si fuera asi, este resultado otorgaria una
nueva funcién al dominio FHA de la quinasa Dunl en la regulacion de los
niveles de Smll en condiciones de baja biodisponibilidad de hierro. En
consonancia con esta idea encontramos en la bibliografia un trabajo donde se
describe que el dominio FHA de la quinasa Dunl ademas de estar implicado
en el reconocimiento de motivos di-fosfotreonina de Rad53, interacciona con
Pan3, subunidad del complejo nucleasa-poly(A) regulando los niveles del
mRNA RADS en respuesta al estrés replicativo (Hammet et al., 2000). No
obstante, no podemos descartar que Dunl reconozca a través de su domino

FHA una proteina con un motivo di-fosfotreonina necesaria para inducir la
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degradacion de Smll bajo condiciones de limitacién del cofactor, pero no
requerida para el cambio de localizacion de la subunidad pequefia R2.

La controversia observada entre el cambio de localizacion subcelular
de la subunidad pequefia R2 y los niveles de proteina Smll que exhiben
mutantes DUNI que presentan el residuo de treonina de la posiciéon 380
mutado (T380A), requiere ser estudiada con mayor detalle. Nuestros
resultados indican que mutaciones en la treonina 380 no inhiben la
disminucién de los niveles de Smll en condiciones de baja biodisponibilidad
de hierro; en cambio si parecen provocar defectos en el salida del nucleo al
citoplasma de la subunidad pequefia R2. La falta de mas datos en este
sentido hace dificil explicar este resultado. No obstante, es importante
destacar que los datos de cuantificacion obtenidos a partir de ensayos de
inmunolocalizacién realizados con estos mutantes en condiciones de
deficiencia de hierro muestran desviaciones estandar elevadas.

Como se ha descrito en la introduccion de este trabajo, dafios en el
DNA inducen la degradacion de la proteina Smll a través del proteasoma
268, tras ser fosforilada y ubiquitilada. Nuestros resultados de inmonublot
utilizando mutantes sm//-4SA4, asi como multiples mutantes de ubiquitilacion
y mutantes termosensibles del proteasoma 26S, sugieren que cuando los
niveles del cofactor son bajos, la proteina Smll es ubiquitilada y degradada a
través del proteasoma 26S como ocurre en respuesta a dafios en el DNA. Sin
embargo, nuestros resultados no descartan que las condiciones de escasez de
hierro ensayadas impliquen la participacion de otros mecanismos adicionales
en la degradacion del inhibidor Smll. En este sentido hemos detectado
diferencias en la movilidad electroforética en cepas que presentan la fusion
Sml1-GFP tratadas con el quelante de hierro BPS respecto de células

tratadas con HU y MMS. Después de tratamientos con agentes que dafian
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DNA, la proteina de fusiéon Sml1-GFP parece estar atrapada como una forma
intermedia y fosforilada que no puede ser degradada. Sin embargo, en
respuesta a la deficiencia de hierro, no so6lo no se observa la forma
intermedia sino que ademds los niveles de proteina de fusiéon Smll-GFP
disminuyen respecto a condiciones de suficiencia de hierro. Teniendo en
cuenta que la ruta proteolitica vacuolar dependiente de la proteinasa vacuolar
Pep4 es una forma alternativa para la degradacion de algunas proteinas, se ha
observado que mutantes pep44 presentan defectos en la degradacion de la
proteina Smll cuando los niveles de hierro disminuyen. Asi pues,
concluimos que tanto el proteasoma 26S y como la via proteolitica vacuolar
contribuyen a la degradaciéon de la proteina Smll en respuesta a la
deficiencia de hierro. En cambio, la ruta proteolitica vacuolar no participa en
la degradacion de Smll tras tratamiento con HU (Baek et al., 2012), o MMS
(como se ha mostrado en este trabajo).

Nuestros estudios en la levadura S. cerevisiae podrian en un futuro
servir como precedente para estudiar si existen mecanismos similares en
humanos que regulen la funciéon de la RNR en respuesta a la falta de hierro.
Se ha descrito que en respuesta a estreses genotoxicos lineas celulares
humanas de fibroblastos producen cambios en los niveles de expresion y
cambios localizacion subcelular de las subunidades de la RNR R1, R2 y
pS53R2 (Tanaka et al., 2000; Xue et al, 2003). Ademads, un trabajo
recientemente publicado ha descrito que la proteina homologa a Cth2 en
humanos, TTP, regulada a través de la ruta mTOR, promueve la degradacion
del receptor de transferrina en condiciones de baja disponibilidad de hierro
(Bayeva et al., 2012). Bayeva y colaboradores sugieren que esta regulacion
podria ser especifica de tejido en funcidn del requerimiento por el hierro que

estos presentan. Este trabajo atribuye por primera vez un papel a la proteina

189



Discusion

TTP en la homeostasis de hierro en humanos y despierta el interés en
conocer si su mecanismo de acciéon también implica cambios en la

regulacion de la enzima ribonucleotido reductasa.
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1. La deficiencia de hierro provoca la salida del nucleo al
citoplasma de la subunidad pequefia R2 de la enzima ribonucleotido
reductasa de la levadura S. cerevisiae.

2. Las condiciones de deficiencia de hierro utilizadas en este
trabajo no provocan la activacion de las quinasas del checkpoint de
integridad del DNA Mec1 y Rad53.

3. La subunidad pequefia R2 de la enzima ribonucleé6tido
reductasa relocaliza del nucleo al citoplasma en respuesta a la
deficiencia de hierro independientemente de las quinasas del checkpoint
de integridad del DNA Mecl y Rad53.

4. La regulacion de la enzima ribonucleotido reductasa en
condiciones de deficiencia de hierro depende de las proteinas Cthl y
Cth2 y de la quinasa Dunl.

5. En condiciones de baja biodisponibilidad de hierro, las
proteinas Cth1l y Cth2 reconocen e interaccionan a través de su TZF con
AREs situadas en la region 3’UTR del mRNA WTMI promoviendo su
degradacion. La disminucion de los niveles de mensajero WTMI se
traduce en una bajada en los niveles de proteina, mecanismo que facilita
la salida del nucleo al citoplasma de la subunidad pequefia R2 en
condiciones de deficiencia de hierro.

6.  Las proteinas Cthl y Cth2 incrementan los niveles de dATP
y dCTP en respuesta a la deficiencia de hierro a través de la degradacion
del mRNA WTMI.

7. En condiciones de baja biodisponibilidad de hierro, las
proteinas Cthl y Cth2 interaccionan a través de su TZF con AREs
situadas en la regién 3’UTR de los mRNAs RNR2 y RNR4 promoviendo
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su degradacion. La disminucion de los niveles de mensajero RNR2 y
RNR4 se traduce en una ligera bajada en los niveles de proteina.

8.  Los niveles de proteina Smll, inhibidor de la subunidad
grande R1, disminuyen en condiciones de deficiencia de hierro de forma
independiente de las proteinas Cth1 y Cth2.

9. La quinasa Dunl promueve la salida de la subunidad
pequefia R2 de la enzima ribonucleotido reductasa del nucleo al
citoplasma y disminuye los niveles de Smll de forma independiente a
Mecl y Rad53.

10. El cambio de localizacion de la subunidad pequefia R2 y el
descenso en los niveles de la proteina Smll en condiciones de
deficiencia de hierro dependen de la integridad del dominio quinasa de
Dunl mientras que las serinas de las posiciones 10 y 139 son
dispensables.

11. En condiciones de baja biodisponibilidad de hierro, el
dominio FHA de Dunl no parece estar implicado en la relocalizacion de
la subunidad pequenia R2 al citoplasma, pero si en la degradacion del
inhibidor Sml1.

12. En condiciones de escasez de hierro, la degradacion de la
proteina Smll depende tanto del complejo de ubiquin-ligasas Rad6-

Urb2-Mubl y del proteasoma 26S como de la ruta vacuolar proteolitica.
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