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RESUM 

 

El ferro és el metall de transició més important per als sistemes biològics. Al llarg de 

l'evolució, aquest metall s'ha convertit en un element essencial per a la cèl·lula. Això es deu al 

fet que posseeix una gran versatilitat com a catalitzador biològic, la qual cosa li ha permès 

formar part de processos biològics indispensables per a la vida. A més, se sap que l'adquisició 

d'aquest metall és un procés altament controlat. En cèl.lules eucariotes s'ha vist que la 

desregulació del metabolisme d'aquest metall està associada amb importants defectes que 

poden conduir, en última instància, a la pèrdua de la viabilitat cel·lular. En humans la 

sobrecàrrega de ferro s'ha associat a una varietat creixent de patologies, com per exemple, 

l’Ataxia de Friedreich. Aquesta malaltia és causada pel dèficit d'una proteïna anomenada 

frataxina. Nombrosos estudis relacionen a aquesta proteïna amb el metabolisme de ferro, ja 

que en diferents models s'ha vist que el seu dèficit provoca sobrecàrrega d'aquest metall i 

disminució de l'activitat dels enzims amb centres Fe-S. Aquesta disminució ha establert les 

bases per a què la majoria dels estudis la considerin essencial per a la biosíntesi d'aquests 

centres. No obstant això, la funció precisa d'aquesta proteïna es troba en discussió. 

Saccharomyces cerevisiae ha estat àmpliament utilitzat com a model d'estudi de la funció 

d'aquesta proteïna ja que posseeix un gen ortòleg anomenat YFH1 (Yeast frataxina 

homologue). Els resultats obtinguts en aquesta tesi, en què s'han analitzat mutants 

condicionals de YFH1, emfatitzen la implicació de Yfh1p en el metabolisme del ferro 

mitocondrial. L'activació del sistema d'alta afinitat d'adquisició de ferro és l'efecte primari de 

la depleció d'aquesta proteïna. Aquest fet constitueix una prova definitiva de la seva 

implicació en el metabolisme del ferro. No obstant això, l'anàlisi dels enzims amb centre Fe-S 

ha permès establir que aquesta activació no depèn del correcte funcionament d’aquest procés 

biosintètic mitocondrial, ja que la inactivació d'aquests enzims és posterior a l'activació del 

reguló de ferro. Per tant, la pèrdua d'activitat dels enzims Fe-S seria una conseqüència 

secundària d'un conjunt d'esdeveniments promoguts per la sobrecàrrega de ferro. Entre 

aquests esdeveniments destaca un increment del dany oxidatiu induït a les proteïnes (formació 

de carbonils), el qual seria el reflex d'un augment de l'estrès oxidatiu en l'interior de la 

mitocòndria. Aquest increment és el resultat de dos importants esdeveniments: i) l'augment 

del nivell de ferro a l’orgànul i ii) la pèrdua d'activitat de l'enzim antioxidant Mn-SOD. Es va 

trobar que aquesta pèrdua d'activitat era el resultat d'una baixa biodisponibilitat de manganès. 

A més es va observar que aquest baix contingut cel·lular de manganès era el resultat de la 

disminució de l’activitat del transportador Smf2p. Utilitzant el doble mutant yfh1aft1 es va 



aconseguir prevenir la disminució de l’activitat de l’esmentat transportador, la qual cosa va 

constituir la prova definitiva del rol de la sobrecàrrega de ferro en aquesta disminució. Es va 

trobar que la pèrdua de funció dels enzims dependents de centres Fe-S provoca una fallada en 

la capacitat respiratòria de la cèl·lula, la qual cosa condueix a una disminució del creixement. 

Una anàlisi de l'expressió gènica global (microarrays) va servir per a comprovar, una vegada 

més, l'activació de Aft1 i va demostrar que hi ha una resposta transcripcional del mutant 

davant la pèrdua de capacitat respiratòria. A més es va trobar que el factor de transcripció 

ADR1 podria tenir un paper clau en aquesta resposta. En resum, els resultats obtinguts 

permeten establir un jerarquia temporal entre els diferents esdeveniments que segueixen a la 

manca de YFH1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESUMEN 

 

El hierro es el metal de transición más importante para los sistemas biológicos. A lo largo de 

la evolución, este metal se ha convertido en un elemento esencial para la célula. Esto se debe 

a que posee una gran versatilidad como catalizador biológico, lo cual le ha permitido formar 

parte de procesos biológicos indispensables para la vida. Además, se sabe que la adquisición 

de este metal es un proceso altamente controlado. En células eucariotas se ha visto que la 

desregulación del metabolismo de este metal está asociada con importantes defectos que 

pueden conducir, en última instancia, a la pérdida de la viabilidad celular. En humanos la 

sobrecarga de hierro se ha asociado a una variedad cada vez mayor de patologías, como por 

ejemplo, la Ataxia de Friedreich. Dicha enfermedad es causada por el déficit de una proteína 

denominada frataxina. Numerosos estudios relacionan a esta proteína con el metabolismo de 

hierro, ya que en diferentes modelos se ha visto que su déficit provoca sobrecarga de este 

metal y disminución de la actividad de las enzimas con centros Fe-S. Esta disminución ha 

sentado las bases para que la mayoría de los estudios la consideren esencial para la biosíntesis 

de dichos centros. Sin embargo, la función precisa de esta proteína se encuentra en discusión. 

Saccharomyces cerevisiae ha sido ampliamente utilizado como modelo de estudio de la 

función de esta proteína ya que posee un gen ortólogo denominado YFH1 (Yeast frataxin 

homologue). Los resultados obtenidos en esta tesis, en la que se han empleado mutantes 

condicionales de YFH1, enfatizan la implicación de Yfh1p en el metabolismo del hierro 

mitocondrial. La activación del sistema de alta afinidad de adquisición de hierro es el efecto 

primario de la depleción de esta proteína. Este hecho, constituye una prueba definitiva de su 

implicación en el metabolismo del hierro. Sin embargo, el análisis de las enzimas con centro 

Fe-S ha permitido establecer que dicha activación no depende del correcto funcionamiento de 

este proceso biosintético mitocondrial, ya que la inactivación de estas enzimas ocurre 

posteriormente a la activación del regulón de hierro. Por ende, la pérdida de actividad de las 

enzimas Fe-S sería una consecuencia secundaria de un conjunto de eventos promovidos por la 

sobrecarga de hierro. Entre estos eventos destaca un incremento del daño oxidativo inducido a 

las proteínas (formación de carbonilos), el cual sería el reflejo de un aumento del estrés 

oxidativo en el interior de la mitocondria. Este incremento es el resultado de dos importantes 

eventos: i) el aumento del nivel de hierro en el organelo y ii) la pérdida de actividad de la 

enzima antioxidante Mn-SOD. Se encontró que esta pérdida de actividad era el resultado de 

una baja biodisponibilidad de manganeso. Además se observó que este bajo contenido celular 

de manganeso era el resultado de la down-regulación del transportador Smf2p. Utilizando el 



doble mutante yfh1aft1 se consiguió prevenir dicha down-regulación, lo cual constituyó la 

prueba definitiva del papel de la sobrecarga de hierro en dicha disminución. Se encontró que 

la pérdida de función de las enzimas Fe-S provocaba un fallo en la capacidad respiratoria de 

la célula, lo cual conduce a una disminución del crecimiento. Un análisis de la expresión 

génica global (microarrays) sirvió para comprobar, una vez más, la activación de AFT1 y 

demostró que existe una respuesta transcripcional del mutante frente a la pérdida de capacidad 

respiratoria. Además se encontró que el factor de transcripción ADR1 podría tener un papel 

clave en esta respuesta. En resumen, los resultados obtenidos permiten establecer un jerarquia 

temporal entre los distintos eventos que siguen a la falta de YFH1. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Iron is the most important transition metal for biological systems. This metal became an 

essential element for cell throughout the evolution. This fact is due to its versatility as a 

biological catalyst, which allowed it take part in essential biological processes. The uptake of 

this metal is a highly controlled process. In eukaryotic cells deregulation of the iron 

metabolism is associated with significant defects that can lead ultimately to the loss of cell 

viability. In humans iron overload has been associated with an increasing variety of diseases 

such as Friedreich's ataxia. This disease is caused by a deficiency in frataxin. Several studies 

link this protein to iron metabolism because its deficiency leads to iron overload. It has also 

described in different models that its deficit causes a decrease in the activity of Fe-S enzymes. 

Based on this observation, several authors consider frataxin essential for the biosynthesis of 

Fe-S centers. Nevertheless, the precise function of this protein remains unclear. 

Saccharomyces cerevisiae has been widely used as a model for studying the function of this 

protein. YFH1 (Yeast frataxin homologue) is the orthologue of this gene in yeast. The results 

obtained in this thesis using conditional YFH1 mutants emphasize the involvement of Yfh1p 

in mitochondrial iron metabolism. Activation of high affinity iron uptake system is a primary 

effect of Yfh1p depletion and constitutes a definitive probe of its implication in mitochondrial 

iron metabolism. Interestingly, the analysis of Fe-S enzymes established that the activation of 

the regulon it does not depend on the status of this mitochondrial biosynthetic pathway, since 

inactivation of this enzyme occurs long after the activation of the iron regulon. In fact, loss of 

Fe-S enzymes activity is a secondary consequence of a series of events promoted by iron 

overload. These events include an increase of oxidative damage to proteins (carbonylation), 

which would reflect an increase in oxidative stress conditions inside of mitochondria. This 

increase is the result of two major events: i) an increase in the level of iron in the organelle ii) 

the loss of the antioxidant enzyme Mn-SOD. It was found that this loss of activity was the 

result of low bioavailability of manganese. It was also observed that this low manganese 

content was due to the down-regulation of the Smf2p transporter. This down-regulation was 

prevented in yfh1aft1 double mutant. This was the definitive evidence that emphasized a 

key role for iron overload in this decrease. It was also found that decrease of Fe-S enzymes 

caused a failure in the respiratory capacity of the cell that lead to slow growth. A global gene 

expression analysis by microarrays further confirmed AFT1 activation and demonstrated that 

there is a yeast transcriptional response related to the loss of respiratory capacity. It was also 

found that the transcription factor ADR1 could play a central role in this response. In 



summary, the results obtained show a temporal order between the different events which 

follow the YFH1 deficiency. In summary, we have characterized in detail the biochemical 

events that are triggered by YHF1 depletion in order to identify the early events affected by 

the loss of this protein. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

 

1D   Electroforesis monodimensional 

2D   Electroforesis bidimensional 

CHAPS  3-[(3 colamidopropil)-dimetilamonio]-1-propanosulfonato 

DNA   Acido desoxiribonucleico 

DNP   2,4-dinitrofenilo 

DNPH   2,4-dinitrofenilhidrazina 

dNTP   Deoxinucleótido 

DTNB   Acido 5,5’ ditiobis (2-nitrobenzoico)  

DTT   Ditiotreitol 

EDTA   Acido etilendiamino tetracetico 

EGTA    Ethylene glycol tetraacetic acid 

GSH   Glutatión reducido 

GSSG   Glutatión oxidado 

IEF   Isoelectroenfoque 

INT    Iodonitrotetrazolium chloride 

IP   Inhibidores de proteasas 

IPG   Immobilized pH gradient 

kDa   Kilodalton 

LB    Medio de cultivo Luria-Bertani 

MTT   3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio 

OD600   Densidad óptica a 600nm 

ONPG   O-nitrofenil--D-galactopiranosido 

PAGE   Electroforesis en gel de poliacrilamida 

pb   Pares de bases 

PBS    Tampón fosfato salino 

PCR   Reaccion en cadena de la polimerasa 

pI   Punto isoeléctrico 

PMS   Metasulfato de fenanzina 

PVDF   Difluoruro de polivenilida 

r.p.m.   Revoluciones por minuto 

RHB   Tampón de rehidratación  

ROS   Especies reactivas del oxígeno 

SC   Medio sintético 

SDH   Succinato deshidrogenasa 

SDS   Dodecil sulfato sódico 

SOD   Superoxido dismutasa 

TAE    Tampón Tris-HCl—Acetato—EDTA 

TEMED  N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine 

Tris   Tris (hidroximetil) aminometano 

U   Unidades de actividad enzimática 

Wt   Wild type (cepa salvaje) 

Yfh1   Yeast frataxin homologue 

YPD    Medio rico (yeast-peptone-dextrose)  

YPG   Medio rico (yeast-peptone-glycerol)  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ÍNDICE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 iii 

ÍNDICE 

 

I. INTRODUCCIÓN.......................................................................................................... 1 

1. METABOLISMO DEL HIERRO EN Saccharomyces cerevisiae.……...……...... 3 

1.1  EL HIERRO COMO ELEMENTO ESENCIAL PARA LA CÉLULA…......… 3 

1.2  TRANSPORTE DE HIERRO EN LA LEVADURA…...…………...…….…... 4 

1.2.1  Sistema de Baja Afinidad……………………..……………………………. 4 

1.2.2  Sistema de Alta Afinidad…...……………………………………………… 5 

1.2.3  Sideróforos……………...………………………………………………….. 6 

1.3  REGULACIÓN TRANSCRIPCIONAL DEL METABOLISMO DEL 

HIERRO EN Saccharomyces cerevisiae…………………...…………………... 

 

6 

1.4  ALGUNAS  CONSIDERACIONES  SOBRE  LA  UTILIZACIÓN  Y  EL 

ALMACENAMIENTO DE HIERRO EN LEVADURA…………………….... 

 

9 

1.5  BIOGÉNESIS DE LOS CENTROS HIERRO-AZUFRE (Fe-S) EN 

LEVADURA…….....………………………………………………………….. 

 

10 

1.6  RELACIÓN DEL METABOLISMO DEL HIERRO CON LA SÍNTESIS DE 

CENTROS Fe-S EN Saccharomyces cerevisiae……..………………..………. 

 

14 

1.7  ENFERMEDADES HUMANAS PROVOCADAS POR MUTACIONES DE 

GENES DE LA SÍNTESIS DE CENTROS Fe/S: LA LEVADURA COMO 

MODELO DE ESTUDIO…………..……...…………………………………. 

 

15 

2. ATAXIA DE FRIEDREICH (FRDA)………………...………………………….. 17 

2.1  FRATAXINA: UNA PROTEÍNA MUY CONSERVADA……………...……. 17 

2.2  BASES MOLECULARES DEL DÉFICIT DE FRATAXINA EN HUMANOS 19 

2.3  ACERCA DE LA POSIBLE FUNCIÓN DE FRATAXINA………………...... 19 

2.3.1  Implicación en la síntesis de centros Fe-S………………………..……….. 19 

2.3.2 Interacción   de   Yfh1   con   hierro:   posible   función   en   el 

almacenamiento/detoxificación……………………………………………. 

 

21 

2.3.3  Posible función como reguladora de la síntesis de centros Fe-S…………... 23 

2.3.4  Otras funciones descritas…………………………………………………... 24 

3. ESTRÉS OXIDATIVO………..…………………………………………………. 25 

3.1  ORIGEN DE LAS ESPECIES REACTIVAS DEL OXÍGENO……………..... 26 

3.2  DEFENSAS ANTIOXIDANTES…..…………………………………………. 28 

3.2.1  Sistemas no enzimáticos...…………………………………………………. 30 

3.2.1.1  Glutatión (GSH)…………………...…………………………………… 30 

3.2.1.2  Otros metabolitos antioxidantes………………………………………... 31 

3.2.2  Sistemas enzimáticos………….....……………………………………….... 31 



 

 iv 

3.2.2.1  Superóxido dismutasa (SOD)…………………………………………... 31 

3.2.2.1.1  Cu/Zn SOD………………………………………………………… 32 

3.2.2.1.2  Mn-SOD…………………………………………………………… 32 

3.2.2.1.3  Catalasa…………………………………………………………….. 34 

3.2.2.1.4  Peroxiredoxinas (Prx)……………………………………………… 35 

3.2.2.1.5  Glutatión transferasas (GST)………………………………………. 35 

3.2.2.1.6  Sufiredoxinas………………………………………………………. 36 

3.2.2.1.7  Metionina sulfóxido reductasa (MSR)…………………………...… 36 

3.2.2.1.8  Sistema Tioredoxina (TRX)………………………………………... 37 

3.2.2.1.9  Glutaredoxinas (GRX)……………………………...……………… 38 

3.2.2.1.9.1  GRX Ditiólicas (CPYC)…………………………...………...…. 39 

3.2.2.1.9.2  GRX Monotiólicas (CGFS)......................................................... 40 

3.2.2.1.9.3  Otras glutaredoxinas (C[P/S]YS)………………………………. 44 

4. RESPUESTA TRANSCRIPCIONAL DE Saccharomyces cerevisiae FRENTE 

AL ESTRÉS OXIDATIVO………………………...…………………………….. 

 

45 

4.1  OTROS FACTORES TRANSCRIPCIONALES RELACIONADOS CON LA 

RESPUESTA A ESTRÉS………………….…………………………………… 

 

46 

4.1.1  SKN7………………………………………………………………………………… 46 

4.1.2  MSN2/MSN4……………..………………………………………………… 47 

II. OBJETIVOS……………………………………………………..……….………….. 49 

III. MATERIALES Y MÉTODOS.................................................................................. 53 

1. MICROORGANISMOS…………………………………………………...…….. 55 

2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO……………………………………. 55 

2.1  Condiciones de cultivo…………………………………………………………. 55 

2.2  Cultivo de bacterias (Escherichia coli)…...……………………………………. 55 

2.3  Medidas de tiempos de generación………………………...…………………... 57 

3. DETERMINACIÓN DEL CONSUMO DE OXÍGENO……………………...…. 57 

4. METODOS DE ANÁLISIS DE PROTEÍNAS…………………………………... 58 

4.1  OBTENCIÓN DE EXTRACTOS PROTEICOS……………………...……….. 58 

4.2  DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS……...… 59 

4.3  MÉTODOS ELECTROFORÉTICOS………………………………………….. 59 

4.3.1  Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)……………………………… 59 

4.3.2  Electroforesis bidimensional (2DE)………………..………………………. 60 



 

 v 

4.3.2.1  Isoelectroenfoque (primera dimensión)………...……………………… 61 

4.3.2.2  Segunda dimensión…………...………………………………………... 62 

4.3.3  Electroforesis no desnaturalizante………………………………………….. 63 

4.4  OBTENCIÓN DE MITOCONDRIAS…………………………………………. 63 

4.5  INMUNOPRECIPITACIÓN DE Yfh1p……………………………………….. 65 

4.6  TÉCNICAS DE INMUNODETECCIÓN DE PROTEÍNAS O ―WESTERN 

BLOT”................................................................................................................. 

 

65 

4.7  DETECCIÓN DE GRUPOS CARBONILO EN PROTEÍNAS………...……... 67 

4.8  MÉTODOS DE TINCIÓN DE PROTEÍNAS…………...…………………….. 69 

4.8.1  Azul brillante de Coomassie………………..……………………………… 69 

4.8.2  Tinción de plata…………………………………………………………….. 69 

4.8.3  Tinción fluorescente con SyproRuby…………………...………………….. 69 

4.9  ADQUISICIÓN Y ANÁLISIS DE IMÁGENES……………………………… 70 

4.10  PURIFICACIÓN DE GRX5 RECOMBINANTE DE Escherichia coli…...…. 70 

4.11  FIJACIÓN Y BÚSQUEDA DE INTERACCIONES DE Grx5 EN 

COLUMNA SEPHAROSE™ - ACTIVADA CON CNBr…………...……… 

 

71 

4.11.1  Preparación de la columna…………...…………………………………… 71 

4.11.2  Incubación de la columna con los extractos mitocondriales……………… 72 

5. MÉTODOS DE BIOLOGÍA MOLECULAR………...………………………….. 72 

5.1  ELECTROFORESIS DE DNA………………………………………………… 72 

5.2  PROTOCOLO DE TRANSFORMACIÓN DE E. coli……………...…………. 74 

5.3  PURIFICACIÓN DE PLÁSMIDOS A PARTIR DE CULTIVOS DE E. coli.... 74 

5.4  AMPLIFICACIÓN DEL DNA PLASMÍDICO…...…………………………... 75 

5.5  TÉCNICAS DE DNA RECOMBINANTE………...………………………….. 75 

5.5.1  Sustitución de promotor de YFH1…………………...……………………... 75 

5.5.2  Amplificación de los plásmidos pCM224 y pCM225……………...……… 76 

5.6  MARCAJE CON EPÍTOPO HA (3XHA)……………………………………. 77 

5.6.1  Amplificación del plásmido pCYC106 (Selección con NAT)……...……. 77 

5.6.2  Amplificación del plásmido pYM24 (Selección con hygromicina b)….... 78 

5.7  MÉTODO DE TRANSFORMACIÓN DE LEVADURA……………………... 78 

5.8  CRUZAMIENTO DE CEPAS POR ESPORULACIÓN………………………. 79 

5.8.1  Formación de zigotos diploides y esporulación………………...………….. 80 

5.8.2  Selección de las esporas y separación de las células haploides……………. 81 

5.8.3  Selección de células haploide……………………………...………………. 81 



 

 vi 

5.9  OTROS PLÁSMIDOS UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO……………...…. 81 

5.9.1  Sobreexpresión de Mrs4……………………………………………………. 81 

5.9.2  Plásmido pFet3-LacZ y pCCC1-LacZ……...……………………………… 82 

6. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA MEDIANTE TÉCNICAS DE 

CUANTIFICACIÓN DE RNA..………………………………………………… 

 

82 

6.1  ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE YFH1 POR NORTHERN BLOT…..…. 82 

6.2  EXTRACCIÓN DE RNA Y REAL-TIME PCR CUANTITATIVA………….. 83 

6.3  ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN GÉNICA (MICROARRAYS)……………… 83 

7. ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS……………………………………………….. 84 

7.1  MÉTODOS ESPECTROFOTOMÉTRICOS…………………………………... 84 

7.1.1  Aconitasa…………………………………………………………………… 84 

7.1.2  Succinato deshidrogenasa (SDH)…………………………………………... 84 

7.1.3  Citrato sintasa………………………………………………………………. 85 

7.1.4  Actividad galactosidasa……………………………………………….. 86 

7.2  ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS EN GEL (ZIMOGRAMA)……………….. 87 

8. DETERMINACIÓN DE METALES…………………………………………….. 88 

8.1  DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO DE HIERRO INTRACELULAR 88 

8.2  DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO DE MANGANESO 

INTRACELULAR………….…….…………………………………………... 

 

89 

IV. RESULTADOS…………………………………………………………………... 91 

CAPITULO 1 

   DEFINICIÓN DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO DEL ESTUDIO Y  

EVALUACIÓN DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DOXICICLINA per se 

EN LA LEVADURA…...…………................................................................................. 

 

 

 

93 

1.1  SELECCIÓN DEL MEDIO Y LAS CONDICIONES DE CULTIVO DE LAS 

LEVADURAS……………………………………………………………………. 

 

94 

1.2  EVALUACIÓN DE LOS POSIBLES EFECTOS DE LA DOXICICLINA per se 

EN LA CEPA SALVAJE W303………………………………………………….. 

 

95 

CAPITULO 2: CONSTRUCCION DEL LOS MUTANTES CONDICIONALES EN 

YFH1: EVALUACIÓN Y VALIDACIÓN DE LOS MUTANTES……………………… 

 

97 

2.1 SUSTITUCIÓN DEL PROMOTOR ENDÓGENO DE YFH1 POR UN 

PROMOTOR REGULABLE POR DOXICICLINA (tetO)……………………… 

 

98 

2.2 EVALUACIÓN DE LOS NIVELES DE mRNA Y PROTEÍNA EN LOS 

MUTANTES CONDICIONALES tetO-YFH1…………………………………… 

 

99 



 

 vii 

2.3 EVALUACIÓN DE LA REPRESIÓN DE Yfh1p DURANTE EL 

TRATAMIENTO CON DOXICICLINA EN EL MUTANTE CONDICIONAL.. 

 

101 

CAPITULO 3: EVALUACIÓN DEL EFECTO DE LA DEPLECIÓN DE Yfh1p EN 

EL CONTENIDO CELULAR DE HIERRO Y LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS 

Fe/S ACONITASA Y SUCCINATO DESHIDROGENASA.......……………………..… 

 

 

103 

3.1  LA FALTA DE Yfh1p EN Saccharomyces cerevisiae SE CORRELACIONA 

CON UN INCREMENTO EN LOS NIVELES DE HIERRO……...………….. 

 

104 

3.2  EVALUACIÓN DE UNA POSIBLE VÍA MOLECULAR RESPONSABLE 

DEL PROCESO DE ACUMULACIÓN DE HIERRO EN LA LEVADURA 

DEFICIENTE EN Yfh1p: IMPLICACIÓN DEL SISTEMA DE ALTA 

AFINIDAD (FET3/FTR1)……...………………………………………………. 

 

 

 

105 

3.3  EVALUACIÓN  DE  LA  RESPUESTA  TRANSCRIPCIONAL  DEL  

MUTANTE CONDICIONAL FRENTE A LA DEPLECIÓN DE Yfh1p……... 

 

107 

3.4    EVALUACIÓN DE LA LOCALIZACIÓN SUBCELULAR DE Yfh1p……… 108 

3.5  EVALUACIÓN DEL EFECTO  DE LA DEPLECIÓN  DE Yfh1p EN LA 

ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS Fe/S……………………………………….. 

 

110 

3.6   LA INACTIVACIÓN DE ACONITASA SE PRODUCE A TRAVÉS DE UN 

MECANISMO DEPENDIENTE DE HIERRO………………………………… 

 

112 

CAPITULO 4: ANALISIS DEL EFECTO DE LA DEPLECIÓN DE Yfh1p SOBRE 

LAS ENZIMAS SOD: IMPLICACIÓN EN EL ESTRÉS OXIDATIVO Y EL EFECTO 

SOBRE ACONITASA……………………………………………………………………. 

 

 

115 

4.1  LA  DEPLECIÓN  DE  Yfh1p  ESTA  RELACIONADA  CON  UNA 

INDUCCIÓN DE LAS ENZIMAS SOD Y UNA SUBSIGUIENTE PERDIDA 

DE ACTIVIDAD DE AMBAS ENZIMAS…………………………………….. 

 

 

116 

4.2  EVALUACION DE LOS MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS 

EN LA INACTIVACIÓN DE Mn-SOD………………………………………... 

 

118 

4.3  INCREMENTO  DEL  ESTRÉS  OXIDATIVO  EN  EL  MUTANTE 

CONDICIONAL tetO7-YFH1…………………………………………………... 

 

120 

4.4  EFECTO DE LA SUPLEMENTACIÓN CON Mn EN LA ACTIVIDAD DE 

Mn-SOD Y ACONITASA……………………………………………………… 

 

122 

CAPITULO 5: ESTUDIO DEL EFECTO DE LA DEPLECIÓN DE Yfh1p EN EL 

METABOLISMO DE LA LEVADURA Y SU REPERCUSION EN EL 

CRECIMIENTO DE LA CÉLULA………………………………………………………. 

 

 

125 

5.1  LA DEPLECIÓN DE Yfh1p INDUCE UN FALLO DE LA CAPACIDAD 

RESPIRATORIA EN LA LEVADURA……………………………………….. 

 

126 

5.2  EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA DE Saccharomyces cerevisiae FRENTE 

A LA PERDIDA DE LA FUNCIÓN RESPIRATORIA………………………... 

 

127 

5.2.1  Analisis de proteínas cuya expresión se encontró disminuida………………. 127 

5.2.2  Estudio de la respuesta transcriptómica del mutante tetO7-YFH1…………… 129 



 

 viii 

CAPITULO 6: 

    ESTUDIO DEL EFECTO DE LA DEPLECIÓN DE Grx5p EN EL MUTANTE 

CONDICIONAL tetO7-GRX5: PAPEL DE Grx5p EN LA SINTESIS DE CENTROS 

Fe-S EN LA LEVADURA 

    BUSQUEDA DE POSIBLES SUSTRATOS DE Grx5p………………………………. 

 

 

 

 

131 

6.1  ANÁLISIS DEL EFECTO DE LA DEPLECIÓN DE Grx5p SOBRE EL 

HIERRO CELULAR………………………………………………………….... 

 

132 

6.2  EVALUACIÓN DEL EFECTO DE LA DEPLECIÓN DE Grx5p EN LA 

ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS Fe/S……………………………………….. 

 

134 

6.3   LA DEPLECIÓN DE Grx5 PROVOCA LA INDUCCIÓN DE LAS ENZIMAS 

ANTIOXIDANTES SOD: ESTUDIO DE LA INACTIVACIÓN DE Mn-SOD 

 

136 

6.4   LA EVALUACIÓN DE LA IMPLICACIÓN DE Smf2p EN LA PÉRDIDA DE 

ACTIVIDAD Mn-SOD…………………………………………………………. 

 

138 

6.5   ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES DE Grx5p EN COLUMNA………….. 139 

V. DISCUSION……………………………………………………………………... 143 

1. LA DEPLECIÓN DE YFH1 INDUCE LA ACTIVACIÓN DEL REGULÓN 

DE HIERRO A TRAVES DE UNA VIA DEPENDIENTE DE AFT1 E 

INDEPENDIENTE DE LA SINTESIS DE CENTROS Fe-S EN 

Saccharomyces cerevisiae………………………………………………………. 

 

 

145 

2. CAUSAS DE LA PÉRDIDA DE ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS Fe-S: 

EXISTE UNA RELACIÓN CON EL INCREMENTO DEL ESTRÉS 

OXIDATIVO…………………………………………………………………… 

 

149 

2.1  La acumulación de hierro en la mitocondria promueve la inactivación de 

proteínas con centros Fe-S………………………………………...……….. 

 

149 

2.2  Existen marcadores de estrés oxidativo en los mutantes tetO-YFH1……… 151 

2.3  La baja actividad de las enzimas SOD contribuye a aumentar el estrés 

oxidativo………………………………………………………………….... 

 

152 

2.4  La recuperación de la actividad Mn-SOD previene la inactivación de 

aconitasa………………………………………………………….………… 

 

153 

3. MECANISMOS IMPLICADOS EN LA INACTIVACIÓN DE LAS 

ENZIMAS SOD………………………………………………………………… 

 

154 

4. LA PÉRDIDA DE CAPACIDAD RESPIRATORIA INDUCE UNA 

RESPUESTA TRANSCRIPCIONAL DEL MUTANTE CONDICIONAL: 

EXISTE UNA RESPUESTA METABÓLICA…………………………………. 

 

 

157 

5. POSIBLE FUNCIÓN DE YFH1………...…………..…………………………. 161 

VI. CONCLUSIONES……………………………………………………………….. 163 

VII. BIBIOGRAFÍA………………………………………………………………….. 167 

VIII. ARTÍCULOS PUBLICADOS…………………………………………………... 185 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I. INTRODUCCIÓN 
 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introducción 

 3 

1. METABOLISMO DEL HIERRO EN Saccharomyces cerevisiae 

 

Saccharomyces cerevisiae ha sido utilizado ampliamente como un modelo de estudio a lo 

largo de mucho tiempo. La secuencia completa del genoma de la cepa S288C se obtuvo en 

1996, lo cual lo convirtió en el primer organismo eucariota cuyo genoma fue completamente 

secuenciado (Mewes, et al., 1997). La levadura ha emergido, por tanto, como una valiosa 

herramienta para estudios bioquímicos, genéticos y genómicos. Gracias a los ensayos 

genéticos clásicos realizados en ella se han descubierto y caracterizado muchos de los genes 

que componen la célula eucariota. Alrededor de un 20% de los genes de la levadura tienen sus 

ortólogos en humanos. También ha permitido conocer muchos otros genes que participan en 

importantes procesos biológicos, tal es el caso del metabolismo del hierro. A pesar de su 

relativa simplicidad, la importancia que tiene el hierro para este organismo queda ilustrada 

por el número de rutas metabólicas genéticamente diferenciadas que utiliza esta célula para 

asimilar el hierro, además de los complejos sistemas de regulación que gobiernan este 

proceso. 

 

1.1. EL HIERRO COMO ELEMENTO ESENCIAL PARA LA CÉLULA 

 

El hierro es el metal de transición más importante para los sistemas biológicos. Esta 

dependencia no es casual, sino por el contrario el resultado del proceso evolutivo de la célula 

en nuestro planeta. El hierro es un elemento muy abundante en la tierra, de hecho, es el cuarto 

elemento en abundancia en la corteza terrestre. En condiciones fisiológicas el hierro puede ser 

encontrado principalmente en dos estados redox que son interconvertibles: a) una forma 

reducida o ferrosa (Fe
2+

) y una forma oxidada o férrica (Fe
3+

). Además este metal puede 

adoptar diferentes niveles de energía tanto en su forma ferrosa como férrica, dependiendo del 

ligando que lo acompañe. Debido a estas propiedades el hierro fue elegido por los sistemas 

biológicos para su incorporación en las proteínas durante el proceso evolutivo, convirtiéndose 

en un elemento esencial en los primeros centros catalíticos de las proteínas de las nuevas 

células (Beinert, et al., 1997). De este modo el hierro se convirtió en un elemento 

indispensable para todas las formas de vida (con algunas escasas excepciones), y ello se debe 

a que participa en muchos de los mas importantes procesos biológicos de la célula, como lo 

son: la fotosíntesis, la fijación del N2, la metanogénesis, la producción y consumo de H2, la 

respiración, el ciclo de Krebs, el transporte de oxígeno, la regulación génica y la síntesis del 

DNA. En estos procesos su funcionabilidad depende exclusivamente de su incorporación en 
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las proteínas como una especie mono o bi-nuclear o en una forma más compleja, al formar 

parte de un grupo prostético como hemo o de un centro Fe/S. En estas condiciones, el hierro 

puede adoptar el potencial redox necesario para cumplir su función biológica (de -300 a 

+700mV) (Andrews, et al., 2003). Sin embargo, el manejo de este metal se ha convertido en 

uno de los grandes desafíos para la célula y ello se debe a dos razones fundamentales. La 

primera y más importante de ellas viene dada por esa misma versatilidad y reactividad que le 

permite fácilmente donar electrones al oxígeno o hidroperoxido, generando las 

extremadamente dañinas especies reactivas del oxígeno (ROS, siglas del inglés reactive 

oxygen species), superóxido y el radical hidroxilo. Debido a esa toxicidad inherente de este 

metal, su metabolismo es un proceso que está altamente regulado desde los eucariotas más 

simples (como Saccharomyces cerevisiae) hasta los mamíferos. Esta regulación se lleva a 

cabo fundamentalmente a nivel de la absorción y el transporte, ya que los eucariotas no 

poseen mecanismos regulados de excreción del metal (Kaplan and Kaplan, 2009). La segunda 

de estas razones es que la biodisponibilidad del hierro es escasa y está muy mal distribuida. 

Existen extensas regiones, como los mares, que son muy pobres en el metal. Adicionalmente 

la mayoría del hierro encontrado en su forma natural, se halla en la forma extremadamente 

insoluble de hidróxido férrico. Esto último se debe a que la atmósfera pasó de ser reductora a 

oxidante con la aparición de los primeros organismos fotosintéticos que la ―contaminaron‖ de 

oxígeno molecular. En estas nuevas condiciones las reservas de hierro pasaron de su estado 

ferroso, relativamente soluble (0,1 M pH 7.0),  al estado férrico extremadamente insoluble 

(10
-18

 M pH 7.0) (Andrews, et al., 2003).  

 

Todo el conocimiento adquirido sobre el metabolismo del hierro ha permitido hoy en día 

entender que todo el proceso está minuciosamente regulado y que requiere un enorme gasto 

para la célula. Ello se debe a que no sólo la adquisición y almacenamiento del metal son 

controlados, sino que la redistribución hacia las diferentes rutas bioquímicas de la célula se 

hallan igualmente bien reguladas. 

 

1.2. TRANSPORTE DE HIERRO EN LA LEVADURA 

 

1.2.1. Sistema de Baja Afinidad 

 

En S. cerevisiae el hierro extracelular (Fe
3+

) es reducido por las reductasas de la membrana 

plasmatica FRE1 y FRE2 (Anderson, et al., 1992; Dancis, et al., 1992). Este hierro reducido 
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puede ser entonces asimilado tanto por el sistema de alta como de baja afinidad. La proteína 

de membrana encargada del transporte es denominada Fet4p y está codificada por el gen 

FET4. Este gen no responde a la regulación de Aft1p. Sin embargo, en condiciones de 

anaerobiosis Fet4p se convierte en el transportador de hierro más importante (ter Linde, et al., 

1999). La Km del sistema de baja afinidad por el hierro es de 30 μm, además este sistema no 

es específico para el hierro, ya que puede transportar también otros metales como Mn
2+

, Cu
+
 y 

Zn
2+

 (Dix, et al., 1994). También se ha descrito que la proteína Smf1p formaría parte del 

sistema de baja afinidad. Esta proteína es un miembro de la familia de las Nramp, la cual 

posee homologo en muchos reinos incluidos plantas, bacterias y vertebrados (Supek, et al., 

1996). Este transportador es un simporter, es decir, puede movilizar dos o más metales 

diferentes empleando un gradiente de H
+
. 

 

1.2.2. Sistema de Alta Afinidad 

 

Este sistema es el utilizado por la levadura en condiciones de baja disponibilidad de hierro en 

el medio. Recibe esta denominación debido a que presenta una afinidad muy alta por el metal, 

con una Km de 0.15 μm. El sistema está compuesto por dos proteínas, en primer lugar Ftr1p 

que es una permeasa de hierro transmembranal y Fet3p que es una multicobre oxidasa 

integrada a la membrana plasmática (Stearman, et al., 1996). Se ha observado que 

Saccharomyces cerevisiae es incapaz de crecer en un medio con limitaciones de hierro en 

ausencia del sistema de transporte Fet3p/Ftr1p (Askwith, et al., 1994). Estas dos proteínas 

forman un complejo y se cree que deberían ser sintetizadas a la vez para poder ser 

transportadas correctamente a la membrana plasmática (Stearman, et al., 1996). Fet3p es una 

proteína bioquímicamente similar a la ceruloplasmina de mamíferos. Esta enzima utiliza el 

Fe
2+

 como sustrato y lo oxida a Fe
3+

 (Frieden and Hsieh, 1976; Williams, et al., 1974). La 

proteína oxida tres átomos de hierro de manera secuencial y almacena los electrones. Una vez 

oxida un cuarto átomo, mediante una reacción bien coordinada, reduce una molécula de 

oxígeno a agua. De esta forma previene la formación de especies reactivas del oxígeno. La 

ecuación balanceada de la oxidación del hierro catalizada por Fet3p se muestra a 

continuación:  

 

OHFeHOFe 2

3

2

2 444  
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Otra de las más resaltantes diferencias que se observan en el sistema Fet3p/Ftr1 con respecto 

al sistema de baja afinidad, es que el primero es específico para hierro. En este sentido, se ha 

planteado que la unión del hierro férrico a la permeasa transmembranal sea la responsable de 

esta especificidad (Kaplan and Kaplan, 2009). 

 

1.2.3. Sideróforos 

 

Los sideróforos son pequeñas moléculas orgánicas que tiene una alta afinidad por el hierro. 

Un ejemplo es la desferrioxamina, un sideróforo producido por Streptomyces pilosus que tiene 

una afinidad por el hierro de 10
-33

 M, lo cual le permite unir Fe
3+

 en solución acuosa. 

Saccharomyces cerevisiae no es capaz de sintetizar sus propios sideróforos, sin embargo es 

capaz de capturar los complejos sideróforo-hierro del medio mediante transportadores 

localizados en la superficie celular (Yun, et al., 2000b). La levadura expresa cuatro diferentes 

genes para estos transportadores que son: ARN1-4. Estos transportadores son específicos para 

cada tipo de sideróforo. La expresión de estos genes está bajo la regulación de Aft1p (Yun, et 

al., 2000a). Existe otro mecanismo a través del cual la levadura puede asimilar el hierro 

contenido en los sideróforos, el cual consiste en la reducción del hierro unido al sideróforo de 

su forma Fe
3+

 a la Fe
2+

 por las reductasas férricas Fre1p-4. Esta reducción permite la 

disociación del hierro del sideróforo para luego ser transportado por el sistema de alta 

afinidad Fet3p/Ftr1p (Lesuisse, et al., 1998) 

 

1.3. REGULACIÓN TRANSCRIPCIONAL DEL METABOLISMO DEL HIERRO EN 

Saccharomyces cerevisiae 

 

La internalización del hierro requiere que se cumplan dos importantes pasos para que se lleve 

a cabo, primero la solubilización del metal y finalmente su internalización en la célula. Este 

proceso requiere la intervención de un conjunto de genes que en conjunto se denominan 

―regulón de hierro‖ (Yamaguchi-Iwai, et al., 2002). En levadura la expresión de estos genes 

es regulada de manera coordinada en función de las necesidades de hierro. AFT1 y su 

parálogo AFT2 son los genes responsables de esta regulación (Blaiseau, et al., 2001; 

Rutherford, et al., 2001). Ambas proteínas comparten un 39% de identidad. Aft1p, el producto 

del gen AFT1, es un activador de la transcripción que responde a la deprivación de hierro. En 

condiciones de suficiencia de hierro Aft1p es una proteína principalmente localizada en el 

citosol. Cuando la célula se haya en un medio en el que la disponibilidad de hierro es limitada, 
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Aft1p es traslocado al núcleo de la célula donde se acumula e interacciona con el promotor de 

los genes implicados en la adquisición y trasporte de este metal (Tabla 1).  

 

Tabla 1. Genes del regulón de hierro en Saccharomyces cerevisiae—Se muestran los genes regulados por 

Aft1p y Aft2p (Kaplan and Kaplan, 2009) 

 
Gen Localización del producto Función 

FET3 Superficie celular Oxidasa dependiente de cobre 

FTR1 Superficie celular Permeasa de hierro 

FRE1 Superficie celular Ferrireductasa 

FRE2 Superficie celular Ferrireductasa 

FRE3 Superficie celular Ferrireductasa 

ARN1 Superficie celular Transportador de sideróforos 

ARN2/TAF1 Superficie celular Transportador de sideróforos 

ARN3/SIT1 Superficie celular Transportador de sideróforos 

ARN4/ENB1 Superficie celular Transportador de sideróforos 

FIT1 Superficie celular Interacción con sideróforos 

FIT2 Superficie celular Interacción con sideróforos 

FIT3 Superficie celular Interacción con sideróforos 

AKR1 Superficie celular Palmitoil transferasa 

VHT1 Superficie celular Transportador de biotina 

FET5 Vacuola Oxidasa dependiente de cobre 

FTH1 Vacuola Permeasa de hierro 

FRE6 Vacuola Ferrireductasa 

COT1 Vacuola Transportador de Co
2+

 Zn
2+ 

CCC2 Golgi 
Transportador de Cu (necesario para el 

ensamblaje de Fet3p/Fet5p) 

ATX1 Golgi 
Chaperona de CCC2 (Cu-dependiente) 

necesaria para ensamblaje de Fet3p/Fet5p 

HMX1 Retículo endoplásmico Hemo-oxidasa 

CTH1 Citosol Proteína de unión a mRNA 

CTH2/TIS11 Citosol Proteína de unión a mRNA 

BNA2 Citosol Putativa triptófano 2,3-dioxigenasa  

ECM4 Citosol  Glutatión transferasa 

ISU1 Mitocondria Biogénesis de centros Fe-S 

MRS4 Mitocondria Transportador de Fe
2+

  

 

Aft1p se une a la secuencia consenso T/CG/ACACCC, la cual se localiza up-stream de la 

región 5’de los genes diana. Al igual que la mayoría de los factores de transcripción, Aft1p 

presenta un dominio de unión a DNA y un dominio de activación de la transcripción. La 

región N-terminal de Aft1p es rica en residuos básicos con lo que sería la responsable del 

reconocimiento e interacción con el DNA. En esta misma región de Aft1p se aprecia una 

señal de exportación nuclear (NES, nuclear export signal), la cual está adyacente al dominio 

rico en histidinas (10% His). Además, también se han descrito que la fosforilación de los 

residuos Ser
210

 y Ser
224

 permitiría a Aft1p interaccionar con Msn5p que sería la proteína 

encargada de la exportación nuclear de Aft1p (exportina). Este mismo trabajo demostró que 
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esta fosforilación no es dependiente de la disponibilidad celular de hierro (Ueta, et al., 2007). 

Sin embargo, se observó que la interacción de Aft1p con Msn5p es dependiente de el status 

del hierro y de la fosforilación de Ser
210

 y Ser
224

 (Ueta, et al., 2007). La región C-terminal, 

rica en glutaminas, sería responsable de la función de activación de la transcripción. En la 

región N-terminal, tanto de Aft1p como Aft2p, existe un motivo CXC (Cys
291

 y Cys
293

) 

directamente relacionado con la interacción con el DNA de los genes diana. La mutación de 

cualquiera de estas cisteínas resulta en la activación constitutiva de los genes diana. Más 

específicamente, el reemplazo del aminoácido Cys
291

 por Phe
291

 resulta en el alelo dominante 

denominado AFT1
up

, el cual está constitutivamente activo (Yamaguchi-Iwai, et al., 1995; 

Yamaguchi-Iwai, et al., 1996). Adicionalmente, se ha descrito que Aft1p presenta dos 

secuencias de aminoácidos necesarias para la importación nuclear de la proteína (NLS, 

nuclear localization signal). Están ubicadas en las regiones correspondientes a los 

aminoácidos 198-225 y 332-365. Ambas secuencias funcionan de manera independiente y son 

necesarias para el reconocimiento de Aft1p por la importina Pse1p. En este mismo trabajo se 

demostró que Aft1p responde a la deprivación por hierro de manera independiente a esta 

secuencia, lo cual sugiere que la misma no es necesaria para la actividad de regulación 

transcripcional de Aft1p (Ueta, et al., 2003). 

 

 



Cys 291
AFT1-1up

(C291F)

97 107

NES

1 413                   572

Dominio de activación

1 100

10% His

140 280

Dominio Básico
(PI=10.64)

Dominio putativo
de unión a DNA

500 690

690

12% Glu

10,5% His

N-terminal C-terminal

Cys 291
AFT1-1up

(C291F)

97 107

NES

1 413                   572

Dominio de activación

1 100

10% His

140 280

Dominio Básico
(PI=10.64)

Dominio putativo
de unión a DNA

500 690

690

12% Glu

10,5% His

N-terminal C-terminal

 

 

Figura 1. Esquema de la secuencia Aft1p—representación esquemática del activador transcripcional Aft1p, 

donde se aprecian los dominios de esta proteína. NES representa la señal responsable de la localización nuclear 

de la proteína. En la región N-terminal se localiza el dominio putativo que reconocería e interacciona con la 

región consenso T/CG/ACACCC del promotor de los genes del regulón de hierro. En la región C-terminal se 

halla el dominio responsable de la activación de la transcripción, el cual además se cree que sería responsable de 

la interacción con Grx3p y Grx4p. Este dominio se solapa con una región rica en residuos glutamina (12%) e 

histidina (10,5%) (Fragiadakis, et al., 2004). 
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1.4. ALGUNAS CONSIDERACIONES SOBRE LA UTILIZACIÓN Y EL 

ALMACENAMIENTO DE HIERRO EN LEVADURA 

 

Como se ha observado a lo largo de este capítulo, la respuesta de Saccharomyces cerevisiae a 

la deprivación de hierro conlleva la activación e inducción de diferentes vías implicadas en la 

adquisición del metal. No obstante, esta regulación transcripcional también implica la 

regulación negativa sobre un conjunto de genes en respuesta a la falta del metal. En este 

sentido, en condiciones de deficiencia de hierro las proteínas Cth1p y Cth2p son responsables 

de la remodelación transcripcional a la baja de varios genes involucrados en rutas metabólicas 

que requieren un alto consumo de hierro. Los niveles de mRNA de Cth2p responden 

directamente a la disponibilidad de hierro y a los activadores transcripcionales AFT1 y AFT2 

(Puig, et al., 2005). La manera como Cth2p ejerce su regulación es reconociendo la región 5’-

UUAUUUAUU-3’ dentro de la 3’UTR de los mRNA e induciendo la degradación de los 

mismos. Se ha observado que genes como HEM15, ACO1, SDH2 y SDH4 son fuertemente 

regulados por Cth2p. Lo cual, indicaría que en una situación de baja disponibilidad de hierro 

Saccharomyces cerevisiae estaría limitando aquellas rutas metabólicas que presentan una alta 

demanda de hierro, tal es el caso del ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA). Otro gen que 

también se encontró fuertemente regulado por Cth2p es CCC1. Este es un transportador que 

está localizado en la vacuola y cuya función esta relacionada con la internalización de hierro y 

manganeso desde el citosol a la vacuola (Li, et al., 2001). Este estudio ha establecido que la 

vacuola de la levadura funciona como un sitio de almacenamiento de hierro. En una situación 

de baja disponibilidad del metal la célula ―down-regula‖ la expresión de esta proteína, ya que 

de lo contrario la actividad de este transportador exacerbaría aún más la depleción de hierro 

en el citosol. Varias observaciones dan sustento a esta función de Ccc1p, como lo es que la 

deleción de CCC1 induce un aumento de la sensibilidad a un incremento del hierro externo. 

Además, se sabe que la sobreexpresión provoca un incremento del contenido de hierro en la 

vacuola y un disminución del hierro citosólico (Li, et al., 2001).  La figura 2 muestra las 

diferentes rutas que utiliza la levadura frente a una situación de baja disponibilidad de hierro 

en el medio 
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Figura 2. La respuesta de S. cerevisiae a la deprivación de hierro—se muestran las proteínas bajo la 

regulación transcripcional de Aft1. También se muestran aquellas que presentan una regulación negativa como: 

Ccc1p, proteínas del ciclo TCA, citocromo, síntesis de glutamanto, hemo y biotina (Philpott and Protchenko, 

2008). 

 

1.5. BIOGÉNESIS DE LOS CENTROS HIERRO-AZUFRE (Fe-S) EN LEVADURA 

 

Los centros Fe-S son pequeños cofactores inorgánicos. Se cree que fueron los primeros 

cofactores en la evolución de las biomoléculas (Huber, et al., 2003; Wächtershäuser, 2007). 

Estos centros presentan propiedades electroquímicas versátiles, con un rango de potencial 

reductor de -500 mV hasta +300 mV. Esta versatilidad les permite cumplir roles como: 

catalizador de reacciones químicas, transportador de electrones en reacciones redox, sensores, 

reguladores y como estabilizadores de la estructura de las proteínas. Los centros Fe-S más 

simples poseen una geometría de rombo tipo 2Fe-2S y de cubo tipo 4Fe-4S (Beinert, 2000; 

Beinert, et al., 1997). Estos centros son coordinados a las proteínas en motivos que no están 

altamente conservados. Sin embargo, algunos motivos consenso han sido identificados, ellos 

incluyen los motivos CX4CX2CX≈30C de unión de 2Fe-2S ferredoxinas en plantas y 

mamíferos y CX2CX2CX≈20-40C, el cual fue originalmente caracterizado como motivo de 

unión para las 4Fe-4S ferredoxinas. La mayoría de estos centros son lábiles y pueden ser 

destruidos bajo condiciones de estrés oxidativo (Lill and Mühlenhoff, 2008). Desde que al 

inicio de los años 60 se describieron las primeras ferredoxinas, el número de proteínas Fe-S 

identificadas hasta hoy no ha dejado de crecer.  

4e-

4 H++ O2

2 H2O

4e-

4 H++ O2

2 H2O
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Los mecanismos implicados en la biogénesis de estos centros empezaron a ser descritos por 

primera vez unos 20 años atrás. Desde entonces se han descrito tres sistemas bacterianos 

completos de síntesis de estos clusters que son: NIF (nitrogen fixation), ISC (iron-sulfur 

cluster) y SUF (mobilization of sulfur). En levaduras y organismos no fotosintéticos 

superiores la maquinaria homóloga a la ISC bacteriana se restringe a la mitocondria. Estudios 

realizados hasta la fecha indican que todo el proceso de biosíntesis mitocondrial es asistido 

por un complejo de 15 proteínas (Figura 3) (Lill and Mühlenhoff, 2008). Mas recientemente 

se han ido describiendo más miembros que corresponden a una maquinaria de exportación 

esencial para el funcionamiento de las proteína Fe-S citosólicas y nucleares. También existe 

una maquinaria de síntesis denominada CIA (cytosolic iron-sulfur protein assembly), que está 

presente en el citosol de los eucariotas.  

 

Es importante resaltar que la mayoría de los estudios funcionales relacionados con la 

biosíntesis de centros hierro-azufre en eucariotas se han realizado en el organismo modelo 

Saccharomyces cerevisiae. Estos estudios han permitido entender que es un proceso complejo 

y que además está muy bien regulado. Este nivel de especialización ha sido desarrollado por 

la célula debido a la toxicidad y reactividad inherentes del hierro y el azufre en su estado 

elemental. El proceso de biosíntesis en levadura se lleva a cabo exclusivamente en la 

mitocondria y podrían dividirse dos grandes eventos, uno anterior y otro posterior a la 

formación del centro Fe-S en una proteína denominada Isu1 (scaffold). Estos eventos se 

detallan a continuación: 

 

1. El primer paso de la biosíntesis consiste en el ensamblaje del centro en ISU1. Esta 

proteína es una de las mas conservadas en la evolución, ortólogos de la misma se 

hallan presentes en muchas bacterias (Schilke, et al., 1999; Tokumoto, et al., 2004) y 

la mayoría de los eucariotas (Schilke, et al., 1999). Se ha descrito que contiene tres 

residuos de cisteína altamente conservados, los cuales son críticos para el ensamblaje 

de novo del centro Fe-S (Yuvaniyama, et al., 2000). Ese mismo estudio sentó las 

bases del concepto de proteína scaffold (andamio, según traducción literal), aplicado a 

las proteínas de este tipo similares a la IscU bacteriana. El ensamblaje de centro Fe-S 

en Isu1p depende de manera crítica del complejo desulfurasa Nfs1-Isd11. Nfs1 es 

muy similar a su contraparte bacteriano IscS que actúa como donador de azufre a la 

maquinaria ISC. Esta proteína pertenece a la familia de la piridoxal 5’-fosfato 

aminotransferasas, que convierten cisteína en alanina con la consecuente liberación de 
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un grupo S
o
. Una cisteína bien conservada en la región C-terminal realiza un ataque 

nucleofílico al grupo -sulfidril (SH) de la cisteína provocando la sustracción del 

grupo -SH de la cisteína y generando un persulfuro (-SSH) en la cisteína del centro 

activo de Nfs1. Subsecuentemente este grupo –SSH es transferido a Isu1 en una 

reacción que depende de Isd11. Por otro lado, el movimiento de hierro del citosol 

hasta Isu1 aún no ha sido totalmente dilucidado. Se sabe que el hierro debe ingresar a 

la mitocondria en la forma Fe
2+

 y requiere un potencial de membrana (Lange, et al., 

1999). Mrs3-4 son dos transportadores homólogos pertenecientes a la familia de 

transportadores de solutos localizados en la membrana interna de la mitocondria 

(Wiesenberger, et al., 1991). Se ha descrito que serían responsables de la 

internalización del hierro. Estos transportadores conjuntamente con Yfh1 se cree que 

serían los responsables de proveer el hierro necesario para la biosíntesis (Zhang, et 

al., 2006). Mas adelante se discutirá con más detalle acerca del posible papel de 

frataxina es este proceso. El flujo de electrones necesario para el ensamblaje de los 

centros en Isu1 es transferido por la ferredoxina 2Fe-2S Yah1, la cual recibe estos 

electrones de la ferredoxina reductasa Arh1 y la molécula de NADH. (Mühlenhoff, et 

al., 2003). Este potencial redox sería necesario para la reducción del S
o
 presente en la 

cisteína a S
2-

 presente en el centro Fe-S. También se ha sugerido que parte de este 

potencial seria empleado para la fusión de dos centros 2Fe-S para dar lugar al 4Fe-4S 

(Chandramouli, et al., 2007; Unciuleac, et al., 2007)   

 

2. Un segundo paso de la biosíntesis comprendería la liberación del centro Fe-S unido a 

Isu1, su posterior transferencia a la apoproteína receptora y el ensamblaje del mismo 

en la apoproteína mediante su coordinación a aminoácidos específicos que funcionan 

como ligandos. Hasta la fecha se conocen cuatro proteínas específicas que asistirían 

este proceso, la glutaredoxina monotiólica Grx5, la chaperona de la familia Hsp70 

Ssq1, la cochaperona de tipo DnaJ Jac1 y el factor intercambiador de nucleótidos 

Mge1 (Andrew, et al., 2006; Dutkiewicz, et al., 2004; Dutkiewicz, et al., 2003; 

Rodriguez-Manzaneque, et al., 2002; Vickery and Cupp-Vickery, 2007). Isu1 

presenta un sitio de interacción el cual se ha descrito como el tripéptido PVK, dicho 

tripéptido es el lugar de interacción entre Isu1 y la chaperona Ssq1. Esta interacción 

se cree provoca la disociación del centro Fe-S de Isu1, lo cual favorece su 

transferencia a las apoproteínas. Esta interacción es modulada por un ciclo de 

hidrólisis de ATP en el cual intervendría Jac1, la cual es la cochaperona de Ssq1. La 
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interacción con Jac1 estimularía la actividad ATPasa Ssq1. Mge1 funcionaría en este 

complejo intercambiando las uniones a ADP por otras a ATP, este intercambio 

produce un reinicio del ciclo. El esquema general de la biosíntesis de centros Fe-S se 

muestra en la figura 3. 

 

Isu1Isu1

Yah1Yah1

Nfs1Nfs1

ee--

CysCys

AlaAla

FeFe2+2+-- XX
Mrs3Mrs3--44

Isd11Isd11

CysCys

Arh1Arh1

P
V

K

Isu1Isu1

Ssq1

Grx5Grx5

Mge1Mge1

Jac1Jac1

FeFe2+2+

Citosol

ApoApo

Proteína Fe-S 

mitocondrial

A                B                 C   

Cfd1Cfd1

Nbp35Nbp35

Cfd1Cfd1

Nbp35Nbp35

Nar1Nar1 Nar1Nar1
Cia1Cia1

ApoApo

Proteínas FeProteínas Fe--S S 

citosol/núcleocitosol/núcleo

HoloHolo

G
S

H
G

S
H

Atm1Atm1

HoloHolo

Mitocondria

pmf

Erv1Erv1

Maquinaria de 

exportación 

ISC

Isu1Isu1Isu1Isu1

Yah1Yah1

Nfs1Nfs1

ee--

CysCys

AlaAla

FeFe2+2+-- XXFeFe2+2+-- XX
Mrs3Mrs3--44Mrs3Mrs3--44

Isd11Isd11Isd11Isd11

CysCys

Arh1Arh1Arh1Arh1

P
V

K

Isu1Isu1

P
V

K

Isu1Isu1Isu1Isu1

Ssq1Ssq1

Grx5Grx5Grx5Grx5

Mge1Mge1Mge1Mge1

Jac1Jac1Jac1Jac1

FeFe2+2+

Citosol

ApoApo

Proteína Fe-S 

mitocondrial

A                B                 C   

Cfd1Cfd1Cfd1Cfd1

Nbp35Nbp35Nbp35Nbp35

Cfd1Cfd1Cfd1Cfd1

Nbp35Nbp35Nbp35Nbp35

Nar1Nar1Nar1Nar1 Nar1Nar1Nar1Nar1
Cia1Cia1

ApoApo

Proteínas FeProteínas Fe--S S 

citosol/núcleocitosol/núcleo

HoloHolo

G
S

H
G

S
H

Atm1Atm1Atm1Atm1

HoloHolo

Mitocondria

pmf

Erv1Erv1Erv1Erv1

Maquinaria de 

exportación 

ISC

Maquinaria de 

exportación 

ISC

 

Figura 3. Biosíntesis de Centros Fe-S en Saccharomyces cerevisiae—Esquema donde se muestra el proceso, el 

cual se ha dividido en tres fases. A, representa la fase que ocurre ―down-stream‖ del ensamblaje en Isu1, en esta 

fase los transportadores Mrs3-4 y se supone que Yfh1, proveerían el hierro. Mientras que Nfs1 y su proteína 

accesoria Isd11, proveerían el azufre producto de la actividad desulfurasa de este complejo sobre la cisteína. Los 

electrones o el potencial redox serían aportados por la ferredoxina Yah1 y su reductasa Arh1 en la membrana. Se 

ha descrito que Yfh1 interaccionaría físicamente formando un complejo con Nfs1, Isd11 y Isu1. B, Un centro 

Fe/S transitorio es ensamblado en Isu1. C, Se produce la formación de otro complejo entre Isu1-Fe/S, Ssq1, Jac1 

y Mge1 en un sitio de unión provisto por el tripéptido PVK de Isu1. Grx5 cumpliría su función en este paso. La 

proteína precursora codificada en el núcleo y sintetizada en el citosol, es traslocada a la mitocondria en forma 

desplegada. Después de ser procesada y plegada, entonces adquiere el centro Fe-S por acción de las chaperonas y 

glutaredoxina. También se muestra la maquinaria de exportación ISC y la maquinaria CIA implicadas en el 

proceso de ensamblaje de los centros en el citosol. Estos centros formarán parte de la proteínas Fe-S citosólicas y 

nucleares. (Adaptado de Stemmler, et al., 2010; Lill and Mühlenhoff, 2008)  

 

Existe una maquinaria de exportación ISC, la cual se ha relacionado con el transporte de los 

componentes necesarios para la maduración de las proteínas Fe-S citosólicos y nucleares. Los 

miembros de esta maquinaria son: a) el transportador de tipo ABC Atm1, el cual está ubicado 

en la membrana interna. b) La proteína Erv1, ubicada en el espacio intermembrana y c) la 

molécula de GSH (Kispal, et al., 1999; Lange, et al., 2001; Sipos, et al., 2002) (figura 2). El 

conocimiento de la implicación de esta maquinaria en la maduración de las proteínas Fe-S 

citosólicas surgió cuando se describió que el mutante Atm1 presentaba auxotrofía por la 

leucina. Al profundizar las investigaciones de este fenotipo se encontró que presentaba un 
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defecto específico en la maduración de la enzima Leu1, una proteína Fe-S citosólica. Esta 

cepa mostraba importantes defectos en las proteínas Fe-S citosólicas y nucleares, sin embargo 

las mitocondriales no estaba afectadas (Kispal, et al., 1999).  

 

En cuanto a la maquinaria CIA, se ha establecido que sería la responsable de asistir el 

ensamblaje y maduración de las proteínas Fe-S citosólicas y nucleares. Está formada por 

cuatro componentes: Cfd1, Nbp35, Nar1 y Cia1, los cuales están muy conservados en los 

eucariotas. Se ha descrito que la maquinaria CIA es esencial para el mantenimiento de la 

viabilidad celular (Balk, et al., 2005; Balk, et al., 2004; Hausmann, et al., 2005; Roy, et al., 

2003). En un primer paso el centro Fe-S es transitoriamente ensamblado en un complejo 

formado por Cfd1 y Nbp35, el cual funcionaría como proteína scaffold (en este paso es 

requerida la maquinaria mitocondrial ISC). Seguidamente el centro Fe-S es transferido a la 

apoproteína receptora mediante la asistencia de Nar1 y Cia1. Se ha descrito que sería 

necesaria la formación de los complejos Nbp35-Nar1 y Nar1-Cia1, mediante interacción 

directa, para que se lleve a cabo este paso (Lill and Mühlenhoff, 2008) 

 

1.6. RELACIÓN DEL METABOLISMO DEL HIERRO CON LA SÍNTESIS DE 

CENTROS Fe-S EN Saccharomyces cerevisiae  

 

Los mecanismos moleculares que le permiten a Aft1p sensar los niveles de hierro intracelular 

constituyen uno de los aspectos que despierta gran interés en numerosos grupos en todo el 

mundo. Se sabe que las células de S. cerevisiae con defectos en la maquinaria de síntesis y 

exportación de centros Fe-S presentan una desregulación de la homeostasis del hierro. Estas 

células presentan una inducción constitutiva de la transcripción de genes relacionados con la 

adquisición del hierro y una marcada acumulación de este metal dentro de la mitocondria 

(Chen, et al., 2004; Foury and Talibi, 2001; Kispal, et al., 1999; Li, et al., 1999). Se ha 

descrito que en mamíferos esta acumulación de hierro está asociada fuertemente con el 

establecimiento de ciertas patologías (Lill and Mühlenhoff, 2008). El regulón de hierro 

comprende un conjunto de ≈30 genes (tabla 1), cuyos productos están implicados en procesos 

tales como: la adquisición de hierro: FET3, FTR1, FRE1 y FRE2; la adquisición de 

sideroforos: ARN1-4 y FIT1-3 y la redistribución del hierro intracelular a la vacuola y la 

mitocondria: FET5, FTH1 y MRS4. Todos estos genes son regulados directamente por el 

activador de la transcripción AFT1 (además posiblemente también por AFT2) (Rutherford and 

Bird, 2004). Aft1p, como se ha detallado en apartados anteriores, se trasloca hacia el núcleo 
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en células deficientes de hierro, mientras que se localiza en el citosol en una situación de 

suficiencia del metal (Yamaguchi-Iwai, et al., 2002). Se encontró que Aft1p no responde 

directamente a una disminución de hierro en el citosol. Esta afirmación se soporta en el hecho 

que levaduras deficientes en miembros de la maquinaria citosólica CIA son incapaces de 

inducir el regulón. Sin embargo, Aft1p responde directamente a una señal proveniente de la 

mitocondria que involucra las proteínas Fra1, Fra2 y Grx3-4 (Kumánovics, et al., 2008; Pujol-

Carrion, et al., 2006; Rutherford, et al., 2005). Se ha descrito que en ausencia del complejo 

Fra2-Grx, Aft1p exhibe una activación constitutiva independiente del contenido de hierro 

celular (Rutherford, et al., 2001). También se ha observado que el movimiento citosol-núcleo 

de Aft1p es dependiente del complejo Fra2-Grx y que se encuentra en la misma vía de 

señalización que involucra a la maquinaria mitocondrial de ensamblaje y exportación de los 

centros Fe-S mitocondrial (Chen, et al., 2004; Rutherford, et al., 2005). Estos resultados 

indicarían que Saccharomyces cerevisiae emplea el correcto funcionamiento del proceso de 

biosíntesis para regular la actividad transcripcional de Aft1p. Esta hipótesis es sustentada por 

varios estudios que han descrito que mutaciones en genes relacionados con este complejo 

mitocondrial, como SSQ1, JAC1, ATM1, NFU, YAH1, ARH1, ISU1-2, NFS2, YFH1, ERV1 

(Chen, et al., 2002; Jensen and Culotta, 2000; Lill and Kispal, 2000), conducen a una 

activación constitutiva del regulón de hierro (Lill, et al., 1999). Este fenotipo es similar al 

observado en ausencia del complejo Fra2-Grx (antes mencionado) y recientemente se ha 

establecido que una situación en la que se destruye el centro Fe-S formado entre Grx3p y 

Grx4p también provocaría la activación constitutiva del regulón de hierro (Mühlenhoff, et al., 

2010). Todas estas observaciones en conjunto son consistentes con una vía de señalización 

que involucraría a Aft1p, los centros Fe-S mitocondriales y el complejo formado por Fra2-

Grx3 y Grx4.  

 

1.7. ENFERMEDADES HUMANAS PROVOCADAS POR MUTACIONES DE 

GENES DE LA SÍNTESIS DE CENTROS Fe/S: LA LEVADURA COMO 

MODELO DE ESTUDIO  

 

Como ya se ha mencionado, Saccharomyces cerevisiae ha servido como un importante 

organismo experimental para revelar la función de numerosos genes. También ha tenido un 

importantísimo impacto en el establecimiento de los mecanismos moleculares de un gran 

número de enfermedades humanas. De hecho, esto se ha conseguido ya que hasta un 30% de 

los genes clonados hasta ahora, que se sabe están implicados en enfermedades humanas, 
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poseen sus ortólogos en levadura (Foury, 1997). En este sentido, los estudios realizados en los 

últimos años en la síntesis de centros Fe-S en levaduras y en sus contrapartes humanos, ha 

sentado las bases que han permitido determinar que un número importante de estos 

componentes (maquinarias ISC y CIA) están directamente relacionados con ciertas 

enfermedades humanas (Tabla 2). Además, estos estudios han contribuido a establecer la 

existencia de una conexión entre este proceso biosintético y el metabolismo del hierro tanto 

en este sencillo eucariota como en humanos. Es razonable pensar que esta conexión no es 

casual, ya que, como ya se ha mencionado anteriormente, los centros hierro-azufre están 

involucrados en una diversidad de procesos esenciales para el desarrollo y mantenimiento de 

casi todas las funciones indispensables para el mantenimiento de la vida tal y como las 

conocemos hoy. Es cierto que la mitocondria de las células humanas es más compleja que la 

de la levadura (esta incluye mas de 200 proteínas adicionales). Sin embargo, existe un alto 

nivel de similitud en los procesos de biogénesis y función mitocondrial, lo cual hace de 

Saccharomyces cerevisiae un excelente modelo para el estudio de la fisiopatología 

mitocondrial humana (Barrientos, 2003). En este sentido, el estudio tanto de las bases 

moleculares como de los mecanismos de la patogénesis de muchos desordenes mitocondriales 

esta tomando ventaja del paradigma de la levadura. Esta aportación hecha por Saccharomyces 

cerevisiae se justifica en la flexibilidad y utilidad que aporta este eucariota, por lo que su 

empleó para el estudio de los desordenes mitocondriales en humanos indudablemente 

continuará en el futuro. 

 

En este contexto, hasta la fecha se han reportado un número de patologías humanas 

directamente relacionadas con mutaciones en las proteínas como Frataxina (su ortólogo es 

YFH1 en levadura), GLRX5 (ortólogo de GRX5 de levadura) ISCU (ortólogo de ISU1-2) y 

ABCB7 (ortólogo de ATM1 de levadura). Como se ha visto, todos estos genes tienen su 

contraparte en levadura. En la tabla 2 se muestra un resumen de las enfermedades humanas 

relacionadas con genes pertenecientes a la maquinaria ISC más importantes descritas hasta 

ahora.  
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Tabla 2. Enfermedades relacionadas con genes implicados en la síntesis de centro Fe-S y sus ortólogos en 

Saccharomyces cerevisiae.  

Patología Etiología Signos clínicos Hallazgos moleculares 

Ataxia de 

Friedreich  

Expansión de GAA que 

provoca disminución de 

los niveles de mRNA de 

FRX (ortólogo Yfh1) 

Ataxia progresiva, mio-

cardiopatia hipertrófica, 

Diabetes, muerte ≈ 40 

años   

Deficiencia de aconitasa, 

complejos I-III, ↓mtDNA en 

corazón y músculos, ↑mtFe en 

corazón, hígado y bazo  

Anemia 

Sideroblásica 

Mutación puntual en 

GLRX5 (ortólogo 

Grx5). Homocigótica. 

Defectos de plega-

miento que reduce los 

niveles de mRNA 

Anemia microcítica, 

hepatoesplenomegalia 

Sideroblastos anillados, ↑tinción 

de hierro en eritroblastos y 

macrófago. ↓actividad Aconitasa 

en mononucleares periféricos 

Miopatía por 

deficiencia de 

ISCU 

Mutación intrónica en 

ISCU (ortólogo ISU1). 

Defectos de plegamiento 

que reduce los niveles 

de mRNA  

Intolerancia severa al 

ejercicio. Falta de aliento 

y taquicardia, acidosis 

láctica, inflamación 

muscular, mio-globinuria 

Deficiencia del complejo II y 

aconitasa en músculo esquelético, 

↑inclusiones de Fe en biopsia de 

músculo esquelético  

Anemia 

sideroblásica 

con ataxia por 

deficiencia de 

ABCB7 

Mutación en ABCB7 

(ortólogo ATM1). 

hereditaria y ligada al 

cromosoma X 

Ataxia, anemia 

microcítica hipocrómica 

Deficiencia de Xantin oxidasa y 

aconitasa citosólica. No hay 

afectación de complejo II 

 

 

2. ATAXIA DE FRIEDREICH (FRDA) 

 

Desde que en el año 1863 el Profesor de Medicina Nicholaus Friedreich describió por primera 

vez una enfermedad caracterizada clínicamente por ataxia y atrofia degenerativa de la medula 

espinal a nivel de la columna posterior, se ha discutido mucho sobre la etiología de esta 

enfermedad. Hoy en día se conoce como ataxia de Friedreich a una enfermedad autosómica 

recesiva, la cual es la más común de las ataxias de inicio a temprana edad entre individuos 

caucásicos. En la enfermedad además del desarrollo de neuropatía también se manifiesta una 

cardiomiopatia hipertrófica y diabetes mellitus (Campuzano, et al., 1996). Los primeros 

síntomas generalmente aparecen cercanos a la pubertad, con lo que esto pudiera coincidir con 

un incremento de la actividad hormonal y por ende metabólica. Además, hoy se conoce que 

esta enfermedad humana está causada por una importante disminución de la expresión de la 

proteína mitocondrial denominada frataxina que es codificada por el gen FRX. 

 

2.1. FRATAXINA: UNA PROTEÍNA MUY CONSERVADA 

 

Frataxina es una proteína muy conservada a lo largo de la evolución, se halla presente desde 

bacterias (proteobacterias y no en arqueobacterias) hasta humanos (Figura 4) (Gibson, et al., 
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1996). En Saccharomyces cerevisiae YFH1 es el ortólogo de Frataxina. Esta se ha descrito 

como una proteína de bajo peso molecular, soluble en la matriz y asociada a la membrana 

interna mitocondrial. Esta localización se basó en estudios de microscopia 

inmunofluorescente. Además se sabe que presenta una secuencia en el extremo N-terminal 

que sería responsable de esta localización (Campuzano, et al., 1996). Frataxina sería 

sintetizada en el citosol como una forma precursora de aproximadamente 25 KDa. 

Seguidamente, durante su internalización en la matriz de la mitocondria sería procesada con 

dos cortes, los cuales darían lugar a una forma intermedia y una forma madura (Pandolfo, 

2009). La proteína posee una región que presenta la mayor homología entre organismos, la 

cual se encuentra ubicada en el extremo C-terminal. Esta secuencia presenta una identidad de 

25% y una similitud del 70%, entre los diferentes ortólogos. Por esta razón se cree que esta 

región sería esencial para la función de la proteína (Gibson, et al., 1996).  

Fxn Yfh1 CyaYFxn Yfh1 CyaY

 

Figura 4. Estructura de hojas- y hélice- de tres ortólogos de frataxina—Comparación de tres estructuras 

tridimensionales frataxina. Se observa el grado de similitud entre las formas, humana (FRX, Protein databank 

número 1eKg), levadura (Yfh1, 2fql) y bacteriana (CyaY, 1ew4). (Fuente:V. Irazusta, tesis doctoral)   

 

La resolución de la secuencia y estructura de la proteína ha supuesto un gran avance en el 

entendimiento de la ataxia de Friedreich, ya que ha permitido sustentar aún más la homología 

que existe entre las diferentes especies. Este hecho ha sentado las bases para el desarrollo de 

técnicas bioquímicas y genómicas en la levadura, las cuales han aportado un mayor 

entendimiento de las bases moleculares de la enfermedad. En este sentido, estos avances se 

basan principalmente en dos aproximaciones: a) un mapeo de los genes responsables de la 

enfermedad en humanos y b) un gran impulso en la investigación con el organismo modelo 

Saccharomyces cerevisiae (Knight, et al., 1999). Si bien este eucariota se halla distante de los 

seres humanos, el gen responsable de esta patología, así como las rutas metabólicas en los que 

se cree estaría implicada su función, están muy bien conservados a lo largo de la escala 

evolutiva. 
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2.2. BASES MOLECULARES DEL DÉFICIT DE FRATAXINA EN HUMANOS 

 

Como ya se mencionó anteriormente, en la FRDA se aprecia una significativa disminución de 

la expresión de frataxina en los individuos afectados, esto se debe a una mutación localizada 

en la región proximal del cromosoma 9. Dicha mutación produce una hiperexpansión del 

triplete GAA en el primer intrón del gen de la frataxina (Della Nave, et al., 2008). Esta 

expansión produce una sustancial reducción de la expresión de la proteína. El número normal 

de repeticiones del triplete GAA es de aproximadamente 40, mientras que en la enfermedad se 

presentan de 70 a más de 1.000, siendo el rango mas frecuente entre 600 y 900. En individuos 

heterocigotos no se observan manifestaciones clínicas. Asimismo, existen mutaciones que 

afectan a unos pocos aminoácidos que provocan la pérdida de la función de la proteína. Sin 

embargo, este tipo de mutaciones son muy raras. Como ya se ha demostrado en modelos 

animales es necesaria la presencia de una cantidad residual de expresión de la proteína para 

que el embrion pueda sobrevivir durante el desarrollo (Pandolfo and Pastore, 2009). El 

transcrito mas abundante de este gen tiene un tamaño de 1.3 Kb y posee 5 exones numerados 

del 1 al 5a. También existe un transcrito minoritario que presenta un exón alternativo 5b del 

que no se conoce si tiene una función significativa (Campuzano, et al., 1996). La proteína 

transcrita contiene 210 aminoácidos. Presenta un péptido señal en el extremo N-terminal que 

dirige la proteína a la mitocondria. El gen FXN se expresa en todos los tejidos pero con 

distintos niveles, lo cual puede ser explicado en parte, por el contenido mitocondrial de los 

mismos. En adultos el mRNA de la proteína es más abundante en el corazón, espina dorsal, el 

hígado, músculo esquelético y páncreas (Campuzano, et al., 1996) 

 

2.3.  ACERCA DE LA POSIBLE FUNCIÓN DE FRATAXINA 

 

2.3.1. Implicación en la síntesis de centros Fe-S 

 

La pregunta sobre la función de esta pequeña proteína es uno de los cabos sueltos en el 

estudio del metabolismo del hierro en Saccharomyces cerevisiae. Como ya se ha mencionado 

en anteriores apartados, frataxina es una proteína que se ha ubicado en la matriz mitocondrial 

y se cree que desde allí estaría llevando a cabo su función. La hipótesis más aceptada entre la 

comunidad científica ubica su función directamente en la síntesis de centros Fe-S. Sin que 

esta sea la única función atribuida a la proteína hasta la fecha.  
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Uno de los argumentos que ubica frataxina en la síntesis de Fe-S es el hecho que la proteína 

está ampliamente distribuida a lo largo de la evolución, encontrándose ortólogos de ésta en 

humanos, plantas, moscas, peces, hongos y bacterias (proteobacterias pero no en 

arqueobacterias), lo cual sugiere que la función de esta proteína es esencial para estos 

organismos. Ha sido precisamente en bacterias donde se iniciaron los estudios de la síntesis 

Fe-S, cuando se describió la presencia de los tres operones implicados en el ensamblaje de los 

centros Fe-S definidos como: nif, suf e isc. Si bien frataxina no forma parte de ninguno de 

estos operones, se le ha asociado fuertemente con el complejo isc, lo cual sugeriría una 

hipótesis de evolución en paralelo (Gibson, et al., 1996). Uno de lo argumentos que sustentan 

esta hipótesis es que frataxina interacciona físicamente con el complejo de formación de 

centros Fe-S formado por Isu1p/Nfs1p (Gerber, et al., 2003). Se ha descrito que esta 

interacción involucraría la unión de frataxina a Isu1p a través de la superficie de hojas-de 

frataxina (Figura 5) Esta interacción también se verificó mediante experimentos de pull-

down (Wang and Craig, 2008). Además también se ha descrito que dicha interacción es 

dependiente de hierro y que es inhibida por la presencia de quelantes (Gerber, et al., 2003). 

Otra evidencia argumentada a favor de la implicación de Yfh1 en la síntesis de centros Fe-S 

es que en ausencia de esta proteína se observa una importante disminución de las actividad de 

enzimas Fe-S y un incremento del hierro en la mitocondria (Mühlenhoff, et al., 2002). 

 

 

Figura 5. Yfh1p interacciona con hierro y con Isu1—Detalles de los residuos implicados y los dominios de 

unión a dos átomos de Fe
2+

 en Yfh1 (PDB #2GA5). También se muestra el sitio activo rico en residuos Cys de 

Isu1p (modelo de estructura), en el que también se muestra un putativo sitio de unión a Fe
2+ 

en la región C-

terminal. La flecha indica la transferencia del Fe
2+ 

entre las dos proteínas.   Representa el Fe
2+

(Subramanian, et 

al., 2011). 
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Sin embargo, también se han encontrado evidencias que indicaría que la función de frataxina 

no es indispensable en este proceso. En este sentido, se ha descrito que la expresión de la 

ferritina mitocondrial humana (mtF) en el mutante nulo yfh1 era capaz de rescatar el 

fenotipo de deficiencia respiratoria observado en este mutante (Campanella, et al., 2004). 

También se ha encontrado que el mutante yfh1 cultivado en presencia de un quelante de 

hierro (batofenantrolina), era capaz de recuperar la actividad de succinato deshidrogenasa casi 

totalmente (Duby, et al., 2002). Además Chen y Kaplan, 2000 observaron que la 

sobreexpresión del transportador CCC1 en un mutante condicional YFH1 permitía recuperar 

la capacidad de la células de crecer en fuentes de carbono no fermentables mediante la 

limitación de la acumulación de hierro en el interior de la mitocondria y una situación de 

estrés oxidativo (Chen and Kaplan, 2000). Esta tesis pretende aportar información suficiente 

que demostraría que Yfh1 no es esencial para el ensamblaje de los centros Fe-S en 

Saccharomyces cerevisiae.  

 

Uno de los puntos más controvertidos sobre un posible papel de Yfh1p como 

metalochaperona de Isu1p en la biosíntesis es el hecho de que la interacción de Yfh1p con 

hierro no se produce de la forma canónica, como ocurre en otras proteínas que unen metales, 

como por ejemplo las metalochaperonas de cobre. Estas proteínas de unión a cobre funcionan 

uniéndose al metal por interacciones de alta afinidad (Rosenzweig, 2002). Sin embargo, la 

interacción de frataxina con el hierro tiene una afinidad relativamente baja. Ello quizá se deba 

a que la coordinación del hierro es incompleta. En parte esto se atribuye al hecho de que la 

unión ocurre en la superficie de la proteína en lugar de una cavidad. Adicionalmente, también 

se ha mencionado que la debilidad de la unión estaría condicionada por el hecho de que los 

aminoácidos que la unen al metal son primariamente aquellos que contienen residuos 

carboxilatos, en lugar de cisteínas e histidinas (Pastore, et al., 2007). 

 

2.3.2. Interacción de Yfh1 con hierro: posible función en el 

almacenamiento/detoxificación 

 

Numerosos estudios han mostrado que frataxina es capaz de interaccionar con iones de hierro 

in vitro, esta interacción involucra la superficie de carboxilatos del área -helix 

1/(Stemmler, et al., 2010) Algunos análisis llevados a cabo con monómeros de Yfh1p han 

demostrado que la proteína es capaz de unir dos átomos de hierro con una afinidad de 2,5-5 
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M. Esta unión también ha sido verificada en otros ortólogos de la proteína, sin embargo se 

han observado ciertas diferencias en la estequiometría de unión y en la afinidad de la misma. 

Por ejemplo, el ortólogo de la proteína en humanos es capaz de interaccionar con seis átomos 

de hierro con una Kd= 12-55 M (Yoon and Cowan, 2003), el de E. coli interacciona con dos 

átomos y con una Kd= 4 M (Bou-Abdallah, et al., 2004) y el de Drosofila lo hace con un 

átomo y una Kd= 6 M (Kondapalli, et al., 2008). En esta misma línea, se han llevado a cabo 

experimentos en los que se han mutado ciertos aminoácidos específicos para intentar validar 

in vivo la capacidad de la proteína de interacción con el hierro observada in vitro, pero estos 

experimentos no han arrojado resultados concluyentes. Este hecho se ha atribuido en parte a la 

dificultad debida a la misma naturaleza de esa unión, la cual ocurre en la superficie de la 

proteína. También al hecho que, la interacción es mediada por múltiples aminoácidos, en 

contraste con las interacciones clásicas de otras metalochaperonas (Rosenzweig, 2002). En 

este sentido, alteraciones puntuales en alguno de estos residuos ácidos presentes en dicha 

superficie, tienen efectos marginales. No obstante, en una proteína en la que se han sustituido 

múltiples residuos ácidos por alanina, se observó que la capacidad de unión a hierro estaba 

muy comprometida. Una versión alterada de la proteína en la que los aminoácidos Asp
86

, 

Glu
90

, Glu
93

, Asp
101

 y Glu
103

 fueron reemplazados por alanina, presentó una significativa 

disminución tanto de la interacción con hierro al ser analizada mediante tritatión de triptófano 

fluorescente, como de la actividad de las enzimas Fe-S (Correia, et al., 2010). 

 

Otro punto adicional a la interacción directa con el metal, que estaría apuntando también en la 

dirección de una posible función relacionada con el almacenaje de hierro, es soportado por 

algunos estudios que han mostrado que ortólogos de frataxina son capaces de oligomerizar en 

presencia de altas concentraciones de hierro (Figura 6). La exposición del homólogo 

bacteriano y de levadura a un exceso molar de 20 veces mas hierro elemental que los niveles 

fisiológicos inducen la oligomerización que da lugar a una estructura de forma y composición 

de tipo ferritina (Park, et al., 2002; Park, et al., 2003). Sin embargo, existen dos puntos 

controversiales con respecto a esta capacidad de oligomerización en levadura y bacterias. Por 

un lado, Se sabe que esta oligomerización no ocurre en el ortólogo humano (Adinolfi, et al., 

2002). Por otro lado, la sustitución por alanina de los residuos carboxilatos Asp
86

, Glu
90

 y 

Glu
93

, los cuales están implicados en la interacción con Fe, revierte totalmente la capacidad de 

oligomerización de Yfh1; sin que esto comporte ninguna alteración significativa en el 

fenotipo de este triple mutante in vivo (Aloria, et al., 2004). Tampoco se han observado 
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efectos deletéreos ni en la síntesis de centros Fe-S ni en la homeostasis del hierro. Estos datos 

han llevado a la conclusión que la capacidad de oligomerización observada en frataxina 

probablemente no es necesaria para el papel de la proteína en la síntesis de Fe-S (Aloria, et 

al., 2004). Sin embargo, estos resultados no excluyen la posible implicación de la proteína en 

el almacenamiento/detoxificación del metal. Cabe la posibilidad que esta función permanezca 

en levaduras, ya que no existe una ferritina mitocondrial, mientras que en mamíferos no sería 

necesaria debido a que existe una ferritina encargada de cumplir esta función (Levi, et al., 

2001).  

 

Fe2+

Fe3+

Frataxina

Fe2+

Fe3+

FrataxinaFrataxina

 

Figura 6. Posible mecanismo de oligomerización de Yfh1p—Experimentos in vitro han mostrado que la 

exposición de la proteína a un exceso de Fe
2+

 induce la oligomerización de la proteína en una estructura de tipo 

ferritina (Park, et al., 2003). 

 

2.3.3. Posible función como reguladora de la síntesis de centros Fe-S 

 

Otra de las hipótesis surgidas recientemente describe la posibilidad de que el ortólogo de 

bacteria (CyaY) participaría en el ensamblaje de los centros Fe-S como un inhibidor 

(dependiente de hierro) de la formación de los cluster. Esta función la llevaría a cabo a través 

de una interacción con la desulfurasa IscS. Esta interacción involucraría la superficie de 

interacción con hierro de CyaY, la cual está bien conservada. CyaY funcionaría como un 

sensor de hierro encargado de la regulación de la tasa de formación de los centros Fe-S en 

función de las necesidades de incorporación de estos centros en las apoproteínas receptoras 

(Figura 7). En este sentido, en ausencia de CyaY se desregularía la síntesis de estos, lo cual 

provocaría un incremento del hierro y un situación de estrés oxidativo (Adinolfi, et al., 2009). 

En esta misma línea, otro estudio discutió sobre la posibilidad que frataxina contribuiría a 

prevenir el daño oxidativo inducido por el hierro ya que se encargaría del mantenimiento del 



Introducción 

 24 

adecuando balance del pool de hierro en un estado soluble, no toxico y biodisponible para las 

rutas de biosisntesis (Bou-Abdallah, et al., 2004)  

 

Figura 7. Modelo de la función reguladora de frataxina en bacterías—(a) En una situación de suficiencia de 

Fe, los centros Fe-S serían ensamblados en el complejo IscS-IscU y transferidos a las proteínas receptoras. (b) 

En presencia de un exceso de Fe, en comparación con el número de proteínas receptoras, frataxina sensaría este 

exceso e inhibiría la formación del coplejo IscS-IscU, disminuyendo el ritmo de formación de los centros. En 

ausencia de frataxina, la formación de los cluster sería constante independientemente de las proteínas receptoras. 

Se genera así, un exceso de centros Fe-S que serían altamente inestables, generando un incremento del estrés vía 

reaccción de Fenton y finalmente formando agregados insolubles (Adinolfi, et al., 2009). 

 

2.3.4. Otras funciones descritas 

 

Dentro de otras posibles funciones de frataxina en humanos, se ha descrito que esta proteína 

podría participar en diversos aspectos del metabolismo intracelular del hierro (Figura 8). 

Entres estos aspectos se pueden destacar: se ha asociado a frataxina con el control del 

transporte mitocondrial de hierro (Babcock, et al., 1997), también se ha descrito que podría 

ser dador de hierro a la ferroquelatasa en el último paso de la biosinteis de los grupos hemo 

(Yoon and Cowan, 2004)), participar en la biosíntesis de los centros Fe-S (Yoon and Cowan, 

2003), en la reconstitución de la holo-aconitasa (Bulteau, et al., 2005; Bulteau, et al., 2004) y 

en el almacenamiento de hierro (Cavadini, et al., 2002). Además, se ha propuesto que podría 

formar parte o interaccionar con miembros de la cadena respiratoria, estando involucrada en 

la transferencia de electrones a la ubiquinona (Gonzalez-Cabo, et al., 2005). 
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Figura 8. Otras funciones propuestas para frataxina y su posible papel en el estrés oxidativo en FRDA—

Las flechas y el texto en color verde indican las moléculas y las rutas que aparecen afectadas en el deficit de 

frataxina. Las flechas y el texto en color rojo indican las moléculas y rutas que incrementan su actividad en 

deficiencia de frataxina (Pandolfo, 2008). 

 

3. ESTRÉS OXIDATIVO 

 

El cambio del ambiente en la tierra con la aparición de los organismos fotosintéticos 

comportó que la atmósfera se transformara de reductora a oxidante. Este cambio obligó a los 

organismos que se desarrollaban en estas nuevas condiciones a elaborar complejos 

mecanismos para utilizar el oxígeno como aceptor final de electrones. Dicha utilización 

comporta un reto para la célula. En este sentido, la paradoja de la respiración es que el aire 

necesario para vivir es también una fuente de toxinas letales. El costo de un catabolismo 

aeróbico es la producción de daño oxidativo a ADN, proteínas, lípidos y carbohidratos 

(Benzie, 2000). Este daño se conoce como estrés oxidativo y es el resultado de los efectos 

causados por un grupo de moléculas denominadas en conjunto especies reactivas del oxígeno 

(ROS, por reactive oxygen species). Estas son también comúnmente denominadas radicales 

libres, sin embargo este ultimo término abarca un número aun mayor de estas especies las 

cuales se caracterizan por tener uno o más electrones desapareados (Toledano, et al., 2003; 

Halliwell B, 1989). Las células en general, producen de manera permanente y natural estas 

moléculas con electrones desapareados que aparecen como subproductos de la reducción 

incompleta del oxígeno. El efecto perjudicial de la molécula de oxígeno viene dado por la 

presencia de un par de electrones desapareados que le confiere una alta reactividad. Las 

especies reactivas del oxígeno están compuestas por el oxigeno singulete (
1
O2), el anión 

superóxido (O2
-

), el peróxido de hidrogeno (H2O2) y el radical hidroxilo (HO

) (Figura 9). 

Hierro ferroso Fe2+

Hierro férrico Fe3+

Azufre 

Centros Fe-S

Hemo

Hierro ferroso Fe2+

Hierro férrico Fe3+

Azufre 

Centros Fe-S

Hemo
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Como ya se ha mencionado la generación de ROS es un proceso natural, solo se puede hablar 

de estrés oxidativo cuando existe un desequilibrio entre la producción de ROS y los 

mecanismos detoxificantes o antioxidantes propios de la célula. Esta situación de 

desequilibrio es la que en última instancia desencadenará el daño celular. 

 

OO22 OO22
-- HH22OO22 OHOH

Potencial de                               0,94                 0,32                 2,31                        
Reducción (V)

Tiempo de vida                           10-6                           10-5                             10-9

Media T1/2 (seg)                        

Concentración                             10-10                         10-7                            10-15

in vivo (M) 

HH22OOOO22 OO22
-- HH22OO22 OHOH

Potencial de                               0,94                 0,32                 2,31                        
Reducción (V)

Tiempo de vida                           10-6                           10-5                             10-9

Media T1/2 (seg)                        

Concentración                             10-10                         10-7                            10-15

in vivo (M) 

HH22OO

 

Figura 9. Especies reactivas del oxígeno (ROS)—Estos radicales son sub-productos de la reducción 

incompleta del oxígeno en las células. Se muestra el potencial redox de cada una de ellas, así como la vida media 

y la concentración en la que se encuentran en las células (Giorgio, et al., 2007). 

 

Existen otros tipos de radicales libres que se diferencian de las ROS en que son derivadas de 

elementos diferentes del oxígeno. Las especies derivadas del nitrógeno (NOS) son unas de las 

mas importantes, entre ellas encontramos: el óxido nítrico (NO

) y el peroxinitrito (ONOO-). 

Este último se genera de la rápida y espontánea reacción del NO
 

con el radical O2
-

. 

Representa la especie más reactiva de las NOS debido a que fácilmente difunde a través de las 

membranas empleando los canales iónicos y es capaz de reaccionar con la mayoría de los 

componentes celulares. Las proteínas son especialmente susceptibles a sus efectos 

perjudiciales. Se ha descrito que el peroxinitrito es capaz de provocar la nitrosilación de 

grupos como el sulfidrilo de las cisteínas, también puede nitrar los residuos tirosina o 

triptófano y es capaz de oxidar los residuos metionina, lo cual desencadena importantes daños 

e incluso pérdida de la actividad de las enzimas (Pacher, et al., 2007).  

 

3.1. ORIGEN DE LAS ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO  

 

En Saccharomyces cerevisiae en condiciones fisiológicas la pérdida de electrones de la 

cadena de transporte electrónico mitocondrial constituye la principal fuente de producción de 

ROS.  La principal especie reactiva generada durante este proceso es el anión superóxido 

(O2
-

), el cual es relativamente abundante en la célula (Bouveris and Cadenas, 1989). El anión 

superóxido no es fuertemente reactivo, pero es capaz de reaccionar directamente con algunas 

proteínas (Gardner and Fridovich, 1991). Como se observa en la figura 10, es a nivel de la 
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ubisemiquinona que forma parte de la NADH deshidrogenasa donde se genera la mayor 

cantidad de O2
-

. Se ha descrito que el complejo citocromo bc1 también es responsable de la 

generación de una importante cantidad de este anión (Dröge, 2002).  

 

Figura 10 Producción de especies reactivas del oxígeno a nivel de la cadena de transporte electrónico 

mitocondrial en Saccharomyces cerevisiae—El flujo de protones desde la matriz hacia el espacio 

intermembrana crea un gradiente de electrones que tiene como aceptor final la molécula de oxígeno generando el 

anión superóxido, el cual por acción de las enzimas SOD es dismutado a H2O2. Este en presencia de metales de 

transición puede, a través de la reacción de Fenton, generar el altamente reactivo radical hidroxilo (adaptado de 

la tesis de M.M. Molina-Navarro).    

 

Por otro lado, el peróxido de hidrogeno (H2O2) es producido principalmente durante la 

detoxificacion del anión superóxido catalizada por las superóxido dismutasas (SOD), aunque 

también se ha descrito que se genera en cantidades significativas durante la oxidación de 

ácidos grasos en los peroxisomas. Una de las características más resaltantes de esta especie es 

su capacidad para difundir a través de la mayoría de las membranas biológicas y localizarse 

en todos los compartimientos celulares. Es la especie reactiva del oxígeno más abundante y a 

pesar de no ser la mas reactiva sus efectos son deletéreos debido a que es capaz de generar el 

radical hidroxilo (HO

), el cual es extremadamente reactivo. El radical hidroxilo puede ser 

generado a través de la reacción de Fenton. Dicha reacción requiere como catalizador un ión 

de un metal de transición como el hierro ferroso (Fe
2+

), aunque también puede ser catalizada 

por el cobre (Halliwell and Aruoma, 1991). Estos iones ferrosos reaccionan con el H2O2 

provocando su fisión homolítica que genera el radical hidroxilo, un ión OH
 

 y la oxidación 

del hierro a su estado férrico (Fe
+3

). Este Fe
+3

 puede ser a su vez reducido a Fe
2+

 por el anión 

superóxido con lo cual se genera un ciclo. Dicho ciclo, involucra la acción combinada del ión 
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superóxido y el H2O2, se ha denominado reacción de Haber-Weiss (Tabla 3). El radical 

hidroxilo generado en este proceso reacciona de manera indiscriminada con la mayoría de los 

metabolitos y macromoléculas y en muchos casos genera otros radicales en el proceso 

(Halliwell and Gutteridge, 1984)  

Tabla 3. Principales reacciones implicadas en la generación de las especies reactivas del oxígeno.  

Reacción Reactantes Producto 

Dismutación del O2
-

 (SOD) 2H
+
 + 2O2

-
 H2O2 + O2 

Fenton Fe
2+

 + H2O2 Fe
3+

 + HO

 + OH


 

Haber-Weiss O2
- 

+ H2O2 O2 + HO

 + OH


 

 

 

Adicionalmente, se ha descrito que en Saccharomyces cerevisiae las fuentes exógenas de 

producción de ROS también juegan un papel importante. En este sentido las más resaltantes 

incluyen aquellas situaciones en la que la célula se halla expuesta a compuestos químicos 

oxidantes. También la exposición a radiaciones ionizantes como la radiación UV, X y , las 

cuales son capaces de generar especies como: O2
-

, HO

 y 

1
O2. Estas radiaciones pueden 

inducir directamente el daño del DNA o indirectamente mediante la generación de una 

situación de estrés oxidativo, fototoxicidad y fotosensibilidad (Zagarese, et al., 2001).    

 

3.2. DEFENSAS ANTIOXIDANTES 

 

Como ya se ha mencionado anteriormente, la utilización del oxígeno durante la fosforilación 

oxidativa conlleva la generación de especies reactivas del oxígeno como subproductos de este 

proceso. De allí que los sistemas biológicos han desarrollado las llamadas defensas 

antioxidantes que cumplen la función de prevenir y/o neutralizar estos intermediarios tóxicos 

del oxigeno. Esta primera línea de defensa se ha extendido y diversificado ampliamente en los 

sistemas biológicos, constituyéndose en numerosos grupos que cumplen igualmente diversas 

y altamente efectivas funciones (Benzie, 2000). Sin embargo las defensas antioxidantes no 

son infalibles, por ejemplo, en levaduras la acumulación de daño causado por las ROS ha sido 

relacionada con envejecimiento (Reverter-Branchat, et al., 2007). Mientras que en humanos 

los efectos de las ROS se han visto asociados con enfermedades crónicas como el cáncer, 

Alzheimer, Parkinson, ataxia de Friedrich e incluso la enfermedad coronaria (Spector, 2000).  
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Saccharomyces cerevisiae posee dos grandes complejos de defensas antioxidante. Por un lado 

se encuentra la primera línea de defensa antioxidante constituida por los llamados sistemas no 

enzimáticos, el cual esta conformado por un grupo de metabolitos capaces de funcionar como 

sistemas tamponadores y contener un eventual incremento de la oxidación. El otro complejo 

está constituido por los sistemas enzimáticos. Estos a su vez se agrupan en dos subgrupos bien 

definidos, que son: los que directamente eliminan las llamadas ROS y los que se encargan de 

mantener el adecuado equilibrio redox indispensable para la viabilidad celular. En la tabla 4 

se muestran los sistemas de defensa antioxidante mas importantes de Saccharomyces 

cerevisiae.  

 

Tabla 4. Defensas antioxidantes más importantes en S. cerevisiae (adaptado de Zagarese, et al., 2001) 

Función Gen(es) Localización

 Papel en la célula 

METABOLITOS 

ANTIOXIDANTES  

   

Glutatión - General Buffer redox, excreción de xenobióticos 

Ubiquinona - Mit, RE y Mem Soluble en lípidos. Componente de  

CRM  

D-ritroascorbato - Cit? Antioxidante polar 

SISTEMAS ENZIMÁTICOS    

Catalasas CIT1, CTA1 Cit, Per ↓H2O2 formando H2O + O2 

Superóxido dismutasa SOD1 y SOD2 Cit, Mit y Nuc? ↓O2
-

 formando H2O2 + O2 

SOD chaperona CCS1 Cit Necesaria para incorporar Cu en SOD1 

Tioredoxinas TRX1, TRX2 Cit Asimilación de deoxiribonucleotido y 

fosfato, tiol-reductasa, control redox  

Glutaredoxinas (GRX)     

di-tiol 

GRX1, GRX2 Cit, Nuc Actividad  tiol reductasa dependiente de 

glutatión 

Otra GRX di-tiol GRX8 Cit ↓Actividad GRX, inducida por arsénico 

Glutaredoxinas mono-tiol GRX3, GRX4, 

GRX5 

Cit Nuc Mit Protección frente daño redox. 

Metabolismo del Fe  

Otras GRX mono-tiol GRX6, GRX7 RE, Golgi Estrés oxidativo, función se solapa 

Peroxiredoxinas, 

Tioredoxina peroxidasa 

AHP1, PRX2, 

 TSA1 

Cit, Mit Actividad peroxiredoxina y tioredoxina-

peroxidasa 

Sulfiredoxina SRX1 Cit, Nuc Reduce modificaciones cisteína-

sulfinico en residuos de Tsa1p y Ahp1p 

Glutatión peroxidasa 

Fosfolipido-hidroperoxido 

GSH peroxidasa 

GPX1, GPX2 

GPX3/ORP1 

Cit/Mem Reducción de hidroperoxidos e 

hidroperoxidos lipídicos 

SISTEMAS ENZIMATICOS    

Citocromo c peroxidasa CCP1 Mem iner mit  Reducción de H2O2 en la mitocondria 

Síntesis de glutatión GSH1, GSH2 Cit Síntesis completa de GSH 

Glutatión reductasa GLR1 Cit Reducción de GSSG a GSH 

Enzimas de la ruta Pentosa 

fosfato y otras rutas 

ZWF1, GND1, TAL1, 

TKL1-2, RPE1 

 

ALO1, ARA2 

Cit 

 

Mem ext mit? 

Generación NADPH para reducción de 

GSSG, GRX y TRX 

 

Síntesis de D-eritroascorbato 
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Continuación tabla 4 (viene de la página anterior) 

Función Gen(es) Localización

 Papel en la célula 

ENZIMAS DE UNIÓN A 

METALES 
   

Metalotioneinas CUP1, CRS5 Cit Unión a cobre, múltiples genes en este 

locus,  también unen Cd
2+

 

Factores y reguladores de 

la transcripción  
   

Yap1p YAP1 Cit/Nuc Estrés oxidativo, xenobioticos, cadmio  

Skn7p 

 

SKN7 Nuc Factor de transc. auxiliar, funciona con 

Yap1 para ciertos estreses oxidativos. 

También actúa en la osmo-regulación  

Msn2/4 MSN2, MSN4 Cit/Nuc Factor de transc. general. Responde a la 

ruta PKA, estrés térmico, osmótico y 

oxidativo. Respuesta a falta de nutrientes   

Proteína de unión a Yap1 YBP1 Cit Involucrada en la localización nuclear de 

Yap1p 

Proteína activada por Hemo HAP1 

HAP2-5 

Nuc 

Nuc 

 

Regulación de las función respiratoria 

Activador de la unión a 

metales 

MAC1 Nuc Regulador de genes relacionados con la 

homeostasis del Fe y Cu. Inducción de 

CTT1 frente a H2O2 

Cup2p ACE1/CUP2 Nuc Factor de transcripción de unión a Cu. 

Activa CUP1 en exceso de Cu 


Cit: citosol; Mit: miticondria; RE: retículo endoplásmico; Per: peroxisoma: Nuc: núcleo; Mem: membrana; ?: 

desconocida o por determinar  

 

3.2.1. SISTEMAS NO ENZIMÁTICOS 

 

3.2.1.1. Glutatión (GSH) 

 

Este pequeño tripéptido (-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) es uno de los antioxidantes de bajo 

peso molecular de mayor importancia para la célula, además es considerado como un 

reservorio de cisteína (Rouhier, et al., 2008). En condiciones normales el ambiente 

intracelular es altamente reductor, favoreciendo la existencia de GSH en una relación de 

GSH/GSSG de entre 30:1 a 100:1. Se sabe que el mantenimiento de dicha relación es muy 

importante para el adecuado balance redox de la célula (Hwang, et al., 1992). Las síntesis de 

glutatión es llevada a cabo por los genes GSH1 y GSH2 cuyos productos son la -

glutamilcisteina sintetasa y la glutatión sintetasa respectivamente. El glutatión es el principal 

buffer redox de la célula, esta función la cumple a través de dos vías: por un lado, formando 

parte de complejos enzimáticos en los que participa como donador de electrones (glutatión 

peroxidasa y glutaredoxina). Por otro lado, el GSH también esta implicado en la prevención 

de la oxidación irreversible de grupos tioles de las proteínas por estrés oxidativo (formación 

de ácidos sulfínico y sulfónico). Esta función la lleva a cabo a través de un proceso conocido 
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como glutationilación, que es un tipo de modificación post-traduccional que consiste en la 

formación de un disulfuro mixto entre un residuo Cys de una proteína y la molécula de GSH 

(Rouhier, et al., 2008). Sin embargo, el papel que cumple esta pequeña molécula es más 

complejo aún. Se ha observado que la mutacion del gen GSH1 provoca un significativo 

incremento del envejecimiento cronológico e incrementa la apoptosis (Madeo, et al., 1999), e 

interesantemente otro trabajo mostró que este mutante presentaba una deficiencia en la 

maduración de las proteínas con centro Fe-S citosólicas y un incremento significativo del 

hierro mitocondrial (Sipos, et al., 2002). 

 

3.2.1.2. Otros metabolitos antioxidantes 

 

Existen otros antioxidantes no enzimáticos en la levadura cuya importancia frente al estrés 

oxidativo es menor en comparación con el papel del GSH, entre estos tenemos: el ácido 

ascórbico, el cual se encuentra en la levadura a niveles muy bajos para tener una importancia 

biológica. Sin embargo, se ha identificado ácido eritroascórbico tanto en S. cerevisiae como 

en Cándida albicans. Las propiedades antioxidantes de este ácido son muy similares a las del 

ácido ascórbico (Huh, et al., 1998; Jamieson, 1998). Por otro lado también se encuentran las 

poliaminas que son compuestos nitrogenados alifáticos que actúan principalmente atrapando 

especias reactivas como el radical superóxido. En este sentido la deleción del gen SPE2, 

implicado en la síntesis de poliaminas, provoca hipersensibilidad a las células al crecer en 

aerobiosis (Balasundaram, et al., 1991; Balasundaram, et al., 1993). También se le ha 

atribuido un papel en la protección frente al estrés oxidativo a la ubiquinona. Esta proteína 

esta localizada en la membrana interna de la mitocondria donde ejerce su función de 

transportar electrones en la cadena respiratoria mitocondrial y donde en su forma 

ubisemiquinona puede promover la generación de superóxido por parte del complejo III. Pero, 

a pesar de este efecto pro-oxidante, se ha observado que la ubiquinona en su forma reducida 

(ubiquinol-10) puede actuar como una molécula antioxidante. Podría tener un efecto protector 

frente a la peroxidación lipídica provocada por radicales alquilos y peroxil que podría afectar 

las membranas biológicas (Radi, et al., 1997).   

 

3.2.2. SISTEMAS ENZIMATICOS 

 

3.2.2.1. Superóxido dismutasa (SOD) 

 

Son enzimas que catalizan la dismutación del anión superóxido (O2
-

) generando H2O2 y O2.  
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Saccharomyces cerevisiae posee dos genes que codifican para dos enzimas SOD, que son: 

SOD1 y SOD2.  

 

3.2.2.1.1. Cu/Zn SOD 

 

Esta proteína es el producto del gen SOD1, dicha enzima se localiza principalmente en el 

citosol, sin embargo se ha descrito que una pequeña fracción de la enzima se localiza en el 

espacio intermembrana de la mitocondria. Es por ello que también se le relaciona de manera 

directa con la defensa contra los aniones O2
-

 que se escapan de la cadena respiratoria y 

difunden hacia este espacio (Sturtz, et al., 2001). CuZn-SOD posee una secuencia altamente 

conservada a lo largo de la evolución. Es un dímero formado por dos subunidades con un sitio 

activo en cada una de ellas. Este centro contiene un ión de cobre y otro de zinc. La unión de 

los iones metálicos se realiza de manera independiente, siendo el Zn no esencial para la 

dismutación del superóxido pero cumple un papel fundamental en la estabilidad térmica de la 

proteína. En cuanto al cobre, se conoce que la chaperona Ccs1p es esencial para la inserción 

del metal en la forma apo de la proteína. También se ha reportado que Ccs1p participaría en la 

formación de un puente disulfuro intermolecular necesario para la maduración de la forma 

activa de la proteína (Furukawa, et al., 2004). En ausencia de este puente disulfuro se ha 

observado agregados de la proteína que inducen su degradación (Sturtz, et al., 2001). La 

actividad de Sod1p es esencial durante la fase estacionaria de Saccharomyces cerevisiae, 

Aunque se conoce menos acerca de su papel frente al estrés oxidativo en fases tempranas del 

crecimiento. Se ha reportado que la cepa deficiente en este gen presenta importantes defectos 

de crecimiento en fuentes de carbono no fermentables (Longo, et al., 1996). Adicionalmente 

se ha visto que Sod1p es muy importante en la protección contra los oxidantes externos 

generadores de superóxido, como la menadiona y el paracuanto (Gralla and Valentine, 1991; 

Liu, et al., 1992). Recientemente se encontró que un mutante sod1 presentaba elevados 

niveles de hierro quelatable. También se demostró que la pérdida de actividad Sod1 contribuía 

en la inactivación de las enzimas de unión a magnesio en una cepa yfh1 (Irazusta, et al., 

2010). 

3.2.2.1.2. Mn-SOD 

 

Esta proteína es el producto del gen SOD2 de Saccharomyces cerevisiae. Se localiza en la 

matriz de la mitocondria (Culotta, et al., 2006). En eucariotas la forma activa de Sod2p es un 

tetrámero formado de subunidades de aproximadamente 21 kDa, a cada monómero se une 
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específicamente a un átomo de manganeso. La inserción del manganeso en Sod2p es un 

proceso complejo y requiere la localización de la enzima en la mitocondria. El polipéptido se 

sintetiza en la proximidad de la membrana externa de la mitocondria, donde es traslocado 

hacia la matriz del organelo. Para que se lleve a cabo la traslocación del polipéptido es 

necesario que éste se halle completamente desplegado. Una vez en la mitocondria se produce 

la inserción del manganeso. En este paso intervendría una metalochaperona específica de 

manganeso que aún no ha sido definitivamente identificada. Sin embargo, en un screen 

genético realizado para identificar genes relacionados con la internalización de manganeso a 

la mitocondria se identificó la proteína Mtm1p como un componente clave en la inserción del 

metal en Mn-SOD (Luk, et al., 2003). Mtm1 es un miembro de la familia de transportadores 

de tipo MCF relacionados con el transporte de aminoácidos (Robinson and Kunji, 2006). 

Como se puede observar en la figura 11, el proceso de traducción, traslocación e 

incorporación del cofactor en Sod2p ocurren de manera simultánea, lo cual facilita la correcta 

inserción del manganeso en el sitio activo (Ginsberg, et al., 2003; Luk, et al., 2005). En 

cuanto a la disponibilidad del manganeso en la célula, y específicamente en la mitocondria, se 

ha descrito que en el proceso de adquisición de este metal juega un papel esencial el 

transportador Smf2p. Esta proteína es un miembro de la familia de transportadores de metales 

Nramp conjuntamente con Smf1p y Smf3p. Estos transportadores están conservados desde 

bacterias hasta los mamíferos (Gunshin, et al., 1997). Sobre la localización de Smf2p, no se 

ha encontrado evidencias de una localización en la membrana plasmática, sin embargo se sabe 

que esta proteína reside en vesículas intracelulares (Luk and Culotta, 2001). También se 

encontró que Smf2p es crítico para la activación de Sod2p por manganeso. Al analizar un 

mutante nulo para el transportador (smf2), se encontró que presentaba niveles muy bajos de 

manganeso intracelular y de actividad Mn-SOD. Este déficit de actividad fue atribuido a la 

falta del cofactor y al hecho que en una situación de baja disponibilidad de manganeso, el 

hierro sería capaz de desplazar al manganeso en el sitio activo de la enzima, lo cual 

desencadenaba en una inactivación de Mn-SOD. Interesantemente, este trabajo también 

mostró que la adición de manganeso a dosis no tóxicas era capaz de restaurar la actividad de 

Mn-SOD (Luk and Culotta, 2001). En la figura 12 se muestra el proceso adquisición del 

manganeso, así como el proceso de síntesis e internalización del polipéptido de Sod2p desde 

los ribosomas.     
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Figura 11 Esquema de la internalización de Mn y su incorporación en Sod2—La traducción, traslocación a 

la matriz mitocondrial e inserción del metal en Mn-SOD ocurren simultáneamente. El polipéptido sintetizado de 

novo entra a la mitocondria completamente desplegado para permitir la inserción del manganeso. Una vez unida 

al manganeso y completada su entrada dentro de la matriz mitocondrial el polipéptido es plegado para adoptar su 

estructura cuaternaria. El transportador mitocondrial Mtm1p es necesario para la correcta inserción del 

manganeso, en su ausencia puede ocurrir una interacción de hierro con Sod2. El manganeso mitocondrial es 

incorporado a la célula a través de vesículas intracelulares, donde el transportador Smf2p es esencial. También se 

ha descrito que el transportador Smf1p estaría implicado en la internalización del metal. (Adaptado de (Culotta, 

et al., 2006b; Luk and Culotta, 2001)). 

 

3.2.2.1.3. Catalasa 

 

En Saccharomyces cerevisiae existen dos genes que codifican para dos enzimas con actividad 

catalasa bien diferenciadas, que son: CTA1 y CTT1. Ambas enzimas poseen un grupo hemo 

que es empleado para reducir el H2O2.  Cta1p es el producto del gen CTA1, es una enzima que 

se localiza en los peroxisomas y la mitocondria. En los peroxisomas Cta1p cumpliría la 

función de eliminar el peróxido de hidrógeno generado durante la beta oxidación de los ácidos 

grasos (Hiltunen, et al., 2003). Mientras que en la mitocondria esta enzima se le relaciona con 

la detoxificación del peróxido generado durante la respiración mitocondrial (Petrova, et al., 

2004). Por otro lado Ctt1p es la otra enzima catalasa encontrada en la levadura, se localiza en 

el citoplasma. La función de esta forma citosólica está aún por definir, sin embargo se le ha 

relacionado con la defensa frente diversos estreses, como el oxidativo, osmótico y frente a la 

carencia de nutrientes (Davidson, et al., 1996). La deleción simple no pareciera tener efectos 

notables en el crecimiento. Sin embargo la doble deleción induce la hipersensibilidad frente a 

peróxido durante la fase estacionaria, lo cual puntualiza la cooperatividad de ambas enzimas y 

su importancia frente al peróxido exógeno (Izawa, et al., 1996). 
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3.2.2.1.4. Peroxiredoxinas (PRX) 

 

Son una familia de enzimas altamente conservadas a lo largo de la evolución. También son 

denominadas tioredoxina peroxidasas o tiolperoxidasas ya que reciben electrones de la 

tioredoxina. Se caracterizan por su capacidad de reducir peróxido de hidrógeno y los 

hidroperóxidos orgánicos, generando agua o el correspondiente alcohol (Rhee, et al., 1999). 

Saccharomyces cerevisiae posee cinco PRX localizadas en diversos compartimientos 

subcelulares (Park, et al., 2000). Todos los miembros de esta familia poseen una cisteína 

conservada en el extremo N-terminal, la cual es esencial para la oxidación de los peróxidos 

que detoxifican. Adicionalmente pueden tener una segunda cisteína, por esto son clasificadas 

en Prxs 1-Cys y 2-Cys. Las PRX 1-Cys son monómeros que emplean una única cisteína en su 

centro activo, en este grupo encontramos la proteína de localización mitocondrial mTPx. Las 

otras cuatro Prxs de Saccharomyces cerevisiae pertenecen al grupo de las PRX 2-Cys. Estas a 

su vez se subdividen en aquellas cuyas dos cisteínas están conservadas (PRX típicas) y las 

que sólo la cisteína localizada en el extremo N-terminal está conservada (PRX atípicas). 

Ambos subgrupos requieren la formación de un puente disulfuro entre ambos residuos tiol 

para su actividad catalítica. Tres de estas enzimas PRX 2-Cys se localizan en el citoplasma: 

Tsa1p (cTPxI), Tsa2p (cTPxII) y Ahp1p (cTPxIII), mientras que Dot5p (nTPx) se localiza en 

el núcleo. Se ha descrito que las cinco PRX de la levadura presentan actividad tioredoxina 

peroxidasa, siendo Tsa1p la que posee mayor actividad (Park, et al., 2000). También se ha 

visto que la PRX Tpx1 de Schizosaccharomyces pombe (homólogo de Tsa1), actúa no sólo 

como detoxificadora de H2O2 durante el metabolismo aerobio, sino que estaría también 

implicada en vías de transducción de señal inducidas por peróxido de hidrógeno (Jara, et al., 

2007; Jara, et al., 2008). Adicionalmente, se ha descrito que, en general, las peroxiredoxinas 

tienen capacidad de reducir peroxinitritos (Rhee, et al., 2005). 

 

3.2.2.1.5. Glutatión transferasas (GST) 

 

Son un grupo de enzimas bien conservadas evolutivamente, catalizan la conjugación de GSH 

con sustratos electrófilos facilitando así su eliminación al hacerlos mas solubles y menos 

reactivos (Hayes, et al., 2005). En la levadura encontramos dos GST denominadas clásicas 

que son: Gtt1p y Gtt2p. En cuanto a la implicación de estas enzimas en la protección frente a 

estrés, se ha descrito que los niveles de Gtt1p se incrementan frente a estrés osmótico y en 

presencia de xenobióticos, así como también en la transición a la fase post-diauxica. Ninguna 
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de estas proteínas es esencial, sin embargo la doble deleción de las GSTs disminuye la 

termotelerancia de la levadura durante la fase estacionaria del crecimiento (Choi, et al., 1998). 

 

Adicionalmente Saccharomyces cerevisiae presenta tres GST pertenecientes a la clase omega, 

que son las: Gto1p, Gto2p y Gto3p. Estas tres enzimas se caracterizan por presentar actividad 

1-Cys tiol transferasa tanto in vitro como in vivo, también poseen actividad dehidroascorbato 

reductasa y dimetilarsénico reductasa in vitro. Sin embargo no presentan actividad glutatión 

transferasa (Garcerá, et al., 2006). Gto2p y Gto3p se localizan en el citosol, mientras que 

Gto1p está localizada en los peroxisomas donde estaría implicada en el metabolismo de los 

aminoácidos sulfurados (Barreto, et al., 2006). 

 

3.2.2.1.6. Sufiredoxinas 

 

La oxidación de cisteínas a ácido sulfínico o sulfónico se consideró una modificación 

irreversible de este residuo en las proteínas. No fue sino hasta principios de la década pasada 

cuando se identificó una enzima capaz de interaccionar y reducir una cisteína modificada a 

ácido sulfínico en la peroxiredoxina Tsa1p de levadura (Biteau, et al., 2003). Esta proteína se 

denominó sulfiredoxina (Srx) y se ha identificado en eucariotas superiores (Woo, et al., 2003). 

Sin embargo este trabajo demostró que estas proteínas eran capaces solo de mantener el 

equilibrio tiol/ácido sulfínico exclusivamente en las Prxs clásicas 2-Cys. En este sentido a 

estas proteínas se les relacionan con la regulación del equilibrio redox en situaciones de 

exceso de H2O2.  

 

3.2.2.1.7. Metionina sulfóxido reductasa (MSR) 

 

La oxidación de residuos de metionina (Met) es mediada por varios oxidantes biológicos tales 

como: peróxido de hidrógeno, el radical hidroxilo, ozono, peroxinitrito e hipoclorito. También 

puede ser atacada por sistemas oxidantes catalizados por metales. En las células esta 

oxidación puede ser reparada por el sistema metionina sulfóxido reductasa. Saccharomyces 

cerevisiae posee dos enzimas con esta actividad, que son: MrsA y MrsB. Para llevar a cabo su 

actividad este sistema emplea la tioredoxina como donador de electrones. Se ha descrito que 

la ausencia de dichas enzimas provoca hipersensibilidad frente a las ROS (Moskovitz, et al., 

1997).  
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3.2.2.1.8. Sistema Tioredoxina (TRX) 

 

Las tioredoxinas son enzimas diméricas de bajo peso molecular, que poseen dos cisteínas en 

su centro activo, el cual posee el motivo Cys-Gly-Pro-Cys. Forma parte de un sistema que 

está compuesto por la TRX, la flavoproteína tioredoxina reductasa (TrxR) y NADPH. Esta 

enzima posee actividad tiol-oxidoreductasa, lo que significa que es capaz de reducir puentes 

disulfuro de proteínas diana, a partir de los residuos de cisteína reducidos presentes en su 

centro activo.  La TRX fue descrita inicialmente por Peter Reichard en 1964 como donador de 

electrones de la ribonucleótido reductasa de E. coli. En 1975 se resolvió su estructura 

tridimensional a partir de su forma cristalizada en complejos con iones cúpricos, lo que 

permitió describir el hoy universalmente conocido como plegamiento tipo tioredoxina 

(Holmgren, et al., 1975), el cual es el motivo estructural mas abundante. El estudio del 

mecanismo de acción y la cinética de actividad de esta enzima la caracterizan como la 

reductasa de disulfuros más potente de la célula, siendo su eficiencia en condiciones 

fisiológicas, equivalente a la del agente reductor ditiotreitol (Holmgren, 1985). El 

plegamiento tipo TRX consiste en cuatro láminas flanqueadas por tres hélices, en el cual 

existe un motivo N-terminal tipo  y un motivo C-terminal tipo (figura 12). 

 

El genoma de Saccharomyces cerevisiae presenta tres genes que codifican para tres 

tioredoxinas, que son: TRX1, TRX2 y TRX3. TRX1 y TRX2 se localizan en el citosol, donde 

conjuntamente con la tioredoxina reductasa Trr1p conforman el sistema tioredoxina citosólico 

(Chae et al, 1994). Por otro lado también existe un sistema mitocondrial en el que participan 

TRX3 y la tioredoxina reductasa Trr2 (Pedradas et al, 1999). La caracterización del mutante 

de E. coli nulo en Trx1 resultó en la identificación del sistema glutaredoxina, el cual es 

dependiente de GSH y también puede funcionar como donador de electrones para la  

ribonucleotido reductasa (Holmgren, 1985). El sistema GRX presenta varias funciones 

solapadas con el sistema TRX y se tratará con más detalle en el siguiente apartado. 
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Figura 12. Reacciones redox catalizadas por TRX—A, el sistema TRX comprende la tioredoxina reductasa 

(TrxR), tioredoxina (Trx) y NADPH. La fuente de electrones del sistema es la molécula de NADPH, la cual es 

mayormente producida en la ruta de las pentosas fosfato. La forma oxidada de la tioredoxina (Trx-S2) es 

reducida por la TrxR en una reacción que es dependiente de NADPH. B, esquema del dominio TRX, donde se 

representa la nomenclatura de cada una de las subregiones (Holmgren, 1989).  

 

3.2.2.1.9. Glutaredoxinas (GRX) 

 

Las glutaredoxinas son una familia de oxidoreductasas descritas inicialmente en E coli como 

donadoras de hidrógeno dependientes de GSH para la ribonucleótido reductasa. Forman parte 

del denominado sistema  glutaredoxina, conformado por éstas, el glutatión, el NADPH y la 

glutatión reductasa. En este sistema los electrones necesarios para la función redox son 

transferidos desde el NADPH hacia las glutaredoxinas a través del glutatión, que se oxida. La 

reacción se completa con la reducción del glutatión por la glutatión reductasa (Grant, et al., 

1996; Holmgren, 1989). Las GRX utilizan dos mecanismos catalíticos diferentes que 

involucran una o dos cisteínas conservadas para resolver puentes disulfuro entre dos grupos 

tiol de una proteína o para reducir disulfuros mixtos entre una proteína y el glutatión. Dichos 

mecanismos se denominan monotiólico y ditiólico respectivamente. Asi mismo, en función d 

las cistínas presentes en el centro activo, las glutaredoxinas se clasifican en las sub-familias 

monotiólicas (1-Cys GRX) y ditiólicas (2-Cys GRX) (Figura 13).  
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Figura 13. Mecanismo de acción de las glutaredoxinas—Representación esquemática del mecanismo de 

reacción de las glutaredoxinas 1-Cys y 2-Cys. Las GRX emplean el GSH como donador de electrones. El GSSG 

producido durante la reducción de la GRX es finalmente reducido por la glutatión reductasa (Herrero, et al., 

2010). 

 

3.2.2.1.9.1. GRX Ditiólicas 

 

Saccharomyces cerevisiae expresa dos glutaredoxinas ditiólicas que son productos de los 

genes GRX1 y GRX2. Ambas GRX presentan el sitio activo conservado CPYC (Luikenhuis, 

et al., 1998). El mecanismo de acción de estas Grx les permite resolver puentes disulfuro, lo 

cual implica la formación de un disulfuro transitorio entre la GRX y la proteína. Sin embargo, 

se han descrito mutantes en una de las cisteínas del centro activo, las cuales pueden ser activas 

empleando el mecanismo monotiólico. La función de GRX1 y GRX2 se relaciona 

directamente con la defensa frente a las especies reactivas del oxígeno. Comparten un 64% de 

identidad y un 85% de similitud entre ellas, sin embargo su función es parcialmente 

redundante. Grx1p confiere protección frente al anión superóxido e hidroperóxidos, mientras 

que Grx2p es fuertemente específica en la protección frente a hidroperóxidos (Luikenhuis, et 

al., 1998). Los niveles de expresión de ambas proteínas se incrementan de manera similar 

frente a hidroperoxidos. Sin embargo la expresión de Grx1 es mayor frente a otros tipos de 

estrés, como el osmótico y térmico. Mientras que se ha visto que la expresión de Grx2p es 

más necesaria para la entrada en la fase estacionaria que la de Grx1p (Grant, et al., 2000). 

Estas diferencias se podrían explicar, al menos parcialmente, en base a la diferente 

localización de ambas enzimas. Ambas proteínas están presentes en el citosol, pero una 

fracción de Grx2p se localiza el la mitocondria (Pedrajas, et al., 2002). Esta localización de 

Grx2p es posible debido a la presencia de un codón de iniciación ATG alternativo dentro de la 
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pauta de lectura, lo cual resulta en una proteína con un segmento en el N-terminal que 

contiene información para la localización mitocondrial. Sin embargo la tasa de importación de 

Grx2p a la mitocondria es relativamente baja debido a características estructurales del péptido 

señal o también debido a que la posible secuencia de reconocimiento por Tom20 (complejo 

translocasa de la membrana externa mitocondrial responsable del reconocimiento e 

importación de todas las proteínas dirigidas a la mitocondria), se haya en el extremo de la 

secuencia mitocondrial (Porras, et al., 2006). Otro factor que influye en la regulación de la 

transcripción de estos genes es la presencia de elementos de tipo STRE en el promotor. La 

secuencia (CCCCT) se encuentra una vez en el promotor de GRX1, mientras se han descrito 

dos de estos elementos en el de GRX2. En este sentido, estas proteínas al presentar la 

secuencia STRE son reguladas por los factores de transcripción Msn2p y Msn4p en 

condiciones de estrés oxidativo (Gasch, et al., 2000).  Los mutantes sencillos para estas GRX 

no presentan sensibilidad frente a estrés térmico, metales pesados o estrés osmótico, sin 

embargo, son hipersensibles a estrés oxidativo. La perdida de GRX1 confiere sensibilidad a 

todos aquellos agentes oxidantes generadores de O2
-

, mientras que la cepa deficiente en 

GRX2 es sensible a H2O2 (Luikenhuis, et al., 1998).  

 

Recientemente se ha descrito en la levadura una nueva glutaredoxina ditiólica denominada 

Grx8. Empleando una proteína de fución a GFP, se le ha ubicado en el citosol. Además, se ha 

descrito que células deficientes en esta GRX no son más sensibles a estrés oxidativo (Eckers, 

et al., 2009)  

 

3.2.2.1.9.2. GRX monotiólicas (CGFS) 

 

Saccharomyces cerevisiae posee cinco 1-Cys GRX monotiólicas. Tres de ellas (Grx3, 4 y 5) 

poseen en su centro activo el motivo CGFS (Bellí, et al., 2002; Rodríguez-Manzaneque, et al., 

1999). Este subgrupo de GRX esta bien conservado a lo largo de toda la escala evolutiva. Las 

otras dos (Grx6 y 7) presentan el motivo C(S/P)YS. En el mecanismo monotiólico una 

cisteína de la proteína diana reacciona con el glutatión generando un disulfuro mixto. En este 

caso la cisteína localizada en el centro activo en la región N-terminal de la GRX reacciona 

con el disulfuro mixto, forma un puente disulfuro con la molécula de glutatión y liberando la 

proteína diana en forma reducida. Finalmente la GRX glutatiolada es reducida por otra 

molécula de glutatión. Uno de los rasgos que las distingue funcionalmente de las 2-Cys GRX 

es la manera como interaccionan con el GSH, lo cual explicaría las diferencias bioquímicas 
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que existen entre ambos tipos de proteínas. En este sentido, las 1-Cys GRX no son activas en 

ensayos tiol reductasa frente a HED, lo cual sugiere que estas proteínas son incapaces de 

desglutationar pequeños sustratos S-tiolados (Fernandes, et al., 2005; Tamarit, et al., 2003). 

Sin embargo se ha descrito que Grx5 podría emplear una segunda cisteína C117 ubicada en el 

extremo C-terminal de la GRX. Lo cual implicaría que formaría un puente disulfuro 

intramolecular posterior a la glutatilación de la GRX, que requeriría un agente reductor aun no 

caracterizado para devolver a GRX5 a su forma reducida (Tamarit, et al., 2003). A nivel 

estructural Grx5p presenta un único dominio, mientras que Grx3p y Grx4p presentan un 

dominio TRX en el extremo N-terminal, seguido de un dominio GRX (Rodríguez-

Manzaneque, et al., 1999). Estas últimas se localizan constitutivamente en el núcleo, a pesar 

de que no presentan una señal de localización nuclear. Se ha descrito que el dominio TRX 

estaría implicado en dicha localización (Lopreiato, et al., 2004; Molina, et al., 2004). A pesar 

de que la función específica que cumplirían estas proteínas aún es totalmente conocida, de 

manera genérica se les relaciona con la resistencia a estrés oxidativo. Mas recientemente se 

han realizado estudios en los que se les relaciona con el mecanismo utilizado por la levadura 

para sensar el hierro intracelular a través del factor transcripcional Aft1p, en un proceso que 

además involucra la colaboración de las proteínas reguladoras Fra1/2 (Kumánovics, et al., 

2008; Ojeda, et al., 2006; Pujol-Carrion, et al., 2006). Sin embargo, la función de estas 

proteínas pareciera ser más compleja aún. Primero, se ha descrito que ambas GRX tendrían 

una localización citosólica/nuclear dependiendo de la función que estarían cumpliendo 

(Mühlenhoff, et al., 2010). Ambas glutaredoxinas serian necesarias para proveer el pool de 

hierro lábil citosólico necesario para el funcionamiento de todas las proteínas que utilizan 

hierro y las rutas metabólicas que demandan el metal (Figura 14B). Esta función sería 

adicional a la función de sensar los niveles de hierro y se soporta en el hecho que la deleción 

de Grx3/4 provoca una fuerte disfunción de enzimas Fe-S tanto citosólicas como 

mitocondriales, deficiencia de enzimas que contienen hemo y de otras enzimas que contiene 

hierro (Hausmann, et al., 2008; Ihrig, et al., 2010). Mientras que la activación de Aft1 per se 

no produce este efecto en la célula. En este sentido, la pérdida de funcionalidad de las 

proteínas que dependen del hierro en el mutante grx3-4 repercute en procesos esenciales 

para la célula como la síntesis de DNA y la funcionalidad ribosomal, lo cual explicaría la 

pérdida de viabilidad de este mutante. Esto plantea dos funciones diferentes para Grx3/4 en la 

regulación de la entrada del metal y la biodisponibilidad del mismo para las diferentes rutas 

metabólicas. Ambas funciones se encontrarían íntimamente relacionadas al centro 2Fe-2S que 

éstas unirían formando un homodímero y empleando GSH como ligando. Este centro serviría 
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como cofactor de estas enzimas. También se ha observado que la destrucción de este centro 

provoca un fenotipo similar al observado con la depleción de ambas GRX (Mühlenhoff, et al., 

2010). Otro trabajo publicado recientemente demostró que ambas glutaredoxinas monotiólicas 

eran capaces de formar un heterodímero con Fra2, el cual es más estable que el homodimero 

formado entre ambas GRX (Figura 14A). Se ha hipotetizado sobre la posibilidad que este 

complejo [2Fe-2S]-Fra2-Grx3/4 sea el candidato que promovería la modificación dependiente 

de hierro de Aft1. Es posible que [2Fe-2S]-Fra2-Grx3/4 formen un complejo estable con Aft1 

que induzca su exportación nuclear. Otra posibilidad sería que el complejo [2Fe-2S]-Fra2-

Grx3/4 transfiera el centro Fe-S a Aft1 (Li, et al., 2009). Sin embargo, otros estudios no han 

detectado un centro Fe-S estable unido a esta proteína (Rutherford, et al., 2005) 

A
B

A
B

 

Figura 14. Las glutaredoxinas Grx3p y Grx4p funcionan como sensores y en la distribución del hierro en 

Saccharomyces cerevisiae—A, modelo en el que Grx3 y Grx4 formarían un homodímero con un centro 2Fe-2S 

empleando GSH como ligando. Estas dos glutaredoxinas serían capaces de formar un heterodímero con Fra2 a 

través de un centro 2Fe-2S. B, Modelo en el que el centro Fe-S unido a Grx3-4 actúa como sensor de los niveles 

de hierro citosólico. Una vez internalizado el hierro, ambas glutaredoxinas mediarían el movimiento del metal 

desde el pool citosólico (hipotético) hacia los diferentes compartimientos subcelulares, como las mitocondrias 

para la síntesis de centros Fe-S y hemo (flechas negras) (Lill, et al 2009). El centro Fe-S ligado a las GRX es 

esencial para cumplir esta función (círculos rojos y amarillos). La regulación de la entrada de hierro y su 

redistribución involucraría a Aft1p, Grx3-4 y una hipotética molécula señalizadora (X) que es exportada de la 

mitocondria por Atm1 y que sensa el status del hierro mitocondrial (flechas rojas y verdes). Aft1 es traslocada al 

núcleo en respuesta a: 1) falta de hierro, 2) ausencia de Grx3-4 y 3) ausencia del señalizador ―X‖. Allí activa la 

transcripcion del regulón de hierro.(Li, et al., 2009; Mühlenhoff, et al., 2010) 

 

En cuanto a Grx5, es la 1-Cys GRX localizada en la matriz de la mitocondria de la levadura. 

Estructuralmente difiere de las otras dos 1-Cys GRX en que presenta un único dominio 

glutaredoxina. A esta enzima se le ha relacionado más estrechamente con la defensa frente al 

estrés oxidativo. Sin embargo, es su implicación en la síntesis de centros Fe-S en la 

mitocondria, la función más estudiada de esta proteína. Como se ha dicho, este es un proceso 

altamente especializado y regulado que en Saccharomyces cerevisiae tiene lugar en las 

mitocondrias. Se sabe que mutantes deficientes en Grx5 tienen dificultades para crecer en 

condiciones respitarorias, presentan un incremento muy importante del contenido de hierro 
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celular y deficiencia de actividad de enzimas con centros Fe-S, como aconitasa y succinato 

deshidrogenasa (Rodríguez-Manzaneque, et al., 1999; Rodríguez-Manzaneque, et al., 2002). 

También se ha observado que este mutante presenta un incremento en los niveles 

carbonilación y de daño oxidativo especifico de proteínas (Rodríguez-Manzaneque, et al., 

1999). Además, los defectos observados en el mutante grx5 pueden ser suprimidos por la 

sobreexpresión de algunas de la proteínas de la maquinaría ISC, como la chaperona de tipo 

Hsp70/Dnak Ssq1 y la potencial  proteína scaffold Isa2, lo cual sugiere una implicación 

directa de Grx5p en la síntesis o reparación de los centros Fe-S (Rodriguez-Manzaneque, et 

al., 2002). Muhlenhoff  et al., demostraron que la depleción de Grx5 induce una sobrecarga de 

de hierro en la proteína scaffold Isu1. Este resultado implicaría que la glutaredoxina es 

necesaria para el siguiente paso de la síntesis, es decir, la transferencia del centro Fe-S pre-

formado a la apoproteína receptora (Mühlenhoff, et al., 2003). Estudios estructurales de 

bioinformática han predecido la formación de complejos estables y específicos entre Grx5 y 

otros componentes de la maquinaria ISC mitocondrial (Alves, et al., 2004; Vilella, et al., 

2004). Un estudio mostró que la deficiencia del homólogo en pez cebra de Grx5 (a este 

mutante se le denominó Shiraz), causaba un tipo de anemia hipocrómica. Este fenotipo era 

causado por un fallo en la síntesis de centros Fe-S que provocaba la disrupción de la 

biosíntesis de hemo (Wingert, et al., 2005). En este mismo sentido, recientemente se ha 

reportado un caso de un tipo de anemia sideroblástica microcítica con sobrecarga de hierro. Se 

describió que era causada por una mutación homocigótica que silencia la expresión del gen 

GLRX5 (homólogo en humanos de Grx5) al interferir con el correcto splicing del primer 

intrón del gen, lo cual provoca una disminución de la expresión del mismo (Camaschella, et 

al., 2007). La falta de GLRX5 provoca una acumulación de hierro en células humanas (Ye, et 

al., 2010). Finalmente, varios estudios han demostrado claramente no sólo la implicación de 

Grx5 en la síntesis de centros Fe-S, sino también que el papel que desempeña la glutaredoxina 

esta altamente conservado, ya que homólogos en varias especies, como: E. coli, 

Synechocystis, Arabidopsis thaliana, pez cebra y humanos, son capaces de revertir el fenotipo 

de GRX5 en levadura (Cheng, et al., 2006; Molina-Navarro, et al., 2006; Wingert, et al., 

2005).  

 

Sin embargo, cabe destacar que el papel exacto que cumpliría esta GRX en el proceso de 

biosíntesis de centros Fe-S es aún desconocido, así como también lo son las posibles dianas 

sobre las que ejercería esta función. En este trabajo se plantea abordar el estudio de la función 
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de Grx5 en el proceso de síntesis de centros Fe-S, además se pretende encontrar posibles 

dianas directas para esta GRX. 

 

3.2.2.1.9.3. Otras glutaredoxinas (C[P/S]YS) 

 

El análisis del genoma de Saccharomyces cerevisiae reveló la existencia de dos secuencias 

cuyos productos son homólogos a las glutaredoxinas ditiólicas clásicas, Grx1p y Grx2p. 

Dichos genes se identificaron como YDL010 e YBR014c, cuyos productos han sido 

denominados Grx6p y Grx7p. Estas proteínas han sido clasificadas como glutaredoxinas 

monotiólicas. Sin embargo, la secuencia del módulo GRX es mas parecido al de las ditiólicas 

que al típico motivo de las monotiólicas, con su secuencia CGFS (Mesecke, et al., 2008). 

Grx6p presenta un centro activo CSYS, mientras que Grx7p presenta uno de tipo CPYS 

(Figura 15). A diferencia de las GRX 1-Cys, ambas glutaredoxinas purificadas son activas en 

el ensayo de deglutatiolación de HEDS. La Grx6p purificada de E. coli está unida a dos 

centros Fe-S los cuales son necesarios para la formación de la forma tetramérica de la 

proteína. Sin embargo, este centro no está presente en Grx7p. El análisis de la secuencia 

primaria de ambas proteínas indica que contienen un dominio putativo transmembrana en el 

extremo N-terminal y que estarían localizadas en las membranas de las vesículas secretoras. 

Este dominio sugiere que ambas GRX estarían relacionadas con la regulación redox del 

ambiente oxidante de los compartimientos de la maquinaria secretora. Mas específicamente, 

Grx6p se distribuiría entre el retículo endoplasmatico (RE) y el aparato de Golgi, mientras que 

Grx7p se localizaría únicamente en el aparato de Golgi (Izquierdo, et al., 2008).      

 

Saccharomyces cerevisiae Homo sapiensSaccharomyces cerevisiae Homo sapiens

 
 

Figura 15. El Sistema Glutaredoxina—Representación esquemática de la localización intracelular y el dominio 

estructural de las glutaredoxinas en S. cervisiae y H. sapiens. El dominio glutaredoxina se muestra en rojo e 

incluye la secuencia de aminoácidos del centro activo. Abreviatura: M: péptido señal mitocondrial; TM: 

Dominio transmembrana; Trxl: Dominio tipo tioredoxina (Lillig, et al., 2008).  
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4. RESPUESTA TRANSCRIPCIONAL DE Saccharomyces cerevisiae FRENTE AL 

ESTRÉS OXIDATIVO 

 

Esta respuesta está mediada principalmente por Yap1p. Es el factor de transcripción mas 

importante en la respuesta frente a estrés oxidativo de la levadura (Kuge and Jones, 1994). 

Controla la expresión de la mayoría de los genes que codifican para antioxidantes celulares y 

componentes de las rutas de mantenimiento de la integridad redox de la célula (Carmel-Harel, 

et al., 2001; Lee, et al., 1999). Yap1p es un factor de transcripción AP-1 de tipo leucina-

zipper (bZip) que interacciona específicamente con la región denominada ―Yap1p 

Recognition Element‖ (YRE) ubicada en el promotor de los genes diana (Lee, et al., 1999). 

Sin embargo, se han reportado genes dianas de Yap1p que no contienen dicha región, lo cual 

sugiere la existencia de un sitio de reconocimiento alternativo. El mecanismo de activación de 

este factor frente a la exposición a oxidantes está mediado por su localización subcelular, 

específicamente por la regulación de su exportación del núcleo (Figura 16). La importación de 

Yap1p al núcleo no está mediada por estrés oxidativo, sino que es constitutiva y depende de la 

importina Pse1p (Isoyama, et al., 2001). En una situación basal, Yap1p se localiza en el 

citosol debido a la eficiente actividad de la proteína Crm1p, que es la exportina nuclear de 

Yap1p (Culotta, et al., 2006a; Kuge, et al., 2001; Yan, et al., 1998). La exposición a oxidantes 

como la diamida y los hidroperóxidos bloquean la exportación nuclear de Yap1p debido a que 

inhiben la interacción de éste con Crm1p, lo cual provoca la acumulación de Yap1p en el 

núcleo. La inhibición del complejo Yap1p-Crm1p es provocada por una alteración 

conformacional de la región de exportación nuclear de Yap1p (nuclear export signal). La 

manera como el incremento del estrés induce este cambio de conformación de Yap1 se debe a 

la formación de un puente disulfuro entre la cisteína Cys
303

 del extremo N-terminal (N-CRD, 

cytein-rich domains) y la cisteína Cys
598

 del extremo C-terminal (C-CRD). Se conoce que la 

formación de este puente disulfuro intramolecular no es provocado directamente por 

hidroperóxidos, sino que existe una proteína encargada de sensar y  translucir la señal a Yap1. 

Esta función es realizada por la Gpx3 peroxidasa mediante la formación de un disulfuro 

intermedio Yap1p-Gpx3p (Delaunay, et al., 2002), el cual finalmente es resuelto con la 

subsiguiente formación de un disulfuro en Yap1p. 
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Figura 16. Mecanismos de activación de Yap1p frente estrés inducido por H2O2—Las flechas rojas señalan 

el cambio de localización subcelular de Yap1p y la activación de la transcripción de genes involucrados en la 

respuesta a estrés. Se indican los residuos Cys de Yap1p y Gpx3p involucrados en la detección y traducción de la 

respuesta frente a estrés oxidativo. Las tioredoxinas Trx1p y Trx2p son responsables del mantenimiento de la 

forma reducida de Yap1p. Pse1p y Crm1p son responsables de la importación y exportación, respectivamente, de 

Yap1 del núcleo. La flecha gris muestra el mecanismo de inactivación de Yap1p cuando el estímulo que provoca 

la respuesta desaparece (Temple, et al., 2005). 

 

Adicionalmente, se ha descrito que Yap1p presenta un mecanismo alternativo de respuesta 

frente estrés. Este mecanismo estaría implicado en la respuesta frente a diamida, oxidantes 

electrófilos y sería también el responsable en respuesta a metales pesados. Es independiente 

de Gpx3 y no involucra la formación de disulfuro entre las regiones CRD (Azevedo, et al., 

2003; Delaunay, et al., 2000). En este mecanismo solamente es necesaria la formación de un 

disulfuro intra-CRD que involucraría las cisteínas Cys
598

, Cys
620

, Cys
629

 (Kuge, et al., 2001). 

Sin embargo, la forma como los dos diferentes mecanismos de activación afectan la 

interacción Yap1-Crm1 no esta todavía bien establecida. 

 

4.1. OTROS FACTORES TRANSCRIPCIONALES RELACIONADOS CON LA 

RESPUESTA A ESTRÉS 

 

4.1.1. SKN7 

 

Esta proteína es otro factor de transcripción que activa la respuesta frente a estrés oxidativo. 

Al igual que Yap1p posee un dominio rico en leucinas de tipo bZip. Se encuentra 
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constitutivamente localizado en el núcleo (Raitt, et al., 2000) y se sabe que frente a estrés 

oxidativo se uniría a la secuencia consenso GGC(C/T)GGC de los genes diana (Tsuzi, et al., 

2004). Este factor de transcripción forma parte de un sistema conjuntamente con la proteína 

sensora Sln1. Frente a un estímulo de estrés oxidativo externo esta proteína se fosforila en un 

residuo histidina y seguidamente transfiere este grupo fosfato a un residuo aspartato de Skn7, 

produciendo su activación (Brown, et al., 1993; Ota and Varshavsky, 1993).  TRX2 y TRR1 se 

identificaron como los primeros genes regulados por Skn7p frente a condiciones oxidantes 

(Machado, et al., 1997). Estos genes también son regulados por Yap1 lo cual indica cierta 

convergencia funcional entre ambos factores en la respuesta a estrés oxidativo. No son 

redundantes, se ha demostrado que el doble mutante YAP1 SKN7 es hipersensible a estrés en 

comparación con los mutantes simples (Krems, et al., 1996). Sin embargo, se ha encontrado 

que no todos los genes que regulan ambos factores coinciden. En este sentido se han 

establecido tres diferentes regulones de genes implicados frente a estrés, que serían: los 

controlados de manera independiente por Yap1p o Skn7p y aquellos cuyo control es 

coordinado conjuntamente por ambos transactivadores (Lee, et al., 1999). 

 

4.1.2. MSN2/MSN4 

 

Msn2p es otro factor de transcripción importante en S. cerevisiae, es parcialmente redundante 

con Msn4p (41% de identidad). La deleción simple no parece provocar ningún fenotipo, 

mientras que resultan mas severos los defectos del doble mutante (Martínez-Pastor, et al., 

1996). Son reguladores importantes en la expresión de genes de la respuesta a estrés. Ambas 

proteínas presentan dos dominios Cys2His2 de tipo ―zinc finger‖ en el  extremo C-terminal y 

reconocen e interaccionan con la región consenso CCCCT (STRE, stress response element) 

(Estruch, 2000) en el promotor del gen diana. Esta región aparece en múltiples genes 

implicados en la respuesta a estímulos ambientales incluida la respuesta a estrés (Moskvina, et 

al., 1998). Sin embargo estos dos genes están también relacionados con la respuesta a diversos 

estreses como: la falta de nutrientes, estrés osmótico y choque térmico (Schmitt and McEntee, 

1996). La activación de ambos factores es atribuida a su acumulación en el núcleo en estas 

situaciones de estrés. Esta localización nuclear es down-regulada por la proteína kinasa A 

(PKA) y los niveles de AMP cíclico y son up-regulados por estrés (Görner, et al., 1998). 
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1. Establecer los efectos primarios y secundarios de la falta de YFH1. 

 

2. Identificar los mecanismos moleculares implicados en la sobrecarga de hierro provocada 

por la deficiencia en YFH1. 

 

3. Establecer las causas responsables de la inactivación de las enzimas Fe-S en mutantes 

deficientes en YFH1. 

 

4. Identificar los mecanismos moleculares implicados en la inactivación de las enzimas SOD 

en los mutantes deficientes en YFH1 y su relevancia en el fenotipo celular. 

 

5. Determinar los efectos del déficit de YFH1 sobre la actividad metabólica y el crecimiento 

de las células. 

 

6. Identificar qué rutas metabólicas adicionales que se encuentren afectadas por la falta de 

YFH1. 

 

7. Establecer paralelismos entre los fenotipos observados en los mutantes condicionales 

tetO-YFH1 y tetO-GRX5. 
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1. MICROORGANISMOS 

 

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae (tanto silvestre como sus mutantes isogénicos) 

utilizados es este estudio se muestran a continuación (tabla 5) 

 

 

Tabla 5—Lista de las cepas de Saccharomyces cerevisiae y sus mutantes isogénicos. 

Nombre Genotipo relevante Comentarios y origen 

W303-1A MATa ura3-1 leu2-3,112 trp1-1 his3-

11,15 ade2-1 
Cepa silvestre. 

W303-1B MATα ura3-1 leu2-3,112 trp1-1 his3-

11,15 ade2-1 

Cepa silvestre. 

MML298 W303-1A yfh1::kanMX4 
Interrupción del gen YFH1 en W303-1A, Dr. 

E. Herrero 

MML348 W303-1A aft1-Δ5::URA3 
Interrupción del gen AFT1 en W303-1A, Dr. E. 

Herrero  

BQS100  
W303-1A aft1-Δ5::URA3 

yfh1::kanMX4 

Interrupción de los genes AFT1 y YFH1, 

Irazusta et al. 

MML830 W303-1A  tetR´-Ssn6::LEU2 
Integración de pCM244 en W303-1A, Dr. E. 

Herrero.

tetO2-YFH1 
W303-1A  tetO2-YFH1::kanMX4 

tetR´-Ssn6::LEU2 

Sustitución de promotor de YFH1 in MML830. 

Este estudio 

BQS099 
W303-1A  tetO7-YFH1::kanMX4 

tetR´-Ssn6::LEU2 

Sustitución de promotor de YFH1 in MML830. 

Este estudio 

tetO7-YFH1 
W303-1A  tetO7-YFH1::kanMX4 

tetR´-Ssn6::LEU2  

Espora proveniente del cruce de BQS099 x 

W303-1B. Este estudio 

BQS202 tetO2-YFH1 YFH1-3HA::natMX4 Marcaje del gen YFH1 con 3HA. Este estudio  

BQS203 tetO7-YFH1; YFH1-3HA::natMX4 Marcaje del gen YFH1 con 3HA. Este estudio 

BQS204 W303-1A YFH1-3HA::natMX4 Marcaje del gen YFH1 con 3HA. Este estudio  

BQS206 tetO7-YFH1; SMF2-3HA::hphNT1 Marcaje del gen SMF2 con 3HA. Este estudio 

BQS207 MML298 SMF2-3HA::hphNT1 Marcaje del gen SMF2 con 3HA. Este estudio 

BQS208 W303-1A SMF2-3HA::hphNT1 Marcaje del gen SMF2 con 3HA. Este estudio  

BQS212 MML348 SMF2-3HA::hphNT1 Marcaje del gen SMF2 con 3HA. Este estudio  

BQS213 BQS100 SMF2-3HA::hphNT1 Marcaje del gen SMF2 con 3HA. Este estudio 

MML313 MATa grx5::kanMX4 (pMM117[tTA 

tetO7-GRX5])::URA3   tetR'-

Ssn6::LEU2  

Espora del cruce de MML289 × MML312. Dr. 

E. Herrero  

 

 

2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO  

 

2.1.  Condiciones de cultivo—Se seleccionó el medio rico YPG (3% glicerol) como medio 

preferente para el cultivo de las cepas de Saccharomyces cerevisiae empleadas en este 

estudio. Alternativamente en algunos experimentos se emplearon otros medios 

selectivos como: medios sintéticos (SC), los cuales contenían 2% glucosa o 3% 

glicerol según los requerimientos, además de los aminoácidos correspondientes a las 
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auxotrofias que presenta la cepa. La composición de cada uno de los medios se 

detalla a continuación: 

 

YPD 2% 

Glucosa  2% 

Extracto de levadura 1% 

Peptona 2% 

 

YPG 3% 

Glicerol 3% 

Extracto de levadura 1% 

Peptona 2% 

 

La composición expresada en g/l del ―Drop-out‖ empleado en este estudio se muestra en la 

siguiente tabla: 

 

Aminoácido g/l Aminoácido g/l Aminoácido g/l 

Adenina 0,5 Glutamina 2,0 Metionina 4,0 

Alanina 2,0 Glicina 2,0 Prolina 2,0 

Arginina 2,0 Fenilalanina 2,0 Serina 2,0 

Asparragina 2,0 Histidina 2,0 Treonina 2,0 

Ácido aspártico 2,0 Inositol 2,0 Triptófano 2,0 

Ácido glutámico 2,0 Isoleucina 2,0 Tirosina 2,0 

Ácido  

para-aminobenzóico 
0,2 Leucina 4,0 Uracilo 2,0 

Cisteína 2,0 Lisina 4,0 Valina 2,0 

 

Los cultivos líquidos de levadura se incubaron en un agitador orbital de calor seco a 180 

r.p.m. y temperatura constante de 30ºC. También se emplearon placas de cultivo, las cuales se 

prepararon en las mismas condiciones que el medio líquido y con las mismas proporciones, 

pero con la adición de 2% agar. Dichas placas se incubaron en una estufa a 30ºC. 

 

 

SC glucosa 2% 

Glucosa  2% 

YNB (yeast nitrogen base) 6,7g/l 

Drop-out 1,32g/l 

SC glicerol 3% 

Glicerol   3% 

YNB (yeast nitrogen base) 6,7g/l 

Drop-out 1,32g/l 
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2.2. Cultivo de bacterias (Escherichia coli) 

 

La cepa de E. coli empleada fue la DH5, cuyo genotipo es: supE44 DlacU169 f80 

hsdR17recA `endA1 gyrA96 thi-1relA. Estas bacterias se cultivaron en medio líquido Luria-

Bertani (LB) (Ausubel et al., 1989) con una concentración de ampicilina de 0,05 mg/ml según 

los requerimientos. La composición del medio fue la siguiente: 

 

LB 

Extracto de levadura  5 g/l 

NaCl 10 g/l 

Triptona 5 g/l 

 

Los cultivos líquidos se hicieron crecer a 37ºC en agitador orbital a 200 r.p.m., mientras que 

las placas con medio sólido (contenían 2% de agar), se dejaron en una estufa de calor seco a la 

misma temperatura. 

 

2.3. Medidas de tiempos de generación 

 

Para determinar el tiempo de generación de los cultivos de S. cerevisiae se hicieron crecer las 

células en medio YPG, luego se diluyeron hasta a una densidad óptica (OD600) inicial de 0.05 

en placas de 24 pozos de 1 ml (Falcon). Las placas fueron incubadas en el lector de placas 

(PowerWawe XS, Biotek) con agitación orbital a 30ºC durante 48 horas. Estas se cubrieron 

con una membrana transpirable (Breathe Easy Sealing Membrane). Los datos fueron 

obtenidos por el programa Gen 5.1.6 (Biotek) y se calcularon los tiempos de generación en la 

fase exponencial de los cultivos utilizando el programa Excel de Microsoft. 

 

3. DETERMINACIÓN DEL CONSUMO DE OXÍGENO 

 

La medición del consumo de oxígeno se realizó empleando un equipo Hansatech Oxygen 

Electrode Disc (Hansatech Instruments). El funcionamiento de este equipo se basa en el 

electrodo de Clark, en donde el oxígeno de la muestra difunde a través de una solución 

electrolítica hacia el cátodo donde es reducido, lo cual produce un cambio de intensidad de 

corriente entre el ánodo y el cátodo. Este cambio es directamente proporcional a la presión 

parcial de oxígeno (PO).  

 

El protocolo utilizado se muestra a continuación: 
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 Se calibró el equipo utilizando agua milliQ pobre en oxígeno (obtenida al desplazarlo 

utilizando nitrógeno) y agua con niveles ambientales de oxígeno. 

 Se procedió a medir el contenido de oxígeno en 1 ml de medio de cultivo YPG fresco 

durante un periodo de 5-10 minutos.  

  Se recogió 1 ml de cultivo de levaduras a una OD600 de 0,5 (1x10
7
 células) mediante 

una centrifugación a 5000 r.p.m. durante 5 minutos. 

 Se eliminó el sobrenadante y se resuspendieron las células en 1 ml de medio fresco, 

esta preparación se intrdujo en la cubeta de medición del aparato. 

 Se obtuvo la disminución del oxígeno por minuto de la muestra (nmols O2/minuto). A 

este valor obtenido se le restó el correspondiente al consumo obtenido del medio libre 

de células. 

 

4. METODOS DE ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 

 

4.1. OBTENCIÓN DE EXTRACTOS PROTEICOS  

 

Para la obtención de extractos proteicos se emplearon 5-7 OD600 de células de levadura. Estas 

se rompieron mediante agitación en un fast-Prep. FP120 (Thermo Savant) en presencia de 

bolas de vidrio. Cada extracción se realizó en presencia de distintos tampones en función del 

propósito para el que se requiriese la muestra, estos fueron: 

 

 Para SDS-PAGE—usualmente la extracción se realizaba empleando un tampón  

25-50 mM Tris-HCl, aunque también se empleó un tampón imidazol pH 7,5. 

Además, se adicionaron inhibidores de proteasas
*
 y SDS (dodecilsulfato sódico) 

entre 4-6 %. 

 

*Inhibidores de proteasas: 1mM fluoruro de fenilmetil sulfonil (PMSF), 0,1 mM N-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona 

(TPCK) y 1 M pepstatina A. 

 

 Para Actividades enzimáticas—Las condiciones de extracción fueron similares a 

las anteriores con la excepción de SDS. Para actividades aconitasa, superoxido 

dismutasas y citrato sintasa se empleó como tampón 50 mM Tris-HCl pH 7,5. 

Mientras que para succinato deshidrogenasa se utilizó un tampón imidazol. 
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 Para 2DE SDS-PAGE—se empleó un tampón 8 M Urea, 25 mM Tris-HCl pH 8 

para la disrupción de las células, posteriormente se agregó igual volumen de una 

solución que contenía 8 M Urea, 8 % CHAPS (3-[(3 colamidopropil)-

dimetilamonio]-1-propanosulfonato) y 50 mM DTT (ditiotreitol). 

 

4.2. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS 

 

Para la cuantificación de la concentración de proteína en las diferentes muestras se emplearon 

diferentes métodos. Preferentemente se utilizó el Bio-Rad protein assay (Bio-Rad), el cual 

esta basado en el método de Bradford. La curva patrón se realizó con albúmina serica bovina 

(BSA)  

 

En aquellos casos en los que durante el proceso de extracción de las proteínas se utilizaba 

SDS o algún otro reactivo que provocara interferencia con el método de Bradford, se utilizaba 

un método fluorimétrico (Qubit™, Invitrogen®). En este caso también se utilizó una curva 

patrón interna del equipo, preparada según las indicaciones del fabricante y en una 

concentración de SDS similar a la presente en la muestra. Alternativamente y en algunos 

experimentos puntuales se utilizó la absorbancia a 280 nm en el espectrofotómetro NanoDrop. 

 

4.3. MÉTODOS ELECTROFORÉTICOS  

 

4.3.1. Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) 

 

Es un tipo de electroforesis que utiliza el SDS como detergente iónico. Con este detergente se 

consigue la desnaturalización de las proteínas lo que permite una separación por peso 

molecular más eficiente. Esto se consigue debido a que la migración es proporcional al peso 

molecular de la proteína (Laemmli, 1970). El SDS se une a las cadenas polipeptídicas 

adicionando una carga negativa neta que es proporcional a la masa de cada molécula 

incorporada. Para mantener las condiciones desnaturalizantes durante todo el proceso, el SDS 

es incorporado en las muestras, en los tampones de los geles y el tampón de migración. Para 

romper los puentes disulfuro (inter e intra proteínas) se emplearon agentes reductores en la 

muestra como el DTT o el -mercaptoetanol. La separación de las proteínas se llevó a cabo 



Materiales y Métodos 

 

 60 

empleando el sistema Mini-protean 3 (Bio-Rad) para electroforesis monodimensional (1D) y 

el sistema Protean II para bidimensional (2D). La composición de los geles y el tampón de 

migración se detallan a continuación: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tampón de migración 

Tris-HCl pH 8,8 25 mM 

Glicina 192 mM   

SDS  0,1% (w/v) 

 

La intensidad de corriente empleada para la migración de las proteínas fue 15 mA/gel en el 

gel concentrador y de 20-25 mA en el gel separador. 

 

4.3.2. Electroforesis bidimensional (2DE) 

 

La técnica se emplea para separar las proteínas primero según su punto isoeléctrico (pI) 

mediante isoelectroenfoque (IEF) y en una segunda separación según su peso molecular. Para 

separar las proteínas en la primera dimensión se emplean tiras IPG (por sus siglas inglesas 

Gel Separador 

Tris-HCl  pH 8,8 375 mM  

Acrilamida/bisacrilamida (30:0,8) 7-15% (v/v) 

SDS 0,1% (w/v) 

Persulfato amónico 0,005%(w/v) 

TEMED 0,025%(v/v) 

 

Gel Concentrador 

Tris-HCl pH 6,8 125 mM 

Acrilamida/bisacrilamida (30:0,8) 5%(w/w) 

SDS 0,1% (w/ 

Persulfato amónico 0,005% 

(w/v 

TEMED 0,025%(v/v) 
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Immobilized pH Gradient). En estas tiras, los anfolitos crean un gradiente de pH que permite a 

las proteínas migrar hacia el cátodo o el ánodo dependiendo de su pI (Figura 17). Las 

proteínas son ―inmovilizadas‖ en aquella región de la tira donde su carga neta es igual a cero 

(forma zwitteriónica). Para la desnaturalización y completa solubilización de las proteínas de 

la muestras se empleó urea y el detergente switteriónico CHAPS. Además se utilizó DTT 

como agente reductor. Finalmente para la separación en la segunda dimensión se empleó un 

sistema SDS-PAGE.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Representación del isoelectroenfoque de las proteínas en la tira—Para conseguir una separación 

adecuada, se emplean afolitos para crear un gradiente de pH que permite separar las proteínas a través del punto 

isoelétrico (pI). T1, T2 y T3 es la representación de los tiempos de cada uno de los pasos de la separación. 

 

Protocolo empleado para la 2DE se detalla a continuación: 

 

4.3.2.1. Isoelectroenfoque (primera dimensión)  

 

 Se colocaron las tiras en cubeta de rehidratación y se añadieron las proteínas 

disueltas en el tampón de rehidratación (RHB). Para las tiras de 7 cm se cargaban 

de 40 a 60 g de proteína en 150 l de RHB y para las de 18 cm de 50 a 300 g de 

l de RHB. 

 Se realizó la rehidratación durante 16 horas en un equipo Protean IEF cell (Bio-

Rad) a una temperatura de 20ºC. 

 El programa empleado en el equipo para llevar a cabo el isoelectroenfoque fue: 

 

Tiras de 18 cm: 

250 V   Inc. rápido 15min 



Materiales y Métodos 

 

 62 

 

 

 

 

 

 

Una vez terminado el IEF las tiras se congelaron a –20ºC. 

 

4.3.2.2. Segunda dimensión 

 

 Se equilibró cada tira 15 minutos con el tampón equilibrador I, se retiró el exceso 

de este tampón y se añadió el tampón equilibrador II 15 minutos. 

 Se colocaron las tiras sobre una SDS-PAGE y se fijaron con una solución de 

agarosa 0,5%. 

 Se cargaron los geles en la cubeta de electroforesis adecuada y se procedió a 

realizar la migración de las proteínas. 

 La intensidad de corriente empleada y el tiempo de migración dependieron del 

tamaño de los geles, pudiendo ser de unos 90 minutos en el caso de los geles 8 cm 

hasta 12-14 horas para los geles de 18 cm.   

 

La composición de los tampones utilizados fue la siguiente: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10.000 V   Grad. lineal 5h 

10.000 V   Inc. rápido 60.000 V.h 

500 V Grad. lineal 2 h 

Tiras de 7 cm 

250 V   Incremento rápido 15min  

6.000 V   Gradiente lineal 5h 

6.000 V   Incremento rápido 24.000 V.h 

500 V Gradiente lineal 2 h 

 

Tampón de Rehidratación (RHB) 

Urea 8 M 

CHAPS 4 % (w/v) 

DTT 50 mM  

Amfolitos (Biolytes) 0,5 % (v/v) 

Azul de bromofenol 0,00125% (w/v) 

Tampón equilibrador I 

Tris-HCl pH 8,8 375 mM 

Urea 6 M  

SDS 2 % (w/v) 

DTT 130 mM  

Glicerol 20 % (w/v) 

Tampón equilibrador II 

Tris-HCl pH 8,8 375 mM 
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4.3.3. Electroforesis no desnaturalizante 

 

Este tipo de electroforesis, también llamada electroforesis nativa, se empleó para realizar la 

actividad SOD (superóxido dismutasa). En ella no se emplea ningún tipo de detergente ni 

agente reductor. Con esto se consigue mantener las proteínas, tanto en la muestra como en el 

gel, en condiciones nativas. Las condiciones de extracción y migración de las proteínas se 

detallan en los apartados 4.1 y 4.3.1. 

 

4.4. OBTENCIÓN DE MITOCONDRIAS 

 

Esta técnica de fraccionamiento subcelular se empleó para obtener una fracción enriquecida 

en mitocondrias a partir de cultivos de levadura. La metodología requiere la completa 

digestión de la pared de la levadura utilizando la enzima liticasa o zimoliasa, luego se obtiene 

la fracción mitocondrial por fraccionamiento con sorbitol y sucesivas centrifugaciones. El 

protocolo para el fraccionamiento se detalla a continuación: 

 

 Se obtuvo 1 gramo de levaduras (peso húmedo) y se lavó con H2O fría. 

 Se agregó 2 ml de solución reductora. 

 Se incubó 30 minutos a 30ºC a 600 r.p.m. en un thermomixer (eppendorf), seguido 

de una centrifugación de 4 minutos a 3.500 r.p.m. 

 Se descartó el sobrenadante y resuspendió el pellet en 5,3 ml de tampón A. 

 Posteriormente se centrifugó 4 minutos a 3.000 r.p.m. 

 Se resuspendió el pellet en 2 ml de tampón A y 7000 U de liticasa/zimoliasa.  

 Se incubó 60 minutos a 30ºC (600 r.p.m. Thermomixer), seguido de una 

centrifugación a 5.000 r.p.m por 7 minutos a 4ºC.  

 Se resuspendió el pellet en 600 l de tampón A y 1.800 l de tampón B. 

Urea 6 M  

SDS 2 % (w/v) 

Iodacetamida 135 mM  

Glicerol 20 % (w/v) 
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 Se realizó una sonicación 20 segundos a 3 micras (SoniPrep 150, Braun Biotech) a 

4ºC, seguida de una centrifugación de 10 minutos a 2.000 x g a 4ºC. 

 Se tomó el sobrenadante y se centrifugó 10 minutos a 10.000 r.p.m a 4ºC. La 

fracción mitocondrial queda en el pellet. 

 Se resuspendió el pellet en 400 l de 25 mM fosfato de sodio pH 7.0. Este paso 

permitió lavar y romper la membrana externa de las mitocondrias. Se dividió en 4 

tubos y se centrifugó 10 minutos a 12.000 r.p.m. 

 El pellet corresponde a la matriz mitocondrial. Se congeló en nitrógeno líquido y 

se reservó a –80ºC. 

 

Una  variación  de  este protocolo  fue  utilizada  para  las  pruebas  de  cuantificación  de 

manganeso mitocondrial e inmunoprecipitación de Yfh1, el procedimiento fue el siguiente: 

 Posteriormente a la centrifugación a 5.000 r.p.m. por 7 minutos del protocolo 

anterior, se procedió a resuspender el pellet resultante con 2 ml de tampón C que 

además contenía inhibidores de proteasas. Se rompieron los esferoplastos con un 

potter-tissue grind (Kimble kontes, ref 885301-007) haciendo 3 ciclos de 

disrupción a 4ºC. 

 Luego se centrifugó a 3.000 r.p.m. por 3 minutos. El sobrenadante correspondió al 

extracto total. 

  Posteriormente el extracto total se centrifugó a 13.000 r.p.m x 10 minutos. El 

pellet  contenía las mitocondrias, mientras que en el sobrenadante estaban 

contenidas las proteínas citosólicas. 

 Se realizaron 2 lavados al pellet con 1 ml de tampón C.  

 

Soluciones empleadas: 

 

 

 

Tampón B 

Fosfato sódico pH 7 25 mM 

Sorbitol 200 mM  

MgCl2 1 mM 

EDTA 1 mM 

Tampón A 

Fosfato sódico pH 7 25 mM 

Sorbitol 2 M  

MgCl2 1 mM 

EDTA 1 mM 

Tampón C 

Tris-HCl pH 7,4 10 mM 

Sucrosa 0,32 M 

EGTA 1 mM 
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4.5. INMUNOPRECIPITACIÓN DE Yfh1p 

 

Para este experimento se utilizaron 200 g de proteínas provenientes de extractos proteicos de 

mitocondrias y citosol, los cuales se obtuvieron según el procedimiento descrito en el 

apartado 4.5. Para este experimento se utilizó la cepa BQS204. Para la inmunopreipitacion se 

empleó una columna MACS™ (Miltenyi Biotec) preparada para la fijación de proteínas 

marcadas con el epítopo HA. El procedimiento se realizó según las instrucciones del 

fabricante. Las proteínas obtenidas en la elución final fueron posteriormente separadas por 

SDS-PAGE, transferidas a una membrana de nitrocelulosa siguiendo los protocolos estándar y 

finalmente inmunodetectadas empleando anticuerpos anti-HA. 

 

4.6. TÉCNICAS DE INMUNODETECCIÓN DE PROTEÍNAS O ―WESTERN BLOT” 

 

Este método permite la detección de las proteínas a través de una separación inicial por SDS-

PAGE, tras la cual, las proteínas son transferidas a una membrana de PVDF o nitrocelulosa. 

La membrana con las proteínas transferidas es entonces incubada con anticuerpos específicos 

también llamados anticuerpos primarios. Posteriormente a la incubación con el primario, se 

procede a una segunda incubación con un anticuerpo secundario, el cual lleva conjugada la 

enzima peroxidasa. Esto permite la detección por quimioluminiscencia al incubar la 

membrana con un sustrato de peroxidasa.  

 

El protocolo utilizado para la inmunodetección de proteínas se muestra a continuación: 

 

 En un primer paso se realizó la separación de los extractos proteicos por SDS-

PAGE (las condiciones se mencionan en los apartados 4.1 y 4.3.1). 
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 Seguidamente se llevó a cabo la transferencia de proteínas del gel a la membrana 

utilizando un sistema semi-seco (Hoeffer Semiphor). Se aplicó una intensidad de 

corriente de 1 mA/cm
2
 durante una hora. 

 

 Luego se bloqueó la membrana durante una hora empleando el tampón de bloqueo 

que contenía 0,2% de reactivo de bloqueo (I-block, Tropix), diluido en PBS y 

0,1% tween 20. Se incubó a temperatura ambiente o alternativamente toda la 

noche a 4ºC. 

 

 Posteriormente se realizó la incubación con el anticuerpo primario por una hora, 

seguida de sucesivos lavados de 5 minutos con TBST y contenía 5% de la solución 

de bloqueo. 

 

 A continuación se incubó con el anticuerpo secundario por una hora, seguido de 

sucesivos lavados con TBST durante 5 minutos. 

 

 Finalmente se realizó la incubación con el sustrato de peroxidasa. 

 

La adquisición y cuantificación de la imagen, en aquellos casos que fuera necesaria, se realizó 

empleando el equipo Chemidoc (Biorad).  

 

Tabla 6. Listado de anticuerpos primarios empleados en este estudio 

Anticuerpo primario Dilución Origen 

Anti-aconitasa 1:4000 Dr. Lill, Marburg, Alemania 

Ani-DNP 1:5000 DAKO, ref.V0401 

Anti-hsp60 1:4000 Stressgen 

Anti-HA 1:2500 Roche, ref. 1867423 

Anti-porina 1:1000 Molecular Probes, ref. A6449 

Anti--kgd2 1:2000 (Cabiscol, et al., 2000) 

Anti-sdh2 1:1000 Dr. E. Herrero 

Anti-tdh1 1:7000 Dr. Pedro Moradas, Portugal 

Anti-Mn SOD 1:2000 Stressgen (SOD-111) 

Anti-Cu/Zn SOD 1:2000 Chemicom (AB1237) 

Anti-flag 1:1000 Sigma, ref. F3165 
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Tabla 7. Listado de anticuerpos secundarios empleados en este estudio 

 

Anticuerpo secundario Dilución Origen 

Anti-goat 1:25.000 Termo scientific, ref. 10549 

Anti-rabbit 1:40.000 Pierce, ref 31460 

Anti-mouse 1:40.000 Pierce, ref 31430 

 

La composición de los tampones utilizados fue la siguiente: 

 

Tampón de transferencia 

Tris-HCl  480 mM 

Glicina 39 mM 

SDS 0,0375 % 

Metanol 10 % 

 

Tampón TBST  

Tris-HCl  20 mM  

NaCl 125 mM 

Tween-20 0,1% (v/v) 

 

Tampón PBS 

Na2HPO4  5,8 mM 

NaH2PO4 H2O 1,7 mM 

NaCl 6,8 mM  

 

4.7. DETECCIÓN DE GRUPOS CARBONILO EN PROTEÍNAS 

 

La formación de grupos carbonilos es el resultado de la oxidación de las cadenas laterales de 

algunos aminoácidos. Existen diferentes reactivos que se emplean para la detección de los 

grupos carbonilo, en este trabajo hemos utilizado la 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). Este 

compuesto una vez unido a los grupos carbonilo puede detectarse empleando anticuerpos anti-

DNP. El protocolo empleado para la derivatización de los grupos carbonilo fue introducido 

por Levine (Levine, et al., 1994). El esquema de formación y detección de estos grupos se 

muestra en la figura 18. 
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Proteína Proteína 

carbonilada
Proteína 

derivatizada

DNPH

Inmunodeteccción

CC

DNPDNP DNPDNP

Anti DNP

Proteína Proteína 

carbonilada
Proteína 

derivatizada

DNPH

Inmunodeteccción

CC

DNPDNP DNPDNP

Anti DNP

 

Figura 18. Detección de la formación de carbonilos en una proteína—Las modificaciones inducidas por la 

cabonilación pueden ser detectadas empleando anticuerpos específicos frente a estos grupos. La técnica de 

detección esta basada en el westrn blot, con lo que se le denomina oxy-blot (Levine, et al., 1994) 

 

El protocolo para la detección de carbonilos de detalla a continuación: 

 

 Se obtuvieron los extractos de proteína como se indica en el apartado 4.1 para 

SDS-PAGE. La concentración de proteína se ajustó a un valor de 4 g/l en todas 

las muestras.  

 Se calentó 3 minutos a 100ºC y luego se llevaron a temperatura ambiente. 

 Se realizó la derivatización agregando un volumen de solución de DNPH e 

incubando 10 minutos a 25ºC. 

 Finalmente se agregó un volumen de la solución de neutralización y se mezcló 

bien por vortex. Esta solución incrementa el pH hasta ≈7 lo cual detiene la 

derivatización.  

 

Estos extractos fueron cargados en SDS-PAGE para la resolución e inmunodetección de las 

proteínas carboniladas. Las soluciones utilizadas se mencionan a continuación: 

 

Solución de DNPH 

DNPH 100 mM 

Ácido trifluoroacético (TFA)  10% (v/v)  

 

 

Solución de neutralización 

Tris-HCl 2 M 

Glicerol  30% (w/v)  

-mercaptoetanol 15% (v/v) 
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4.8. MÉTODOS DE TINCIÓN DE PROTEÍNAS 

 

4.8.1. Azul brillante de Coomassie (CBB)—es una técnica de tinción total de 

proteínas. Se empleó cuando la concentración de proteína total en el 

gel/membrana era elevada (10-30 g)(Fairbanks, et al., 1971). El protocolo 

empleado fue el siguiente: 

 

 Se sumergió el gel en la solución de tinción una vez acabada la electroforesis 

durante un tiempo mínimo de 30 minutos 

 

Solución de coloración de Comassie 

Ácido acético glacial 10% (v/v) 

Azul brillante de Comassie R-250 0,01% (w/v)  

Isopropanol   25% (v/v) 

 

 Posteriormente se realizó la decoloración del gel. Este proceso se llevo a cavo 

durante al menos 30 minutos. 

 

Solución de decoloración de Comassie 

Ácido acético glacial 10% (v/v) 

Isopropanol 25% (v/v) 

 

4.8.2.  Tinción de plata—Esta tinción se empleó para teñir geles tanto mono como 

bidimensionales. Este es un método 50-100 veces más sensible que el azul de 

Comassie. Se emplearon kits comerciales de Amersham Bioscience® y de 

Sigma®. 

 

4.8.3.  Tinción fluorescente con SyproRuby—Este es un método de tinción por 

fluorescencia para proteína total que tiene una sensibilidad similar a la plata. Se 

realizó haciendo una fijación inicial en una solución de 10% metanol y 7% 

acético durante una hora y luego se sumergió el gel en la solución de Sypro Ruby 

(Bio-Rad®) durante al menos 3 horas. Esta técnica tiene, entre otras ventajas, el 

hecho de ser compatible con métodos de identificación por espectrometría de 

masas. 
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4.9. ADQUISICIÓN Y ANÁLISIS DE IMÁGENES 

 

Las imágenes de los geles teñidos con azul de Comassie y con plata se obtuvieron en un 

densitómetro GS800 (Bio-Rad®). Para la tinción con Sypro Ruby se empleó un Versa Doc 

MP4000. El análisis y cuantificación de las imágenes obtenidas se realizó con los software 

Quantity One y PDQuest, ambos de Bio-Rad®.     

 

4.10. PURIFICACIÓN DE GRX5 RECOMBINANTE DE Escherichia coli  

 

Esta proteína fue purificada siguiendo el protocolo descrito previamente (Tamarit, et al., 

2003). De este modo se obtuvo la proteína con una pureza aproximada de 99% (verificado 

mediante SDS-PAGE) y una concentración de 14,5 mg/ml. El protocolo de esta purificación 

se detalla en la figura 19. La proteína obtenida en este procedimiento se empleó para realizar 

búsquedas de posibles dianas de esta glutaredoxina. Para esto se utilizó una aproximación de 

búsqueda de interacciones proteína-proteína fijando a Grx5 en una columna.  

 

Figura 19. Esquema del proceso de purificación de Grx5p—A, se partió de un cultivo de E. coli transformado 

con el plásmido pMM192 (Tamarit, et al., 2003). La expresión de Grx5p recombinante se indujo mediante la 

adición de IPTG. Se verificó el nivel de inducción de la proteína en el extracto mediante electroforesis y 

posterior tinción con Coomassie blue (derecha del panel). B, El extracto proteico se inyectó en una columna de 

gel filtración y se recogieron las fracciones que contenían Grx5p. De esta forma se obtuvo la proteína a un 90% 

de pureza. C,  las fracciones provenientes del paso anterior se inyectaron en una columna de intercambio ionico. 

De esta columna se obtuvo Grx5 con un grado de pureza de 99%. D, tinción con azul de Coomassie de un gel en 

el que se cargaron muestras recogidas en los diferentes pasos de la purificación.   
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4.11. FIJACIÓN Y BÚSQUEDA DE INTERACCIONES DE Grx5 EN COLUMNA 

SEPHAROSE™- ACTIVADA CON CNBr 

 

Para estas interacciones se empleó una columna CNBr-Sepharose™ activada (GE  

Healthcare, ref. 17-0430-01). A esta columna se fijó la proteína Grx5 purificada según el 

protocolo mencionado en el apartado anterior. Para la fijación se hizo reaccionar un volumen 

determinado de la proteína purificada con la columna activada. Con esto se consiguió que los 

grupos amino primarios de la proteína se fijen a la matriz. Esto genera una inmovilización 

muy eficiente y con una buena estabilidad química. Esta columna se incubó con extractos 

mitocondriales. 

 

Los protocolo de preparación de la columna y de incubación con los extractos mitocondriales, 

se detallan a continuación: 

 

4.11.1. Preparación de la columna—Para este procedimiento se emplearon mini-

columnas (Pierce, Thermo Scientific) como se indica a continuación: 

 

 Se mezcló 50 mg de CNBr Sepharose con 500 l de tampón A, luego se lavó con 

10 ml de tampón A y se eliminó el exceso de tampón. 

 Se agregaron 175 l de tampón B, luego este volumen se dividió en dos mini-

columnas. 

 A una mini-columna se agregó 15 l de Grx5 purificada (14,5 mg/ml).                       

 A otra mini-columna se agregó 15 l de un tampón que contenía 50 mM Tris-HCl 

pH 8 y 0,5M NaCl. Esta columna se empleó como control. 

 Se incubó 2 horas a 4ºC en agitación, luego se filtró y se medió la absorbancia del 

filtrado a 260/280 nm en un Nanodrop para determinar el % de fijación de la 

proteína a la columna. 

 Posteriormente se lavó con 350 l de tampón B, se eliminó y se añadió 500 l de 

tampón D. Este se dejó 2 horas a 4ºC en agitación. Luego se eliminó. 

 Se realizaron 3 tratamientos ácido/base alternando 100 mM acetato de sodio pH 4 

y NaCl 0,5M con 100 mM Tris-HCl pH 8 y 0,5M NaCl.  

 Finalmente se dejó la columna en 100 mM Tris-HCl pH 8 y 0,5M NaCl a 4ºC. 
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4.11.2. Incubación de la columna con los extractos mitocondriales 

 

 Se recuperó la columna y se lavó con 4 ml de un tampón 25 mM Tris-HCl pH 8 / 

12,5 mM NaCl y 20 mM DTT. 

 Seguidamente se lavó con 10 ml de 25 mM Tris-HCl pH 8 y 12,5 mM NaCl  para 

tratar de eliminar el exceso de DTT. 

 Posteriormente se utilizó un tubo de las mitocondrias obtenidas según el protocolo 

descrito en el apartado 4.5. Se le agregó 100 l de 50 mM Tris-HCl pH 8 y 25 mM 

NaCl y se sonicó a una fuerza 10 micras (SoniPrep 150) por 10 segundos. 

Finalmente se centrifugó a 12.000 r.p.m durante 10 minutos para quedarse con el 

sobrenadante. Este sobrenadante corresponde al extracto de proteínas 

mitocondriales. 

 Se agregó 50 l de este extracto a cada columna, se incubó por 30 minutos a 4º y 

posteriormente se eliminó el filtrado. 

 Se realizó un lavado con 5 ml de 25 mM Tris-HCl pH 8 / 0,02 % Tween y 5% 

SDS.  

 Finalmente se realizó la elución con un tampón que contenía 20 mM DTT.  

 

La composición de los tampones utilizados fue la siguiente: 

 

Tampones 

Tampón A:  1 mM HCl  

Tampón B: Carbonato de Sodio pH 8,3   100 mM 

Tampón C: Tris-HCl pH 8 / NaCl 100 mM / 0,5M  

Tampón D: Tris-HCl pH 8 100 mM 

Tampón E: Acetato de Sodio pH 4 / NaCl  100 mM / 0,5M  

 

 

5. MÉTODOS DE BIOLOGÍA MOLECULAR 

 

5.1. ELECTROFORESIS DE DNA—En esta técnica el DNA es separado en función de 

su tamaño. La separación se consigue aplicando un campo eléctrico a las moléculas 

de DNA cargadas electronegativamente. La separación se lleva a cabo en un gel de 
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0,8% agarosa. El factor más importante que condiciona la separación es el tamaño de 

las moléculas de DNA, pero también puede tener efecto la conformación de las 

mismas; por lo que las moléculas lineales migran de manera más eficiente. Otro 

factor a considerar es el voltaje, en general, un mayor voltaje implica una mayor 

velocidad de migración. Pero esto puede provocar sobrecalentamiento y pérdida de 

resolución. El voltaje aplicado era de 1 a 10 V/cm.  

 

Una vez separados los fragmentos de DNA, los geles se tiñen mediante tinción fluorescente 

para realizar la visualización. La más común de estas tinciones empleadas fue la de bromuro 

de etidio. Además, actualmente existen otras tinciones como el SYBER Green (Invitrogen) o 

el SYBER Safe. Todos estos métodos se basan en el principio que el reactivo se intercala 

entre las bases nitrogenadas de los ácidos nucleicos y emite fluorescencia al ser expuesto a luz 

ultravioleta. 

 

El protocolo empleado en este estudio se detalla a continuación: 

 

 Se preparó una solución de agarosa 0,8% en un tampón TAE, el cual se calentó 

hasta ebullición para lograr la completa disolución de la agarosa. 

 Se uso TAE en la cubeta como tampón de electroforesis. 

 Se cargaron las muestras mezcladas con el tampón de carga y además se cargó un 

marcador de DNA (DNA 1Kb, Invitrogen). 

 Se aplicó un voltaje de 90V durante un tiempo que varió de 45-60 minutos 

 Finalmente, se tiño el gel y se visualizó en un transiluminador a una  de 354 nm.  

 

La composición de las soluciones empleadas se muestra a continuación: 

 

Tampón Tris-Acetico-EDTA (TAE) 

Tris pH 8,5 40 mM 

Ácido acético glacial 20 mM  

EDTA 2 mM 

Loading Buffer (LB) 5X 

Ficoll  15% (w/v) 

Na2EDTA pH 8 100 mM 

Azul de Bromofenol 0,25% (w/v) 
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5.2. PROTOCOLO DE TRANSFORMACIÓN DE E. coli—Para este procedimiento se 

utilizó la cepa DH5la cual fue sometida a un tratamiento con CaCl2 para obtener 

las células competentes (Maniatis, et al., 1989). Estas células permitieron amplificar 

los plásmidos utilizados en este estudio. El proceso de transformación en bacterias 

consiste en someter a dichas células a un choque térmico con lo que se consigue la 

entrada del DNA plasmídico.  

 

El protocolo seguido para la transformación se muestra a continuación: 

 

 Se prepararon 200 l de células DH5

 Se agregaron 50 ng de DNA plasmídico. 

 La mezcla se incubó en hielo 10 minutos (esto permite al DNA fijarse a la pared). 

 Se aplicó un choque térmico a 42 ºC durante 2 minutos (se desestructura la pared y el 

DNA entra a la célula). Luego se enfrió en hielo durante 1 minuto. 

 Posteriormente se agregaron 900 l de medio LB y se incubo 1 hora a 37 ºC a 350 

r.p.m. en un Thermomixer. 

 Se centrifugó 2 minutos a 5000 r.p.m. 

 Se extrajeron 800 l del sobrenadante y el pellet se resuspendió en LB y se sembró en 

una placa de medio LB con ampicilina. 

 Se dejó crecer en una estufa a 37 ºC. Se seleccionó una colonia aislada y se resembró 

en otra placa de medio LB.  

 

Estas colonias quedaron listas para realizar el aislamiento del plásmido y para el 

procedimiento que sigue a continuación. 

 

5.3. PURIFICACIÓN DE PLÁSMIDOS A PARTIR DE CULTIVOS DE E. COLI—Las 

bacterias se hicieron crecer durante 16 horas a 37 ºC en medio LB con ampicilina. El 

DNA de los plásmidos replicados en Escherichia coli se extrajo utilizando el kit 

comercial Mini Plasmid QuickPure Kit (Macherey-Nagel) y aplicando el protocolo  

sugerido por el fabricante. 

 

El protocolo de este kit consistió en tres etapas: 
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A) Resuspensión de las bacterias y lisis alcalina en presencia de SDS. 

 

B) Unión del plásmido a la membrana de sílice contenida en la columna donde se 

eliminan todos los elementos diferentes al plásmido. 

 

C) Elución del plásmido. 

 

5.4. AMPLIFICACIÓN DEL DNA PLASMÍDICO—Para obtener los plásmidos para 

realizar la clonación de los genes de levadura se realizó un primer paso en el que se 

amplificaron los plásmidos purificados en el apartado anterior. Para esta metodología 

nos apoyamos en la reacción en cadena de polimerasa (Polymerase Chain Reaction, 

PCR) para amplificar de manera exponencial este fragmento de DNA plasmídico 

bicatenario. Este fragmento es inicialmente desnaturalizado y seguidamente 

polimerizado gracias a la capacidad de la enzima Taq polimerasa de funcionar a 

elevadas temperaturas. Para la amplificación se usan dos oligonucleótidos 

seleccionados para que limiten la región de amplificación y sean complementarios a 

la secuencia de DNA molde. 

 

5.5. TÉCNICAS DE DNA RECOMBINANTE 

 

5.5.1 Sustitución de promotor de YFH1  

 

Para la sustitución del promotor endógeno del gen YFH1 se emplearon los plásmidos 

pCM224 y pCM225 (respectivamente para el tetO2 o tetO7). Estos plásmidos se diferencian 

entre ellos en el número de cajas del transactivador que presentan. El tetO2 posee 2 cajas 

mientras que el tetO7 tiene 7. En este sentido, a mayor número de cajas mas fuerte es la 

actividad del promotor, con lo cual el promotor tetO7 se comporta como un sobreexpresor. El 

DNA del plásmido se utilizó como molde para la amplificación mediante PCR del cassette de 

sustitución. Los oligonucleotidos empleados contenían 40 bp homologos a la secuencia de 

YFH1 seguido por la secuencia del MSC (Multi Cloning Site). Estos oligonucleótidos fueron 

diseñados de tal forma que el oligo 1 fuera homólogo a una región aproximadamente 100-200 

bp upstream del codón de iniciación (sin incluirlo) de YFH1. Mientras que el oligo 2 debía 

incluir el codón de iniciación (Bellí, et al., 1998). El esquema del funcionamiento del 

promotor regulable se muestra en la figura 20. 



Materiales y Métodos 

 

 76 

15 

ciclos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Esquema del funcionamiento del promotor regulable por doxiciclina (tetO)—El sistema de 

activación/represión permite la expresión del gen en ausencia de doxiciclina. Una vez adicionada la doxiciclina 

se produce el bloque de la expresión del gen.  

 

5.5.2 Amplificación de los plásmidos pCM224 y pCM225. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Oligonucleótidos empleados: 

 

 Oligonucleótido 1:  

5’—CAT CGC ACT TGA CAA ATT TCA AAA AAC CGT ATT CAG TGA TCA GCT 

GAA GCT TCG TAC GC 3’ 

 

 Oligonucleótido 2:  

5’—CAC TCT ATC TTC TCG CTT AGT TTT TTT TGA AAT ACT ATC TTT GCA TAG 

GCC ACT AGT GGA T 3’ 

 

Reactivos volumen 

Tampón de reacción (10x) 5 l 

dNTP’s (2,5 mM) 4l 

MgCl2 (25 mM) 2 l 

Oligonucleótido 1 (100 mM) 2,5 l 

Oligonucleótido 2 (100 mM) 2,5 l 

DNA plasmídico 1 g 

H2O milli Q hasta  50l 

Temperatura ºC  Tiempo (minutos) 

94 4 

94   ½ 

50   ¾ 

68 4 

94 ½ 

50 ¾ 

68 5 

68 10 

10 

ciclos 
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5.6. MARCAJE CON EPÍTOPO HA (3XHA) 

 

Esta técnica consiste en introducir en el extremo C-terminal de la proteína de interés la 

secuencia YPYDVPDYA. Dicho nonapéptido es derivado de la proteína hemaglutinina del 

virus de la influenza y se introdujo repetida 3 veces. Esta repetición permite incrementar la 

eficiencia de la detección mediante anticuerpos anti-HA. En este trabajo se marcaron los 

genes de S. cerevisiae YFH1 y SMF2 con este epitopo. Se contaba con dos plásmidos, uno 

con selección para NAT y el otro para higromcina b. Empleando estos plásmidos se 

obtuvieron las proteínas de fusión Yfh1-HA y Smf2-HA respectivamente. 

 

5.6.1.  Amplificación del plásmido pCYC106 (Selección con NAT) 

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Oligonucleótidos empleados: 

 

 Forward: fo Yfh1 

5’—ACT TAC TGA AGA AGT TGA GAA GGC CAT TTC TAA AAG CCA ACG TAC 

GCT GCA GGT CGA C 3’ 

 

 Reverse: Re Yfh1 

5’—AAG GAA GAG AGA CTC TAA CTA TGA AAT AGA TTG GAT GCG TCA TCG 

ATG AAT TCG AGC TCG 3’ 

 

Reactivos volumen 
Tampón de reacción (10x) 5 l 

dNTP’s (10 mM) 1,5l 

MgCl2 (50 mM) 1 l 

Oligo foYfh1 (10 M) 2,5 l 

Oligo reYfh1(10 M) 2,5 l 

DNA plasmidico 1 g 

Enhancer (10x) 5l 

H2O milli Q hasta  50l 

Temperatura ºC  Tiempo (minutos) 
95 5 

95   ¼ 

52   ½ 

68 3 

68 7 
25 

ciclos 
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5.6.2. Amplificación del plásmido pYM24 (Selección con hygromicina b) 

 

 

 

Oligonucleotidos empleados: 

 

 Oligonucleotido S3: 

5’—TGA ACT TTT ATA TGT TAC TGG GCT TTAC TAC GGG CAA AGA AGT ACA 

CCT CCG TAC GCT GCA GGT CGA C 3’  

 

 Oligonucleotido S2:  

5’—ATT CTT GGA TAA AAT GTA TAC TTA TAC TAG TCT AAA GAA TTG TTA 

TAT TAA TCG ATG AAT TCG AGC TCG 3’ 

 

5.7. MÉTODO DE TRANSFORMACIÓN DE LEVADURA 

 

Esta técnica se llevó a cabo para incorporar en las levaduras los productos de PCR. En este 

estudio se realizaron transformaciones para tres propósitos diferentes: a) sustitución del 

promotor endógeno del gen YFH1 b) marcaje de proteínas con epítopos y c) incorporar de 

plásmidos de expresión o fragmentos lineales de DNA. 

  

El protocolo empleado para las opciones a) y b) se muestra a continuación: 

 

 Se partió de un volumen de 10 ml de cultivo a una OD600 de 0,5-07.  

 Las células se lavaron con 20 ml de H2O MilliQ estéril. 

 Posteriormente se centrifugaron 3 minutos a 3.000 r.p.m. 

 El pellet de células se resuspendió en 1 ml de H2O MilliQ estéril. 

 A continuación se centrifugó 3 minutos a 3.000 r.p.m. 

Temperatura ºC  Tiempo (minutos) 
95 3-4 

95   ¼ 

54   ¼ 

68 2’40’’ 

95 ½ 

54 ½ 

68 2’ 40’’  

 (+20 seg/ciclo) 

Reactivos volumen 
Tampón de reacción (10x) 5 l 

dNTP’s (2 mM) 8,75l 

MgCl2 (50 mM) 1 l 

Oligonucleotido S3 (10 M) 3,2 l 

Oligonucleotido S2 (100 M) 3,2 l 

DNA plasmidico 1 g 

H2O milli Q hasta 50l 

20 

ciclos 

 

10 

ciclos 
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 Se realizó un lavado con 1 ml de TE (10 mM Tris-HCl, 1mM EDTA) / 0,1M 

Acetato de Lítio (LiAc) pH 7,5. 

 Se centrifugó 3 minutos a 3.000 r.p.m. 

 El pellet de células se resuspendió en 500l de TE /0,1M LiAc pH 7,5. 

 Luego se realizó la siguiente mezcla: 

50 l de la suspensión de células 

l de ssDNA de esperma de salmón 

1g de DNA del plásmido (aproximadamente) 

 Se agregaron 300 l de 40% polietilenglicol (PEG)/ TE /0,1M LiAc pH 7,5. 

 Se Incubó 30 minutos a 30ºC en agitación suave. 

 Se aplicó un choque térmico 15 minutos a 42 ºC. 

 Posteriormente una centrifugación de 2 minutos a 3.000 r.p.m. 

 Se aplicó un lavado con 1 ml de TE. 

 Se realizó una nueva centrifugación 3 minutos a 3.000 r.p.m. 

 Se eliminó la mayor parte del sobrenadante y se resuspendió el pellet de células y 

se sembró en las placas adecuadas para los requerimientos y selecciones 

empleadas para cada transformación.  

 Seguidamente se incubaron a 30ºC. 

 Finalmente se plaquearon las colonias en los medios con los antibióticos 

apropiados para la selección de las colonias y se realizaron las comprobaciones 

oportunas para verificar la correcta inserción del epítopo utilizado. 

 

Para la opción c) se siguió el método rápido con acetato de litio (Gietz and Sugino, 1988) y se 

plaqueron las células en medio selectivo (dependiendo de la auxotrofía o el marcador 

empleado). Dichas placas fueron incubadas a 30ºC durante 48 horas. 

 

5.8. CRUZAMIENTO DE CEPAS POR ESPORULACIÓN 

 

Esta técnica parte de la base que S. cerevisiae presenta además de la división celular por 

gemación un tipo de reproducción sexual, es decir, posee dos tipo sexuales: a y 

determinados por dos alelos heterocigotos: MATa y MAT. Cuando se cultiva una mezcla 

de cada cepa haploide (MATa y MAT, se formará un zigoto que dará lugar a su vez a células 

diploides MATa/MAT. Estos diploides pueden esporular si se cultivan en condiciones de 
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limitación de nutrientes (placas de esporulación). Durante la esporulación, la célula diploide 

se divide por meiosis dando lugar a cuatro células haploides que quedan contenidas dentro de 

un saco denominado asca. Estos sacos pueden romperse mediante digestión enzimática y 

utilizando un microscopio con micromanipulador es posible recuperar de manera 

independiente cada uno de los cuatro productos haploides (esporas). Cada una de las cuatro 

esporas se coloca sobre una placa de Petri con medio de cultivo y una vez que estas crecen y 

forman una colonia, se pueden transferir a placas conteniendo los medios de cultivo 

pertinentes que permitan determinar el fenotipo de cada una de las cuatro esporas (Sherman, 

2002).  

 

En este trabajo se realizó el cruzamiento de la cepa tetO7-YFH1 (MATa) con la cepa salvaje 

W303-1B (MAT). La cepa tetO7-YFH1 contiene el gen kanMX4, por lo tanto es resistente a 

geneticina. La selección de los haploides formados durante la esporulación se realizó en 

placas con geneticina (gen). 

 

El protocolo se detalla a continuación: 

 

5.8.1. Formación de zigotos diploides y esporulación 

 

 Se hicieron crecer en una placa de YPD las cepas MATa y MATselecionadas 

para el cruzamiento durante 24 horas a 30ºC. 

 Se realizó un patch mezclando la cepa MATa y MAT en la placa de YPD. 

 Se dejó crecer a 30ºC para la formación de zigotos. A las 6 horas de incubación se 

sembró en una placa SC + gen y se incubó a 30ºC durante 36-40 horas. En este 

paso ya es posible distinguir colonias grandes (posibles diploides). 

 Se resuspendieron unas 3 colonias grandes en 20 l de H2O estéril y se verificó al 

microscopio la morfología típica de las células diploides. 

 Se sembraron los diploides en patch en placas de YPD y se incubaron a 30ºC 

durante 24-48 horas. 

 Se tomó cada patch de células y se traslado a la placa de esporulación. 

 Se cerró la placa y se colocó dentro de una bolsa en la estufa a 25ºC durante 7-10 

días. 

 



Materiales y Métodos 

 

 81 

5.8.2. Selección de las esporas y separación de las células haploides 

 

 Se verificó la formación de las esporas al microscopio. 

 Se preparó la siguiente mezcla, 50 l de 1M sorbitol  con 2,5 l de liticasa (10 

mg/ml), en un tubo de 1,5 ml estéril. 

 Se agregaron las células esporuladas con un asa o palillo estéril. 

 Se procedió a incubar a 30ºC por 10 minutos.  

 La digestión se detuvo introduciendo el tubo en hielo y agregando lentamente 150 

l de H2O estéril. 

 Se comprobó la digestión de las tétradas (cuatro esporas) en el microscopio. 

 Con un asa de siembra, se traspasaron 5-10 l de la suspensión de esporas y se 

esparcieron en la superficie de una placa de YPD. 

 Se procedió a la separación de cada espora utilizando un micromanipulador 

(Singer MSM Model 300). 

 Las placas se incubaron en una estufa a 30ºC durante 5 días. 

 

5.8.3. Selección de células haploides 

 

 Se seleccionó y diluyó cada colonia haploide en 100 l de PBS estéril. 

 Se sembró 2 l de cada dilución en dos placas diferentes: una placa de YPD donde 

crecieron todas las colonias y otra placa de YPD con geneticina donde crecieron 

sólo las que eran resistentes a geneticina. Aquellos clones que crecieron en ambas 

placas fueron los seleccionados. 

 

5.9. OTROS PLÁSMIDOS UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO 

 

5.9.1.  Sobreexpresión de Mrs4—Para la sobreexpresion de esta proteína se utilizó un 

plásmido multicopia (JK1489) marcado con FLAG en el extremo C-terminal. 

Este plásmido fue insertado en el vector pCM185 (Garí, et al., 1997), para 

obtener un plásmido final bajo el control de un promotor regulable por 

doxiciclina. Seguidamente se utilizó este plásmido para transformar la cepa 

salvaje W303 siguiendo los métodos de amplificación y transformación ya 

mencionados en los apartados anteriores. La evolución de la expresión de la 
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proteína de fusión Mrs4-FLAG se realizó por western blot utilizando un 

anticuerpo monoclonal anti-FLAG.  

 

5.9.2.  Plásmido pFet3-LacZ y pCCC1-LacZ: Estos plásmidos multicopia se 

utilizaron como reporteros para evaluar la actividad del sistema de alta afinidad 

de captación de hierro (Fet3p/Ftr1p) y el transporte de hierro desde el citosol 

hacia la vacuola de la levadura (Ccc1). Ambos plásmidos fueron gentilmente 

cedidos por el Dr. Jerry Kaplan (University of Utah). Para la construcción del 

plásmido FET3-LacZ se utilizó una región del promotor del gen la cual se 

fusionó al vector YEp354 que contiene la secuencia del gen LacZ de E. coli (Li 

and Kaplan, 2001). Por otro lado, para la construcción del plásmido CCC1-LacZ 

se utilizó, al igual que en el anterior, una región del promotor de este gen 

fusionada al gen LacZ. Ambos plásmidos se utilizaron como reporteros de la 

actividad de los genes ya descritos.  

 

Para la amplificación, purificación y transformación de las cepas de levadura seleccionadas 

con estos plásmidos se siguieron los protocolos ya descritos en apartados anteriores. 

 

6. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN GÉNICA MEDIANTE TÉCNICAS DE 

CUANTIFICACIÓN DE RNA 

 

6.1. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE YFH1 POR NORTHERN BLOT—Las 

muestras de RNA total para el análisis por northern blot fueron purificadas, separadas 

electroforéticamente y transferidas a una membrana de nylon cargada positivamente 

según una metodología descrita previamente (Bellí, et al., 1998). Para fijar el RNA a 

la membrana de nylon se empleó luz UV. La fijación de consigue exponiendo la 

membrana en un equipo Stratalinker 1800 (Stratagen), en el se aplicaron 12000 

J/cm
2
. La correcta fijación de los RNAs se verificó en un transiliminador UV 

convencional observando los rRNAs. Posteriormente a la fijación se lavó la 

membrana con un tampón (1 % SDS, 20 mM Na2HPO4 pH 7.2 y 1 mM EDTA) a una 

temperatura de 65 ºC. Seguidamente se realizó la pre-hibridación por 1 hora a 65 ºC 

en una solución de bloqueo (20% SDS, 0.5% reactivo de bloqueo (Boehringer), 250 

mM Na2HPO4 pH 7.2 y 1 mM EDTA). Posteriormente se realizó la hibridación 

durante 16 horas (toda la noche) con 2,5 ng/ml de la sonda desnaturalizada 
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(digoxigenin-dUTP). Esta sonda se generó mediante PCR del DNA genómico 

utilizando oligonucleotidos específicos. La inmunodetección se llevó a cabo 

utilizando el anticuerpo anti-DIG y siguiendo las instrucciones del fabricante 

(Boehringer). Para desarrollar la quicioluminiscencia se empleó CMP-Star como 

sustrato. Finalmente la señal emitida se captó utilizando un equipo Lumi-Imager™ 

(Roche). 

 

6.2. EXTRACCIÓN DE RNA Y REAL-TIME PCR CUANTITATIVA—El RNA total 

fue extraído empleando el kit comercial RNeasy Kit™ (Qiagen) y siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Seguidamente se empleó 1 g del RNA total de cada una 

de las muestras para sintetizar 50 ng de cDNA utilizando la enzima transciptasa 

reversa. Este cDNA fue utilizado para realizar cada Real-Time PCR. El ensayo se 

llevó a cabo en un equipo iCycler (Bio-Rad) empleando el reactivo de Taqman® 

(Applied Biosystems). La cuantificación se realizó con el programa informatico 

iCycler IQ Real-Time detection system (version 2.3, Bio-Rad). Como control interno 

se utilizó la proteína actina (ACT1). Los primers empleados para la amplificación de 

los genes FET3, CCC1 y ACT1 fueron obtenidos a través de Applied Biosystems 

(TaqMan Gene Expression Assays, Custom). Los rangos de expresión relativa 

correspondiente a cada gen fueron calculados en base al valor de Cp. Para corregir 

la eficiencia se realizaron múltiples repeticiones (Pfaffl, 2006). 

 

6.3. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN GÉNICA (MICROARRAYS)—Para este análisis se 

emplearon células del mutante tetO7-YFH1 crecidas en fase exponencial (OD600=0,4-

0,8). Se utilizó una cantidad de células equivalente a 20 OD600. Se compararon células 

tratadas con doxiciclina durante 10 horas con células de este mismo mutante sin 

tratamiento. El análisis se llevo a cabo en la Universidad Autónoma de Barcelona. El 

análisis del DNA mediante microarrays se realizó siguiendo el procedimiento descrito 

previamente (Viladevall, et al., 2004).  
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7. ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS 

 

7.1. MÉTODOS ESPECTROFOTOMÉTRICOS 

 

7.1.1.  Aconitasa—La  enzima aconitasa forma parte del ciclo de Krebs (ciclo de los 

ácidos tricarboxilicos). Contiene un centro Fe-S que en su forma funcional es 

4Fe-4S. Esta enzima cataliza la isomerización del citrato en isocitrato, tras la 

formación  de intermediario cis-aconitato. 

 

La actividad se ensayó siguiendo el protocolo descrito previamente (Robinson, et al., 1987), 

en el cual se mide la extinción del cis-aconitato. El protocolo se detalla a continuación: 

 

 Se extrajeron las proteínas rompiendo las levaduras con tampón 50 mM Tris-HCl 

pH 8 + inhibidores de proteasas (IP) y luego se centrifugó 3 minutos a 10.000 

r.p.m. para obtener el sobrenadante. 

 

 Mezcla de reacción:  

500 l de tampón 40 mM Tris-HCl y 50 mM NaCl pH 7,4   

4 l de cis-aconitato 7 mg/ml 

4-8l de extracto proteico 

  

Se Midió la disminución de la absorbancia a 240nm por 1 minuto a 25ºC en cubeta de cuarzo. 

Una unidad de enzima ACO se define como la cantidad de enzima necesaria para transformar 

1 mol de cis-aconitato por minuto. El coeficiente de extinción molar () del cis-aconitato es 

de 4,28 mM
-1

.cm
-1

. 

 

7.1.2.  Succinato deshidrogenasa (SDH)—Esta enzima es una flavoproteína ya que 

contiene una molécula de FAD unida covalentemente. Esta molécula de FAD es 

el aceptor de electrones de la reacción. En general, la función bioquímica del 

AconitasaAconitasa

CisCis--AconitatoAconitato

CitratoCitrato

IsoCitratoIsoCitrato

AconitasaAconitasa

AconitasaAconitasa

CisCis--AconitatoAconitato

CitratoCitrato

IsoCitratoIsoCitrato

AconitasaAconitasa
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FAD es oxidar los alcanos (como el succinato) a alquenos (como el fumarato). 

Esta enzima presenta un centro Fe/S y en levadura está formada por cuatro sub-

unidades (Sdh1p, Sdh2p, Sdh3p, Sdh4p). Forma parte del complejo II de la 

cadena de transporte de electrones, donde cataliza la transferencia de electrones a 

la ubiquinona (Oyedotun and Lemire, 2004). El ensayo mide la formación de 

formazán a partir del reactivo INT, el cual se utiliza como aceptor de electrones 

(Munujos, et al., 1993).  

 

El protocolo se detalla a continuación: 

 

 Extracción de proteínas con 100μl de tampón 50 mM Imidazol-HCl / 2mM EDTA 

pH 6,5 + IP, luego se centrifugó 5 minutos a 3.000 r.p.m. 

 

 Mezcla de reacción: 

900 μl de Solución A 

100 μl de succinato 200 mM 

5-10 μl de extracto proteico  

 Mezcla de reacción inespecífica: 

900 μl de Solución A 

100 μl de H2O 

5-10 μl de extracto proteico 

 

La solución A contenía:  

100 mM Tris-HCl pH 8,3 

10 mM EDTA 

1 mg/mL INT (Iodonitrotetrazolium chloride) 

12 mg/ml Cremophor (Sigma®) 

 

La absorbancia se midió a 500 nm durante 5 minutos a 25ºC. La medida de la actividad se 

obtiene tomando la fracción lineal de la recta, descartando la subida inicial. Se descuenta el 

valor de la actividad inespecífica ensayada en las mismas condiciones. Una unidad de 

actividad SDH se define como la cantidad de enzima necesaria para producir 1 mol de 

formazán por minuto (formazán=19,3 mM
-1

.cm
-1

). 

 

7.1.3.  Citrato sintasa—Esta enzima cataliza la síntesis de citrato a partir de acetil 

coenzima A (acetilCoA) y oxaloacetato. En esta reacción se utiliza el ácido 5,5’-

ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) como donador de electrones (Munujos, et al., 

1993). Saccharomyces cerevisiae posee dos isoenzimas  Cit1p y Cit2p. El ensayo 
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se realizó a pH 8,1. En estas condiciones tan sólo Cit1p (isoenzima mitocondrial) 

es activo. 

 

Oxaloacetato + acetilCoA

DTNBox DTNBred

CitratoCitrato

sintasasintasa

Citrato + HS CoA

e-

Oxaloacetato + acetilCoA

DTNBox DTNBred

CitratoCitrato

sintasasintasa

Citrato + HS CoA

e-

 

En una cubeta de polipropileno se preparó la siguiente mezcla de reacción: 

 

A) Ensayo específico 

960 l Tris-HCl 200 mM pH 8 

10 l acetilCoA 10 mM 

10 l DNTB 10 mM 

10 l oxalacetato 50 mM 

5-10 l extracto proteico 

 

B) Se preparó un blanco en el que no se agregó el oxaloacetato.  

La medida de actividad viene dada por el incremento de la absorbancia a 412 nm por minuto a 

25 ºC y se obtiene de la diferencia entre el valor obtenido de la muestra y el correspondiente 

al blanco. Una unidad de citrato sintasa se define como la cantidad de enzima necesaria para 

reducir un mol de DTNB por minuto. El coeficiente de extinción molar () del DTNB es 

13,6 mM
-1

.cm
-1

. 

 

7.1.4. Actividad galactosidasa—Este ensayo emplea el gen LacZ como reportero. 

El gen codifica para la enzima galactosidasa de E. coli. Esta enzima cataliza la 

hidrólisis de o-nitrofenil--D-galactopiranosido (ONPG). El ensayo se realiza en 

placas de micro-elisa de 96 pozos de fondo plano durante 10 minutos y a una 

temperatura constante de 25 ºC (Guarente, 1983). La actividad específica se 

viene expresada como los nmoles de ONPG hidrolizados por minuto dividido por 

la cantidad de proteína total del extracto de proteínas (nmol x min
-1

 x mg 

proteína
-1

) 

 

El protocolo de este ensayo se detalla a continuación: 
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 Se partió de un cultivo de SC glicerol de 10 ml a una OD600 de 0.7-1.0, con lo que 

utilizamos aproximadamente unas 10 OD de células. 

 Se centrifugaron las células 3 minutos a 3500 r.p.m., se eliminó el medio y luego 

se lavó con 1ml de tampón–Z.  

 Se eliminó el tampón y resuspendió en 0,2 ml de tampón–Z (en este paso se 

pueden congelar en N2 y luego a -20
 o
C, el ensayo es estable varios días). 

  Las células se rompieron empleando bolas de vidrio en un agitador (Fast-Prep. 

MP Biomedicals) a 4 ºC. 

 Luego se centrifugaron a 13000 r.p.m. por 5 minutos y se transfirió el lisado a un 

nuevo tubo. 

 Se preparó la siguiente mezcla en cada posición de la placa de 96: pozos 

2-10 l de extracto  

190 – 198 l Buffer–Z  

40 l de ONPG/Z Assay buffer 

 Se realizó la lectura de la absorbancia en el equipo de lectura de placas de 96 

pozos (PowerWawe XS, Biotek) con agitación orbital. 

 

7.2. ACTIVIDADES ENZIMÁTICAS EN GEL ( ZIMOGRAMA) 

 

7.2.1.1.Superóxido dismutasa (SOD)—El principio del ensayo es la conversión del 

bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) a un 

precipitado azul (formazán) cuando se reduce por acción del ión 

superóxido. La eliminación del superóxido evitará la formación del 

precipitado formazán y aparecerán en el gel bandas claras que corresponden 

a la actividad SOD. El metasulfato de fenazina (PMS) es un compuesto que 

genera superóxido al ser excitado por la luz. El ensayo se realizó según el 

método descrito previamente (Manchenko, 1994). 

 

Luz

PMS

O2

PMS

O2-

MTT    

SODSODH2O2 + O2

FormazanFormazan

Luz

PMS

O2

PMS

O2-

MTT    

SODSODH2O2 + O2

FormazanFormazan
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El protocolo de esta actividad se presenta a continuación: 

 

 Se preparó un gel de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes (según 

apartado 4.4). 

 Se obtuvieron los extractos proteicos (apartado 4.1). 

 Fueron cargados de 15 a 30 g de proteína por carril. La migración se realizó a 15-

20 mA a 4ºC. 

 Se incubó el gel en la solución de tinción en presencia de una fuente de luz y con 

una agitación suave. Las bandas de actividad SOD aparecieron como zonas claras 

sobre un fondo oscuro. 

 Se lavó el gel con agua milliQ y se capturó la imagen en el densitómetro. 

 Finalmente se cuantificó y analizó dicha imagen con el programa Quantity-One 

(Bio-Rad®). 

 

Para la detrminacion de la actividad SOD mediante zimogramas se contruyó una curva con un 

extracto proteico con concentraciones conocidas, a partir de esta curva se realizaron los 

cálculos para las cuantificaciones. 

 

8. DETERMINACIÓN DE METALES  

 

8.1. DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO DE HIERRO INTRACELULAR—El 

método empleado para la determinación del contenido de hierro fue una adaptación 

para levadura (Tamarit, et al., 2006) del método colorimétrico descrito previamente 

(Fish, 1988). El hierro presente en la muestra primero es extraído y luego reducido. 

Finalmente el hierro es quelado con batofenantrolina, lo cual provoca un cambio en la 

absorbancia que es medido espectrofotométricamente.  

 

El protocolo de esta determinación se presenta a continuación: 

 

 Se partió de un pellet de 5 OD’s (2x10
8
 de células) lavado con H2O milliQ. 

 Se resuspendió en ácido nítrico al 3% (v/v). 

 Se incubó a 98ºC durante 12 h en agitación constante. 

 Se centrifugó 5 minutos a 10.000 r.p.m. 
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 A 400 l del sobrenadante se le adicionaron 160 l de ascorbato de sodio 38 

mg/ml y 126 μl de solución de acetato de amonio (solución saturada y diluida 1/3). 

 Se midió la diferencia entra la absorbancia a =535nm y =680 nm. 

 Se adicionó BPS para que quede a una concentración final de 34 g/ml. 

 Se obtuvo una nueva medida de la diferencia de absorbancia entre =535 y =680 

nm. Se restó a este valor el obtenido antes de la adición de BPS. 

 En paralelo se realiza un blanco con todos los reactivos del ensayo. El valor 

obtenido en estos se substrae al valor obtenido de las muestras. 

 

Para expresar los resultados en concentración molar, el número y volumen celular medio de 

las células se determinó utilizando un contador de células y partículas Coulter Z2 (Beckman 

Coulter, Fullerton, CA). 

 

8.2. Determinación del contenido de manganeso intracelular—Esta cuantificación fue 

realizada utilizando la técnica de absorción atómica en horno de grafito en un equipo 

Varian SpectrAA con corrector Zeeman. Las células fueron resuspendidas en ácido 

nítrico como se indica en el apartado 7.1. Se tomaron 200 l del sobrenadante 

obtenido y se enviaron al Servicios Científico Técnicos de la Universidad de 

Barcelona, donde fueron analizados. Los resultados se expresaron en g/l de muestra 

(ppb). 
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1. CAPITULO 1 : DEFINICIÓN DE LAS CONDICIONES DE CULTIVO DEL 

ESTUDIO Y EVALUACIÓN DEL EFECTO DEL 

TRATAMIENTO CON DOXICICLINA Per Se EN LA 

LEVADURA 
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1.1. SELECCIÓN DEL MEDIO Y LAS CONDICIONES DE CULTIVO DE LAS 

LEVADURAS 

 

Para definir las condiciones de cultivo óptimas en las que se realizarían los experimentos 

planteados en este trabajo, se analizaron y compararon un conjunto de marcadores 

mitocondriales en células W303 crecidas en los medios de cultivo YPD e YPG. El medio 

YPD contiene 2% de glucosa, que en Saccharomyces cerevisiae promueve un fuerte efecto 

represor de la actividad mitocondrial. Los marcadores evaluados en cada una de estas 

condiciones se muestran en la figura 21A y fueron: los niveles de las proteínas mitocondriales 

aconitasa (Aco1), -ceto-glutarato deshidrogenas (Kgd2) y porina (Por1) mediante western 

blot. También se evaluaron las actividades de las enzimas mitocondriales aconitasa y citrato 

sintasa (Figura 21B y C). Así mismo, se realizó la medida del consumo de oxígeno, 

empleando para ello células crecidas en cada uno de los medios a evaluar. Para obtener esta 

medida se empleó un electrodo de Clark. Como se puede observar en la figura 21, todos los 

marcadores analizados se encontraron significativamente incrementados en las células 

crecidas en YPG. Este hecho estaría confirmando una fuerte represión de la actividad 

mitocondrial en las células crecidas con una alta concentración de glucosa.  
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Figura 21. Comparación de marcadores mitocondriales en la cepa W303 crecida en medio YPD e YPG—

A, Las células fueron crecidas paralelamente en ambos medios y recogidas en fase exponencial de crecimiento. 

Se realizó la extracción de las proteínas y se cuantificaron las proteínas aconitasa (Aco1), -ceto-glutarato 

deshidrogenasa (-Kgd2) y porina (Por1). En cada carril se cargaron 15 g de proteína, el control de carga se 

realizó mediante una tinción CBB de la membrana posterior a la detección. Se ensayaron las actividades de las 

enzimas mitocondriales aconitasa (B) y citrato sintasa (C). D, se realizó la medida del consumo de oxígeno en la 

cepa W303 crecida en cada uno de los medios evaluados. Los datos están expresados como medias ± la 

desviación estándar (DE) de al menos tres experimentos diferentes. 
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Basándonos en estos resultados y teniendo en cuenta que tanto Yfh1p como Grx5p son 

proteínas localizadas en la matriz mitocondrial, decidimos seleccionar el medio YPG como 

medio preferente para realizar los estudios que se detallarán a lo largo de este trabajo. Sólo se 

emplearon medios de cultivo diferentes del YPG en situaciones muy puntuales y siempre 

haciendo clara referencia a este cambio en las condiciones de cultivo.  

 

1.2. EVALUACIÓN DE LOS POSIBLES EFECTOS DE LA DOXICICLINA per se EN 

LA CEPA SALVAJE W303  

 

En este estudio se empleó un sistema tetO, el cual permite bloquear la expresión de un gen 

empleando un antibiótico (doxiciclina); este sistema será detallado posteriormente. En este 

sentido, se planteó la necesidad de verificar los posibles efectos que pudiera tener la 

doxiciclina en la cepa salvaje de S. cerevisiae. Se evaluaron una serie de marcadores que 

posteriormente serían utilizados en el estudio. Esto permitió descartar cualquier posible efecto 

artefactual debido a la adición del antibiótico en el curso del estudio planteado. Se comparó la 

cepa salvaje W303 no tratada, con la misma cepa tratada con doxiciclina. Para ello se 

realizaron pruebas en las que se hicieron crecer las células en medio YPG. Seguidamente se 

trataron las levaduras con doxiciclina durante periodos de tiempo de 14 y 24 horas. Dichas 

células se recogieron siguiendo los procedimientos ya descritos anteriormente y se procedió a 

realizar la medición de los siguientes parámetros: actividad aconitasa, niveles de hierro celular 

(figura 22A) y la cuantificación de las enzimas antioxidantes superóxido dismutasa (SOD) por 

western blot (figura 22B). No se encontraron cambios significativos en los parámetros 

analizados al comparar las células tratadas y no tratadas. Estos resultados coinciden con los 

encontrados en un estudio en el que se evaluó el efecto del tratamiento con doxiciclina en la 

expresión global de genes en la levadura (Wishart, et al., 2005), e indican que el tratamiento 

con doxiciclina no estaría provocando cambios significativos en esta cepa.  
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Figura 22. Evaluación del efecto de la doxiciclina en la cepa W303—Se evaluaron los posibles efectos del 

tratamiento con 2 g/ml de doxiciclina durante 14 horas en la evolución de la actividad de la enzima aconitasa y 

los niveles de hierro intracelular en la cepa salvaje (A). También se cuantificaron los niveles de las enzimas 

superóxido dismutasa (SOD) por western blot al tratar las células con doxiciclina durante 24 horas. En cada 

carril se cargaron 15 g de proteína, el control de carga se realizó mediante una tinción CBB de la membrana 

posterior a la detección (B). No se encontraron diferencias significativas en ninguno de los parámetros 

analizados.   

 

Una vez definidas las condiciones de crecimiento señaladas en el apartado 1.1 y hecha la 

verificación de la inocuidad del tratamiento con doxiciclina en las condiciones 

experimentales, el siguiente paso fue proceder a la obtención de las cepas mutantes que 

permitirían el abordaje metodológico adecuado para realizar el estudio de la posible función 

de Yfh1p en Saccharomyces cerevisiae. En este sentido se procedió a la sustitución de 

promotor endógeno de YFH1 por un promotor regulable por doxiciclina (promotor tetO) y el 

posterior análisis de los acontecimientos que acompañan la depleción de Yfh1p en levadura. 
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2. CAPITULO 2: CONSTRUCCION DEL LOS MUTANTES CONDICIONALES EN 

YFH1: EVALUACIÓN Y VALIDACIÓN DE LOS MUTANTES  
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2.1. SUSTITUCIÓN DEL PROMOTOR ENDÓGENO DE YFH1 POR UN 

PROMOTOR REGULABLE POR DOXICICLINA (tetO)  

 

El interés en utilizar este tipo de promotores se debió principalmente a que los mismos 

permiten una eficiente represión del gen que se desea estudiar. Una de las aplicaciones más 

interesantes de esta tecnología es la posibilidad de estudiar la función de proteínas esenciales 

para la célula, así como también aquellas cuya depleción provoca un fuerte fenotipo que 

dificulta una definición clara de las consecuencias directas de la falta de dicha proteína. En 

este contexto es muy difícil abordar el problema mediante el uso de mutantes nulos. En 

nuestro grupo hemos trabajado extensamente en el estudio de la función de YFH1 utilizando 

el mutante nulo (Yfh1), pero hasta ahora la mayor dificultad se ha relacionado precisamente 

con esa imposibilidad de diferenciar claramente las causas y las consecuencias de la falta del 

gen. Es por ello que se seleccionó el abordaje del problema mediante el uso del mutante 

condicional. Algunas de las ventajas de esta tecnología, frente a otras más extendidas 

(promotores MET y Gal), es el hecho que los cambios introducidos en las condiciones de 

cultivo son prácticamente insignificantes. La represión con este promotor se consigue 

aplicando una dosis muy baja de doxiciclina (2 g/ml), por lo que no se requieren cambios 

importantes en la composición del medio durante todo el experimento. En cuanto al efecto del 

antibiótico sobre las células, como se ha señalado anteriormente, se han realizado estudios 

globales de expresión génica en cepas de levadura crecidas en medios con concentraciones de 

doxiciclina similares a las empleadas en este estudio y no se han encontrado cambios 

significativos en la expresión de los genes analizados (Wishart, et al., 2005). En este mismo 

sentido, un análisis de expresión génica (microarrays) realizado en nuestro grupo, en el cual 

se trató una cepa wild type con 4g/ml de doxiciclina, no mostró cambios importantes en la 

expresión génica de dicha cepa (Rodriguez-Colman, et al., 2010). En este trabajo se han 

utilizado dos tipos de promotor: tetO2 y tetO7. Como ya se ha descrito en el apartado 5.5.1 de 

materiales y métodos, ambos promotores difieren entre sí en el número de cajas de 

activación/represión del transactivador. Esto implica que el promotor tetO7 presenta un mayor 

nivel de expresión que el tetO2, pero por otro lado, la represión que se consigue con el primero 

es más eficiente que la del tetO2 una vez se aplica la doxiciclina al medio.  

 

Una vez obtenidos los transformantes, estos se evaluaron en un primer término haciéndolos 

crecer en placas que contenían el antibiótico geneticina, que en este caso es el marcador para 
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la selección de los clones. Posteriormente se realizó una comprobación de la sustitución del 

promotor endógeno en el gen YFH1, mediante una amplificación por PCR.  

 

2.2. EVALUACIÓN DE LOS NIVELES DE mRNA Y PROTEÍNA EN LOS 

MUTANTES CONDICIONALES tetO-YFH1 

 

Se evaluaron los niveles mRNA de cada una de las cepas transformadas con los promotores 

empleando la técnica de northern blot. Simultáneamente se analizó el comportamiento de los 

promotores antes y después de la adición de doxiciclina durante un intervalo de tiempo de 7 

horas. Como se puede observar en la figura 23A, al evaluar la intensidad de señal 

quimioluminiscente, los niveles de mRNA de tetO2-YFH1 fueron similares a los de la cepa 

salvaje. Estos niveles diminuyeron hasta un 10 % después de la adición de doxiciclina (Figura 

23A, izquierda del panel). Por otro lado, los niveles de mRNA de tetO7-YFH1 fueron 

aproximadamente 10 veces mayores que el wild type. Dichos niveles tras el tratamiento con 

doxiciclina disminuyeron hasta alcanzar un nivel prácticamente indetectable (Figura 23A, 

derecha del panel). También se presentan como controles los niveles del tránscrito de YFH1 

en W303 y yfh1 (Figura A, centro del panel)  

 

Seguidamente, para determinar si el incremento en la expresión génica observada en los 

mutantes condicionales estaba asociada a un incremento del nivel de proteína se emplearon 

las cepas BQS202, BQS203 y BQS204 generadas en nuestro laboratorio (ver Tabla 5). Dichas 

cepas expresan una versión de Yfh1p marcada con el epítopo HA. Los niveles de Yfh1-HA se 

detectaron empleando anticuerpos específicos anti-HA siguiendo los métodos ya descritos en 

apartados anteriores. El análisis de Yfh1p muestra la presencia de tres formas bien 

distinguidas de la proteína (figura 23B). La banda de menor peso molecular 

(aproximadamente 27 kDa) corresponde a la forma madura de la proteína, mientras que las 

dos formas de mayor peso molecular representan formas inmaduras. En lo que se refiere a la 

forma madura, y por tanto funcional de la proteína, se observaron niveles similares entre el 

mutante tetO2-YFH1 y la cepa salvaje. Por otro lado el mutante tetO7-YFH1 presentó niveles 

mayores que la cepa parental (ligeramente superiores al doble). En ambas cepas mutantes se 

observó una acumulación significativa de las dos formas inmaduras, siendo más importante en 

el mutante tetO7-YFH1. No resulta sorprendente la presencia de estas formas inmaduras de 

Yfh1. Un artículo publicado recientemente muestra la presencia de tres formas claramente 

distinguidas de la proteína (un precursor, una intermediaria y la forma madura), en cultivos de 
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células humanas (Condò, et al., 2010). Por tanto, el análisis por western blot ha mostrado que 

el incremento en los niveles de proteína de los mutantes con respecto al W303, se 

correlaciona con los mayores niveles de expresión ya observados previamente por northern 

blot.  
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Figura 23. Evaluación de los niveles de mRNA y proteína en los mutantes condicionales YFH1—Se 

evaluaron los niveles de mRNA en los mutantes condicionales tetO2 y tetO7-YFH1 por northern blot, además se 

utilizó la cepa salvaje (W303) y el mutante nulo (yfh1) como controles. También se evaluó la evolución del 

mRNA en los mutantes condicionales después de 7 horas de tratamiento con doxiciclina (2 g/ml) (A). 

Paralelamente se evaluaron por western blot los niveles de la proteína marcada con HA, se compararon estos 

niveles entre los mutantes condicionales y en la cepa W303 (B). La banda de menor peso molecular (Mw) 

representa la forma madura, mientras que las dos de mayor Mw corresponderían a las formas inmaduras de la 

proteína. En cada carril se cargaron 30 g de proteína, el control de carga se realizó mediante una tinción CBB 

de la membrana posterior a la detección.  

 

Como se ha podido observar, los niveles iniciales de expresión de YFH1 son distintos en estos 

dos mutantes. Por un lado, el mutante tetO2-YFH1 presenta niveles cercanos a la cepa salvaje 

y por ende pudieran considerarse más fisiológicos. Por otro lado, el mutante tetO7-YFH1 tiene 

mayores niveles iniciales de mRNA y proteína, por lo que se comporta como un 

sobreexpresor. Por tanto y en base a estas observaciones, se decidió emplear al mutante tetO2-

YFH1 para evaluar el comportamiento de la cepa durante tiempos cortos (0, 4, 8 14 y 24 

horas). Mientras que el mutante tetO7-YFH1, al tener mayores niveles de proteína iniciales, 

nos serviría para observar los efectos de la depleción de YFH1 a tiempos más largos (0, 4, 8, 

14, 24, 48, 72 horas). 

 

Seguidamente y para realizar la validación de los mutantes generados, se midieron dos 

importantes parámetros que posteriormente fueron utilizados durante el estudio, estos fueron: 

el contenido celular de hierro y la actividad de aconitasa. Esto se hizo con el fin de constatar 
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que la sustitución del promotor de YFH1 no afectaba estos parámetros. Como se puede 

observar en la figura 24, al comparar ambos mutantes con la cepa parental, no se encontraron 

diferencias importantes en el contenido celular de hierro y tampoco en la actividad enzimática 

analizada.  
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Figura 24. Análisis del contenido de hierro y actividad aconitasa en W303—Se comparó el contenido celular 

de hierro de ambos mutantes condicionales con el correspondiente a la cepa salvaje. Además se cuantificó la 

actividad de la enzima aconitasa. No se observaron variaciones significativas entre las cepas mutantes y el 

control. Los resultados están expresados como medias ± la desviación estándar de tres experimentos diferentes.  

 

2.3. EVALUACIÓN DE LA REPRESIÓN DE Yfh1p DURANTE EL TRATAMIENTO 

CON DOXICICLINA EN EL MUTANTE CONDICIONAL 

 

Para evaluar los niveles de la proteína, una vez bloqueada la expresión del gen, es conveniente 

tener en cuenta que esta medida va a depender principalmente del tiempo de vida media de la 

proteína. La vida media de una proteína depende a su vez de varios factores entre los que se 

pueden destacar la estabilidad del mRNA, las modificaciones post-traduccionales y también la 

velocidad de recambio de dicha proteína (genéricamente conocido como turn-over). En este 

apartado abordamos dos de estos aspectos. Por un lado, como ya se ha mostrado en la figura 

23A, los niveles del mensajero de Yfh1p disminuyen rápidamente después del bloqueo de la 

expresión del gen, lo cual estaría indicando que la estabilidad de este mRNA esta por debajo 

de las 7 horas. Por otro lado, para evaluar la estabilidad de la proteína se realizaron 

tratamientos con doxiciclina a diferentes tiempos en la cepa BQS203. Esta cepa derivada de 

tetO7-YFH1, expresa una versión de Yfh1p marcada con el epítopo HA. De este modo se 

obtuvo una cinética de bloqueo de la expresión de la proteína durante un período de 24 horas. 
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Esto permitió conocer la evolución de Yfh1p después del tratamiento con doxiciclina. Como 

se puede observar en la figura 25, los niveles de la proteína se vuelven prácticamente 

indetectables al cabo de 8 horas de tratamiento. Estos datos de los niveles de proteína se 

correlacionan bastante bien con los obtenidos al medir los niveles de mRNA y estarían en 

conjunto sugiriendo que el tiempo de vida media de esta proteína sería bastante corto. 

Paralelamente se utilizó la proteína porina como un control general del contenido 

mitocondrial. No se encontraron cambios significativos en este marcador durante las 24 horas 

de tratamiento.  

 

-Por1

Tiempo (horas) + Doxiciclina

- 4                      8                 14                      24

-HA

27

38

30 -Por1

Tiempo (horas) + Doxiciclina

- 4                      8                 14                      24

-HA

27

38

30

 

Figura 25. Evaluación de los niveles de Yfh1p durante 24 horas—Se siguió la evolución de Yfh1p-HA 

después del tratamiento con doxiciclina durante 24 horas. Se observó que el tratamiento con doxiciclina 

provocaba una disminución significativa de los niveles de la proteína tanto de la forma madura como de las 

formas inmaduras de mayor peso molecular. La señal de la proteína fue prácticamente indetectable después de 

ocho horas de tratamiento. Se muestra también Por1 como marcador del contenido de mitocondrias. En cada 

carril se cargaron 30 g de proteína, el control de carga se realizó mediante una tinción CBB de la membrana 

posterior a la detección. 
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3. CAPITULO 3: EVALUACIÓN DEL EFECTO DE LA DEPLECIÓN DE Yfh1p EN 

EL CONTENIDO CELULAR DE HIERRO Y EN LA ACTIVIDAD 

DE LAS ENZIMAS Fe/S ACONITASA Y SUCCINATO 

DESHIDROGENASA 
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3.1. LA FALTA DE Yfh1p EN Saccharomyces cerevisiae SE CORRELACIONA CON 

UN INCREMENTO EN LOS NIVELES DE HIERRO 

 

En S. cerevisiae como se ha mencionado anteriormente, Aft1p juega un papel central en la 

activación de genes directamente implicados en la incorporación de hierro desde el espacio 

extracelular hacia el interior de la célula. Este proceso es llevado a cabo por un conjunto de 

genes que en levadura son colectivamente denominados ―regulón del hierro‖. Dichos genes 

intervienen esencialmente en dos procesos: la solubilización del hierro y su posterior 

transporte a través de las membranas. Ambos grupos de genes son regulados de manera 

coordinada en respuesta a las necesidades de hierro de la célula. Es decir, los niveles de 

mRNA de los genes relacionados con el transporte de sideróforos, las ferrireductasas, y el 

sistema de alta afinidad de adquisición de hierro, son regulados de forma directa y coordinada 

por el factor de transcripción Aft1p (Yun, et al., 2000a). Hasta la fecha se han realizado 

muchos estudios para explicar a través de qué mecanismos responde este factor a la 

deprivación de los niveles de hierro. Así como también, se intenta entender los mecanismos 

moleculares a través de los cuales éste estaría llevando a cabo el proceso de regulación. 

Adicionalmente, se conoce que Aft1p también actúa de manera coordinada con otros factores 

de transcripción, permitiendo una regulación mas afinada del regulón. Sin embargo, la forma 

como este factor de transcripción es capaz de sensar la baja disponibilidad de hierro en 

Saccharomyces cerevisiae no está del todo clara.  

 

Con el fin de analizar los efectos iniciales de la falta de Yfh1p, se midió el contenido de hierro 

en los mutantes tetO2 y tetO7 crecidos con y sin doxiciclina durante un período de tiempo de 0 

a 24 horas. Los cultivos eran mantenidos siempre en fase exponencial mediante diluciones en 

medio fresco. Como se observa en la figura 26A, las células de ambos mutantes presentan un 

comportamiento similar, apreciándose una progresiva acumulación de hierro a lo largo de 

estas 24 horas del experimento. Dicho aumento es ya evidente a las 8 horas y se incrementa 

hasta aproximadamente 4 veces el valor inicial después de 24 horas de tratamiento. 

Seguidamente se decidió prolongar el tratamiento en el mutante tetO7. Para ello se midió el 

contenido celular de hierro de tetO7-YFH1 hasta 72 horas. Se observó que las células 

alcanzaron unos niveles máximos de acumulación a las 72 horas donde los valores de hierro 

fueron 10 veces superiores al de las células no tratadas (Figura 26B).  
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Figura 26. Cuantificación del contenido celular de hierro en los mutantes condicionales—Los mutantes 

tetO2 y tetO7-YFH1 fueron cultivadas en medio YPG con y sin la adición de doxiciclina durante los intervalos de 

tiempo indicados en las figuras. Se recolectaron las células y se realizó la cuantificación de los niveles de hierro. 

El gráfico de rombos verdes representa al mutante tetO2 y los de color azul representan al tetO7-YFH1. Se 

observa un incremento progresivo en los niveles de hierro celular en ambos mutantes. Este incremento alcanza 

un valor de aproximadamente 4 veces los niveles basales al cabo de 24 horas del tratamiento con doxiciclina (en 

A y en el cuadro inferior marcado con el símbolo (*) en B). También se analizó la evolución del contenido de 

hierro a tiempos más largos (hasta 72 horas) en el mutante tetO7-YFH1. Se encontró una profunda acumulación 

de hierro en estas células. Los experimentos mostrados representan la media ± la desviación estandar de 3 

experimentos independientes 

 

El incremento en los niveles de hierro durante la depleción de Yfh1p es un hallazgo ya 

observado anteriormente (Babcock, et al., 1997). Así mismo, en un trabajo previo de nuestro 

grupo se describió que la cepa deficiente en este gen (yfh1) presentaba un incremento de 2 

veces y media en los niveles de hierro comparado con la cepa salvaje W303 (Irazusta, et al., 

2006). Este hecho estaría indicando que el fenotipo de acumulación de hierro ya descrito para 

yfh1 es reproducido por los mutantes condicionales presentados en esta sección.  

 

3.2. EVALUACIÓN DE UNA POSIBLE VÍA MOLECULAR RESPONSABLE DEL 

PROCESO DE ACUMULACIÓN DE HIERRO EN LA LEVADURA 

DEFICIENTE EN Yfh1p: IMPLICACIÓN DEL SISTEMA DE ALTA AFINIDAD 

(FET3/FTR1) 

 

Como se ha mencionado anteriormente, uno de los primeros hallazgos observados en el 

mutante condicional fue la temprana acumulación de hierro. Para evaluar los mecanismos 

moleculares involucrados en este hallazgo inicial, se decidió medir los niveles de expresión 

del transcrito de FET3. De esta forma se estaría midiendo de manera indirecta la activación 

del regulón de hierro, ya que como se ha mencionado anteriormente, este gen es regulado a 
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nivel transcripcional por Aft1. Para medir estos niveles se empleó la técnica de qRT-PCR. De 

esta forma se obtuvieron los valores relativos de expresión de FET3 después de un 

tratamiento con doxiciclina de 4 horas. Se utilizó como valor de referencia el correspondiente 

a la misma cepa sin tratamiento y como control se utilizaron los valores de expresión relativa 

correspondientes a actina (ACT1). Como se muestra en la figura 27, los niveles de expresión 

del transcrito de FET3 se hallan significativamente aumentados tanto en el tetO2 como en el 

tetO7-YFH1. Este hallazgo estaría indicando que el sistema de alta afinidad de adquisición de 

hierro (FET3/FTR1) estaría activo en las primeras horas de depleción de Yfh1p y constituye 

un indicio inequívoco de la activación del regulón de hierro vía Aft1p.  
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Figura 27. Cuantificación de los niveles del transcrito de FET3 en los mutantes condicionales—Para 

evaluar la evolución de FET3 en los mutantes tetO2 y tetO7-YFH1, se utilizaron células cultivadas en YPG y 

tratadas con doxiciclina durante 4 horas. La determinación se realizó empleando la técnica qRT-PCR. Se 

encontró que los niveles de mRNA de FET3 se hallaban significativamente elevados en ambos mutantes. Los 

valores representados expresan la media ± la desviación estándar de tres experimentos independientes.  

 

Para validar los resultados obtenidos por qRT-PCR, se decidió emplear una metodología 

alternativa. En este caso se utilizó un plásmido multicopia para medir la actividad LacZ 

acoplada al promotor del gen FET3 (FET3p-LacZ), el cual serviría como reportero. Este 

método ya ha sido utilizado previamente para mostrar que mutaciones en algunos genes 

relacionados con la síntesis de centros Fe-S (NFS1, ISU1 y GSH2) provocan la activación del 

regulón de hierro. Dicha activación ha sido medida indirectamente como un incremento en la 

actividad del promotor de FET3-LacZ (Kumánovics, et al., 2008). Como se muestra en la 

figura 28, en la cepa tetO7-YFH existe incremento significativo de la actividad FET3-LacZ a 

tiempos muy cortos. Durante las primeras 2 horas de tratamiento con doxiciclina se puede 

observar un aumento importante de la actividad de dicho promotor. Por tanto, esta tecnología 
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permitió validar de forma concluyente la activación de FET3 obtenida con la medida del 

transcrito 
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Figura 28. Cuantificación de la actividad LacZ de FET3—Esta actividad se midió en extractos proteicos 

provenientes de células del mutante tetO7-YFH1 crecidas en SC-Glicerol. El ensayo de actividad se realizó en 

placas de 96 pozos. Se compararon células tratadas con doxiciclina con otras sin tratamiento, estas últimas se 

emplearon como control del nivel basal del promotor. Se observó un incremento significativo de la actividad del 

promotor durante el desarrollo de la determinación. Los datos representan la media ± la desviación estándar de al 

menos tres experimentos independientes. 

 

Cabe destacar la importancia de este hallazgo relacionado con la activación del regulón de 

hierro, debido a que como se podrá observar en apartados posteriores, éste hecho constituye 

uno de los eventos primarios a la falta de Yfh1p. 

 

3.3. EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA TRANSCRIPCIONAL DEL MUTANTE 

CONDICIONAL FRENTE A LA DEPLECIÓN DE Yfh1p 

 

Otra confirmación de que efectivamente el sistema de alta afinidad de adquisición de hierro se 

encontraba activo se obtuvo cuando se evaluó la expresión global de genes en la cepa mutante 

tetO7-YFH1 tratada con doxiciclina. La evaluación de la expresión génica se realizó mediante 

microarrays siguiendo un protocolo estándar (Viladevall, et al., 2004). Se encontró que la 

depleción de Yfh1p en las células tratadas durante 10 horas con doxiciclina, provocaba la 

inducción de un conjunto de 7 genes directamente relacionados con la adquisición de hierro y 

cobre (Tabla 8). Estos genes pertenecen al denominado regulón de hierro y se conoce que su 

expresión se haya directamente bajo el control transcripcional de Aft1p (Kaplan and Kaplan, 

2009). Al evaluar estos genes, se encontró que presentaron un nivel de inducción de al menos 

2 veces comparado con la cepa sin tratamiento (Tabla 8). Este resultado confirma con mayor 

fuerza la activación observada con el análisis de los niveles de mRNA y actividad LacZ de 
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FET3 mostrados en la sección anterior y es la prueba definitiva de que ambos genes 

FET3/FTR1, quienes conforman el sistema de alta afinidad, se encontraban claramente 

inducidos.  

 

Tabla 8. Genes implicados en el metabolismo del hierro y cobre que responden directamente a Aft1p y que 

se encontraron “up-regulados” en el mutante tetO7-YFH1 tratado 10 horas con doxiciclina. 

 
Función de los genes según base de datos: www.yeastgenome.org  

 

3.4. EVALUACIÓN DE LA LOCALIZACIÓN SUBCELULAR DE Yfh1p 

 

Como ya se ha mencionado, el análisis de los resultados obtenidos hasta esta sección 

demostró que uno de los efectos primarios de la falta de Yfh1p es la activación del regulón de 

hierro. Dicha activación en este mutante se estaría produciendo a través de un mecanismo aún 

por definir y que además, como se verá en el apartado siguiente, difiere del mecanismo 

canónico de activación dependiente de la síntesis de Fe-S. Se decidió evaluar una hipótesis 

planteada recientemente como una vía para explicar la activación del regulón de hierro. 

Varios trabajos han descrito la existencia de un pool de frataxina extramitocondrial en 

distintos tipos celulares (Acquaviva, et al., 2005; Condò, et al., 2006). Otro trabajo publicado 

ha mostrado una forma citosólica de frataxina que cumple una función en la regulación de la 

forma citosólica de aconitasa en mamíferos (IRP1). Frataxina estaría implicada en el 

mantenimiento del centro Fe-S de aconitasa en su forma 4Fe-4S. En ausencia de frataxina, se 

Gen Inducción Función
 

FTR1 3,10  0,57 Permeasa de hierro de alta afinidad implicada en el transporte del hierro 
a través de la membrana plasmática. Forma un complejo con Fet3p. Su 
expresión es regulada por los niveles de hierro. 

FET3 3,70  0,42 Oxidoreductasa dependiente de O2 necesaria para la asimilación de 
hierro a través del sistema de alta afinidad. Esta implicada en la 
resistencia frente a la toxicidad por cobre. Pertenece a la familia de las 
multicobreoxidasas integrales de membrana 

FIT2 2,10  0,85 Manoproteína incorporada a la pared de la levadura a través de un 
anclaje glicosilfosfatidilinositol (GPI). Esta implicada en la fijación de los 
complejos sideróforo-hierro en la pared celular 

GGC1 2,80  1,13 Transportador GTP/GDP de la mitocondria, es esencial para el 
mantenimiento del genoma mitocondrial, esta implicado en el transporte 
de hierro; es miembro de la familia de transportadores mitocondriales 

SIT1 2,50  0,42 Transportador de ferrioxamina B. Es miembro de la familia de los 
transportadores ARN que reconocen específicamente los complejos 
sideróforo-hierro; la transcripción de este gen es inducida durante la 
deprivación de hierro y la transición a la fase diauxica. Es posiblemente 
diana de fosforilación de Cdc28p 

FRE1 2,50  0,71 Reductasa de hierro/cobre, encargada de reducir el hierro quelado por 
los Sideróforos y oxidar el cobre en un paso previo a su incorporación a 
través de los transportadores; su expresión es inducida por niveles bajos 
de hierro y cobre 

FRE7 2,05  0,07 Putativa ferrireductasa similar a Fre2p; su expresión es inducida por 
niveles bajos de cobre 
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vería afectado dicho centro 4Fe-4S convirtiéndose en 3Fe-4S, lo que provocaría la activación 

de la forma IRP de aconitasa (Condò, et al., 2010). Para investigar la posibilidad de que una 

regulación de este tipo estuviera ocurriendo con Aft1 en nuestro modelo, se decidió en primer 

lugar investigar la posible existencia de una forma extramitocondrial de Yfh1. Para este 

propósito, se realizó el fraccionamiento subcelular de la cepa BQS204 (descrito en materiales 

y métodos). Dicha cepa expresa una versión de Yfh1p marcada con el epítopo HA. Se analizó 

mediante western blot la existencia de Yfh1p-HA en las fracciones mitocondrial y citosólica 

empleando anticuerpos específicos anti-HA. Se utilizaron como marcadores mitocondriales 

las proteínas Hsp60p y Por1p, para excluir cualquier contaminación mitocondrial del citosol. 

Mientras que gliceraldehido 3P-deshidrogenasa sirvió como marcador citosólico. Como se 

puede observar en la figura 29A, sólo se observó la presencia de una forma mitocondrial de 

Yfh1p. Sin embargo, este hallazgo no excluiría la posibilidad de que la fracción citosólica de 

la proteína fuese tan minoritaria que estuviera por debajo del rango de detección de un 

western blot convencional. Para excluir esta posibilidad se recurrió a una columna de 

anticuerpos HA unidos a una matriz magnética (MACS, Miltenyi Biotec), para 

inmunoprecipitar la proteína marcada con HA. Esta tecnología permitió enriquecer ambas 

fracciones e incrementar la sensibilidad del ensayo de inmunodetección. Una vez más, como 

se puede observar en la figura 29B, sólo se encontró una forma mitocondrial de la proteína. 

Este hecho excluiría la posibilidad de la existencia de una forma citosólica de la proteína, al 

menos en nuestras condiciones experimentales.  

-Hsp60

-HA

-Por1

-Tdh

-HA 

A

B

Citosol                  Mitocondria

Columna MACS

Citosol                  Mitocondria

-Hsp60
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A

B
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Figura 29. Evaluación de la localización subcelular de Yfh1p—A, Se prepararon fracciones subcelulares de 

citosol y mitocondrias de la cepa BQS204 crecida en YPG. Se realizó la separación por SDS-PAGE e 

inmunodetección de las proteínas señaladas. B, Se realizó la inmunoprecipitación de las fracciones citosolica y 

mitocondrial en una columna de matriz magnética MACS. Las eluidos provenientes de la columna se separaron 

por SDS-PAGE y se inmunodetectaron empleando anticuerpos especificos anti-HA.  
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Como se ha podido observar en los resultados obtenidos en este apartado, no parecería 

probable, al menos en estas condiciones experimentales, la existencia de una forma citosólica 

de Yfh1p. Este hecho excluiría la posibilidad de una regulación directa de Aft1p por frataxina 

en la levadura. Este resultado coincide con lo descrito por otros autores anteriormente, 

quienes ya han cuestionado la existencia de una forma extra-mitocondrial de esta proteína 

(Schmucker, et al., 2008).  

 

3.5. EVALUACIÓN DEL EFECTO DE LA DEPLECIÓN DE Yfh1p EN LA 

ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS Fe/S 

 

Para evaluar el efecto de la depleción de Yfh1 en la síntesis de los centros Fe/S, se decidió 

utilizar como marcadores del funcionamiento de este proceso dos importantes enzimas Fe/S 

mitocondriales que fueron: aconitasa y succinato deshidrogenasa. Se midieron las actividades 

de ambas enzimas mediante métodos espectrofotométricos. Como ya se había mencionado 

anteriormente se utilizó el mutante tetO2-YFH1 para evaluar el efecto de la depleción de la 

proteína durante las primeras 24 horas de tratamiento (0, 4, 8, 14 y 24 horas). Mientras que 

con el mutante tetO7-YFH1 se evaluaron los efectos más tardíos de dicha depleción (0, 8, 14, 

24, 48, 72 horas). Al monitorizar la actividad de aconitasa, se encontró que ésta se mantuvo 

estable durante las primeras horas de tratamiento con doxiciclina en ambos mutantes (figuras 

30A y 30B señalada con (*), rombos verdes). Tampoco se observaron cambios significativos 

en la expresión de aconitasa, al evaluar los niveles de proteína por western blot. Al observar el 

comportamiento de succinato deshidrogenasa, se encontró que al igual que para aconitasa, la 

enzima no presentó una significativa disminución de la actividad durante las primeras 24 

horas del tratamiento con doxiciclina en ambos mutantes (Figura 30A y 30B, rombos rojos).  

 

Posteriormente se procedió a evaluar el comportamiento de ambas enzimas en el mutante 

tetO7-YFH1 sometido a un tratamiento con doxiciclina más prolongado (72 horas). Se pudo 

entonces observar una disminución significativa de la actividad de ambas enzimas (Figura 

30B). Paralelamente a las actividades, se determinó el contenido de cada una de estas 

proteínas mediante western blot. Como se puede observar en la parte izquierda de la figura 

30B, se produce una disminución progresiva de la cantidad de aconitasa a partir de las 24 

horas de tratamiento. También se observa que succinato deshidrogenasa a las 48 horas 

presentó unos niveles de proteína prácticamente indetectables (Figura 30B, derecha del 

panel). Se utilizó la cuantificación de porina como un control general del contenido 

mitocondrial. No se encontraron cambios significativos en este marcador durante los tiempos 
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de tratamiento con doxiciclina. Es importante destacar que la disminución en la cantidad 

específica de ambas proteínas se correlaciona bien con la pérdida de actividad enzimática 

observada. 
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Figura 30. Evolución de las proteínas con centros Fe/S en los mutantes condicionales tetO2 y tetO7-Yfh1—

Se evaluaron las actividades y los niveles de proteína de las enzimas aconitasa (línea verde) y succinato 

deshidrogenasa (línea roja) en ambos mutantes. Se evaluó el mutante tetO2-YFH1 durante las primeras 24 horas 

de tratamiento con doxiciclina (A). En estas primeras horas no se observaron diferencias importantes en estas 

dos enzimas Fe/S. También se realizó la evaluación de ambas enzimas en el mutante tetO7-YFH1 durante un 

periodo de hasta 72 horas (B). (*) No se observó un cambio significativo en estas primeras horas. Se obtuvo una 

disminución significativa tanto en actividad como en contenido de ambas enzimas a tiempos más largos de 

tratamiento. Se utilizó porina (Por1) como control del contenido de mitocondrias. En cada carril se cargaron 15 

g de proteína, el control de carga se realizó mediante una tinción CBB de la membrana posterior a la detección. 

Los resultados están expresados como medias ± la desviación estándar de tres experimentos diferentes. 

 

Este efecto sobre aconitasa obsrvado en el mutante condicional tetO7-YFH1 ya había sido 

descrito en un estudio previo en el que se avaluó un mutante condicional de Yfh1p empleando 

(*) (*) 
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un promotor MET. Se describió que la depleción de Yfh1p en este mutante, inducía una 

pérdida en la actividad de aconitasa que se acompañaba de una significativa disminución en el 

contenido de la enzima (Chen, et al., 2002). En este caso, sin embargo, no se analizaban los 

tiempos iniciales. 

 

3.6. LA INACTIVACIÓN DE ACONITASA SE PRODUCE A TRAVÉS DE UN 

MECANISMO DEPENDIENTE DE HIERRO 

 

Los resultados obtenidos hasta esta sección indican que el mutante condicional YFH1 presenta 

un incremento en los niveles de hierro que ocurre en paralelo con la depleción de Yfh1p. 

Además, ha quedado demostrado que este incremento en la adquisición de hierro es una 

respuesta de la célula mediada por Aft1p. Sin embargo, esta activación ocurre desde las 

primeras horas de la depleción de Yfh1p sin que aún exista una afectación de aconitasa. La 

pérdida de actividad aconitasa se observa en este mutante más allá de las 24 horas de 

tratamiento. Lo cual, sugiere que esta falla en esta enzima sería el resultado de una serie de 

eventos secundarios inducidos por la falta de Yfh1p. Se decidió evaluar el posible papel de la 

sobrecarga de hierro en esta inactivación. MRS3/4 son genes que codifican para dos proteínas 

mediadoras en el trasporte de los átomos de Fe
2+

 a través del espacio intermembrana 

mitocondrial. Estos transportadores son redundantes y funcionan en condiciones de bajo 

contenido de hierro citosólico, por lo tanto son de alta afinidad. Se sabe que el transportador 

MRS4 juega un papel importante en la sobrecarga de hierro mitocondrial observada en el 

mutante deficiente en frataxina (Foury and Roganti, 2002). Se decidió evaluar si la sobrecarga 

de hierro en la mitocondria, con los efectos pro-oxidantes que este metal induce, estaría 

contribuyendo al déficit de aconitasa. De este modo se conseguiría relacionar la desregulación 

del metabolismo del hierro con la inactivación de aconitasa. Para esto se sobreexpresó el 

transportador MRS4 en la cepa salvaje W303 empleando un plásmido multicopia que expresa 

una versión de MRS4 marcada con el tag FLAG y bajo un promotor tetO regulable por 

doxiciclina. Se obtuvieron células transformadas con MRS4-FLAG y con el vector vacío, las 

cuales se evaluaron antes y después de tratarlas con doxiciclina. Adicionalmente se realizó la 

inmunodetección de las proteínas Aco1p, Por1p y Mrs4p-FLAG empleando anticuerpos 

específicos. Como se puede observar en la figura 31A, las células transformadas con el 

plásmido MRS4-FLAG presentan un descenso significativo de la actividad aconitasa (50%), 

cuando se comparan con la cepa transformada con el vector vacío. Este efecto es totalmente 

revertido cuando se tratan las células con 2 g/ml doxiciclina. La figura 31B muestra los 
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niveles de Mrs4p-FLAG y como se puede observar, la señal de la proteína es indetectable 

después del tratamiento con doxiciclina. Por otro lado, no se encontraron cambios 

significativos en los niveles de expresión de aconitasa y porina en estas células. 
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Figura 31. La sobreexpresión de Mrs4p promueve la inactivación de aconitasa—se transformó la cepa 

salvaje W303 con el plásmido JK1489 que contiene el gen MRS4 marcado con el tag FLAG en el extremo c-

terminal. También se transformó con el vector vacío pCM185. Estas células se cultivaron en medio SC-glucosa 

con y sin tratamiento con doxiciclina. A, Se realizó la inmunodetección de aconitasa, Mrs4-FLAG y porina, 

empleando anticuerpos específicos. Se cargaron 15 g de proteínas totales en cada carril. Se realizó la 

comprobación de la cantidad de proteínas cargadas en el gel, tiñendo la membrana de PVDF con Coomassie blue 

al finalizar la inmunodetección. B, Se midió la actividad aconitasa en extractos totales. Se encontró una 

disminución significativa de la actividad de esta enzima en la cepa que sobreexpresa Mrs4 (* p < 0.05). Los 

datos representan la media ± la desviación estándar de al menos tres experimentos independientes.  

 

En este punto, haciendo una breve sinopsis de los datos obtenidos hasta esta sección, se ha 

podido observar que la inactivación de las enzimas Fe-S se produce a tiempos largos. Estos 

datos indican que la depleción de Yfh1p estaría provocando, como consecuencias inmediatas, 

la activación del regulón de hierro (vía Fet3p/Ftr1p) y que este proceso estaría ocurriendo de 

una manera independiente del status de la síntesis de centros Fe-S.  

 

En las secciones posteriores se detallarán los acontecimientos que ocurren posteriormente a la 

depleción de Yfh1 y a la activación del regulón. Entre los aspectos más resaltantes que se 

abordarán merece una mención distinguida los relacionados con las enzimas SOD, debido al 

importante papel que cumplen estas enzimas en la detoxificación de las especies reactivas de 

oxígeno en la célula.  
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4. CAPITULO 4: ANALISIS DEL EFECTO DE LA DEPLECIÓN DE Yfh1p SOBRE 

LAS ENZIMAS SOD: IMPLICACIÓN EN EL ESTRÉS OXIDATIVO 

Y EL EFECTO SOBRE ACONITASA 
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4.1. LA DEPLECIÓN DE Yfh1p ESTA RELACIONADA CON UNA INDUCCIÓN DE 

LAS ENZIMAS SOD Y UNA SUBSIGUIENTE PÉRDIDA DE ACTIVIDAD DE 

AMBAS ENZIMAS 

 

Experimentos realizados en el grupo han demostrado que la cepa deficiente en el gen YFH1 

muestra una significativa deficiencia de actividad de las enzimas superóxido dismutasa (SOD) 

(Irazusta, et al., 2006). Además esta inactivación se encuentra íntimamente relacionada con un 

incremento significativo del estrés oxidativo en este mutante (Irazusta, et al., 2006; Irazusta, 

et al., 2010). Este hecho despertó gran interés en el grupo debido a que se desconocían los 

mecanismos moleculares implicados en la disminución de la actividad de estas enzimas. Para 

profundizar en estas observaciones, el primer paso consistió en verificar el estado de ambas 

enzimas en los mutantes. Por un lado, se realizó la cuantificación de los niveles de proteínas 

por western blot. Las células se cultivaron en medio YPG con y sin tratamiento con 

doxiciclina a diferentes tiempos, finalmente se recolectaron las levaduras. Por otro lado, se 

midió en ambos mutantes condicionales la actividad de Cu/Zn-SOD y Mn-SOD empleando 

zimogramas de geles nativos teñidos. Una vez más se empleó el mutante tetO2-YFH1 para 

evaluar la evolución de las enzimas SOD a tiempos cortos. Mientras que tomamos ventaja de 

tetO7-YFH1 para realizar las observaciones a tiempos más prolongados. Como se puede 

observar en las figuras 32C y D, al evaluar el contenido de ambas enzimas se observa una 

significativa inducción tanto de Cu/Zn-SOD como de Mn-SOD. Este comportamiento es 

similar en ambos mutantes durante las primeras 24 horas. Sin embargo, al evaluar la actividad 

de estas enzimas se observaron comportamientos distintos. En el mutante tetO2-YFH1 no se 

producía un efecto significativo en la actividad durante las primeras 24 horas. Sin embargo, 

una estimación de la actividad específica, representada por una relación entre la actividad y el 

nivel de inducción observados, permite deducir que una fracción de estas enzimas está 

inactiva (Figura 32A). Por otro lado, al evaluar los efectos de la depleción de YFH1 en el 

mutante tetO7-YFH1 a tiempos mas prolongados, se observó que la actividad Cu-Zn-SOD 

presentó inicialmente un incremento moderado, aunque luego los niveles disminuyeron 

progresivamente (32B). Del mismo modo que en el anterior, al observar la evolución de la 

actividad específica de esta enzima, se observa que esta se halla significativamente 

disminuida. El comportamiento de Mn-SOD resulta aún más interesante debido a que en esta 

enzima se aprecia una disminución importante de la actividad a partir de las 24 horas. Dicha 

actividad es un 25% de la actividad inicial pasadas 72 horas de tratamiento con doxiciclina. 

Adicionalmente, al calcular la actividad específica de la enzima, como en los casos anteriores, 
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se puede apreciar una caída más dramática de la actividad, la cual se queda en un 15% del 

valor inicial después de 72 horas (Figura 33). 
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Figura 32. Evolución de la actividad superóxido dismutasa en los mutantes condicionales—Estas 

actividades se analizaron en los mutantes tetO2 y tetO7-YFH1 mediante zimograma a diferentes tiempos de 

tratamiento con doxiciclina. El valor relativo de actividad (A y B) se obtuvo mediante densitometría de los 

zimogramas (mostrado en C). Para la cuantificación se empleó la actividad a tiempo 0 como referencia del 100% 

de actividad. D y E, análisis por western blot de Sod1p y Sod2p provenientes de extractos celulares totales. En 

cada carril se cargaron 15 g de proteína, el control de carga se realizó mediante una tinción CBB de la 

membrana posterior a la detección Los resultados están expresados como medias ± la desviación estándar de tres 

experimentos diferentes.    
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Figura 33. Estimación de la actividad específica superóxido dismutasa—El gráfico representa la relación 

entre la actividad relativa obtenida mediante zimograma y la cantidad relativa de proteína analizada mediante 

western blot a diferentes tiempos de tratamiento en el mutante tetO7-YFH1. Tanto para el zimograma como para 

el análisis por western blot se empleó como referencia para el valor relativo de 100% el correspondiente al 

tiempo 0 de tratamiento con doxiciclina. 
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4.2. EVALUACION DE LOS MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS EN 

LA INACTIVACIÓN DE Mn-SOD 

 

Como se ha podido observar en el apartado anterior, la pérdida de actividad SOD en el 

mutante condicional constituye uno de los hallazgos más relevantes, ya que este hecho 

permitiría entender mejor el fenotipo observado en este mutante. En este sentido, esta pérdida 

de actividad pudiera explicarse a través de diferentes mecanismos que, como se podrá ver a lo 

largo de este trabajo, guardan estrecha relación entre sí. Para profundizar en uno de los 

posibles mecanismos involucrados se procedió a evaluar el efecto que podría estar ejerciendo 

el hierro en la actividad de las enzimas SOD. Tal como se ha discutido anteriormente, este 

mutante presenta un significativo incremento en los niveles de hierro intracelular al ser 

deplecionado de Yfh1p. Este incremento podría estar provocando un desequilibrio en el 

metabolismo de otros metales, específicamente manganeso y cobre que representan los 

principales cofactores de las enzimas Mn-SOD y Cu/Zn-SOD respectivamente. En este 

sentido, una de las posibles causas que explicarían un descenso de la actividad Mn-SOD sería 

un déficit del cofactor, tal como ya se había demostrado anteriormente con el mutante yfh1 

(Irazusta, et al., 2006). Cabe destacar que en este punto se prestó especial atención a la Mn-

SOD debido a su localización en la mitocondria, ya que como es conocido, es en este 

organelo donde se genera la mayor concentración de especies reactivas del oxígeno y donde 

se produce mayor acumulación de hierro en ausencia de Yfh1p. Para evaluar la 

internalización de manganeso por la levadura utilizamos el mutante tetO7-YFH1 con el fin de 

cuantificar el manganeso intracelular a diferentes tiempos de tratamiento con doxiciclina. 

Como se puede observar en la figura 34A, se encontró que durante las primeras 24 horas de 

tratamiento con el antibiótico, los niveles de manganeso se mantuvieron sin variaciones 

significativas. Es a partir de las 48 horas de tratamiento cuando se observa una disminución 

significativa (Figura 34A).  
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Figura 34. Evaluación del contenido de manganeso celular—Se evaluó la evolución de los niveles de 

manganeso celular en el mutante tetO7-YFH1, grafico de rombos verdes (A). Las células fueron cultivadas en 

medio YPG con y sin la adición de doxiciclina durante los intervalos de tiempo indicados en las figuras. B, 

Cuantificación mediante western blot de los niveles del transportador de manganeso Smf2p-HA (rombos 

amarillos). C, Del mismo modo que el anterior, se compararon los niveles de la proteína entre la cepa salvaje y 

los mutantes simples yfh1, aft1 y el doble mutante yfh1aft1 (también marcadas con HA). En cada carril se 

cargaron 15 g de proteína, el control de carga se realizó mediante una tinción CBB de la membrana posterior a 

la detección. Los datos representan la media ± la desviación estándar de al menos tres experimentos 

independientes.     

 

Como ya se ha mencionado anteriormente, nuestro interés se centró en conocer los 

mecanismos moleculares involucrados en esta disminución del contenido de manganeso. Una 

de las posibles explicaciones que se decidió investigar fue evaluar el status de Smf2p, el cual 

como se ha mencionado en apartados anteriores, es un transportador de membrana necesario 

para la internalización de manganeso en la levadura. Se procedió a evaluar los niveles de esta 

proteína mediante western blot. Para ello, se empleó una cepa derivada del mutante 

condicional tetO7-YFH1, que expresa una versión de Smf2p marcada con el tag HA. Se 

encontró que los niveles de la proteína disminuían de manera significativa al tratar la cepa con 

doxiciclina durante 48 horas (Figura 34B). Además se encontró que esta disminución 

correlacionaba muy bien con la disminución de los niveles de manganeso celular observados 

en el experimento anterior.  

 

Estos hallazgos relacionados con la bajada del manganeso en el mutante condicional, 

coinciden con lo ya publicado por el grupo en el mutante nulo yfh1 (Irazusta, et al., 2006). 

Nuestra hipótesis es que sería el exceso de hierro observado en tetO7-YFH1 el responsable del 
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desequilibrio en el metabolismo del manganeso. Este desequilibrio se estaría produciendo a 

través de un efecto directo sobre el transportador Smf2p. Se decidió por tanto, verificar los 

niveles del transportador en una situación similar de acumulación de hierro (yfh1) y en otra 

donde se previniera esta acumulación (yfh1aft1). Resultados previos publicados también 

por el grupo, indican que el doble mutante yfh1aft1 no presenta acumulación de hierro 

(Irazusta, et al., 2008). También se empleó la cepa wild type para verificar los niveles 

fisiológicos de expresión de Smf2p en nuestras condiciones experimentales y la cepa aft1 

como control de la expresión del transportador en este mutante. Como se puede observar en la 

figura 34C, se encontró que Smf2p se expresa a niveles muy bajos en el mutante yfh1 

comparado con la cepa salvaje. Este hallazgo explicaría la disminución observada 

previamente en los niveles de manganeso de este mutante. Por otro lado, se puede observar 

que la deleción de aft1 en la cepa yfh1 es capaz de rescatar casi totalmente el fenotipo 

asociado con Smf2p en el mutante yfh1. Este resultado es muy trascendente debido a que da 

mayor consistencia a lo observado en el mutante tetO7-YFH1 en la figura 34B y en conjunto 

indica que la acumulación de hierro está directamente implicada en la disminución de la 

expresión de Smf2p y en consecuencia de los niveles de manganeso. 

 

4.3. INCREMENTO DEL ESTRÉS OXIDATIVO EN EL MUTANTE CONDICIONAL 

tetO7-YFH1  

 

Como se ha observado en los capítulos anteriores la deficiencia de Yfh1p posterior al 

tratamiento con doxiciclina es acompañada de una serie de acontecimientos relevantes, como 

son, un incremento de los niveles de hierro y la inducción de las enzimas SOD que se 

acompaña de la subsiguiente pérdida de actividad de las mismas. Estos acontecimientos 

observados de manera global sugieren que en este mutante se estaría produciendo una pérdida 

de las defensas antioxidantes, lo cual se acompaña de un incremento del estrés oxidativo 

endógeno. Es lógico pensar que dicho estrés estaría afectando los diferentes componentes de 

la célula. Como ya se ha señalado, las proteínas constituyen unas de las dianas más sensibles a 

los efectos perjudiciales de dicho estrés, las cuales pueden sufrir modificaciones que en 

algunos casos pueden llegar a ser irreversibles y que derivarían en última instancia en la 

pérdida de la funcionalidad de dicha proteína y su degradación. En este sentido, la 

carbonilación de algunos aminoácidos de estas proteínas constituye una de las modificaciones 

irreversibles generadas por el incremento del estrés oxidativo. Además es un parámetro muy 
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utilizado en proteómica como indicador del daño oxidativo a las proteínas. Es por ello que se 

decidió evaluar el nivel de carbonilación en el mutante tetO7-YFH1 a diferentes tiempos de 

tratamiento con doxiciclina. Para cuantificar el nivel de carbonilación se empleó la detección 

mediante el reactivo 2,4-dinitrofenilhidazina como ya se ha descrito en el apartado de 

materiales y métodos. Esta técnica permite realizar la detección de carbonilos de una forma 

razonablemente sencilla y con una reproducibilidad aceptable. Debido a esto es un 

procedimiento de referencia en nuestro grupo (Irazusta, et al., 2008; Reverter-Branchat, et al., 

2004; Tamarit, et al., 1998) y ha sido utilizada por diferentes grupos de investigación para 

medir el daño oxidativo en las proteínas (Buss, et al., 1997; Davies, et al., 2001; Levine and 

R, 2006; Levine, 2006; Robinson, et al., 1999). Como se puede observar en la figura 35A, 

existe un incremento significativo del nivel de carbonilación en la cepa tratada con 

doxiciclina. Complementariamente, como se puede observar en la figura 35B, se presenta la 

cuantificación relativa obtenida a partir del oxi-blot. Esta cuantificación se obtuvo empleando 

el programa Quantity one (Bio-Rad). Como se puede apreciar el nivel de daño oxidativo 

inducido a las proteínas en este mutante se incrementa significativamente, alcanzando a las 72 

horas un nivel de carbonilación que es aproximadamente 3 veces superior al valor de 

referencia.  
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Figura 35. La depleción de Yfh1p se acompaña de un incremento del daño oxidativo—A, Detección de 

proteínas carboniladas en el mutante tetO7-YFH1 mediante western blot utilizando anticuerpos específicos anti-

DNP. B, el nivel de carbonilación relativa se obtuvo al cuantificar la señal quimioluminiscente correspondiente a 

cada carril del western blot. Se asignó como valor de referencia de 100% a aquel correspondiente al tiempo 0 de 

tratamiento con doxiciclina. En cada carril se cargaron 15 g de proteína, el control de carga se realizó mediante 

una tinción CBB de la membrana posterior a la detección. Los datos representan la media ± la desviación 

estándar de al menos tres experimentos independientes.    
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4.4. EFECTO DE LA SUPLEMENTACIÓN CON Mn EN LA ACTIVIDAD DE Mn-

SOD Y ACONITASA 

 

Se ha podido observar en los apartados anteriores que en el mutante condicional tetO7-YFH1 

existe una disminución de la actividad Mn-SOD debido a un déficit del cofactor de la enzima. 

También se ha señalado que esta pérdida de la capacidad antioxidante provoca un incremento 

del daño oxidativo a proteínas vía carbonilación. Tomando en conjunto estas dos interesantes 

observaciones, es razonable pensar que este incremento sustancial del estrés pudiera explicar 

la inactivación de aconitasa y plantearía la posibilidad de que si de alguna forma se consigue 

recuperar la actividad de Mn-SOD, sería posible disminuir el nivel de estrés y prevenir esta 

pérdida de actividad estrés-dependiente de aconitasa. Para evaluar esta hipótesis se procedió a 

suplementar los cultivos de YPG, en los que crecen las células, con una dosis de 50 g/ml de 

manganeso (Irazusta, et al., 2006). De este modo y de forma análoga a como se han realizado 

los experimentos anteriores, se obtuvieron células tratadas con doxiciclina y con doxiciclina y 

manganeso. Como se puede observar en la figura 36A cuando se suplementa el medio de 

cultivo con manganeso se previene significativamente la inactivación de Mn-SOD a las 48 

horas de tratamiento. Este incremento de la actividad Mn-SOD en el medio suplementado es 

capaz de prevenir también parcialmente la inactivación de aconitasa, comparada con el nivel 

de actividad del cultivo tratado sólo con doxiciclina (Figura 36B). 
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Figura 36. Efecto de la suplementación con manganeso en la actividad Mn-SOD y aconitasa—A, se evaluó 

la actividad Mn-SOD mediante zimogramas en geles nativos en células crecidas con doxiciclina y con 

doxiciclina y manganeso. B, evaluación del efecto de la recuperación de la actividad SOD sobre la actividad 

aconitasa (enzima Fe/S), * p < 0,05. C y D, controles del efecto de la adición de manganeso sobre el contenido 

de hierro y la actividad FET3-LacZ en el mutante condicional tetO7-YFH1. Los resultados están expresados 

como medias ± la desviación estándar de tres experimentos diferentes. 

 

Adicionalmente y con el fin de descartar cualquier efecto artefactual que pudiera estar 

produciendo el manganeso, se procedió a realizar dos tipos de controles. En primer lugar se 

evaluó el nivel de hierro en las células crecidas en las diferentes condiciones experimentales 

para descartar que un incremento de manganeso afectara de algún modo la adquisición de 

hierro. Como se puede observar en la figura 36C no se observan cambios significativos en el 

contenido de hierro entre las tratadas sólo con doxiciclina o aquellas tratadas con doxiciclina 

y manganeso. Por otro lado, como se muestra en la figura 36D, también se evaluó la actividad 

del promotor FET3·-LacZ en las diferentes condiciones experimentales. Como en el caso 

anterior no se observó ningún efecto importante en esta actividad. 
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5. CAPITULO 5: ESTUDIO DEL EFECTO DE LA DEPLECIÓN DE Yfh1p EN EL 

METABOLISMO DE LA LEVADURA Y SU REPERCUSION EN 

EL CRECIMIENTO DE LA CELULA 
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5.1. LA DEPLECIÓN DE Yfh1p INDUCE UN FALLO DE LA CAPACIDAD 

RESPIRATORIA EN LA LEVADURA 

 

Como se ha podido observar, la disminución progresiva de la expresión de Yfh1p en la 

levadura desencadena una serie de efectos directamente relacionados con la capacidad 

oxidativa de la célula. Es conveniente resaltar que las células se cultivaron en un medio que 

requiere la utilización de la maquinaria mitocondrial oxidativa para obtener la energía 

necesaria para el crecimiento. Acontecimientos bien caracterizados como la pérdida de 

actividad aconitasa y succinato deshidrogenasa (esta última forma parte del complejo II de la 

cadena respiratoria) estarían apuntando inequívocamente en esta dirección. Para verificar esta 

hipótesis, se decidió evaluar la capacidad respiratoria del mutante condicional tetO7-YFH1 

tomando como referencia el consumo de oxígeno. Para esto se empleó el electrodo de Clark. 

Se evaluaron células crecidas en medio YPG durante un periodo de 48 horas. Se comparó el 

consumo de oxígeno de células tratadas con doxiciclina a diferentes tiempos con aquellas 

crecidas en ausencia del antibiótico. Como se puede observar en la figura 37A, el consumo de 

oxígeno permanece constante durante las primeras 14 horas de tratamiento con doxiciclina. A 

las 24 horas se puede verificar que se produce una significativa y progresiva pérdida de la 

capacidad respiratoria en estas células. Es interesante destacar que esta pérdida de la 

capacidad respiratoria se correlaciona con la pérdida de funcionalidad de las enzimas 

aconitasa y el complejo II de la cadena respiratoria mitocondrial y sugiere que ambos 

procesos estarían ocurriendo de forma paralela.  
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Figura 37. Pérdida de la capacidad respiratoria e incremento del tiempo de generación—A, medida del 

consumo de oxígeno en el mutante condicional durante un periodo de 48 horas de tratamiento con doxiciclina. 

Para obtener esta medida se empleó el electrodo de Clark. B, evaluación del tiempo de generación en placas de 

24 pozos conteniendo 1 ml de medio YPG. Se comparó el crecimiento de la cepa sin tratamiento con doxiciclina 

versus la cepa tratada. El ensayo se monitorizó durante un intervalo de tiempo de 48 horas. Los datos representan 

la media ± la desviación estándar de al menos tres experimentos independientes.  
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Seguidamente se decidió evaluar de qué forma esta pérdida de funcionalidad mitocondrial 

estaría influyendo en el crecimiento de las células en el medio YPG. Para ello se realizaron 

curvas de crecimiento de cultivos tratados y no tratados con doxiciclina en placas de 24 

pozos, tal como se describe en el apartado de materiales y métodos. De forma similar al 

experimento anterior, las células se monitorizaron durante 48 horas. En la figura 37B se puede 

observar un incremento significativo del tiempo de generación de las células a las 30 horas de 

tratamiento. Este incremento coincide con la pérdida de actividad de las proteínas Fe/S y de la 

función respiratoria observada en el experimento anterior. Como se ha podido observar en 

este apartado, los acontecimientos descritos coinciden en la escala temporal de aparición, 

hecho que hace intuir que estarían interrelacionados y globalmente apuntan en la dirección de 

una afectación general de la capacidad respiratoria de las células. 

 

5.2. EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA DE Saccharomyces cerevisiae FRENTE A 

LA PERDIDA DE LA FUNCIÓN RESPIRATORIA 

 

5.2.1. Análisis de proteínas cuya expresión se encontró disminuida 

 

Los resultados presentados en la sección anterior apuntan a que las células deprivadas de 

frataxina presentan un fallo en la capacidad de utilizar la respiración para obtener energía. 

Basándonos en este hecho, es razonable pensar que de alguna forma la levadura debería 

activar mecanismos compensatorios para intentar revertir este fallo que afecta directamente el 

crecimiento del microorganismo en estas condiciones. En este sentido, durante el desarrollo 

de los experimentos relacionados con los zimogramas de actividad SOD, se encontró al 

evaluar los niveles de proteína total cargada en los geles nativos, que existía una banda que 

disminuía significativamente durante el tratamiento con doxiciclina. Se decidió investigar a 

que proteína o proteínas correspondía esta banda y ulteriormente conocer la posible 

explicación que justificara esta disminución. En la figura 38A, se puede observar la tinción 

con azul de Coomassie de las proteínas separadas en un gel nativo en condiciones control y 

tras 48 horas de tratamiento. También se presenta la cuantificación densitométrica de dicha 

banda durante una cinética de 72 horas. Como se puede observar se produce una disminución 

progresiva de la cantidad de esta banda que alcanza un valor de 31,9% del valor inicial en el 

punto de las 72 horas. Para esta cuantificación se empleó el punto de 0 horas como referencia 

de 100%.   
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Figura 38. Análisis de proteínas cuya expresión disminuye en el mutante condicional—A, imagen de un gel 

nativo teñido con azul de Coomassie. Se analizó una banda cuya expresión se encontró significativamente 

disminuida a las 48 horas de tratamiento con doxiciclina. A la derecha del panel se muestra la cinética de 

cuantificación de dicha banda durante un tratamiento de 72 horas. B, Separación bidimensional de un extracto 

proteico de células del mutante tetO7-YFH1. La primera dimensión se realizó en condiciones nativas, mientras 

que la segunda se realizó en condiciones desnaturalizantes. Se comparó un gel sin tratamiento (izquierda) con 

otro tratado con doxiciclina durante 24 horas (derecha). Los resultados están expresados como medias ± la 

desviación estándar de tres experimentos diferentes.   

 

Para separar mejor las bandas localizadas en la 1D y así lograr diferenciar a que proteínas 

correspondía cada banda, se realizó un gel bidimensional en el que la separación de las 

proteínas se hizo primero en condiciones nativas y posteriormente por SDS-PAGE 

convencional. Como se puede observar el la figura 38B, se muestran dos geles teñidos con 

plata. Se comparó el gel de la izquierda proveniente de extractos de células sin tratamiento 

con doxiciclina, con el de la derecha que representa células tratadas con doxiciclina durante 

24 horas. Señalizados con números se pueden observar un conjunto de proteínas que 

disminuyen de manera significativa su expresión en estas condiciones. Seguidamente se 

seleccionaron estos spots, se digirieron con tripsina y se procedió a realizar la identificación 

por huella de masas peptídicas, tras un análisis mediante MALDI-TOF. El spot nº1 

corresponde a la enzima mitocondrial aldehído deshidrogenasa (Aldh4p). Esta es una enzima 

requerida para el crecimiento en etanol durante la fase diauxica y es reprimida por la glucosa 

(Navarro-Aviño, et al., 1999). Además también se identificaron los spots numerados como 2, 
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3 y 4, los cuales fueron identificados como diferentes formas de la enzima alcohol 

dehidrogenasa (Adh2p) (Tabla 9). Esta enzima al igual que Aldh4, está relacionada con la 

utilización del etanol/glicerol y su expresión también es reprimida cuando la célula emplea la 

glucosa como única fuente de energía (Bennetzen and Hall, 1982; Young and Pilgrim, 1985).   

 
Tabla 9. Proteínas identificadas por huella de masas peptídicas—Se indica el nombre de las proteínas 

identificadas, el gen, el o los spots correspondientes, el store obtenido al realizar la identificación en la base de 

datos y la cobertura de dicha identificación.  

 

5.2.2. Estudio de la respuesta transcriptómica del mutante tetO7-YFH1 

 

Con el fín de analizar, si otros genes reprimibles por glucosa podían estar afectados en el 

mutante condicional tetO7-YFH1, se realizó un análisis transcriptómico mediante microarrays 

de dicho mutante tratado con doxiciclina durante 10 horas. Dicho análisis reveló que existían 

70 genes cuya expresión aumentaba mientras que existían 121 cuya expresión disminuía al 

menos a la mitad. Se decidió evaluar estos genes ―down-regulados‖ e interesantemente, se 

encontró que 23 de los genes que aprerecian como reprimidos en este mutante coincidían con 

un grupo de 40 genes cuya expresión es fuertemente reprimida por glucosa (Young, et al., 

2003) (Tabla 10). Además, el análisis mas detallado de estos genes mostró que 20 de los 

mismos coinciden con genes cuya expresión depende del regulador transcripcional ADR1, es 

decir, que en ausencia de ADR1 dichos genes están fuertemente ―down-regulados‖ (Young, et 

al., 2003). Tambien se comparó la expresión de éstos con la correspondiente a otros factors de 

transcripción que tambien estarían implicados en la activación de dichos genes, como son 

SNF1 y CAT. Sin embargo, este análisis mostró que la mayor coincidencia correspondía a 

ADR1. Estos resultados parecen indicar que existe una ruta metabólica relacionada con la 

utilización de fuentes de carbono no fermentables, como el etanol y el glicerol, claramente 

afectada. Resumiendo esta parte del trabajo, los resultados observados en esta sección parecen 

indicar que este mutante estaría señalizando una vía alternativa para tratar de prepararse para 

compensar un fallo en la capacidad respiratoria, promoviendo un cambio hacia un 

metabolismo más fermentativo. Es bastante probable que el incremento del tiempo de 

Proteína Spot Gen Localización MASCOT Score Covertura 

Aldehído deshidrogenasa  1 ALD4 Mitocondria 243 59,3 

Alcohol deshidrogenasa 2 ADH2 Citosol 111 40,9 

Alcohol deshidrogenasa 3 ADH2 Citosol 90 25 

Alcohol deshidrogenasa 4 ADH2 Citosol 61 35,7 
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generación observado en la figura 37B, sea el reflejo de la incapacidad de este mutante para 

sostener el crecimiento empleando la respiración como fuente de energía. 

 

Tabla 10. Análisis de la expresión de los 40 genes que son mas fuertemente reprimidos por glucosa en 

tetO7-YFH1—DR/R  representa el ratio de expresión de los genes indicados en ausencia (DR) o presencia (R) de 

glucosa (Young, et al., 2003); YFH1-on/yfh1-off representa el ratio de expresión encontrado en el mutante tetO7-

YFH1 no tratado con doxiciclina vs el tratado durante 10 horas. ADR1/adr1 representa el ratio de expresión de 

dichos genes en ausencia o presencia de ADR1. En verde se muestran los genes que presentaron un cambio en el 

nivel de expresión mayor a 2 veces. De forma análoga, tambien se muestra la respuesta de estos genes en 

mutantes deficientes de los factores de transcripción SNF1 y CAT8.  

RF Gene DR/R YFH1 on/yfh1 off ADR1/adr1 SNF1/snf1 CAT8/cat8 

YLR377C  FBP1  130 1,3 0,8 36 7,4 

YKL217W  JEN1  98 3,4 3,3 28 2,1 

YGR236C  SPG1  92 5,0 15 5 0,5 

YKR097W  PCK1  92 1,5 1,4 180 3,6 

YJR095W  SFC1  78 0,9 1,1 170 6,2 

YIL057C  RGI2 77 4,0 16 8,9 0,8 

YMR107W  SPG4 75 2,3 2,3 18 0,5 

YCR010C  ADY2  72 5,6 20 32 9,3 

YDR384C  ATO3  55 3,7 6,4 2 4,6 

YPL276W  FDH2  50 8,0 64 5,1 1,8 

YPR001W  CIT3  50 6,1 10 1,4 0,7 

YGL205W  POX1  44 5,0 55 0,8 2,3 

YPR002W  PDH1  44 2,0 2,1 1,1 1 

YAL054C  ACS1  43 8,3 9 30 3,5 

YOR388C  FDH1  35 10,0 52 4,6 1,8 

YKL187C  YKL187C  34 0,8 2,7 6,2 3,2 

YDR256C  CTA1  34 7,7 16 7,6 3,3 

YKR009C  FOX2  33 3,1 16 2,4 1,5 

YGR067C  YGR067C  33 1,7 0,9 39 7,1 

YNL195C  YNL195C  29 2,7 3 7,7 0,8 

YER065C  ICL1  28 1,4 0,4 77 20 

YER024W  YAT2  26 2,4 0,6 5,6 2 

YGR243W  FMP43 26 2,4 2,8 6,1 0,6 

YAR035W  YAT1  25 1,9 0,9 7,4 1,5 

YMR206W  YMR206W  25 2,4 1,2 5,9 1 

YIL160C  POT1  22 4,3 14 1,5 0,4 

YPR150W  YPR150W  22 3,3 4,3 2 1,3 

YLR174W  IDP2  21 1,1 0,9 16 2,5 

YLR126C  YLR126C  21 0,8 7,7 1,5 1 

YBR050C  REG2  21 1,9 1,5 42 5 

YEL008W  YEL008W  21 NS 1,1 7,5 1,5 

YPR006C  ICL2  21 4,0 7 4 2,1 

YHL032C  GUT1  20 3,3 2,4 6,8 2,3 

YHR139C  SPS100  19 1,1 0,5 1 0,7 

YPR151C  YPR151C  18 1,5 3,8 1,9 1,2 

YLR267W  BOP2  17 3,4 0,4 0,9 0,1 

YNR002C  FUN34  16 NA 1 1,3 0,6 

YNL009W  IDP3  15 1,3 5 2 1,6 

YNL013C  YNL013C  15 0,8 3 1,6 0,1 

YER179W  DMC1  14 0,9 7 1,8 0,9 
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6. CAPITULO 6: ESTUDIO DEL EFECTO DE LA DEPLECIÓN DE Grx5p EN EL 

MUTANTE CONDICIONAL tetO7-GRX5: PAPEL DE Grx5p EN LA 

SINTESIS DE CENTROS Fe-S EN LA LEVADURA. 

 

     BUSQUEDA DE POSIBLES SUSTRATOS DE Grx5p. 
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6.1. ANÁLISIS DEL EFECTO DE LA DEPLECIÓN DE Grx5p SOBRE EL HIERRO 

CELULAR  

 

La evaluación del mutante condicional tetO7-GRX5 permitiría conocer si los efectos 

observados en el mutante condicional tetO7-YFH1 se producían de forma específica en este 

mutante o si obedecian a una situación común a ambos mutantes. Para ello se decidió realizar 

un estudio comparativo. Como ya se ha mencionado anteriormente, esta proteína al igual que 

Yfh1p, se ha descrito como posible miembro de la maquinaria biosintética mitocondrial ISC. 

Es importante resaltar que esta glutaredoxina fue inicialmente descrita y caracterizada en este 

departamento por los grupos del Dr. Enric Herrero y Dr. Joaquim Ros (Rodriguez-

Manzaneque, et al., 2002; Rodríguez-Manzaneque, et al., 1999). La cepa utilizada en este 

trabajo para desarrollar el estudio de GRX5 fue gentilmente cedida por el Dr. E. Herrero 

(MML313, ver tabla 1). Dicha cepa es un mutante condicional tetO7-GRX5 derivado de la 

cepa W303 al igual que el mutante condicional de YFH1. 

 

Como una primera aproximación se procedió a medir el contenido celular de hierro de la cepa 

MML313 en una cinética de tratamiento con doxiciclina de 14 horas. En estudios previos se 

había analizado el comportamiento de esta cepa a tiempos mayores (Rodríguez-Manzaneque, 

et al., 2002). Como se puede observar en la figura 39A, se produce un incremento rápido de 

los niveles de hierro en esta cepa. Durante las primeras 4 horas la cepa ya presenta un 

incremento del 50% del contenido de hierro. Si se observa el intervalo correspondiente a las 

14 horas se aprecia un incremento que sería de unas 3.7 veces del valor inicial. Seguidamente 

se evaluó la actividad del promotor del gen FET3 acoplada a LacZ en las células del mutante 

MML313. Se observó que el tratamiento con doxiciclina durante 8 horas provocaba un 

significativo aumento en la actividad de este promotor cuando se comparaban estas células 

con la misma cepa sin tratar con doxiciclina (Figura 39C). Este hallazgo estaría indicando que 

el regulón de hierro estaría activo, lo cual está provocando un incremento en la expresión de 

los genes del sistema de alta afinidad de incorporación de hierro (FET3/FTR1). Así mismo, 

este resultado coincide con los resultados encontrado en el mutante condicional Yfh1 ya 

descritos en secciones anteriores. 

 

Posteriormente se evaluaron los niveles de expresión de Grx5p durante el tratamiento con 

doxiciclina. Se encontró que durante las primeras 2 horas de tratamiento ya es posible 

observar que los niveles de la proteína son prácticamente indetectables. También se muestra 
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un western blot anti-porina como control del contenido general de mitocondrias. En este 

western blot no se observan cambios significativos en los niveles de porina (Figura 18B). 
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Figura 39. Incremento de los niveles de hierro en la cepa deficiente en Grx5p—A, incremento de los niveles 

de hierro en la cepa MML313 durante el tratamiento con doxiciclina por 14 horas. B, cuantificación del 

contenido de Grx5p mediante western blot en el que se utilizaron anticuerpos específicos contra esta proteína. Se 

observa una represión muy rápida de la proteína, ya que a las 2 horas de tratamiento con doxiciclina los niveles 

de la proteína son prácticamente indetectables. Se utilizó Por1p como control del contenido de mitocondrias en 

estas células. En cada carril se cargaron 15 g de proteína, el control de carga se realizó mediante una tinción 

CBB de la membrana posterior a la detección. C, se midió la actividad del promotor de Fet3p acoplado a LacZ 

en extractos proteicos provenientes del mutante MML313 crecidas en medio SC glicerol. Se compararon células 

tratadas con doxiciclina durante 8 horas con células no tratadas. Los datos representan la media ± la desviación 

estándar de al menos tres experimentos independientes.   

 

Un aspecto a tener en cuanta en esta aproximación es el hecho que al igual que como se ha 

descrito para YFH1, los estudios llevados a cabo con GRX5 se han realizado en condiciones 

respiratorias (medio YPG). Lo cual, como se ha demostrado en secciones anteriores, produce 

un incremento en el contenido y actividad mitocondrial. Este análisis sólo es posible debido a 

que MML313 es una cepa condicional, ya que el mutante grx5 es incapaz de crecer en las 

condiciones estrictamente respiratorias que exige el medio YPG. 
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6.2. EVALUACIÓN DEL EFECTO DE LA DEPLECIÓN DE Grx5p EN LA 

ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS Fe/S 

 

Se hicieron crecer en YPG y en paralelo células con y sin la adición de doxiciclina durante un 

período de tiempo total de 14 horas. Se colectaron a intervalos de 0, 2, 4, 8 y 14 horas de 

tratamiento. Con estas células se procedió a realizar una cinética de actividad para las enzimas 

Fe-S aconitasa y succinato deshidrogenasa. Por lo que respecta a aconitasa, como se puede 

observar en la figura 40A al tratar con doxiciclina, en este mutante se produce una pérdida de 

actividad a partir de las primeras horas de tratamiento. Específicamente transcurridas 2 horas 

se observa una perdida del 15% de actividad. Cuando se evalúa el intervalo correspondiente a 

las 14 horas de tratamiento se encuentra que la actividad ha caído hasta un 21% del valor 

inicial. Posteriormente se procedió a evaluar los niveles de proteína por western blot 

empleando anticuerpos específicos contra aconitasa (anti-Aco1). Se encontró que no se 

produjeron cambios significativos en los niveles de esta proteína durante las 14 horas del 

estudio (Figura 40C). Adicionalmente para controlar la evolución del contenido general de 

mitocondrias se empleó como referencia la cuantificación de Por1. Como se puede observar 

en la figura 40C no se encontraron cambios significativos en el contenido de esta proteína.  

 

A continuación se procedió a evaluar la actividad de succinato deshidrogenasa. Como se 

puede observar en la figura 40B esta enzima presenta un comportamiento similar al 

encontrado para aconitasa. Al evaluar el punto correspondiente a las 2 horas de tratamiento se 

puede apreciar una rápida disminución de la actividad succinato deshidrogenasa. En este 

punto la enzima ya presenta una pérdida de actividad de un 30%. Cuando se evalúa la 

actividad en el punto correspondiente a las 14 horas de tratamiento se aprecia que la actividad 

ha descendido hasta un 33% de la actividad inicial.  

 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con el mutante condicional de YFH1, en el que se 

encontró que la pérdida de actividad de las enzimas mitocondriales aconitasa y succinato 

deshidrogenasa se relacionaba con una pérdida en la capacidad respiratoria de la célula, se 

decidió evaluar el consumo de oxígeno en la cepa MML313. Como se ha podido observar, 

esta cepa presenta una significativa pérdida de la actividad de estas dos enzimas 

indispensables para la eficiente utilización de la respiración como ruta metabólica de 

obtención de energía. Como se aprecia en la figura 40D existe una significativa pérdida de la 

capacidad respiratoria, ya que al medir el consumo de oxígeno de las células del mutante 
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MML313 tratadas con doxiciclina durante 24 horas se encontró una disminución hasta un 

valor de 36,7% del consumo de oxígeno. Para esta determinación se empleó como valor de 

referencia de 100% el correspondiente a células sin tratamiento con doxiciclina.  
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Figura 40. Evaluación de las enzimas Fe-S aconitasa y succinato deshidrogenasa—A, Se midió la actividad 

de aconitasa en el mutante MML313 crecido en YPG y tratado con doxiciclina durante 14 horas (círculos rojos). 

B, se determinó la actividad succinato deshidrogenasa en células tratadas con doxiciclina durante 14 horas 

(triángulos naranja). C, Se cuantificó el contenido de Aco1 y Por1 utilizando anticuerpos específicos (western 

blot). En cada carril se cargaron 15 g de proteínas provenientes de extractos totales. D, se muestra el consumo 

de oxígeno de este mutante tras 24 horas de tratamiento con doxiciclina. Los datos representan la media ± la 

desviación estándar de al menos tres experimentos independientes.     

 

Como ya se ha mencionado en secciones anteriores, numerosos estudios han descrito que el 

adecuado funcionamiento de las proteínas que forman la maquinaria biosintetica denominada 

ISC, es una condición necesaria para el adecuado funcionamiento de enzimas como aconitasa 

y succinato deshidrogenasa. Como se ha podido observar el mutante condicional MML313 

presenta claramente dicho fenotipo. Tomando en cuenta los resultados descritos hasta esta 

sección, resulta conveniente destacar el hecho que se ha encontrado que dos putativos 

miembros de esta maquinaria mitocondrial presentan comportamientos claramente 

diferenciados. Por un lado, como ya se ha discutido en apartados previos, la depleción de 

Yfh1p en el mutante condicional, ha demostrado tener un efecto secundario sobre las enzimas 
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Fe-S; mientras que el análisis del condicional Grx5p demuestra un efecto primario sobre estas 

proteínas. Estos datos indicarían que la posible función de Grx5p coincidiría con la hipótesis 

canónica de las proteínas ISC. Sin embargo, abre una interrogante muy interesante sobre el 

papel que tendría Yfh1p en este proceso.  

 

Seguidamente se mostrarán experimentos adicionales realizados en el mutante MML313, los 

cuales pretenden aportar más información que permita comprender el papel que esta proteína 

podría estar cumpliendo en este complejo proceso, y al mismo tiempo establecer una 

comparativa con los resultados ya observado en Yfh1p. 

 

6.3. LA DEPLECIÓN DE Grx5 PROVOCA LA INDUCCIÓN DE LAS ENZIMAS 

ANTIOXIDANTES SOD: ESTUDIO DE LA INACTIVACIÓN DE Mn-SOD  

 

En un estudio previo realizado en el grupo de Bioquímica del Estrés Oxidativo se encontró 

que la cepa Grx5 presentaba bajos niveles de actividad Mn-SOD (Irazusta, et al., 2006). Una 

vez mas este hallazgo previo despertó el interés en conocer la naturaleza de esta inactivación. 

Como ya se ha señalado en el mutante condicional YFH1 se observó un efecto sobre las 

enzimas SOD que aparece secundariamente. Es por esto que se decidió verificar si este 

fenotipo en las enzimas SOD era común en otra proteína relacionada con la maquinaria ISC. 

La primera aproximación aplicada fue verificar los niveles de expresión de las proteínas SOD 

empleando anticuerpos específicos (western blot). Como se puede observar en la figura 41B, 

se produce una significativa inducción de ambas enzimas SOD. Los rombos de color azul 

representan la cuantificación relativa de la inducción de CuZn-SOD, mientras que los de color 

rojo corresponden a Mn-SOD. Se aprecia un incremento significativo en los niveles de estas 

proteínas a las 14 horas de tratamiento con doxiciclina. En este punto el incremento en la 

expresión de las mismas es cercano a 3 veces en relación con los niveles basales. Este 

hallazgo estaría indicando un incremento en los sistemas antioxidantes en este mutante.  
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Figura 41. Evaluación de las enzimas antioxidantes SOD en el mutante MML313—A, evaluación de la 

actividad SOD en gel nativo (zimograma). La obtención de los extractos y la separación de las proteínas se 

realizaron en condiciones nativas. Se cargaron 20 g de proteínas en cada carril y la cuantificación se realizó 

empleando un densitómetro. B, cuantificación de los niveles de SOD1 y SOD2 por western blot. Se cargaron 15 

g de extractos proteicos en cada carril y las membranas de PVDF fueron teñidas con azul de Coomassie al final 

de la cuantificación para verificar que hubiera la misma cantidad de proteína en cada carril. Los resultados están 

expresados como medias ± la desviación estándar de tres experimentos diferentes. 

 

Seguidamente se procedió a realizar la cuantificación de la actividad SOD mediante un 

zimograma de actividad en gel nativo. Como se puede observar en la figura 41A, se produce 

un incremento de la actividad CuZn-SOD durante las 14 horas del análisis. En el punto 

correspondiente a las 14 horas se aprecia una actividad que corresponde al doble de la 

actividad a tiempo cero. Sin embargo cuando se observa la actividad específica se puede 

apreciar que existe una pequeña fracción (aproximadamente un 20%) de dicha actividad que 

se estaría perdiendo (Figura 42, rombos azules). Al observar el comportamiento de Mn-SOD 

se aprecia que esta actividad se encuentra significativamente disminuida, ya que en este punto 

presenta un 60% de la actividad inicial. Al evaluar la actividad específica se aprecia una 

perdida de actividad mayor a un 80% (Figura 42, círculos rojos). Estos datos indicarían que la 
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célula estaría presentando una pérdida de la capacidad antioxidante, que estaría afectando de 

manera mas notoria a la SOD mitocondrial.    
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Figura 42. Actividad específica en MML313 tratado con doxiciclina durante 14 horas—El gráfico 

representa la relación entre la actividad relativa obtenida mediante zimograma y la cantidad relativa de proteína 

analizada mediante western blot a diferentes tiempos de tratamiento en el mutante MML313. Tanto para el 

zimograma como para el análisis por western blot se empleó como referencia para el valor relativo de 100% el 

correspondiente al tiempo 0 de tratamiento con doxiciclina. Los datos representan la media ± la desviación 

estándar de al menos tres experimentos independientes. 

 

6.4. LA EVALUACIÓN DE LA IMPLICACIÓN DE Smf2p EN LA PÉRDIDA DE 

ACTIVIDAD Mn-SOD 

 

Siguiendo las pistas obtenidas con el mutante condicional de YFH1, se planteó como hipótesis 

para responder a la pérdida de actividad Mn-SOD en MML313, una posible implicación del 

transportador Smf2p. Como ya se ha mencionado, el análisis realizado en Yfh1p reveló una 

―down-regulación‖ del transportador que desemboca en la falta de disponibilidad del cofactor, 

en este caso manganeso, el cual es indispensable para la actividad de la enzima. En primer 

lugar se realizó la determinación del contenido celular de manganeso durante una cinética de 

tratamiento con doxiciclina de 14 horas. Como se puede observar en la figura 43A, no se 

encontró un cambio significativo del contenido de manganeso celular. A la vista de este 

resultado se decidió evaluar directamente el transportador. Para ello se generó un mutante 

derivado de la cepa MML313 que expresa una versión de Smf2p marcada con el tag HA. Se 

planteó evaluar este transportador a un período mas largo de tratamiento con doxiciclina. Fue 

entonces cuando se encontró que existía una disminución significativa de este transportador, 

que alcanzaba un 50% del valor inicial a las 48 horas de tratamiento (Figura 43B). 
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Figura 43. Análisis de los niveles de manganeso y del transportador Smf2p en MML313—A, se analizaron 

los niveles de manganeso celular en el mutante MML313 durante 14 horas. Para esta determinación se 

compararon células sin tratamiento con células tratadas durante 14 horas con doxiciclina. B, Cuantificación de 

los niveles de Smf2p-HA mediante western blot en células tratadas con doxiciclina durante 48 horas. Se muestra 

la cuantificación relativa de la proteína en la que se empleo el tiempo 0 como referencia de 100% de nivel de 

expresión. Se utilizó un western anti-Por1 como control general del contenido mitocondrial. En cada carril se 

cargaron 15 g de proteína, el control de carga se realizó mediante una tinción CBB de la membrana posterior a 

la detección. Los datos representan la media ± la desviación estándar de al menos tres experimentos 

independientes.  

 

Este resultado estaría indicando que al igual que en el caso del mutante condicional de Yfh1, 

en MML313 se estaría produciendo una pérdida de la actividad Mn-SOD debida a la falta del 

cofactor (manganeso). Esta disminución de los niveles de manganeso sería la consecuencia de 

una disminución de la expresión de Smf2p que es mediada por la acumulación de hierro. 

 

6.5. ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES DE Grx5p EN COLUMNA 

 

Otra parte interesante de este estudio y que despertó nuestro interés consistió en intentar 

conocer que proteínas podrían ser dianas directas de Grx5p. Varios estudios han descrito la 

implicación de esta glutaredoxina monotiólica en la biosíntesis de centros Fe-S en diferentes 

modelos experimentales, los cuales incluyen desde levadura hasta humanos (Camaschella, et 

al., 2007; Rodríguez-Manzaneque, et al., 2002; Wingert, et al., 2005). Esta homología 

funcional es un indicador claro de que el papel de esta glutaredoxina en el proceso está 

altamente conservado a lo largo de la escala evolutiva. Sin embargo, hasta la fecha aún no se 

conoce el papel específico que cumpliría Grx5p en el proceso biosintético. Se ha sugerido en 

varios estudios que su papel se relacionaría con la transferencia del centro Fe-S, recién 

formado, desde la proteína scaffold Isu1p a las apoproteínas. También se ha descrito que 
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estaría implicada en la maduración del cluster en las proteínas receptoras (Mühlenhoff, et al., 

2003; Rodríguez-Manzaneque, et al., 2002). Para intentar dar repuesta a esta cuestión se 

planteó la búsqueda de interacciones proteína-proteína como una metodología de búsqueda de 

posibles dianas. Para esto se empleó la proteína Grx5p purificada tras su expresión en E. coli 

empleando una metodología descrita previamente (Tamarit, et al., 2003). Dicha purificación 

se realizó mediante métodos cromatográficos descritos en el apartado de materiales y 

métodos. Tras su purificación, se inmovilizó la proteína en una columna CNBr-Sepharose™ 

activada. Seguidamente se procedió a incubar dicha columna con extractos mitocondriales 

obtenidos mediante fraccionamiento subcelular de la cepa salvaje W303. Posteriormente se 

aplicaron sucesivos lavados a la columna. Es importante destacar que la elución final de las 

proteínas posibles candidatas a interaccionar con Grx5p en la columna, se realizó empleando 

DTT como agente reductor. En este sentido, esta aproximación restringe la búsqueda a 

aquellas proteínas que estuvieran asociadas a Grx5p por una unión que involucrara grupos 

tiol. Esto tiene sentido si se tiene en cuenta que probablemente la función de Grx5p estaría 

relacionada con mantenimiento/regulación del estado redox de grupos tioles de sus posibles 

sustratos. El esquema que resume el protocolo de las interacciones se muestra en la figura 44. 
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Columna Fijación a 
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Figura 44. Evaluación de las interacciones proteína-proteína de Grx5p un una columna de sefarosa—Se 

fijó la proteína en la matriz de sefarosa y se incubó con el extracto de proteínas mitocondriales. Finalmente se 

realizó la elución de las proteínas empleando 20 mM del agente reductor DTT. 

 



Resultados 

 141 

En la figura 45A se observa la separación de las proteínas eluídas de la columna y separadas 

en un gel SDS-PAGE. Para obtener una resolución mayor de las bandas obtenidas en la 

electroforesis 1D, se procedió a realizar la separación de las proteínas mediante electroforesis 

bidimensional en geles de 7 x 7 cm (Figura 45B). Al igual que en el caso anterior se procedió 

a la tinción del gel con plata. En ambas separaciones las imágenes fueron adquiridas en un 

densitómetro GS-800 y analizadas mediante el programa PDQuest. Las bandas y spots 

seleccionados fueron digeridos con tripsina y se identificaron por huella de masas peptídicas 

empleando un espectrómetro de masas MALDI-TOF. Para analizar los péptidos obtenidos en 

los espectros se empleó la base de datos MASCOT. Las proteínas identificadas se muestran en 

la tabla 11. Tres de estas proteínas son de localización mitocondrial (Aconitasa, la chaperona 

Ssc1 y Peroxiredoxina 1), mientras que una de ellas era de localización citosólica (Factor de 

Elongación 2). 

 

Seguidamente, se empleó un análisis por western blot como una vía alternativa para validar 

con más fuerza el hallazgo de la posible interacción de aconitasa con Grx5p. Para este 

propósito se cargaró el eluido obtenido de la columna de Grx5-sefarosa y se separó por SDS-

PAGE, seguidamente se transfirió a una membrana PVDF y se realizó la inmunodetección 

empleando anticuerpos específicos anti-Aco1. Este experimento se realizó utilizando también 

columnas Grx5-sefarosa que contenían las formas mutantes de Grx5 en las cisteínas C60S y 

C117S. Estos mutantes difieren de la proteína endógena en que presentan una sustitución de la 

cisteína 60 y la 117 por una serina respectivamente. En la figura 45C se aprecia que aconitasa 

se detecta en el eluido proveniente de la colunma-Grx5. También se observó que en los 

mutantes puntuales continuaba existiendo esta interacción. Sin embargo, al realizar la 

cuantificación de la señal obtenida por western blot, se observó que ésta representaba un 50% 

del valor observado en la forma salvaje de Grx5p.  
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Figura 45. Interacciones de Grx5p en una columna de CNBr-Sepharose—A, Separación mediante SDS-

PAGE del eluido proveniente de la columna una vez incubado con el agente reductor DTT. Se realizaron en 

paralelo las interacciones con Grx5p y se empleó como control una resina vacía. B, separación por electroforesis 

bidimensional del eluido de la columna. Se utilizaron tiras no lineales cuyo intervalo comprendia el rango de 3 a 

10 en la escala de pH. Las flechas indican las proteínas identificadas. C, Inmunodetección con anticuerpos 

específicos anti-Aco1 de los eluidos obtenidos de las interacciones en columna. Para este análisis se empleó la 

proteína Grx5p wild type y las proteínas mutadas C60S y C117S.  

 

Tabla 11. Proteínas identificadas por espectrometría de masas (MALDI-TOF)—A, Proteínas eluídas de la 

columna-Grx5p, separadas en un gel monodimensional e identificadas empleando la tecnología de la huella 

peptídica. Se identificaron 3 proteínas, de éstas 2 correspondían a proteínas mitocondriales y una era de 

localización ribosomal (citosólica). B, Proteínas identificadas en una separación 2DE, la cual permitió verificar 

las obtenidas en la 1DE y adicionar la identificación de una peroxiredoxina mitocondrial.  

Proteína Gen Localización Score 

MASCO 

Covertura (%) 

Aconitasa ACO1 Mitocondria 89 11 

Chaperona de la familia HSP70 SSC1 Mitocondria 70 14 

Factor de elongación 
TEF2 

(eEF1A) 

Citosol 

(Ribosomas) 
60 35 

 
Proteína Gen Localización Score 

MASCOT 

Aconitasa ACO1 Mitocondria 93 

Chaperona de la familia HSP70 SSC1 Mitocondria 320 

Peroxiredoxina PRX1 Mitocondria 105 

Peroxiredoxina PRX1 Mitocondria 96 

Factor de elongación 
TEF2 

(eEF1A) 

Citosol 

(Ribosomas) 
63 

A) 

B) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V. DISCUSIÓN 
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1. LA DISMINUCIÓN DE LOS NIVELES DE YFH1 INDUCE LA ACTIVACIÓN DEL 

REGULÓN DE HIERRO A TRAVÉS DE UNA VIA DEPENDIENTE DE AFT1 E 

INDEPENDIENTE DE LA SINTESIS DE CENTROS Fe-S EN Saccharomyces 

cerevisiae  

 

A pesar de que ha pasado más de una década desde que se publicaron los primeros trabajos 

donde se describió que el déficit de frataxina era responsable de la patología denominada 

ataxia de Friedreich (Campuzano, et al., 1996), hoy aún no existe un consenso entre los 

investigadores sobre la función de esta proteína, aún cuando diversos grupos en todo el 

mundo realizan un trabajo intenso empleando diferentes modelos experimentales. La función 

que más se adaptaría a todo lo descrito hasta ahora sobre frataxina, implica su participación en 

la homeostasis del hierro. En un principio, esta función se circunscribió a la mitocondria 

donde se supone formaría parte de la maquinaria de síntesis de centros Fe-S, esto por lo 

menos en levadura. Sin embargo, trabajos más recientes en mamíferos, han discutido sobre la 

existencia de una forma extramitocondrial de frataxina que estaría implicada en la regulación 

de la homeostasis del hierro a través de una interacción directa con la proteína IRP1 (Condò, 

et al., 2010). Parece claro que la pérdida de esta proteína se relaciona con la desregulación del 

metabolismo del hierro, un incremento del estrés oxidativo y un fallo en la función 

mitocondrial. Estas características parecen constituir un fenotipo consenso, ya que se han 

encontrado en la mayoría de los modelos de déficit de frataxina estudiados hasta ahora. La 

mayoría de estos trabajos indican que un incremento descontrolado del hierro está 

estrechamente relacionado con el incremento de las especies reactivas del oxígeno. Dicho 

incremento sería el responsable del daño a diversas biomoléculas, siendo algunas de las mas 

sensibles las proteínas con centros Fe-S como aconitasa y los complejos I, II, y III de la 

cadena respiratoria mitocondrial. Estos defectos han sido observados tanto en levaduras como 

en diversos modelos experimentales y en pacientes afectados por la enfermedad (Babcock, et 

al., 1997a; Foury, 1999; Foury and Cazzalini, 1997; Rotig, et al., 1997). En este sentido, los 

resultados presentados en esta tesis indican que el papel de Yfh1p no estaría directamente 

relacionado con la biosíntesis de centros Fe-S y además, aporta una explicación al déficit de 

las enzimas Fe/S en este modelo experimental. 

 

Una de las primeras consideraciones derivadas de los resultados obtenidos fue la importancia 

de la selección de las condiciones de cultivo mas adecuadas. Como se ha podido apreciar en 

los resultados descritos en el capitulo 1.1, la selección del tipo de medio de cultivo es un 



Discusión 

 146 

factor clave en función de hacia donde se dirige el estudio que se plantea realizar, ya que 

existe una marcada diferencia en el comportamiento de la misma cepa dependiendo de la 

composición de dicho medio. Estas primeras consideraciones resultan fundamentales si se 

tiene en cuenta que hasta la fecha la mayoría de los estudios que se han realizado para 

caracterizar la posible función de la proteínas mitocondrial Yfh1p, se han llevado a cabo en 

medio YPD 2%. En este medio se observa una fuerte represión de la actividad mitocondrial, 

de forma que las rutas metabólicas empleadas para obtener energía a partir de este azúcar son 

mayoritariamente fermentativas. Tan sólo una pequeña parte de la glucosa es oxidada a CO2. 

Dicha represión se produce debido a tres importantes factores que se estarían produciendo 

casi de manera simultánea. Por un lado, se produce la ―down-regulación‖ de la síntesis de 

componentes de la cadena respiratoria, mientras que por otro se observa una inhibición de la 

actividad de enzimas de los ciclos de Krebs y del glioxilato. Paralelamente se observa un 

incremento de la expresión de enzimas relacionadas con la glicólisis. Todos estos cambios son 

conocidos colectivamente con el nombre de efecto Crabtree. En este sentido, estudios 

realizados sobre este fenómeno en las levaduras Candida utilis (Crabtree negativa) y S. 

cerevisiae (Crabtree positiva), han remarcado el papel efector que tiene la fructosa 1,6-

bifosfato (F16bP) en la represión del metabolismo oxidativo antes mencionada (Díaz-Ruiz, et 

al., 2008). Este comportamiento de las levaduras frente a la fuente de carbono hace énfasis 

sobre lo fundamental de seleccionar un medio de cultivo respiratorio para poder observar 

efectos importantes sobre el metabolismo mitocondrial. En esta situación, las mutaciones con 

un fenotipo de incompetencia respiratoria constituiría el principal obstáculo. Sin embargo, 

este estudio ha mostrado que la utilización de mutantes condicionales es una herramienta 

adecuada para llevar a cabo este tipo de estudios. 

 

Otra de las conclusiones derivadas de este trabajo es la confirmación que en Saccharomyces 

cerevisiae el metabolismo del hierro se encuentra estrechamente relacionado con las 

mitocondrias, una idea ya suscrita por numerosos estudios llevados a cabo hasta ahora. De 

forma mas concreta, como ya se ha mencionado, se sabe que en las mitocondrias de la 

levadura se lleva a cabo la biosíntesis y ensamblaje de los centros Fe-S (Lill, et al., 1999) y 

que en condiciones respiratorias este proceso, conjuntamente con la síntesis de hemo, son 

responsables de un incremento de hasta cinco veces en la demanda de hierro (Kaplan, et al., 

2006). En concordancia con lo mencionado anteriormente, los resultados mostrados en la 

figura 22, demuestran que durante el crecimiento en condiciones respiratorias existe un 

incremento importante en los niveles de las proteínas mitocondriales como aconitasa (enzima 
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Fe-S), citrato sintasa y porina. Este incremento de la actividad y cantidad de enzimas clave 

para la respiración y de una proteína estructural como porina, estarían indicando que existe 

una mayor actividad mitocondrial. También se encontró que existe un mayor consumo de 

oxígeno en dichas células. Partiendo de estas observaciones, es lógico pensar que existe una 

mayor demanda de hierro por parte de la levadura en medios con fuentes de carbono no 

fermentables, para sostener la demanda de los componentes necesarios para la obtención de 

energía. Otra de las observaciones que se deriva de los resultados obtenidos, es la 

confirmación de que todo el proceso de biogénesis mitocondrial de los centros Fe-S es un 

proceso altamente controlado por la célula.  

 

En este contexto de crecimiento respiratorio no resultaría difícil imaginar que quizá esta alta 

demanda de hierro por la célula y la elevada reactividad del metal, fuera una de las razones 

evolutivas que estimuló a las primeras células eucariotas a emplear el metabolismo del hierro 

en la mitocondria como un indicador de la ―buena salud de la homeostasis del metal‖. Los 

resultados obtenidos en esta tesis parecen coincidir con la idea que, efectivamente como se ha 

hipotetizado, el activador transcripcional AFT1 es capaz de sensar un producto del 

metabolismo del hierro mitocondrial que provoca su movilización al núcleo (Kaplan, et al., 

2006), lo cual, induce la expresión de los genes del regulón de hierro. Los datos obtenidos 

indican que existe una activación clara y temprana del regulón tras la depleción de Yfh1p. La 

figura 27 muestra que los niveles de mRNA de Fet3p, tanto en tetO2 como tetO7-YFH1, a las 

cuatro horas de bloqueo de la expresión de YFH1 son aproximadamente tres veces mayores a 

los niveles de la cepa sin tratamiento. Este resultado quedó probado suficientemente al 

evaluar la actividad del promotor de Fet3p acoplado a LacZ en la cepa tetO7-YFH1 a las 4 

horas de tratamiento con doxiciclina. Dicha actividad estaba incrementada al doble del valor 

de la cepa sin tratamiento (Figura 28). Este resultado de actividad LacZ fue la confirmación 

de lo observado con los niveles de mRNA. También se cuantificaron los niveles de hierro y se 

encontró que este incremento en la actividad del sistema de alta afinidad de adquisición de 

hierro (FET3/FTR1), provocaba un incremento importante en los niveles intracelulares del 

metal en los mutantes tetO2 y tetO7-YFH1 (Figura 26). Estos resultados apuntan a que la falta 

de Yfh1p provoca la activación de Aft1p y la entrada masiva de hierro a través del sistema de 

alta afinidad Fet3p/Ftr1p. En este mismo sentido, el análisis transcriptómico realizado a este 

mutante también mostró que un grupo de 7 genes pertenecientes al regulón de hierro 

presentaban una clara inducción de su expresión (tabla 8). Entre estos genes se encuentran 

FET3 y FTR1. Estos resultados constituyen una tercera verificación de la activación del 
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regulón de hierro en el mutante tetO7-YFH1, a través de un método independiente. Además 

estos resultados son consistentes con observaciones realizadas anteriormente en las que se 

describía que la falta de Yfh1p en el mutante nulo (yfh1) provocaba la activación del regulón 

de hierro (Foury and Talibi, 2001) y un incremento en los niveles de hierro intracelular 

(Irazusta, et al., 2006). En este sentido, Chen, et al., en 2002, también observaron que la 

disminución de la expresión de Yfh1 impactaba directamente en los niveles de mRNA de 

FET3 del mutante condicional MET-YFH1. 

 

Los resultados mostrados en ambos mutantes (tetO2 y tetO7-YFH1), indican que tras el 

tratamiento con doxiciclina se produce una rápida represión de YFH1, que a su vez, provoca 

una rápida disminución de los niveles de la proteína (Figura 25). En esta situación, las células 

disparan una señal que es interpretada como una falta de disponibilidad de hierro en la 

mitocondria. Dicha señal resulta en la activación del regulón de hierro, lo cual provocaría la 

entrada masiva del metal. La explicación canónica, asumida hasta ahora por la mayoría de los 

investigadores, indica que la falta de Yfh1p impacta directamente el proceso de biosíntesis de 

centros Fe-S. Este efecto directo sobre los centros Fe-S constituiría el efector de la activación 

del regulón de hierro vía Aft1p. De hecho, esta es una de las asunciones que soportan la 

hipótesis que coloca a Yfh1p directamente como donadora de hierro para la síntesis de centros 

Fe-S. Sin embargo, los resultados obtenidos con las actividades de las enzimas Fe-S aconitasa 

y succinato deshidrogenasa mostrados en la figura 30, indican que la biosíntesis de centros 

Fe-S no se haya afectada, al menos, durante las primeras 24 horas de depleción de Yfh1p. 

Ambas enzimas no muestran una pérdida importante de actividad durante estas primeras 

horas. Mientras que los niveles de proteína se mantienen estables. De hecho como se 

comentará mas adelante, no existe una afectación importante del crecimiento de estas células 

en estas primeras horas. El efecto sobre las enzimas Fe-S aparece cuando se mantienen los 

cultivos creciendo en presencia del antibiótico más allá de las 24 horas.  

 

Tomando en conjunto los resultados relacionados con la activación de Aft1p y el efecto sobre 

los centros Fe/S, se observa de forma clara que el efecto primario de la disminución de Yfh1p 

en estos mutantes es la activación del regulón de hierro. Además, esta activación no depende 

directamente de la actividad de los centros Fe-S, debido a que en las primeras horas de 

tratamiento no existe un efecto directo sobre aconitasa y succinato deshidrogenasa, mientras 

que ya existe una importante acumulación de hierro. Este resultado es uno de los más 

interesantes de este trabajo y constituye un punto importante en el estudio de este mutante, 
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debido a que deja en un plano secundario la implicación de Yfh1p en la biosíntesis Fe-S y 

reabre la discusión sobre el papel que esta proteína estaría cumpliendo en el metabolismo del 

hierro de Saccharomyces cerevisiae. Este cuestionamiento acerca de la implicación de esta 

pequeña proteína en la biosíntesis de centros Fe-S es un tema que despierta cada vez más 

interés. Varios trabajos ya han argumentado en contra de esta implicación directa de frataxina 

en este proceso (Adinolfi, et al., 2009; Campanella, et al., 2004b; Ding, et al., 2007). Así 

mismo, desde un punto de vista evolutivo, debe tenerse en cuenta que se ha descrito que la 

familia de proteínas a la que pertenece Yfh1/frataxina no forma parte del operón ISC (Gibson, 

et al., 1996). De hecho CyaY, el gen bacteriano con más homología con Yfh1p/frataxina, no 

está presente en la mayoría de las bacterias y la deleción de este gen en las bacterias que lo 

expresan no produce un fenotipo (Lia, et al., 1999). En el apartado siguiente se discutirá con 

mayor detalle sobre la pérdida de actividad de las proteínas Fe-S en los mutantes tetO-YFH1. 

 

2. CAUSAS DE LA PÉRDIDA DE ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS Fe-S: EXISTE UNA 

RELACIÓN CON EL INCREMENTO DEL ESTRÉS OXIDATIVO 

 

Los resultados discutidos en la sección anterior demuestran que la falta de frataxina no es la 

responsable directa de la pérdida de actividad aconitasa y succinato deshidrogenasa. En este 

contexto, ¿cual seria la explicación a esta disminución de actividad y cantidad? Esta pregunta 

constituyó el punto de partida para intentar conocer cuales serían las razones de esta pérdida. 

Lo primero que se evaluó fue el impacto de la sobrecarga de hierro mitocondrial sobre la 

actividad de las enzimas Fe/S. Seguidamente se planteó conocer a través de qué mecanismos 

ese exceso del metal promovería dicha pérdida. Estas dos cuestiones se abordaron de la 

siguiente manera: 

 

2.1. La acumulación de hierro en la mitocondria promueve la inactivación de proteínas 

con centros Fe-S 

 

Se utilizó la enzima aconitasa como indicador del funcionamiento de los centros Fe/S, ya que 

esta enzima es una de las proteínas Fe/S más abundantes y se ha descrito que su centro 4Fe-4S 

es muy sensible al estrés oxidativo (Wallace, et al., 2004). La manera de observar una 

afectación directa sobre esta enzima fue utilizar como modelo una situación de acumulación 

de hierro en el interior de la mitocondria inducida por la sobreexpresión, mediante un 

promotor tet, del transportador mitocondrial de hierro Mrs4p en la cepa wild type. En estas 

condiciones se encontró que esta sobrecarga de hierro provocaba una disminución de la 
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actividad de aconitasa en un 50% y que esta pérdida de actividad era prevenida al disminuir la 

expresión del transportador aplicando doxiciclina (Figura 31). Este experimento demostró que 

la sobrecarga de hierro tiene un impacto directo en la pérdida de actividad de aconitasa. Sin 

embargo, este hecho abrió un nuevo interrogante: ¿de que manera el hierro provocaría esta 

pérdida de actividad, sabiendo que esta enzima necesita este metal para su actividad? Una 

respuesta razonable a esta pregunta se haya en la misma naturaleza del metal. Como ya se ha 

discutido anteriormente, el hierro a través de la reacción de Fenton es capaz de catalizar la 

producción del radical hidroxilo, la cual constituye la especie reactiva del oxígeno más 

reactiva y dañina. Este radical podría dañar el centro activo (4Fe-4S) de aconitasa, 

convirtiéndolo a formas inactivas en los mutantes tet-YFH1. Es bastante razonable pensar que 

la mayor parte del metal acumulado se estaría movilizando hacia la mitocondria, al mismo 

tiempo que se observaría una disminución en la exportación de hierro de ésta hacia el citosol. 

Este fenotipo ya ha sido descrito por otros autores (Chen and Kaplan, 2000). Además, se sabe 

que la inducción de Mrs4p en el mutante YFH1 contribuye de manera decisiva a la 

acumulación de hierro en este organelo (Foury and Roganti, 2002). Así mismo, se ha podido 

observar que los niveles del tránscrito del transportador vacuolar de hierro CCC1 eran la 

mitad de los niveles basales en el mutante tetO7-YFH1 (datos no mostrados). Esto sugiere que 

se estaría produciendo la ―down-regulación‖ de CCC1 en una situación de entrada de gran 

cantidad de hierro en la célula, lo que indicaría que el metal se está movilizando masivamente 

hacia la mitocondria. Se sabe que es precisamente en las mitocondrias donde el exceso de 

hierro puede provocar mas daño debido a la alta tasa de producción de ROS ya que la cadena 

de transporte electrónico libera una parte de los electrones que se transportan, los cuales van a 

formar radicales como O2
-

 y H2O2 en el interior de la mitocondria (Turrens, et al., 1985). Es 

más, la pérdida de función de la mitocondria debida a daño oxidativo, se ha relacionado con 

un incremento descontrolado de los niveles de hierro en este organelo. Se sabe que este 

exceso del metal en el interior de la mitocondria puede afectar el genoma mitocondrial. 

Existen diversas razones que soportarían la implicación de este daño en la pérdida de 

funcionalidad mitocondrial y de la viabilidad celular, como lo son: (i) la mitocondria genera la 

mayoría de las ROS, de hecho, esta liberación de electrones es responsable del al menos el 

90% de las ROS generadas en la mayoría de las células. (ii) La mitocondria es intrínsicamente 

rica en hierro, mucho del cual puede ser fácilmente liberado por oxidantes, por ejemplo, el 

contenido en los centros Fe/S. Se sabe que el H2O2 no puede reaccionar fácilmente con el 

DNA mitocondrial (mtDNA), sin embargo, este proceso es favorecido por la presencia de 

hierro u otro metal de transición. Esta preferencia por el mtDNA estaría reflejando la 
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existencia de una importante cantidad de hierro reactivo dentro de la mitocondria (Yakes and 

Van Houten, 1997). (iii) El DNA mitocondrial es deficiente en histonas las cuales pudieran 

proveer cierta protección frente al daño oxidativo. (iv) La reparación del mtDNA es más lenta 

y menos efectiva que la del nDNA. En condiciones en las que además existe una entrada 

masiva de hierro, es lógico pensar que existe un incremento del daño. En este contexto, la 

pérdida de funcionalidad mitocondrial observada en el mutante condicional es consistente con 

los resultados obtenidos por otros investigadores, quienes observaron que miocardiocitos 

cultivados con exceso de hierro mostraron una pérdida del contenido de ácidos grasos poli-

insaturados de la membrana, pérdida de actividad de enzimas tiol-dependientes, además de 

una inhibición de la citocromo c oxidoreductasa dependiente de NADH (complejos I y II) y 

succinato deshidrogenasa (Link, et al., 1989; Link, et al., 1998). 

 

2.2. Existen marcadores de estrés oxidativo en los mutantes tetO-YFH1 

 

El primero de estos marcadores que señalan que estas células se hayan sometidas a un 

incremento del estrés endógeno, lo constituyó la inducción de las enzimas superóxido 

dismutasa. Los resultados mostrados en la figura 32 D y E, señalan que las células estarían 

respondiendo a una situación de incremento de las ROS a través de la inducción de estas 

importantes enzimas antioxidantes. En este sentido, se discutirá más adelante sobre esta 

respuesta de la célula, debido a que se observó que no existe una correlación adecuada entre el 

nivel de inducción de ambas enzimas SOD y la actividad que presentan las mismas. Esto 

indudablemente repercute en el equilibrio oxidativo de la célula, lo cual se refleja en un 

incremento importante del estrés oxidativo.  

 

Seguidamente la evaluación del daño oxidativo sufrido por las proteínas mediante la 

formación de grupos carbonilo demostró que en el mutante tetO7-YFH1 existe un importante 

incremento en el nivel de carbonilación (figura 35). Se encontró además, que el daño era 

acumulativo y se incrementaba a lo largo del tratamiento con doxiciclina. El seguimiento de 

este mutante durante 72 horas mostró en el oxi-blot un patrón de bandas fuertemente 

carboniladas (Figura 35A). Esta situación de incremento de daño estaría ocurriendo en un 

momento en el que la célula presenta un nivel de hierro intracelular que excede en diez veces 

la cepa control (Figura 26B). De este modo, existen dos importantes acontecimientos que en 

conjunto podrían explicar la pérdida de actividad de las proteínas Fe-S como aconitasa. 

Tenemos por un lado, que el exceso de hierro per se puede tener un impacto directo sobre la 
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actividad de esta enzima y que además, este impacto puede ser el resultado de un incremento 

del estrés oxidativo que estaría inactivando la enzima. En este sentido, un trabajo realizado 

por nuestro grupo mostró que un mutante yfh1 presentaba un incremento significativo de los 

niveles de carbonilación, además también se encontró que el daño oxidativo era selectivo 

(Irazusta, et al., 2008). Numerosos trabajos han establecido una fuerte conexión entre el estrés 

oxidativo y el desarrollo de ciertas patologías crónicas (Moylan and Reid, 2007). También se 

ha encontrado que la desregulación de la homeostasis del hierro podría desempeñar un papel 

clave en la fisiopatología de las enfermedades neurodegenerativas, como lo es la ataxia de 

Friedreich (Ciudin, et al., 2010; Elia and Albanese, 2010; Lill and Mühlenhoff, 2008). 

 

2.3. La baja actividad de las enzimas SOD contribuye a aumentar el estrés oxidativo 

 

Se encontró que la inducción de ambas enzimas no se correspondía con un incremento de 

igual magnitud de la actividad tanto de SOD1 como de SOD2. CuZn-SOD mostró un 

incremento inicial de actividad, sin embargo, cuando se evaluó la actividad específica de 

ambas enzimas se encontró que a medida que transcurría el tratamiento con doxiciclina, las 

enzimas perdían una parte importante de actividad (Figura 33). Esta pérdida de actividad 

resultó ser más dramática para Mn-SOD; ello podría responder al hecho de que esta enzima se 

ubica en la matriz de la mitocondria, organelo que en este mutante está sometido al mayor 

nivel de estrés. Esta falta de actividad SOD indudablemente contribuye decisivamente al 

incremento del estrés oxidativo endógeno. No resulta difícil encontrar una explicación a este 

fenómeno, dado que estas dos enzimas son las responsables de eliminar mayoritariamente el 

O2
-

, tanto en la mitocondria como en el citosol. En esta situación, la pérdida de actividad 

SOD estaría repercutiendo en un incremento de esta especie oxidativa, la cual estaría 

disponible para reaccionar con el exceso de hierro que se está acumulando en las 

mitocondrias. De este modo, a través de la reacción de Haber-Weiss, se estaría generando un 

mayor daño que impactaría, entre otras biomoléculas, sobre las enzimas Fe-S. En 

concordancia con estas observaciones, estudios realizados en el mutante SOD1 han 

demostrado que las enzimas con centros Fe-S son especialmente sensibles al estrés oxidativo, 

mas específicamente se describió que aconitasa es una enzima altamente sensible al 

incremento del ión superóxido observado en este mutante (Wallace, et al., 2004). 
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2.4. La recuperación de la actividad Mn-SOD previene la inactivación de aconitasa 

 

Otro de los resultados que apuntan a que la falta de actividad Mn-SOD estaría implicada en la 

pérdida de actividad las enzimas Fe-S, se presenta en la figura 36A. Este resultado demostró 

que la suplementación con MnCl2 a una dosis no tóxica (50 ), fue capaz de recuperar 

parcialmente la actividad de Mn-SOD en el mutante condicional tetO7-YFH1. Esta relevancia 

demuestra una vez más, que la baja disponibilidad del cofactor sería responsable de la falta de 

actividad de esta enzima. También se pudo observar que este tratamiento era capaz de 

prevenir, también parcialmente, la pérdida de actividad aconitasa (Figura 36B). Este hecho se 

explicaría por la recuperación de actividad Mn-SOD, disminuyendo así, los niveles de O2
-

 y 

por tanto del estrés. Esta recuperación resulta interesante debido a que demuestra dos 

importantes cuestiones: a) La más relevante de ellas, es el hecho de que aconitasa recupera 

parte de su actividad en una situación de ausencia de Yfh1p, apuntando aún más al papel 

secundario de esta proteína en la actividad de las enzimas Fe-S. b) Sirve como base para 

remarcar una vez más el papel clave del estrés oxidativo en el fenotipo observado en el 

mutante condicional tetO7-YFH1. Esta relevancia, constituiría un punto a tener en cuenta en la 

fisiopatología de la ataxia de Friedreich. En concordancia con estos resultados, se ha descrito 

que ratones deficientes en Mn-SOD exhibían un incremento progresivo del daño mitocondrial 

expresado como una deficiencia de las enzimas Fe-S (complejos I, II, III y aconitasa 

mitocondrial) y una importante acumulación de daño inducido en el DNA. Todas estas 

consideraciones, constituyen un interesante paralelismo entre las anormalidades encontradas 

tanto en nuestro modelo experimental como en los individuos afectados por ataxia de 

Friedreich (Li, et al., 1995; Melov, et al., 1999). 

 

2.5. La cantidad de Aco1p y Sdh2p disminuye con el tiempo: una posible regulación 

post-transcripcional? 

 

En relación con esta pérdida de actividad de las enzimas Fe-S, un punto adicional que 

conviene señalar es que existe una disminución también de la cantidad además de la actividad 

de aconitasa y succinato deshidrogensasa, lo cual sería compatible con una regulación post-

traduccional de estas enzimas mediada por Cth2p. Como se ha mencionado anteriormente, en 

una situación de carencia del metal, la activación del regulón de hierro por Aft1p, provoca 

paralelamente la ―down-regulación‖ de proteínas implicadas en vías metabólicas que 

requieren un alto consumo de hierro; tal es el caso de aconitasa y succinato deshidrogenasa. 
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Se sabe que el sistema Cth2p/Tis11p es fuertemente inducido en condiciones de baja 

disponibilidad del metal. Además, como se ha mencionado anteriormente, este sistema es una 

diana de regulación de Aft1p. Se sabe que un aumento de la expresión Cth2p resulta en un 

incremento de la unión de ésta a los mRNAs de las proteínas diana. Esto provoca, en última 

instancia, la degradación de estos mRNAs y la disminución de la expresión de estas enzimas. 

Además, ya se ha descrito que aconitasa y succinato deshidrogenasa son enzimas susceptibles 

a este tipo de regulación pos-traduccional (Puig, et al., 2005). En este trabajo no se ha 

analizado esta posibilidad, sin embargo resultaría interesante conocer si este mecanismo de 

regulación estaría contribuyendo de manera importante en la pérdida de cantidad que se ha 

observado en estas enzimas en el mutante condicional tetO7-YFH1.  

 

3. MECANISMOS IMPLICADOS EN LA INACTIVACIÓN DE LAS ENZIMAS SOD  

 

Ya se ha discutido en el apartado anterior que existen indicadores que demuestran la 

existencia de una situación importante de estrés oxidativo durante la depleción de Yfh1p. Se 

demostró que en este mutante existe un nivel elevado de estrés oxidativo endógeno, el cual 

está incrementando el daño oxidativo a las proteínas y probablemente contribuyendo de 

manera decisiva en la inactivación de las enzimas Fe-S. La inducción de las enzimas 

antioxidantes SOD no se correlaciona con un incremento en su actividad, lo cual resulta en 

una pérdida de actividad específica de las mismas. El interés se centró en las razones de esta 

falta de actividad. Una explicación razonable para la pérdida de actividad CuZn-SOD se 

encontró cuando se evaluaron los genes inducidos en el análisis transcriptómico por 

microarrays del mutante tetO7-YFH1 (Tabla 8). Algunos genes relacionados con la 

internalización del cobre se hallan inducidos, lo cual podría estar indicando que existe un 

requerimiento de mayores cantidades de cobre. Ya se ha probado suficientemente que la 

activación de Aft1p provoca la entrada masiva de hierro en este mutante y que este aumento 

de hierro ocurre a través del sistema de alta afinidad. En esta situación, la mayor parte del 

cobre biodisponible sería redirigido por la célula para ser incorporado en la multicobre 

oxidasa Fet3p. Esta situación de alta demanda de cobre por el sistema de alta afinidad, podría 

estar provocando una bajada importante en la disponibilidad del metal para ser incorporado en 

CuZn-SOD, lo cual contribuiría de manera decisiva en la falta de actividad. Esta hipótesis 

resulta bastante razonable si se tiene en cuenta que otros autores han descrito que al menos el 

90% del cobre disponible en el plasma de muchas especies se encuentra formando parte de la 

ceruloplasmina (ortólogo de Fet3p) (Rogers and Lahiri, 2004).  
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En cuanto a Mn-SOD, la explicación para la pérdida de su actividad resultó ser un poco más 

compleja. Para evaluarla, se decidió analizar de qué forma la sobrecarga de hierro afectaría de 

manera secundaria el metabolismo de otros metales como el manganeso, necesario para la 

actividad Mn-SOD. Estudios previos de nuestro grupo demostraron que cuando existe un 

exceso de hierro se observa una disminución de la disponibilidad de manganeso, lo que 

conlleva unos bajos niveles de Mn-SOD en los mutantes yfh1ygrx5 (Irazusta, et al., 2008; 

Irazusta, et al., 2010). Además, existen evidencias que soportan la posibilidad de que en 

condiciones de baja disponibilidad de manganeso, el hierro podría desplazar a este metal en el 

centro activo de la enzima, lo cual promovería la acumulación de las formas inactivas apo-

Sod2p y Fe-Sod2p (Luk, et al., 2003; Yang, et al., 2006). Se exploraron dos posibles vías para 

explicar si el hierro era responsable de la disminución de actividad Mn-SOD en el mutante 

tetO7-YFH1. En primer lugar, al evaluar los niveles de manganeso intracelular se encontró que 

eran más bajos en la cepa sometida a tratamientos con doxiciclina a tiempos más largos 

(Figura 34A). Esta disminución del manganeso disponible puede ser una explicación a los 

bajos niveles de actividad SOD2. De este modo, el siguiente paso fue encontrar la explicación 

a esta baja disponibilidad de manganeso. Para ello, se evaluaron los niveles del transportador 

de alta afinidad de manganeso Smf2p. Se encontró que los niveles de esta proteína disminuían 

hasta un 40% en el mutante tratado durante 72 horas (Figura 34B). Este comportamiento de 

Smf2p resultó ser muy interesante, ya que la cinética de disminución del transportador a lo 

largo del tratamiento mostró un patrón similar al observado con la disminución del contenido 

de manganeso. Este resultado demostró que la falta del cofactor era responsable de la pérdida 

de actividad de la enzima. Lo siguiente fue encontrar la conexión entre esta disminución de la 

biodisponibilidad de manganeso y la sobrecarga de hierro. El experimento mostrado con el 

doble mutante yfh1Aft1 de la figura 34C, demuestra de manera definitiva que existe una 

relación directa entre el exceso de hierro y la pérdida del transportador responsable de la 

disponibilidad de manganeso. Al prevenir la acumulación del metal en este doble mutante se 

obtiene un incremento significativo del transportador. Los datos mostrados en esta sección 

indican que la falta de actividad Mn-SOD en este mutante, es el resultado de la desregulación 

del metabolismo del manganeso provocada por la acumulación de hierro, la cual es inducida 

por la deficiencia de Yfh1p. Dicha desregulación causa una disminución de los niveles del 

transportador Smf2p que resulta en una baja disponibilidad de manganeso en la mitocondria. 

 

Otra manera de evaluar si el efecto sobre las enzimas SOD y el aumento del estrés celular 

correspondía a una situación general inducida por la sobrecarga de hierro, fue evaluar si esta 
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situación era reproducida por un mutante deficiente en otro gen relacionado con la biosíntesis 

de centros Fe-S, en este caso GRX5. La mayor diferencia entre ambos mutantes condicionales 

tetO7-YFH1 y tetO7-GRX5 se encontró en el efecto sobre las enzimas Fe-S. Como se ha 

podido observar en los resultados presentados en la figura 40A y B, la pérdida de actividad de 

las enzimas Fe-S en el mutante tetO7-GRX5 es inmediata, ocurre en paralelo con la 

disminución de la expresión de Grx5p al tratar las células con doxiciclina (Figura 40C). En 

estas condiciones, también se observó una activación rápida del regulón de hierro. Dicha 

activación se verificó una vez más mediante la cuantificación de la actividad LacZ acoplada el 

promotor de FET3 (Figura 39C). Cabe resaltar que el nivel de inducción de Fet3-LacZ a las 8 

horas de tratamiento fue mayor que el observado en el mutante condicional YFH1. En tetO7-

GRX5 este valor alcanzó 6 veces el nivel del control, mientras que en tetO7-YFH1 se observó 

una inducción de 3 veces. Además, esta activación también resultó en una fuerte y más rápida 

acumulación de hierro en comparación con la observada en tetO7-YFH1. El mutante 

condicional tetO7-GRX5 mostró un incremento en el nivel intracelular de hierro tres veces 

mayor que la cepa control a las 14 horas (Figura 39A), mientras que un nivel similar a este se 

observó a las 24 horas en tetO7-YFH1. Estos datos indican que, en lo que se refiere a la 

activación del regulón y el efecto sobre las enzimas Fe-S, el comportamiento observado en el 

mutante condicional tetO7-GRX5 coincide con observaciones en las que se describió que las 

células deficientes en esta glutaredoxina presentan el fenotipo canónico de los miembros de la 

maquinaria mitocondrial ISC (Rodriguez-Manzaneque, et al., 2002), lo cual constituye una 

clara diferencia con lo encontrado en el mutante tetO7-YFH1. Una posible hipótesis consistiría 

en determinar si esta diferencia en cuanto al tiempo y el nivel de inducción de FET3 

constituyen un indicio de que existe una diferencia en la vía a través de la cual cada uno de 

estos mutantes estaría induciendo la activación del regulón de hierro. De ser así, constituiría 

un indicio más de que Yfh1p estaría cumpliendo un rol en el metabolismo del hierro en la 

mitocondria, formando parte de una vía de señalización independiente de la síntesis de centros 

Fe-S. Sin embargo, las diferencias encontradas entre ambos mutantes parecen terminar allí, ya 

que al igual que en tetO7-YFH1, en este mutante también se observó que existe una clara 

inducción de las enzimas SOD, lo cual reflejaría la existencia de un elevado estrés endógeno. 

Además, una vez más, la actividad de estas enzimas no se correspondían con el nivel de 

inducción de las mismas (Figura 41A y B). Dicha pérdida de actividad en el caso de Mn-SOD 

fue bastante evidente en las primeras horas de depleción de Grx5p. Al analizar la actividad 

efectiva de esta enzima se observó que había disminuido hasta 18% durante las primeras 14 

horas (figura 42), a pesar de que la evaluación de los niveles de manganeso durante las 
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primeras 14 horas no mostró cambios significativos. Una evaluación a tiempos mas largos del 

transportador de manganeso Smf2p en el mutante tetO7-GRX5 mostró que efectivamente esta 

disminución de la actividad sería debida a la falta del cofactor. Al igual que en el mutante 

tetO7-YFH1 probablemente la sobrecarga de hierro estaría provocando una disminución del 

transportador de manganeso Smf2p. La expresión de esta proteína se encontró disminuido 

hasta la mitad a las 48 horas (Figura 43B). Los datos obtenidos muestran que este mutante 

tiene un comportamiento, en lo que se refiere a Mn-SOD, similar al observado en el mutante 

tetO7-YFH1. Esta disminución en la actividad de Mn-SOD atribuida a una baja disponibilidad 

del cofactor coincide con lo descrito previamente en nuestro grupo (Irazusta, et al., 2006). 

Este trabajo demostró que el mutante grx5 mostraba un 80% menos de actividad Mn-SOD. 

Además, esta disminución se atribuyó a que en esta cepa el nivel de manganeso era 60% 

inferior al encontrado en la cepa salvaje. También se mostró una prueba definitiva de la 

implicación de los niveles bajos de manganeso en la pérdida de actividad SOD2, ya que la 

suplementación con manganeso era capaz de restaurar parcialmente la actividad de Mn-SOD 

(Irazusta, et al., 2006). Además, los resultados obtenidos con GRX5 concuerdan con los datos 

observados con el mutante condicional YFH1, discutidos en los apartados anteriores. Todas 

estas observaciones analizadas de manera general constituyen una prueba definitiva de que 

existe un proceso de inactivación de las enzimas SOD que es común a ambos mutantes y que 

esta directamente ligada a la acumulación de hierro. 

 

4. LA PÉRDIDA DE CAPACIDAD RESPIRATORIA INDUCE UNA RESPUESTA 

TRANSCRIPCIONAL DEL MUTANTE CONDICIONAL: EXISTE UNA RESPUESTA 

METABÓLICA   

 

Otro aspecto interesante lo constituyó el conocer ¿qué efectos deletéreos estaría provocando 

la disminución de la actividad de las proteínas Fe-S en el mutante condicional tetO7-YFH1? 

Los resultados obtenidos indican que esta disminución de la actividad de las enzimas Fe-S en 

el mutante condicional tetO7-YFH1 estaría impactando directamente en la fosforilación 

oxidativa. Como ya se ha visto en los datos mostrados en la figura 37, las células presentan un 

marcado fenotipo de deficiencia respiratoria. El impacto más fuerte de esta deficiencia se ve 

reflejado en una importante disminución del consumo de oxígeno y por tanto sobre el 

crecimiento de la célula, lo cual se refleja en un importante incremento del tiempo de 

generación. No resulta difícil encontrar una explicación a este fenómeno, si se tiene en cuenta 

que aconitasa es una enzima clave en el ciclo de Krebs y que succinato deshidrogenasa forma 
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parte del complejo II de la cadena respiratoria. Sin embargo, es interesante destacar que este 

efecto sobre el consumo de oxígeno y la respiración, una vez más, ocurren más allá de las 

primeras 24 horas de depleción de Yfh1p. Esta afectación tardía excluiría la posibilidad de 

que éste fuese un efecto primario de la falta de la proteína. Lo que si parece claro, es que esta 

disminución de la respiración y del crecimiento coincide bastante bien con el declive de la 

actividad de las enzimas Fe-S. En este sentido, la falta de actividad de las enzimas Fe-S sería 

la explicación más razonable para este fenómeno. Se sabe que la falta de actividad de 

aconitasa y succinato deshidrogenasa provoca importantes defectos en la capacidad 

respiratoria de Saccharomyces cerevisiae (Babcock, et al., 1997a), por tanto este trabajo 

apoyaría los resultados obtenidos en el mutante condicional tetO7-YFH1. 

 

El hecho que la célula deba enfrentarse a esta situación lleva a pensar que de alguna manera 

éstas traten de reconducir el metabolismo hacia otras rutas alternativas que le permitan 

mantener la viabilidad celular. En este sentido Saccharomyces cerevisiae posee sistemas muy 

bien caracterizados que le permiten sostener la viabilidad celular frente a cambios 

metabólicos importantes como son, por ejemplo, el paso a la fase diaúxica. Cuando la 

disponibilidad de glucosa se vuelve limitante en el medio, las células de la levadura 

redistribuyen el flujo de metabolitos para adaptarlo al uso de fuentes de energía alternativas. 

Principalmente, la célula se mueve a un metabolismo mas respiratorio, donde se emplea el 

etanol producido durante la fermentación (Young, et al., 2003). Estos metabolitos disponibles 

son incorporados a rutas como el ciclo de los ácidos tricarboxílicos o del glioxalato para 

generar energía e intermediarios para la gluconeogénesis. Varios factores de transcripción y 

proteínas regulatorias son necesarios para alterar la transcripción que acompaña este cambio 

metabólico. En este sentido, ADR1 es un factor transcripcional clave en este proceso (DeRisi, 

et al., 1997). Se sabe que este factor de transcripción es necesario para la expresión de ADH2. 

Se ha descrito que células deficientes en ADH2 son incapaces de crecer empleando etanol 

como única fuente de carbono y acumulan gran cantidad de glicerol (Wills and Phelps, 1975). 

Además, se sabe que en presencia de glucosa, Adr1p disminuye, resultando en una fuerte 

represión de este ADH2 (Blumberg, et al., 1988). Además, también se sabe que la interacción 

de Adr1p con el promotor de ADH2 requiere la intervención de Snf1p (Young, et al., 2002), 

esta proteína es el ortólogo en levadura de la proteína quinasa dependiente de AMP presente 

en los eucariotas superiores. Snf1p podría fosforilar y activar Adr1p para que este último se 

una al promotor de los genes o bien podría interactuar con estos promotores de forma que 

favorecería la unión de Adr1p a los mismos. Se ha descrito que la mayoría de los genes cuya 
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expresión es dependiente de Adr1p son también reprimidos por la glucosa (Young, et al., 

2003) y que Adr1p esta implicado en la regulación de varios genes importantes para la 

utilización del etanol y el glicerol (Grauslund, et al., 1999; Kratzer and Schüller, 1997; Pavlik, 

et al., 1993). También se conoce que genes implicados en la -oxidación de ácidos grasos son 

regulados por este factor transcripcional (Gurvitz, et al., 2000; Hiltunen, et al., 2003; Simon, 

et al., 1991). En este contexto, los resultados mostrados en la figura 38 muestran que en el 

mutante condicional tetO7-YFH1 la depleción de frataxina provoca una disminución 

importante del contenido de las proteínas Adh2p y Ald4p. Se encontró que el contenido de 

estas enzimas disminuía un 40% a las 24 horas de depleción de Yfh1p. Se sabe que ambas 

proteínas son indispensables para la utilización del glicerol/etanol como fuente de energía y su 

expresión depende de la actividad de Adr1p durante el crecimiento en medio respiratorio. 

Además ambas enzimas son fuertemente reprimidas por glucosa (Young, et al., 2003). En este 

sentido, un análisis global de la expresión génica mediante microarrays mostró que un número 

muy importante de genes necesarios para la utilización del etanol y el glicerol se hallaban 

igualmente reprimidos (tabla 10). Estos genes coinciden en su gran mayoría con genes que 

responden directamente a Adr1p y son reprimidos cuando las células crecen empleando 

glucosa como fuente de carbono (Young, et al., 2003). Dos de estos genes (ADH2 y ALD4) 

obtenidos mediante el análisis transcriptómico confirman los resultados obtenidos por 

métodos proteómicos (Figura 38). Como se ha mencionado, el mutante condicional tetO7-

YFH1 se encuentra creciendo en un medio respiratorio (YPG 3%), por lo que la represión de 

estos genes no puede ser sino el reflejo de la incapacidad de estas células para utilizar la 

fosforilación oxidativa como ruta metabólica para obtener la energía. Los resultados indican 

que en esta situación, las células están intentando redistribuir el flujo de metabolitos para 

adaptarlo al uso de una fuente de energía alternativa a la fuente disponible en este medio. El 

análisis transcriptómico también mostró que varios genes necesarios para la utilización de los 

ácidos grasos como fuente de energía mediante la -oxidación se encontraban igualmente 

reprimidos. Se sabe que toda la ruta de -oxidación en levadura ocurre en los peroxisomas y 

que estudios con microarrays han demostrado que un número significativo de genes 

involucrados en la -oxidación de los ácidos grasos responde directamente a Adr1p (Young, 

et al., 2003).  
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Una visión general de los resultados discutidos en esta sección, puntualizan la implicación 

que estaría teniendo el factor de transcripción ADR1 en la respuesta de la levadura al fallo de 

la respiración. La disminución de la expresión de un importante número de genes que 

responden a este factor, sería el reflejo de la disminución de Adr1p. Como se puede observar 

en la figura 46, ADR1 es un importante coordinador de rutas metabólicas que emplean fuentes 

de carbono no fermentables, tal es el caso del etanol/glicerol. Por tanto, su función le permite 

a la levadura responder eficientemente a cambios en la disponibilidad de nutrientes (Young, et 

al., 2003). 

 

Figura 46. Genes relacionados con la utilización de fuentes de carbono no fermentables cuya expresión es 

influenciada por ADR1—Se muestra un conjunto de genes cuya expresión cambia en ausencia de ADR1. En 

rojo, se muestran los genes que se encontraron reprimidos. En verde aquellos cuya expresión aumenta en 

ausencia de ADR1 (Young, et al., 2003). Las flechas violeta indican los genes que se encontraron reprimidos en 

YFH1/yfh1 (células no tratadas vs. tratadas con doxiciclina 10 horas). 
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Si bien, el nivel de expresión de ADR1 no presentó un cambió significativo en el análisis 

transcriptómico global, no se puede descartar la posibilidad que Adr1p no estuviera siendo 

fosforilado por la quinasa Snf1p, lo cual implicaría que este factor se acumule en el citosol y 

no esté activando los genes necesarios para obtener energía a partir del etanol/glicerol, 

ejemplo Adh2p y Aldh4p. Esta vía de regulación no implicaría necesariamente un cambio en 

los niveles del transcrito. Otra consideración relevante constituye el hecho que esta respuesta 

mediada por ADR1 está ocurriendo a las 10 horas de tratamiento con doxiciclina, lo que 

implica que esta respuesta aparece antes de que ocurra una bajada del consumo de oxígeno y 

la pérdida de las enzimas Fe-S. ¿Quiere esto decir que se estaría activando una vía de 

señalización que es anterior a estos acontecimientos?.  

 

5. POSIBLE FUNCIÓN DE YFH1  

 

A la luz de los resultados obtenidos, ¿cual puede ser la función de Yfh1/Frataxina? Una 

interesante cuestión a explorar sobre la función de esta proteína sería la posibilidad que fuese 

responsable del mantenimiento de un adecuado balance de hierro en el interior de la 

mitocondria, funcionando o estando implicada en un sistema que mediría el status del hierro 

en el organelo y activaría la exportación del metal cuando fuese necesario. Otros autores han 

especulado sobre esta posibilidad al sugerir que el nivel de hierro en la mitocondria debe estar 

regulado. Se ha observado que la deficiencia de un gen esencial para la biosíntesis Fe-S como 

NFS1, induce la acumulación de una gran cantidad de hierro en la mitocondria (20-30 veces), 

y que si se reintroduce Nfs1p, disminuyen los niveles de hierro a valores similares a los del la 

cepa wild type. La explicación más razonable para esta restitución de la homeostasis y que 

explique de que forma se revierte la acumulación del metal en la mitocondria, sería que el 

hierro fuera exportado nuevamente al citosol (Chen, et al., 2002). Yfh1p podría participar en 

el mantenimiento de este adecuado balance en la mitocondria. En un mutante deficiente en 

Yfh1, la mitocondria sería incapaz de percibir el exceso del metal y promover su exportación. 

Esta hipótesis también explicaría la capacidad de Yfh1p de interaccionar con el metal y sería 

compatible con el papel regulador descrito recientemente para el ortólogo bacteriano CyaY 

(Adinolfi, et al., 2009). Este estudio sugiere que frataxina sería la responsable de regular el 

ritmo de producción de los centros Fe-S, lo cual dependería de la demanda de los mismos para 

ser ensamblados en las proteínas receptoras. En una situación de suficiencia de hierro 

frataxina sensaria el incremento en los niveles de Fe e inhibiría la formación del complejo 

IscS-IscU. En su ausencia se desregularía este proceso, lo cual provocaría una activación 
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constitutiva de la síntesis, un incremento del hierro y estrés oxidativo. Otra de las 

observaciones que apoyan esta posible función de Yfh1/frataxina es que en su ausencia se 

observa la inducción del transportador Mrs4p, el cual contribuye de manera decisiva a la 

acumulación de hierro en la mitocondria (Foury and Roganti, 2002). Sin embargo, esta 

activación del transportador mitocondrial no ocurre en el dominante negativo AFT1-up 

(Shakoury-Elizeh, et al., 2004), lo que sugeriría que la activación de AFT1 per se no es 

suficiente para inducir el transporte masivo de hierro a la mitocondria. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VI. CONCLUSIONES 
 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Conclusiones 

 165 

Tomando como base los resultados obtenidos en este trabajo se pueden obtener las siguientes 

conclusiones: 

 

1.- Yfh1 no esta directamente implicada en la síntesis de centros Fe-S en el mutante 

condicional YFH1.  

 

2.- La depleción de Yfh1p en el mutante condicional provoca la activación del sistema de 

alta afinidad de adquisición de hierro, lo cual induce una sobrecarga del metal. Esta 

activación no depende de la actividad de las enzimas con centros Fe-S. 

 

3.- El mutante condicional YFH1 presenta niveles elevados de las enzimas antioxidantes 

SOD. Ambos hechos son un reflejo de que existe un elevado estrés oxidativo 

endógeno. 

 

4.- El déficit de Yfh1p induce una pérdida de actividad de Mn-SOD debido a una baja 

biodisponibilidad de manganeso. Estos bajos niveles de manganeso son el resultado de 

la regulación a la baja del transportador Smf2p, la cual es provocada por la sobrecarga 

de hierro. 

 

5.- La baja actividad SOD y la sobrecarga de hierro son responsables del daño oxidativo 

inducido a las proteínas, además constituyen una de las causas de la inactivación de 

aconitasa. 

 

6.- La disminución de la expresión de YFH1 provoca un fenotipo de deficiencia 

respiratoria y pérdida del crecimiento.  

 

7.- Las células deficientes en YFH1 presentan ―down-regulación‖ de un conjunto de genes 

cuya expresión depende del factor de transcripción ADR1. Estos genes están 

directamente implicados en la utilización de fuentes de carbono no fermentables. 

 

8.- La depleción de GRX5, en el mutante condicional, provoca una rápida inactivación de 

las enzimas Fe-S y la acumulación de hierro, el cual constituiría un fenotipo canónico 

común de los miembros de la maquinaria ISC. 
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9.- YFH1 y GRX5 comparten un fenotipo de sobrecarga de hierro, incremento del estrés 

endógeno y déficit de manganeso. Esto sugiere la existencia de ciertos mecanismos 

comunes en situaciones de desregulación del metabolismo del hierro mitocondrial. 

Además, dichos mecanismos podrían ser relevantes en las patologías que muestran 

este mismo fenotipo. 
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Transport Systems before Affecting Iron-Sulfur Enzyme
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The primary function of frataxin, a mitochondrial protein
involved in iron homeostasis, remains controversial. Using a
yeast model of conditional expression of the frataxin homo-
logue YFH1, we analyzed the primary effects of YFH1 deple-
tion. The main conclusion unambiguously points to the up-
regulation of iron transport systems as a primary effect of
YFH1 down-regulation. We observed that inactivation of acon-
itase, an iron-sulfur enzyme, occurs long after the iron uptake
system has been activated. Decreased aconitase activity should
be considered part of a group of secondary events promoted by
iron overloading, which includes decreased superoxide dis-
mutase activity and increased protein carbonyl formation. Im-
paired manganese uptake, which contributes to superoxide
dismutase deficiency, has also been observed in YFH1-defi-
cient cells. This low manganese content can be attributed to
the down-regulation of the metal ion transporter Smf2. Low
Smf2 levels were not observed in AFT1/YFH1 double mutants,
indicating that high iron levels could be responsible for the
Smf2 decline. In summary, the results presented here indicate
that decreased iron-sulfur enzyme activities in YFH1-deficient
cells are the consequence of the oxidative stress conditions
suffered by these cells.

Frataxin is a small mitochondrial protein that when defi-
cient is the cause of Friedreich ataxia in humans. Homologues
of this protein are found in bacteria, fungi, and plants (1). The
gene encoding frataxin was identified 14 years ago (2). Initial
research performed with yeast cells deficient in the yeast
frataxin homologue 1 gene (YFH1) indicates the presence of a
direct link between frataxin and iron metabolism (3) and the
mitochondrial nature of the disease (4, 5). The presence of
deficient activities of iron-sulfur-containing enzymes in
frataxin- or Yfh1-deficient cells was also observed early and
initially considered a consequence of iron-induced oxidative
stress (6). A direct role of Yfh1 in iron-sulfur biogenesis was
first suggested in 1999 based on the presence of low aconitase
activity in yeast Yfh1 mutants grown under iron-limiting con-

ditions (7). Two years later, iron-sulfur deficiency was ob-
served prior to iron accumulation in a conditional frataxin
mutant mouse model (8). Both facts support the hypothesis of
a primary role for frataxin in iron-sulfur biogenesis, a com-
plex process requiring the participation of several highly con-
served proteins called ISC system proteins (9, 10). These pro-
teins are involved in providing the sulfur, iron, and reductive
power required to build the cluster. Also, some of them act as
scaffold proteins where the newborn clusters are initially ac-
commodated. Finally, a group of proteins participates in the
transfer of the cluster from the scaffold proteins to their final
host proteins. Many studies have provided evidence that
frataxins act as iron donors in iron-sulfur maturation. Most of
these studies are based on the finding of direct interactions
between frataxins and ISC system proteins such as Isu1 (11–
13). However, other findings contradict the hypothesis that
frataxin plays a primary role in iron-sulfur biogenesis. For
instance, the respiratory function in Yfh1-deficient yeasts can
be rescued by limiting iron toxicity, either by expressing hu-
man mitochondrial ferritin (14) or overexpressing the vacuo-
lar iron transporter CCC1 (15). Also in yeast, aconitase activ-
ity is preserved in �yfh1 cells grown under strict anaerobic
conditions (16). Moreover, in two previous studies (17, 18),
we observed that YFH1 null mutations lead to the impairment
of superoxide dismutase (SOD)2 activities. When these activi-
ties were restored, the activities of several iron-sulfur-con-
taining enzymes were also recovered, suggesting that iron-
sulfur deficiency in �yfh1 yeasts is due to the lack of SOD
activities. In frataxin-deficient Drosophila melanogaster, ac-
onitase deficiency is observed only under hyperoxia condi-
tions (19), whereas H2O2 scavenging restores aconitase
activity (20). All of these observations suggest that lack of
iron-sulfur enzymatic activities in frataxin-deficient cells
could be a consequence of oxidative stress conditions gener-
ated by iron accumulation.
The controversy about the primary function of frataxin

may be due to the difficulty in differentiating between pri-
mary defects directly related to frataxin function and those
caused by oxidative stress conditions exerted by iron over-
load. These latter effects should be considered secondary and
not directly related to frataxin function. To solve this prob-
lem, some studies have analyzed the evolution of several bio-
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chemical parameters in frataxin conditional mutants. In yeast,
studies taking this approach have used galactose (21)- or me-
thionine (22)-regulated promoters. However, gal promoters
present the disadvantage of the strong metabolic rearrange-
ments suffered by yeast cells after changes in the carbon
source present in the growth media, whereas methionine pro-
moters have not been used to address the early effects of Yfh1
deficiency. An interesting alternative approach was attempted
in cell culture using tetracycline-inducible shRNA against
frataxin (23). Unfortunately, it is difficult to obtain strong evi-
dence from this model because detailed biochemical analysis
of the parameters affected by frataxin depletion in cell lines is
very challenging. The present study used yeast tetO-YFH1
mutants in an effort to decipher the primary consequences of
frataxin deficiency. In this model the addition of doxycycline
to the growth media allows efficient repression of frataxin
expression. This drug is known to have no effects on global
expression of the yeast genome (24), avoiding the side effects
associated with other kinds of promoters. This approach has
allowed us to establish unambiguously that the primary effect
of frataxin deficiency is up-regulation of the iron transport
systems. We also observed that decreased activities of iron-
sulfur-containing enzymes is a secondary effect, resulting
from the oxidative stress conditions generated by iron over-
load and by decreased SOD activities.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Organisms and Culture Conditions—The Saccharomyces
cerevisiae strains used in this study are listed in Table 1. All of
them are derived fromW303-1A (MATa ura3-1 leu2-3,112
trp1-1 his3-11,15 ade2-1), which is considered the wild type
strain in this work. Yeast cells were grown in rich medium
(1% yeast extract and 2% peptone with either 2% glucose
(YPD) or 3% glycerol (YPG)) by incubation in a rotary shaker
at 30 °C. When indicated, cells were grown in synthetic com-
plete (SC) medium containing 0.67% yeast nitrogen base, a
mixture of amino acids, and a carbon source (either 2% glu-
cose or 3% glycerol). All of the experiments described in this
work were performed with exponentially growing cells at op-
tical densities ranging from 0.5 to 0.7 (� � 600 nm, 1-cm light
path).

Plasmids and Genetic Methods—The promoter substitution
cassettes from plasmids pCM224 and pCM225 were em-
ployed for replacing the endogenous promoters of YFH1 in
MML830 by the tetO2 and tetO7 promoters as described (25).
The primers used for these promoter substitutions were 5�-
CAT CGC ACT TGA CAA ATT TCA AAA AAC CGT ATT
CAG TGA TCA GCT GAA GCT TCG TAC GC-3� and 5�-
CAC TCT ATC TTC TCG CTT AGT TTT TTT TGA AAT
ACT ATC TTT GCA TAG GCC ACT AGT GGA T-3�. Plas-
mids pCYC106 (supplied by Dr. E. Garí, Universitat de Lleida)
and pYM24 (26) were used for 3HA tagging of the coding ter-
minus of the chromosomal copies of YFH1 and SMF2, respec-
tively. The primers used for HA tagging in YFH1 were
5�-ACT TAC TGA AGA AGT TGA GAA GGC CAT TTC
TAA AAG CCA ACG TAC GCT GCA GGT CGA C-3� and
5�-AAG GAA GAG AGA CTC TAA CTA TGA AAT AGA
TTG GAT GCG TCA TCG ATG AAT TCG AGC TCG-3�.
The primers used for tagging HA in SMF2 were 5�-TGA ACT
TTT ATA TGT TAC TGG GCT TTA CTA CGG GCA AAG
AAG TAC ACC TCC GTA CGC TGC AGG TCG AC-3� and
5�-ATT CTT GGA TAA AAT GTA TAC TTA TAC TAG
TCT AAA GAA TTG TTA TAT TAA TCG ATG AAT TCG
AGC TCG-3�. For the overexpression of Mrs4, we used the
plasmid JK1489 in whichMRS4 tagged with FLAG at its C
terminus was inserted into pCM185 (27), a tetracycline-regu-
lated plasmid. JK1489 was generously supplied by Dr. Jerry
Kaplan (University of Utah, Salt Lake City).
Iron and Manganese Analyses—Total cellular iron and

manganese concentrations were determined in nitric acid
(3%)-digested cells. Cellular volumes were calculated before
digestion in a Coulter Z2 particle count and size analyzer.
Iron content was determined using bathophenanthroline sul-
fonate as chelator (28). Manganese content was assayed in a
graphite furnace atomic absorption spectrometer.
Enzyme Activities—Cell extracts were prepared using glass

beads. Aconitase and citrate synthase enzyme activities were
assayed as described (29). SOD activities were analyzed in
zymograms. Briefly, cells were disrupted using glass beads in
50 mM Tris-HCl buffer, pH 8.0, and 30 �g of protein were
loaded on native Tris-glycine polyacrylamide gels. After elec-
trophoresis, gels were stained for SOD activity as described

TABLE 1
Strains used in this work

Strain Relevant genotype Comments

W303-1A MATa ura3-1 leu2-3,112 trp1-1 his3-11,15 ade2-1 Wild type
W303-1B MAT� ura3-1 leu2-3,112 trp1-1 his3-11,15 ade2-1
MML298 W303-1A yfh1::kanMX4 �yfh1 (17)
MML348 W303-1A aft1-�5::URA3 �aft1 (45)
BQS100 W303-1A aft1-�5::URA3 yfh1::kanMX4 �aft1 �yfh1 (44)
MML830 W303-1A tetR�-Ssn6::LEU2 Integration of pCM244 in W303-1A (56)
tetO2-YFH1 W303-1A tetO2-YFH1::kanMX4 tetR�-Ssn6::LEU2 Promoter substitution of YFH1 in MML830
BQS099 W303-1A tetO7-YFH1::kanMX4 tetR�-Ssn6::LEU2 Promoter substitution of YFH1 in MML830
tetO7-YFH1 W303-1A tetO7-YFH1::kanMX4 tetR�-Ssn6::LEU2 Spore from BQS099 � W303-1B cross
BQS202 tetO2-YFH1 YFH1-3HA::natMX4 Chromosomal YFH1 tagged with 3HA using the natMX4 cassette
BQS203 tetO7-YFH1; YFH1-3HA::natMX4 Chromosomal YFH1 tagged with 3HA using the natMX4 cassette
BQS204 W303-1A YFH1-3HA::natMX4 Chromosomal YFH1 tagged with 3HA using the natMX4 cassette
BQS206 tetO7-YFH1; SMF2-3HA::hphNT1 Chromosomal SMF2 tagged with 3HA using the hphNT1 cassette
BQS207 MML298 SMF2-3HA::hphNT1 Chromosomal SMF2 tagged with 3HA using the hphNT1 cassette
BQS208 W303-1A SMF2-3HA::hphNT1 Chromosomal SMF2 tagged with 3HA using the hphNT1 cassette
BQS213 BQS100 SMF2-3HA::hphNT1 Chromosomal SMF2 tagged with 3HA using the hphNT1 cassette
BQS212 MML348 SMF2-3HA::hphNT1 Chromosomal SMF2 tagged with 3HA using the hphNT1 cassette
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(30). Native gels were densitometered in a GS800 densitome-
ter (Bio-Rad), and the density of the bands corresponding to
Mn-SOD or CuZn-SOD activity was calculated using Quan-
tity One software (Bio-Rad). A standard curve containing se-
rial dilutions of a reference extract was used to estimate the
relative SOD activity in each extract.
Oxygen Consumption—Oxygen consumption was measured

in a Clark detector as described (31). In brief, oxygen uptake
was measured in a 4-ml stirred chamber (100 rpm) using a
YSI model 53 biological oxygen monitor (Yellow Springs In-
struments) following the manufacturer’s directions. A volume
containing 1 � 107 cells grown in YPG was harvested,
washed, resuspended in fresh YPG medium and tested for
oxygen consumption.
Northern Blot Analyses—RNA isolation and electrophore-

sis, probe labeling with digoxigenin, hybridization, and signal
detection were done as described previously (32). Gene
probes were generated by PCR from genomic DNA, using
oligonucleotides designed to amplify internal open reading
frame sequences.
Western Blot Analysis—Cell extracts were separated in

SDS-polyacrylamide gels and transferred to polyvinylidene
difluoride (PVDF) membranes. The following primary anti-
bodies were used: Sod2 (Stressgen, SOD-111), Sod1 (Chemi-
con, AB1237), Aco1 (obtained from R. Lill, Marburg, Ger-
many), Por1 (Molecular Probes, A6449), E2 subunit from
�-ketoglutarate dehydrogenase (Kgd2) (33), and antibodies
against HA epitope (Roche Applied Science, catalog No.
1867423). Peroxidase-conjugated anti-rabbit and anti-mouse
antibodies were used for detection. Image acquisition was
performed in a ChemiDoc XRS (Bio-Rad). When required,
chemiluminescent data were analyzed using Quantity One
software (Bio-Rad). The protein load was verified by post-
Western Coomassie Brilliant Blue (CBB) staining of the PVDF
membranes.
Carbonyl Quantitation—Oxidative damage to proteins can

be evaluated by the use of 2,4-dinitrophenyl hydrazine
(DNPH), a compound that reacts with carbonyl groups in
proteins. Carbonyl groups are common by-products of oxida-
tive damage to amino acid side chains. Antibodies against
DNP allow the immunodetection of this compound bound to
proteins by classic Western blot techniques. Crude extracts
were prepared as described previously (33). Antibodies
against DNP (Dako) were used at a 1:5000 dilution. A peroxi-
dase-conjugated anti-rabbit antibody was used for detection.
Images were acquired in a ChemiDoc XRS system (Bio-Rad)
and analyzed with Quantity One software (Bio-Rad).

�-Galactosidase Assay—A Fet3-LacZ plasmid containing
the FET3 promoter region cloned into YEp354, a LacZ ex-
pression vector, was kindly supplied by Dr. Jerry Kaplan (Uni-
versity of Utah) (34). This plasmid was used to transform
tetO7-YFH1cells. Cells were grown in SC medium without the
specific marker present in the plasmid. �-Galactosidase activ-
ity was measured using a 96-well kinetic assay as described
(35). The reaction rate was assayed over a span of 10 min.
Specific activity is defined as nmol/min/mg protein.
RNA Isolation and Quantitative Real-time PCR—Total

RNA was extracted using the RNeasy kit (Qiagen, catalog no.

74104) according to manufacturer’s instructions. 1 �g of total
RNA from each sample was converted into cDNA, and 50 ng
was used for each individual real-time PCR reaction. The as-
says were performed in an iCycler (Bio-Rad) using the Taq-
Man Universal PCR Master Mix kit from Applied Biosystems.
Actin (ACT1) was used as an internal control. Primer se-
quences and probes for FET3 and ACT1 were provided by
Applied Biosystems (TaqMan gene expression assays, cus-
tom). Quantification was completed using iCycler IQ real-
time detection system software (version 2.3, Bio-Rad). Rela-
tive expression ratios were calculated on the basis of �Cp
values with efficiency correction based on multiple samples
(36).
Yeast Cell Fractionation—Mitochondrial and cytosolic frac-

tions were obtained from YPG-grown cells by the following
procedure. 0.6 g of yeast cells (wet weight) were resuspended
in 2 ml of 100 mM Tris-HCl, pH 9.3, containing 10 mM dithio-
threitol and incubated for 30 min at 30 °C. Cells were centri-
fuged at 1250 � g for 4 min, and the pellet was washed with 4
ml of buffer A (25 mM sodium phosphate, pH 7, 1 mM MgCl2,
1 mM EDTA, and 2 M sorbitol). After a second centrifugation
step (4 min, 1250 � g) the pellet was resuspended in 2 ml of
buffer A containing 5000 units of zymolyase. After a 1-h incu-
bation, the spheroplasts were pelleted by centrifugation at
2800 � g for 7 min. The pellet was resuspended in 2 ml of 10
mM Tris-HCl, pH 7.4, containing 1 mM EGTA, 0,32 M sucrose,
and protease inhibitors. The spheroplast suspension was sub-
jected three times to 10 strokes in a cooled Potter-Elvehjem
tissue grinder (Kimble/Kontes) and centrifuged at 1250 � g
for 4 min to eliminate unbroken cells and debris. The super-
natant was centrifuged again (10 min, 7800 � g) to separate
the cytosolic proteins (which remained in the supernatant)
from the mitochondria pellet.
Immunoprecipitation of Yfh1—Mitochondrial or cytoplas-

mic proteins (200 �g) were immunoprecipitated using a
�MACSTM column (Miltenyi Biotec) prepared for HA-tagged
protein isolation according to manufacturer’s instructions.
The immunoprecipitated proteins were separated by SDS-
PAGE, blotted onto nitrocellulose membranes, and inmuno-
detected using anti-HA antibodies.
Measurement of Cell Growth Rate—Cell growth was moni-

tored in 1-ml cultures in 24-well plates incubated at 30 °C and
constant agitation in a Biotek PowerWave XS Microplate
Spectrophotometer. Plates were sealed with Breathe-EASY
membranes (Diversified Biotech, Boston, MA). Optical den-
sity (600 nm) was recorded every 30 min. Generation times
were calculated every hour using four measurements around
the desired time point. Gen5 data analysis software and Mi-
crosoft Excel were used for these calculations.

RESULTS

Selection of Growth Media—The present study used yeast
tetO-YFH1mutant strains in which the endogenous YFH1
gene was placed under the control of a Tet promoter. Never-
theless, we first analyzed the effect of the growth media on
mitochondrial content and activity in our wild type strain
(W303-1A) to select the optimal growth conditions for this
study. Glucose is the preferred carbon source of S. cerevisiae,
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and consequently this sugar exerts a strong repressive effect
over many genes involved in the utilization of other carbon
sources. Glucose also has a strong repressive effect on many
mitochondrial genes involved in respiration or NADH gener-
ation. As a consequence, yeast grown under conventional
YPD medium (which contain 2% glucose) display a respirofer-
mentative metabolism in which most of the glucose used is
converted to ethanol. This phenomenon is known as the
Crabtree effect (37, 38). Yeast cells can also grow efficiently in

rich medium containing glycerol (YPG), which is a nonfer-
mentable carbon source. Therefore, we analyzed several mito-
chondrial markers, both in YPD- and YPG-grown cells, in-
cluding two enzymatic activities (aconitase and mitochondrial
citrate synthase) and three proteins (aconitase, �-ketoglut-
arate dehydrogenase, and the mitochondrial porin). As shown
in Fig. 1, all of these parameters were higher in cells grown in
YPG, indicating strong repression of mitochondrial function
in cells grown in YPD medium. As a result, YPG medium was
selected to perform our experiments. It is worth reminding
that frataxin is a mitochondrial protein, and tissues most af-
fected in Friedreich ataxia are those with high oxygen con-
sumption (39).
Construction and Validation of Conditional YFH1 Mutant

Strains—We constructed two conditional mutants in which
YFH1 expression was placed under the control of either tetO2
or tetO7 promoters. For this purpose, we generated tetO2-
YFH1 and tetO7-YFH1 strains in which the wild type YFH1
promoter was replaced by these two promoters. Because these
promoters differ in the number of activation/repression boxes
they contain, tetO7 promoters are more efficient than tetO2
promoters (32). Both of the tetO-YFH1 strains were able to
grow on glycerol in the absence of doxycycline (YFH1 ex-
pressed). The level of expression of YFH1 was measured by
Northern blot before and after 7 h of exposure to doxycycline
(Fig. 2A). Wild type and �yfh1 strains were used as controls.
As expected, tetO7-YFH1 presented higher levels of expres-
sion than tetO2-YFH1 in the absence of doxycycline, whereas
in the presence of this drug the repression was stronger in
tetO7-YFH1 than in tetO2-YFH1. To evaluate the effect of the
different expression levels on protein levels, a 3� HA tag was
placed at the C-terminal site of Yfh1 in wild type and tetO-

FIGURE 1. Increased mitochondrial content in YPG-grown cells. W303
cells were grown in either YPG or YPD medium. Enzymatic activities of ac-
onitase (A) and citrate synthase (B) were measured in whole cell extracts.
The protein content of Aco1, Kgd2, and Por1 was analyzed using specific
antibodies (C). In each gel lane, 15 �g of protein from whole cell extracts
was loaded. The protein load was also verified by post-Western CBB stain-
ing of the PVDF membrane. The apparent molecular weight of each protein
is shown in kDa.

FIGURE 2. Validation of conditional YFH1 mutant strains. A, W303, tetO2-YFH1, and tetO7-YFH1 cells were grown in YPD medium, and the expression of
YFH1 was analyzed by Northern blot before and after the addition of doxycycline (7 h) to the growth medium. B, the effect of the promoter on Yfh1 protein
levels was analyzed in YPG-grown cells by Western blot in the HA-tagged versions of the described strains. C, evolution of Yfh1-HA and Por1 protein con-
tent after doxycycline addition in the tetO7-YFH1-HA strain grown in YPG medium. The detectable signal in the �-HA Western blot after 8 h of doxycycline
addition corresponds to a nonspecific signal. In B and C, 30 �g of protein from whole cell extracts was loaded in each gel lane, and the protein load was
verified by post-Western CBB staining of the PVDF membrane. D, total cellular iron concentration was quantified in YPG-grown cells as described under
“Experimental Procedures.” E, aconitase activity was measured in whole cell extracts from YPG-grown cells. Data are representative of means � S.D. from
three independent experiments. The apparent molecular weight of each protein is shown in kDa.
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regulated strains. Western blot analysis revealed the presence
of three bands (Fig. 2B). The fast migrating band corresponds
to the mature form of the protein, whereas bands of higher
molecular weight correspond to the immature forms. Wild
type and tetO2-YFH1-HA presented similar levels of the ma-
ture form, whereas some increase in this form could be ob-
served in the tetO7-YFH1-HA strain. Immature forms where
found increased in both of the conditional strains, although
this increase was higher in the tetO7-YFH1-HA strain. After
doxycycline addition (Fig. 2C), both the mature and immature
forms disappeared, and the Yfh1 signal was undetectable after
8 h of incubation with the drug. As an additional control, we
analyzed the iron levels and aconitase activity in the different
strains used. As shown in Fig. 2, D and E, no relevant changes
were observed in these parameters between the different
strains. Finally, we analyzed the effects of doxycycline addi-
tion to the wild type strain on iron levels, aconitase activity,
and SOD amounts (measured by Western blot). No signifi-
cant changes were observed in any of these parameters after
24 h of incubation with doxycycline (not shown). This obser-
vation is consistent with previous reports indicating no doxy-
cycline effect on global gene expression in S. cerevisiae (24).
All of these data indicate that neither the substitution of the
YFH1 promoter nor the addition of doxycycline per se has a
major effect on the parameters under study. Therefore, any
effect observed on the conditional mutants after doxycycline
addition may be attributed to Yfh1 depletion.

Analysis of Iron Accumulation and Aconitase Activity on the
Conditional Mutants—We analyzed the effect of doxycycline
addition on total cellular iron content and aconitase activity
in both strains: tetO2-YFH1 at 0, 8, 14 and 24 h and tetO7-
YFH1 at 0, 8, 14, 24, 48, and 72 h. Iron accumulation was de-
tected after 14 h of YFH1 repression in both strains, reaching
a 10-fold increase after 72 h of doxycycline addition in tetO7-
YFH1 (Fig. 3A). Aconitase activity (Fig. 3B) was stable for 14 h
and then slowly began to decrease after 24 h of incubation.
After 72 h, less than 30% of the initial activity could be de-
tected. Western blot analysis of Aco1 protein content (Fig.
3C) indicated that decreased aconitase activity was due to the
loss of Aco1 protein. Mitochondrial porin was used as a con-
trol of mitochondrial content. This protein remained constant
throughout the incubation, indicating that the observed de-
crease in aconitase activity and content was not due to a gen-
eral loss of mitochondria. During the first 24 h of YFH1 re-
pression, the patterns of iron accumulation and aconitase
activity were similar in both tetO2-YFH1 and tetO7-YFH1
strains, indicating that the original levels of Yfh1 do not have
a marked effect on the evolution of the parameters analyzed.
Decline in Respiratory Function—Respiratory failure is a

common trait in Yfh1-deficient cells. This failure may result
from inactivation of several iron-sulfur-containing proteins,
including aconitase and those present in the mitochondrial
complexes of the respiratory chain. As a measure of respira-
tory function, oxygen consumption was analyzed in tetO7-

FIGURE 3. Evolution of aconitase activity and iron content after Yfh1 depletion. Total cellular iron concentration (A) and aconitase activity (B) were
measured in YPG-grown tetO2-YFH1 (red line) and tetO7-YFH1 cells (black line) after doxycycline addition. C, Aco1 and Por1 protein content was measured in
YPG-grown tetO7-YFH1 cells using specific antibodies. In each gel lane, 15 �g of protein from whole cell extracts was loaded, and protein load was verified
by post-Western CBB staining of the PVDF membrane. The apparent molecular weight of each protein is shown in kDa. D, oxygen consumption (nmol O2
min�1) was measured by a Clark-type electrode. Data are representative of means � S.D. of three independent experiments. E, tetO7-YFH1 cells were grown
in 24-well plates in YPG medium containing (blue line) or not containing (red line) 2 �g/ml doxycycline. Generation time was calculated for each condition as
explained under “Experimental Procedures.” Data are representative of mean � confidence intervals from five independent cultures.
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YFH1 cells using a Clark-type electrode. As shown in Fig. 3D,
oxygen consumption remained constant in our conditional
model during the first 14 h after doxycycline addition fol-
lowed by a progressive decline. This pattern indicates that,
similar to aconitase, iron-sulfur centers in respiratory chain
complexes were not quickly affected by Yfh1 depletion.
Decline in Growth Rate—We followed the effect of Yfh1

depletion on the growth rate of the tetO7-YFH1 strain. We
performed these experiments in 24-well plates containing 1
ml of YPG cultures. These plates, containing control cells and
doxycycline-treated cells, were incubated in a Biotek Power-
Wave XS Microplate Spectrophotometer. As described under
“Experimental Procedures,” cultures were kept at log phase by
diluting in a new plate every 12 h. Optical density was mea-
sured every 30 min, and generation times were calculated for
each culture considering 2-h time lapses. As shown in Fig. 3E,
a significant increase in the generation time was observed
after 30 h of treatment with doxycycline. Notably, this in-
crease parallels with the loss in aconitase activity and respira-
tory function described above.
Activation of the Iron Regulon Precedes Aconitase

Inactivation—The results presented above suggest that iron
accumulation precedes the decline in aconitase activity and
oxygen consumption as observed, for instance, after 24 h of
incubation with doxycycline. At this time point, total cellular
iron has increased nearly 4 times, both in tetO2-YFH1 and
tetO7-YFH1 strains, whereas aconitase activity presents only a
slight (10%) and insignificant decrease (Fig. 3, A and B). This
finding suggests that Aft1p, the transcription factor involved
in iron homeostasis, is activated early, before aconitase activ-

ity or oxygen consumption decrease. This finding is highly
relevant, because most authors consider iron accumulation in
�yfh1 strains to be one of the consequences of iron-sulfur
deficiency, as Aft1p is known to be activated by the disruption
of iron-sulfur biogenesis (40). However, if this canonical hy-
pothesis were true, our conditional model would show a de-
crease in aconitase activity before Aft1p activation. To further
confirm the early activation of iron-responsive genes after
Yfh1p depletion, we measured the expression of FET3 by
quantitative RT-PCR at 4 h after doxycycline addition in both
the tetO2-YFH1 and tetO7-YFH1 strains. The Fet3 protein
plays a central role in the high affinity iron transport system
of yeast and is strongly induced after Aft1 activation (41). The
results presented in Fig. 4A indicate a clear induction of the
FET3 transcript in both strains. To further investigate this
point, we transformed the tetO7-YFH1 strain with a plasmid
containing a LacZ reporter gene under the control of the Fet3
promoter. Fig. 4B shows the evolution of LacZ activity in the
transformed strain after addition of doxycycline. A progres-
sive increase in LacZ activity was observed soon after doxycy-
cline addition, confirming the quantitative RT-PCR data. In
summary, our data indicate that induction of the high affinity
iron transport system in the absence of Yfh1 is not triggered
by a general decrease in iron-sulfur centers, thus questioning
the idea that iron-sulfur biogenesis is a primary function of
frataxin or Yfh1.
Absence of Extramitochondrial Yfh1—The results described

above indicate that depletion of Yfh1 leads to an early activa-
tion of the high affinity iron transport system through an un-
known mechanism not dependent on iron-sulfur biosynthesis.

FIGURE 4. Early induction of Fet3 after Yfh1 depletion. A, relative expression of FET3 in the indicated strains was analyzed in YPG-grown cells before (�)
and after 4 h of addition of doxycycline (�) by quantitative RT-PCR. Reference values are those observed in untreated tetO2-YFH1 cells. ACT1 was used as a
control. B, tetO7-YFH1 cells transformed with a plasmid containing a FET3-LacZ construction were grown in SC medium plus glycerol, and �-galactosidase
activity was measured at the indicated time points after doxycycline addition. In both panels, Data are representative of means � S.D. from three indepen-
dent experiments. C, mitochondrial and cytosolic fractions were prepared from YPG-grown BQS204 cells (as described under “Experimental Procedures”)
and loaded on SDS-polyacrylamide gels. The indicated proteins were detected by Western blot. D, mitochondrial and cytosolic fractions were subjected to
immunoprecipitation using antibodies against the HA tag and MACS magnetic beads. The immunoprecipitate was loaded on SDS- polyacrylamide gels and
analyzed for the presence of Yfh1-HA using antibodies against this tag. The apparent molecular weight of each protein is shown in kDa.
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We wanted to explore the presence of a cytosolic form of
Yfh1 that could act as a regulator of Aft1. In human cells, the
presence of an extramitochondrial form of frataxin has been
reported that could be involved in IRP1 regulation (42). It
should be noted, however, that the existence of such an extra-
mitochondrial form of frataxin has been questioned by other
authors (43). To analyze the existence of such an extramito-
chondrial form of Yfh1, yeast cells carrying an HA-tagged
Yfh1 (strain BQS204) were fractionated and analyzed by
Western blot for the presence of Yfh1-HA in the cytosolic and
mitochondrial fractions (Fig. 4C). The mitochondrial proteins
Hsp60 and Por1 were not detected in the cytosolic fraction,
indicating the absence of mitochondrial contamination in
such fractions. The cytosolic protein glyceraldehyde-3-phos-
phate dehydrogenase (Tdh1) was used as a cytosolic marker.
The presence of Yfh1-HA could not be detected in the cytoso-
lic fraction. This may be due to the presence of minute
amounts of Yfh1, not detectable by Western blot, a technique
with a limited dynamic range. To overcome this limitation
and further confirm the absence of Yfh1 in the cytosol, we
immunoprecipitated this protein in the cytosolic and mito-
chondrial fractions using anti-HA antibodies. Again, Yfh1-HA
could not be detected in the cytosolic fraction (Fig. 4D). These
results suggest that yeast cells do not display a cytosolic form
of Yfh1. Activation of the high affinity iron transport system
in YFH1-deficient cells may then be triggered by mitochon-
drial events.
Protein Oxidative Damage—Oxidative stress could explain

the progressive decrease of aconitase protein and activity in
tetO7-YFH1 after doxycycline addition. Iron overload is
known to trigger oxidative stress, which would compromise
the activity of aconitase, a protein highly sensitive to such
stress. We decided to analyze the presence of protein car-
bonylation, a known marker of protein oxidative damage, in
tetO7-YFH1 after doxycycline addition. Carbonyl groups are
common by-products of the free radical attack on amino acid
side chains. They can be detected by Western blot after deri-
vatization with DNPH (33). Protein carbonylation has been

found previously to be increased in �yfh1mutants (16, 44) as
well as in other mutants showing iron accumulation (45). Fig.
5 shows the progressive accumulation of carbonyl groups on
proteins after Yfh1 depletion in the tetO7-YFH1 strain. Analy-
sis of the chemiluminescent data reveals a significant increase
in protein carbonylation after 24 h of incubation with doxycy-
cline, indicating the presence of a strong oxidative environ-
ment under such conditions. This could explain the observed
decline in aconitase at this same time point.
Evolution of SOD Amounts and Activities—In two previous

studies, we showed that SODs play a central role in protein
oxidative damage in null YFH1 yeast cells. First, we observed
the presence of decreased Mn-SOD activity in �yfh1, which
compromise the activity of some iron-sulfur-containing en-
zymes (17). We also observed that decreased activities of
SOD1 and SOD2 contribute to oxidative damage to a specific
subset of proteins by increasing the presence of chelatable
iron in �yfh1 cells (18). We wanted now to explore the evolu-
tion of both SOD enzymes on the conditional tetO-YFH1
strains and their potential relevance to aconitase deficiency.
To this purpose we analyzed changes in protein content (by
Western blot) and enzymatic activities (by zymograms) of
both SOD isoenzymes after doxycycline addition to the
growth media. Again, tetO2-YFH1 was monitored for 24 h and
tetO7-YFH1 for 72 h. SOD protein amounts were induced
progressively after Yfh1 repression in both strains (Fig. 6A).
This induction was also observed previously in �yfh1mutants
(17, 44) and may be the consequence of the oxidative stress
conditions exerted by iron overload. Enzymatic activities were
measured using zymograms, which allow a clear differentia-
tion of both isoenzymes (Fig. 6B). As shown in Fig. 6, C and D,
enzymatic activities did not correlate to protein amounts (Fig.
6A) over the time course of the study. Mn-SOD activity de-
creased steadily over the time course of the study, whereas
CuZn-SOD showed an initial increase followed by a progres-
sive decline after 24 h of incubation with doxycycline.
Evolution of Manganese and Smf2 Levels—We were inter-

ested in understanding the origin of the Mn-SOD activity de-

FIGURE 5. Oxidative damage as carbonylation increases after Yfh1 depletion. A, carbonylated proteins were detected by Western blot using �-DNP
antibodies at the indicated time points after doxycycline addition in YPG-grown tetO7-YFH1 cells. B, the chemiluminescent signal of each lane of the West-
ern blot was analyzed using Quantity One software (Bio-Rad). Carbonyl levels at time point 0 were used as the 100% reference. Data are representative of
means � S.D. from three independent experiments.

Frataxin Depletion Triggers Up-regulation of Iron Transport

DECEMBER 31, 2010 • VOLUME 285 • NUMBER 53 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 41659

 at U
N

IV
E

R
S

IT
A

T
 D

E
 LLE

ID
A

, on F
ebruary 18, 2011

w
w

w
.jbc.org

D
ow

nloaded from
 

http://www.jbc.org/


ficiency in Yfh1-deficient cells. Previously, we reported that
�yfh1mutants exhibited decreased total cellular manganese
content. Manganese supplementation of the growth media
restored normal manganese levels and recovered Mn-SOD
activity, suggesting that inactivation of Mn-SOD was due to
limited cofactor availability (17). The reasons for this manga-
nese deficiency in �yfh1 cells and their relationship with Yfh1
were not investigated. Therefore, we analyzed the manganese
content at 0, 24, 48, and 72 h of incubation with doxycycline
in the tetO7-YFH1 strain and observed a decline on this metal
content after 48 h (Fig. 7A). This is consistent with previous
observations in the null mutant and suggests that manganese
deficiency is a late effect of Yfh1 depletion not directly linked
with the primary function of Yfh1. To analyze the possibility
of an early deficiency of this metal in mitochondria, manga-
nese content was also measured in mitochondrial fractions
after 24 h of doxycycline addition. No significant differences
were found in the manganese content in this organelle at this
time point (data not shown). To find the reason for the total
cellular manganese content deficiency, we decided to analyze
the expression of Smf2, an internal membrane protein re-
quired for manganese uptake. Loss of this protein leads to
decreased manganese cellular content and decreased Mn-
SOD activity, which can be recovered by manganese supple-
mentation of the growth media (46). Smf2 is regulated at the
post-translational level by iron and manganese levels. Upon
metal-replete conditions, it is targeted to the vacuole for deg-
radation (47). By Western blot, we followed the presence of
Smf2 after doxycycline addition to BQS206, a tetO7-YFH1
strain with a HA-tagged version of Smf2. We observed a pro-

gressive decline of Smf2 levels after 14 h of incubation (Fig. 7,
B and C), which became more marked after 48 h of incubation
when only 40% of the original levels of the protein could be
detected. Thus, manganese deficiency in Yfh1-depleted cells
may be due to the loss of this protein. To further understand
the Smf2 deficiency, we investigated the presence of Smf2-HA
in �yfh1, �aft1, and double �yfh1�aft1 strains. Mutation of
AFT1 prevents iron accumulation in a �yfh1 background (44).
As shown in Fig. 7D, Smf2 levels are very low in �yfh1 in con-
trast to the levels observed in �aft1 and in the double
�yfh1�aft1mutants. This suggests that decreased Smf2 levels
in both �yfh1 and tetO7-YFH1 are due to iron accumulation.
In contrast to Aft1, Smf2 could be able to sense increased iron
levels in �yfh1 cells and lead to decreased high affinity man-
ganese transport.
Effect of Manganese Supplementation on SOD and

Aconitase—In a previous study in �yfh1 cells (17), we ob-
served protection of several iron-sulfur enzymes by manga-
nese supplementation of the growth media. This treatment
also restored Mn-SOD activity. This finding suggested that
iron-sulfur enzymes are inactivated by the oxidative stress
conditions created by decreased Mn-SOD activity and iron
overload. However, manganese treatment in �yfh1 cells was
unable to restore aconitase activity. This differential behavior
of aconitase could be due merely to increased sensitivity of
this enzyme toward oxidative stress (relative to the other
iron-sulfur enzymes tested), or to the existence of a specific
role of Yfh1 in holo-aconitase maturation or stability. The
conditional tetO7-YFH1model used in this work allowed us to
better address the relationship between decreased SOD and

FIGURE 6. Evolution of SOD content and activity after Yfh1 depletion. A, evolution of Sod1 and Sod2 protein content in the indicated strains after the
addition of doxycycline was analyzed by Western blot using specific antibodies. In each gel lane, 15 �g of protein from whole cell extracts was loaded, and
protein load was verified by post-Western CBB staining of the PVDF membrane. The apparent molecular weight of each protein is shown in kDa. B, a repre-
sentative zymogram from tetO7-YFH1 is shown, with the bands corresponding to Mn-SOD and CuZn-SOD activity indicated. C and D, CuZn SOD activity
(gray rhombus) and Mn-SOD activity (white rhombus) were measured by zymograms in YPG-grown tetO7-YFH1 (C) and tetO2-YFH1 cells (D) at different time
points after doxycycline addition. Activities at time point 0 were used as 100% reference. Data are representative of means � S.D. from three independent
experiments.

Frataxin Depletion Triggers Up-regulation of Iron Transport

41660 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY VOLUME 285 • NUMBER 53 • DECEMBER 31, 2010

 at U
N

IV
E

R
S

IT
A

T
 D

E
 LLE

ID
A

, on F
ebruary 18, 2011

w
w

w
.jbc.org

D
ow

nloaded from
 

http://www.jbc.org/


aconitase activities. The results presented in Figs. 3 and 6 in-
dicate that both Mn-SOD and aconitase activities showed a
similar inactivation rate, suggesting that aconitase inactiva-
tion could be triggered by a decrease in Mn-SOD activity. To
confirm this triggering, we analyzed the effect of manganese
supplementation on Mn-SOD and aconitase activities in the
conditional tetO7-YFH1mutant. We measured both activities

in cultures treated with doxycycline for 48 h and supple-
mented or not with 50 �M manganese. As shown in Fig. 8, A
and B, manganese had a similar protective effect on both ac-
onitase and Mn-SOD activities in the doxycycline-treated
cells (Yfh1 OFF), whereas no effect of this metal was observed
in the control cultures not treated with doxycycline (Yfh1
ON). These data support the hypothesis that aconitase inacti-

FIGURE 7. Total cellular manganese and Smf2 levels in Yfh1-depleted cells. A, evolution of total cellular manganese concentration was analyzed in YPG-
grown tetO7-YFH1 cells after doxycycline addition. B, analysis by Western blot of the content, after doxycycline addition, of an HA-tagged version of Smf2 in
a tetO7-YFH1 strain (BQS206). In each gel lane, 30 �g of proteins from whole cell extracts was loaded, and protein load was verified by post-Western CBB
staining of the PVDF membrane. Wt, wild type. C, to calculate the Smf2 relative content at the indicated time points, the chemiluminescent signal from each
lane of the Western blot was analyzed using Quantity One software (Bio-Rad). Smf2-HA levels at time point 0 were used as the 100% reference. D, analysis
by Western blot of Smf2-HA content in strains presenting the indicated mutations. In each gel lane, 30 �g of protein from whole cell extracts was loaded,
and protein load was verified by post-Western CBB staining of the PVDF membrane. In all panels, Data are representative of means � S.D. from three inde-
pendent experiments. The apparent molecular weight of each protein is shown in kDa.

FIGURE 8. Manganese treatment prevents the decline in Mn-SOD and aconitase activities. A–C, the enzymatic activities of Mn-SOD (A), aconitase (B),
and total cellular iron were measured in YPG-grown tetO7-YFH1 cells exposed (�) or not (�) to doxycycline (Doxy) and 50 �M MnCl2 for 48 h. For Mn-SOD,
the values of the nontreated cells were used as the 100% reference. Manganese treatment provided a significant protection to both enzymatic activities (*,
p � 0.05). D, tetO7-YFH1 cells transformed with a plasmid containing a FET3-LacZ construction were grown in SC-glycerol medium supplemented (�) or not
(�) with 50 �M MnCl2. �-Galactosidase activity was measured 4 h after doxycycline addition. Data are representative of means � S.D. from three indepen-
dent experiments.
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vation may be triggered by increased superoxide levels due to
decreased Mn-SOD activity. As a control, total cellular iron
content was measured after 48 h of treatment, and Fet3 pro-
moter activity was measured after 4 h of doxycycline addition
(using the Fet3LacZ construction). As shown in Fig. 8, C and
D, neither of these parameters was affected by manganese
supplementation.
Effect of Mitochondrial Iron Overload on Aconitase—To

confirm the sensitivity of aconitase under iron overload con-
ditions, we transformed wild type yeast cells with a multicopy
plasmid carrying a FLAG-tagged version of the mitochondrial
iron transporter Mrs4 under a tet-regulated promoter. This
led to overexpression of this transporter (Fig. 9A), which pro-
motes mitochondrial iron overload (48). As shown in Fig. 9B,
such overexpression resulted in a 50% decrease in aconitase
activity. When expression of Mrs4 was repressed by the addi-
tion of doxycycline (or in cells transformed with the void plas-
mid) this inactivation was not observed. This result indicates
that excess iron in the mitochondria contributes to aconitase
inactivation.

DISCUSSION

Fourteen years after the discovery of the gene coding for
frataxin, the precise function of this protein remains a matter
of debate. According to the results shown here, the primary
role of frataxin in iron-sulfur biogenesis should be questioned.
The use of conditional Yfh1 mutants in this work has allowed
us to overcome one of the main difficulties in analyzing the
effects of frataxin deficiency: distinguishing primary defects
directly due to the absence of the protein from those defects
due to oxidative stress exerted by iron deregulation. Our re-
sults indicate that deregulation of iron metabolism is the pri-
mary effect of Yfh1 depletion, as increased expression of Fet3
was clearly observed 4 h after doxycycline addition in both
tetO2-YFH1 and tetO7-YFH1 strains. This induction was ob-
served by quantitative RT-PCR analysis, as well as with the
Fet3-LacZ reporter protein. Iron accumulation was also ob-
served at the early stages of Yfh1 depletion. The remaining
effects (increased protein oxidative damage, decreased aconi-

tase and SOD activities, decreased oxygen consumption, and
decreased manganese and Smf2 levels) were observed only
after 24 or 48 h of doxycycline addition. Therefore, all of these
may be secondary effects, the consequence of iron overload.
The more controversial point in this hypothesis is the un-

derstanding of the mechanism that explains aconitase defi-
ciency in Yfh1-depleted cells. This deficiency cannot be pri-
mary, as most of the activity of this enzyme remained stable
24 h after doxycycline addition, whereas iron overload,
protein oxidative damage, and induction of both SOD isoen-
zymes were clearly observed at this time point. Previous ob-
servations indicate that disruption of genes involved in iron-
sulfur biogenesis leads to a rapid loss in aconitase activity.
Reduction of GRX5 expression through the use of a tet-regu-
lated promoter leads to a more than 80% decrease in aconi-
tase activity within 12 h (45). Such a rapid decrease has also
been observed in a Met-regulated Nfs1 strain (40). Both ob-
servations suggest that aconitase does not present a long half-
life. Also, as yeast cells are not arrested during the first 24 h of
treatment, the remaining aconitase activity cannot be attrib-
uted to the initial holo-aconitase pool. Indeed, the presence of
high aconitase activity at this time point indicates that the
biochemical machinery required for holo-aconitase matura-
tion remains active in the absence of Yfh1. Aconitase activity
decline appears to be a consequence of oxidative stress. First,
markers of oxidative stress, such as carbonyl content or Sod1p
and Sod2p content, were found increased at 24 h after doxy-
cycline addition. Second, mitochondrial Mn-SOD activity was
also decreased after 48 h of incubation. The presence of de-
creased activities of iron-sulfur enzymes has been widely de-
scribed in different organisms as one of the consequences of
decreased SOD activity, as this type of cofactor is extremely
sensitive to superoxide (49). Finally, when inactivation of Mn-
SOD activity is prevented by manganese supplementation of
the growth media, a decline in aconitase activity was also pre-
vented. This last observation highlights the relationship be-
tween decreased Mn-SOD and aconitase activities, previously
analyzed in �yfh1 cells (17, 18). Under such conditions, re-

FIGURE 9. Overexpression of MRS4 promotes inactivation of aconitase. W303 cells were transformed with plasmid JK1489 (containing MRS4 tagged
with FLAG) or with the plasmid vector (pCM185). Cells were grown in SC-glucose medium. Where indicated, doxycycline was added at 2 �g/ml. A, aconi-
tase, Mrs4-FLAG, and porin were detected by Western blot using the indicated antibodies. In each gel lane, 15 �g of protein from whole cell extracts was
loaded, and protein load was verified by post-Western CBB staining of the PVDF membrane. The apparent molecular weight of each protein is shown in
kDa. B, aconitase activity was measured in whole cell extracts. A significant decrease in aconitase activity was found in the cells overexpressing Mrs4 (*, p �
0.05). Data are representative of means � S.D. from three independent experiments.
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storing Mn-SOD activity prevented inactivation of three iron-
sulfur-containing enzymes (succinate dehydrogenase, gluta-
mate synthase, and isopropyl malate dehydrogenase) but not
of aconitase. The present work indicates that this difference
between aconitase and other iron-sulfur-containing enzymes
may be due to the increased sensitivity of aconitase toward
oxidative stress conditions.
Iron overload may trigger the deficiencies observed in man-

ganese and SOD activities. These anomalies were observed
previously and investigated in �yfh1mutants (17, 18). Mn-
SOD deficiency was considered the consequence of an imbal-
ance between reduced cofactor (manganese) levels and in-
creased iron content that would promote the accumulation of
apo-Sod2 and Fe-Sod2, two inactive forms of the enzyme.
However, the origin of manganese deficiency was not com-
pletely understood. In this work, we observed a decline in
Smf2, a protein involved in manganese uptake, both in �yfh1
cells and in tetO7-YFH1 cells treated with doxycycline. This is
a late event that could be triggered by iron overload; this pro-
tein is known to be post-translationally regulated by metal
levels (50). The experiment with the �yfh�aft1 strain con-
firms this triggering, as preventing iron accumulation in the
double mutant also prevents the decay in Smf2 levels. Inacti-
vation of the cytosolic SOD isoenzyme was also observed pre-
viously in �yfh1 cells (18). Again, this inactivation was de-
scribed as the consequence of limited cofactor (in this case
copper) availability. Copper is required for Fet3 activity,
which is largely induced in �yfh1 (51) and, as observed in this
work, in tetO-YFH1mutants. Indeed, it has been described
that activation of iron acquisition by the iron-responding fac-
tor Aft1 increases copper transport into membrane compart-
ments, leading to copper-deprived cytosol (41). In summary,
the results described here using the conditional tetO-YFH1
mutants confirm the previous observations in �yfh1 cells and
provide an explanation for the origin of manganese deficiency
in Yfh1-deficient cells.
The final conclusion of this study is that Yfh1 does not have

an essential role in iron-sulfur biogenesis. Then what is the
role of this mitochondrial protein? Our results can fit with
two alternative hypotheses among those that have been for-
mulated to explain frataxin function: the iron storage-detoxi-
fication hypothesis and the iron-sensing hypothesis. The first
suggests that frataxin forms ferritin-like structures that store
iron in an oxidized, nonreactive form (52). Lack of frataxin
would lead to the formation of highly reactive iron forms that
inactivate iron-sulfur-containing enzymes. The second one
suggests that, rather than acting as the iron donor for iron-
sulfur biogenesis, frataxin senses mitochondrial iron content
and regulates the rate of iron-sulfur biogenesis (53). This sec-
ond hypothesis would explain the interactions observed be-
tween frataxin and members of the iron-sulfur biosynthetic
machinery (11–13), as well as its iron binding properties (54).
Of course, one of the early consequences of losing either an
iron storage protein or an iron-sensing protein could be the
deregulation of iron metabolism, as observed in the present
study. Also, any of these mitochondrial roles could explain
why Yfh1 depletion leads not only to Aft1 activation but also
to iron accumulation in the mitochondria. In this context, it is

worth mentioning that the mitochondrial iron transporter
Mrs4 is induced in �yfh1mutants (48), thus contributing to
mitochondrial iron accumulation. In contrast, this induction
is not observed in constitutively activated Aft1 mutants (the
so-called Aft1-up) (55). This would indicate that such activa-
tion, in the absence of mitochondrial events, is not enough to
explain the phenotype observed. The final clue needed to un-
derstand the primary role of frataxin may be obtained by deci-
phering the sequence of early events leading from Yfh1 deple-
tion to Fet3 up-regulation.
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Iron is a cofactor required for many cellular functions
such as oxygen transport, electron transfer, or enzymatic
catalysis. However, when it is found in excess, it can easily
react with oxygen or hydrogen peroxide and can generate
toxic oxygen-derived species [1]. Thus, maintaining iron
homeostasis is essential for cells. Many metabolic diseases
have been related to iron imbalance [2]. The budding yeast
Saccharomyces cerevisiae has become a widely used model to
study iron uptake, distribution, and storage in eukaryotic
cells [3]. Quantitation of total cellular iron content in yeast is
required to evaluate the impact of diVerent mutations in iron
metabolism. However, this quantitation cannot easily be per-
formed in many molecular biology laboratories because the
existing methods require the use of expensive equipment such
as atomic absorption or ICP1–mass spectrometers [4]. Also,
radioactive iron has been used to estimate cell iron uptake
and accumulation [5]. Here, we present a modiWcation of a
classical iron determination assay that allows, after nitric
acid digestion of yeast cells, a rapid colorimetrical quantita-
tion of total iron in S. cerevisiae cells.

Methods employed for the assay of iron in biological
samples require as a Wrst step an initial treatment which
releases the complexed iron and as a second step a quanti-
tative determination of the released iron. Iron detection can
be performed by radioactive, spectrometric, or colorimetric
methods. These colorimetric methods rely on the fact that
iron chelators form colored complexes with iron. They are
convenient for laboratories that do not have an easy access
to atomic absorption facilities or that are not adapted to
work with radioactive material. In a method described by
Fish [6], digestion was achieved by a mixture of HCl acid
and KMnO4. Later, ammonium acetate and sodium ascor-

* Corresponding author. Fax: +34 973 702426.
E-mail address: joaquim.ros@cmb.udl.es (J. Ros).

1 Abbreviations used: BPS, bathophenanthrolinedisulfonic acid; ICP,
inductively coupled plasma.
0003-2697/$ - see front matter © 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.
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bate were used to, respectively, increase pH and reduce
iron. Finally, reduced iron was detected with ferrozine,
which forms an intensely colored ferrous complex. This
method is quite accurate for iron determination in many
biological samples. However, yeast cells contain a strong
cell wall [7] whose complete digestion requires the use of 3%
nitric acid. Thus, we have developed a modiWcation of the
Fish method that allows the colorimetric quantitation of
iron after nitric acid digestion of yeast cells.

W303 (wild type) and MML298 (�yfh1) strains were
kindly provided by Dr. Enrique Herrero (Universitat de
Lleida). Yeast cells were grown in YPD-rich medium (1%
yeast extract, 2% peptone, and 2% glucose) by incubation in
a rotary shaker at 30 °C. All chemicals were purchased from
Sigma, except bathophenanthrolinedisulfonic acid (BPS)
and CuSO4 that were from Fluka. Ultrapure water was
obtained with a Millipore Milli-Q Biocel. Reactions were
carried on in disposable 1.5-ml polypropylene tubes with
screw caps from Sarstedt.

Nitric acid (400�l, 3%) containing either standards or
digested yeast cells were mixed with 160�l 38 mg/ml sodium
ascorbate, 320�l 1.7 mg/ml iron chelator (either BPS or fer-
rozine), and 126�l ammonium acetate solution (saturated
ammonium acetate diluted 1/3). After 5 min, the speciWc
absorbance of the iron–chelator complex was recorded at
535 nm (when BPS was used) or 565 nm (when ferrozine
was used) in a Shimadzu UV-2401 PC spectrophotometer.
In both cases, the accuracy of the assay was improved by
subtracting nonspeciWc absorbance recorded at 680 nm.
Cell volumes were calculated in a Z2 particle count and size
analyzer from Coulter (cell volumeDnumber of
cells£mean volume).

First, we tested the feasibility of the Fish method [6] for
detection of iron dissolved in nitric acid. In addition to fer-
rozine, we tested the use of BPS as the iron chelator. DiVer-
ent amounts of Fe(NH4)2(SO4)2 were dissolved in 3% nitric
acid. Ammonium acetate was added to the nitric acid

mailto: joaquim.ros@cmb.udl.es
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solution in the required amount to turn pH to 5.4, where
the absorbance of both the ferrozine–Fe (565 nm) and the
BPS–Fe (535 nm) complexes is maximal. Finally, sodium
ascorbate and the desired iron chelator were added and
absorbance was recorded in a spectrophotometer. Fig. 1
shows the correlation between iron content and light
absorption after complete reaction of iron with ferrozine or
BPS. Using any of the iron chelators, the assay had a linear
response to iron content and was able to detect accurately
1 nmol of iron. The same results were obtained when FeCl3
instead of Fe(NH4)2(SO4)2 was dissolved in nitric acid, indi-
cating that ascorbate was able to eYciently reduce iron
under such conditions. Standard curves were also prepared
with other metals that are also present in yeast, such as
ZnCl2, MnCl2, and CuSO4 [8]. A signiWcant reactivity of
copper with ferrozine was observed, which is consistent
with previous results from other authors [9]. This interfer-
ence was minimized in the Fish method by the use of the
copper chelator neocuproine in the reaction mixture [6].
However, as shown in Fig. 1B, reactivity of BPS with cop-
per was 50 times lower than that observed with iron. Conse-
quently, it was negligible with regard to obtaining an
accurate iron determination in yeast cells, where iron con-
tent largely exceeds copper content [8]. Thus, BPS was
selected as the iron chelator for iron determination, avoid-
ing the need for neocuproine. From the results shown in
Fig. 1B, an extinction coeYcient of 23,141 M¡1 can be cal-
culated for the iron–BPS complex.

Second, we analyzed whether this same method could
be used to detect iron from nitric-acid-digested yeast cells.
We used two S. cerevisiae strains that contain diVerent
amounts of iron: a wild-type strain (W303) and a strain
deleted in the YFH1 gene (MML298). This gene encodes a
mitochondrial protein highly homologous to the human
protein frataxin, whose decreased expression is responsi-
ble for Friedreich’s ataxia. Deletion of YFH1 in yeast
leads to an increase in cellular iron content [10]. Yeast
cells were grown on glucose-rich media (YPD), harvested
during exponential growth, washed twice with ultrapure
water, resuspended in 0.5 ml 3% nitric acid, and incubated
for 16 h at 98 °C in 1.5-ml polypropylene tubes tightly
capped. After this incubation, samples were centrifuged in
a tabletop centrifuge at 12,000 rpm for 5 min and 400 �l
from the supernatant was collected and mixed with BPS,
sodium ascorbate, and ammonium acetate. Reaction was
completed in less than 1 min. NonspeciWc absorbance was
measured at 680 nm and subtracted from the speciWc
absorbance of the iron–BPS complex (535 nm). To elimi-
nate the contribution of contaminant iron, absorbance
was recorded against blanks containing all the reagents
Fig. 1. Detection of metals dissolved in nitric acid. The indicated amounts of Fe(NH4)2(SO4)2 (X), CuSO4(�), and MnCl2 (�) were dissolved in 3% nitric
acid and treated as described in the text (using either ferrozine or BPS as iron chelator). NonspeciWc absorbance was measured at 680 nm and subtracted
from the speciWc absorbance of the iron–ferrozine complex at 565 nm (A) or the iron–BPS complex at 535 nm (B). The same results were obtained when
equimolar amounts of Fe(NH4)2(SO4)2 or FeCl3 were used as the iron source. No reaction between ZnCl2 and the iron chelators could be detected. Data
are represented as mean from three independent experiments (standard error was always below 5% and is not shown).
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used (including BPS). The absorbance from these blanks
against water was always below 0.005. Fig. 2A shows the
amount of iron detected after digestion of increasing
amounts of yeast cells from both strains analyzed. The
results indicate the feasibility of the method, since cellular
volume digested and iron content show a strong correla-
tion and reproducibility. Also, iron contents in both
strains are close to those reported previously [11]. Taking
all the results shown in Fig. 2A, an iron content of
105.3§ 8.7 �M can be calculated for wild-type cells
(nD 15), while that of �yfh1 cells is 253.7§ 8.6 �M
(nD 12). Fig. 2B shows the absorption spectra of the reac-
tion mixture with or without BPS included. It can be
observed that absorbance from digestion products does
not interfere with that of the iron–BPS complex.

To further ensure the accuracy of the colorimetric method
described in this work, results were compared with those
obtained with ICP–mass spectrometry. With this purpose, we
digested an equal volume of wild type and �yfh1 yeast cells
in 3% nitric acid and analyzed the digested preparation with
either ICP–mass spectrometry or the colorimetric method
described above. Similar results were obtained with both
methods: with ICP–mass spectrometry, the estimated whole-
cell iron concentrations were 98.5§2.2�M in wild-type cells
and 242.2§3.1�M in �yfh1 cells; with our colorimetric
method, estimated amounts were 102.1§1.8�M in wild-type
cells and 250.4§3.5�M in �yfh1 cells.

In summary, the presented colorimetric method may pro-
vide molecular biology laboratories with a powerful technique
for evaluating iron levels in yeast cells or other biological sam-
ples resistant to digestion of acids other than nitric acid.
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Abstract

Iron accumulation has been associated with several pathological conditions such as Friedreich ataxia. This human disorder is caused by
decreased expression of frataxin. Iron-overload triggers oxidative stress, but the main targets of such stress are not known. In yeast cells lacking
the frataxin ortholog YFH1, we have identified a set of 14 carbonylated proteins, which include mitochondrial ATP synthase, phosphoglycerate
kinase, pyruvate kinase, and molecular chaperones. Interestingly, most of the target proteins are magnesium- and/or nucleotide-binding proteins.
This key feature leads us to postulate that when iron accumulates, chelatable iron replaces magnesium at the corresponding metal-binding site,
promoting selective damage to these proteins. Consistent with this hypothesis, in vitro experiments performed with pure pyruvate kinase and
phosphoglycerate kinase showed that oxidation of these proteins can be prevented by magnesium and increased by the presence of ATP. Also,
chelatable iron, which forms complexes with nucleotides, showed a sevenfold increase in Δyfh1 cells. Moreover, lowering chelatable iron in
Δyfh1 cells by desferrioxamine prevented enzyme inactivation. As a general conclusion, we propose that magnesium bound to proteins is replaced
by chelatable iron when this metal accumulates. This mechanism explains selective protein oxidation and provides clues for better understanding
of iron-overloading pathologies.
© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
Keywords: Iron-overload; Protein carbonylation; Metal-catalyzed oxidation; Frataxin; Yeast; Free radicals
Reactive oxygen species (ROS) are common by-products of
aerobic metabolism and have the potential to damage cellular
components such as lipids, nucleic acids, carbohydrates, and
proteins. The relevance of ROS to the cellular metabolism is
highlighted by the fact that all living organisms have developed
defenses against ROS, allowing organisms to live in the pre-
sence of oxygen [1].

Oxidative stress is defined as the imbalance between the
production and the destruction of ROS by antioxidant mecha-
nisms [2]. It can be induced exogenously by toxic compounds
such as H2O2 or superoxide-generating compounds such as
menadione. Endogenous oxidative stress is present in several
physiological conditions such as aging or several diseases, some
Abbreviations: ROS, reactive oxygen species; FRDA, Friedreich ataxia;
SOD, superoxide dismutase; MCO, metal-catalyzed oxidation; DNPH, 2,4-
dinitrophenyl hydrazine.
⁎ Corresponding author. Fax: +34 973 702 426.
E-mail address: joaquim.ros@cmb.udl.es (J. Ros).

0891-5849/$ - see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.freeradbiomed.2008.01.014
of them related to iron metabolism [3]. Iron is an important
element in biochemistry because of its great versatility as a
biologic catalyst. However, high tissue iron concentrations can
play a catalytic role in the initiation of free radical reactions [4].
Iron accumulation has been associated with the development and
progression of several pathological conditions such as Friedreich
ataxia (FRDA), hereditary hemochromatosis, aceruloplasmine-
mia, or X-linked sideroblastic anemia [5–7].

One of the most intriguing disorders of iron metabolism is
FRDA. This human neurological and cardiac disorder is caused
by decreased expression of the mitochondrial protein frataxin
[8]. FRDA patients suffer from multiple symptoms, including
progressive gait and limb ataxia, hypertrophic cardiomyopathy,
and diabetesmellitus [9]. Although a large number of studies link
frataxin to iron metabolism its precise function remains a matter
of debate. Frataxin has been suggested to play a role in iron–
sulfur cluster biosynthesis [10], heme biosynthesis [11,12], iron
storage [13,14], electron transfer to ubiquinone [15], or holo-
aconitase reconstitution [16]. In most cellular and animal models
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http://dx.doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2008.01.014
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of FRDA, decreased activities of iron–sulfur-containing proteins
and increased mitochondrial iron accumulation have been re-
ported [17]. Consequently, some therapeutic approaches under
study suggest reducing the degree of iron accumulation by che-
lators or preventing its pro-oxidant effects by the use of anti-
oxidants such as idebenone, a coenzyme Q analog [9]. Many
studies in frataxin function arise from experiments performed
with Saccharomyces cerevisiae, as frataxin and the yeast ho-
molog YFH1 are orthologs. Frataxin and Yfh1 are mitochondrial
proteins; Δyfh1 strains accumulate iron and show decreased
activities of iron–sulfur-containing proteins [18], and finally,
human frataxin complements yeast Δyfh1 mutant strains [19].

In a previous work we analyzed the proteome of Δyfh1 cells
[20]. Our results indicated that frataxin-deficient yeast cells
express increased amounts of proteins involved in the defense
against oxidative stress, suggesting that they are exposed to
continuous oxidative conditions. Oxidative stress was due to iron
overload, but also to decreased activity of the antioxidant mito-
chondrial enzyme manganese-superoxide dismutase (SOD). In
the present work we will focus on protein damage induced by
such endogenous oxidative stress in Δyfh1 cells. Oxidative
damage to proteins is a highly specific process, as some proteins
are more prone to suffer this damage than others. This has been
shown in studies using Escherichia coli or yeast subjected to
pro-oxidant agents such as H2O2 or menadione [21,22]. One of
the mechanisms involved in protein oxidation is metal-catalyzed
oxidation (MCO). Through this mechanism, iron bound by the
polypeptide chain promotes the generation of reactive oxygen
species that can damage the neighboring amino acids [23]. As a
consequence, enzymes containing mononuclear iron centers are
known to be highly sensitive to oxidative stress. An example
would be microbial type III NAD(P)-dependent dehydrogenases
[24,25]. In contrast, zinc-dependent alcohol dehydrogenases are
highly resistant to the pro-oxidant action of ascorbate and iron.
Indeed, replacement of iron by zinc in the active centers of type
III NAD(P)-dependent dehydrogenases leads to MCO-resistant
enzymes [26]. Oxidative damage to proteins can be evaluated by
analyzing protein-carbonyl content [27].

The results presented here show that iron accumulation in
Δyfh1 cells promotes specific oxidative damage to proteins having
magnesium-binding sites. Such damage is mediated by chelatable
iron that can replacemagnesium ions which are bound to proteins,
either directly or through a nucleotide moiety.

Experimental procedures

Organisms and culture conditions

Wild type S. cerevisiae strain W303-1A (MATa ura3-52
leu2-3,112 trp1-1 his3-11,15 ade2-1) was used in this study [20].
The following strains are isogenic to W303 and have been
previously described: Δyfh1, MML298 (MATa yfh::kanMX4)
[20]; Δaft1, MML348 (MATa aft1-Δ5::URA3) [28]; and
MML350 (MATa aft1-Δ5::URA3) [28]. TheΔyfh1Δaft1 strain,
BQS100 (MATa aft1-Δ5::URA3 yfh1::kanMX4), was obtained
from a spore after crossing MML298 and MML350. Yeast cells
were grown in rich medium (1% yeast extract, 2% peptone) with
either 2% glucose (YPD) or 3% glycerol (YPG) by incubation in
a rotary shaker at 30°C. Synthetic medium (SC) contained 2%
glucose, 0.67% yeast nitrogen base (Difco), a mixture of amino
acids, and the required auxotrophic supplements. All the
experiments described in this work were performed with
exponentially growing cells at optical densities ranging from
0.5 to 1 (λ = 600 nm, 1-cm light path).

Two-dimensional gel electrophoresis

Cells were suspended in 25 mM Tris–HCl buffer, pH 8, plus
8 M urea, and disrupted using glass beads. An equal volume of
8 M urea, 8% Chaps, and 50 mM DTT was added to the lysed
cells, and after centrifugation (12,000 rpm for 5 min) 10 μl of
the supernatant was diluted in 140 μl of Rehydration Buffer
[29]. Protein amounts were quantitated with a Nanodrop ND-
100 spectrophotometer and adjusted to 0.33 mg/ml with rehy-
dration buffer. Isoelectric focusing was performed in 7-cm
immobilized pH gradient strips (3-10 NL; Bio-Rad). After the
first dimension, strips were incubated for 20 min with 5 ml of a
solution containing 10mM2,4-dinitrophenyl hydrazine (DNPH)
in 10% trifluoroacetic acid (TFA). This compound reacts with
carbonyl groups in proteins. To stop this reaction, the strip was
transferred to a 5-ml solution containing 0.4 M Tris, 6 M urea,
2%SDS, and 20% glycerol. Second-dimension SDS–PAGEwas
performed on 18×18-cm 12.5% polyacrylamide gels (2.6% C).
Two strips (wild type andΔyfh1) were run in parallel on the same
gel. Gels were either transferred to PVDF membranes for West-
ern blot analysis or silver stained and scanned in a GS800
densitometer (Bio-Rad). In both cases, the obtained images were
analyzed with PDQuest software (Bio-Rad). Gels were silver
stained using the PlusOne silver staining kit from General
Electric Healthcare. PVDF membranes were silver stained as
described [30].

Western blot analysis and carbonyl content quantitation

Oxidative damage to proteins can be evaluated by the use of
DNPH, a compound that reacts with carbonyl groups in pro-
teins. Carbonyl groups are common by-products of oxidative
damage to amino acid side chains. Antibodies against DNPH
allow the immunodetection of this compound bound to proteins
by classic Western blot techniques [27]. Crude extracts were
prepared as previously described [21] for Western blots from
one-dimensional gels. Western blots from two-dimensional gels
were prepared as described in the previous section. In both
cases, antibodies against DNPH (Dako) were used at 1:5000
dilution. A peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody was used
for detection. Images were acquired in a ChemiDocXRS System
(Bio-Rad) and analyzed with Quantity One software (Bio-Rad).
In one-dimensional Western blots, carbonyl content was ob-
tained from the chemiluminescent signal of each lane (when
crude extracts were analyzed) or band (when pure protein pre-
parations were analyzed). To control protein load, membranes
were stained with Coomassie brilliant blue, scanned in a GS800
densitometer (Bio-Rad), and analyzed with Quantity One soft-
ware (Bio-Rad).
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Protein identification by tryptic digestion and MALDI-TOF

Protein spots were excised from gels and subjected to in situ
digestion with trypsin on a ZipPlate (Millipore). Gel pieces
were washed with 25 mM ammonium bicarbonate and dehy-
drated with acetonitrile followed by (i) reduction of cysteines
with 10 mM DTT, (ii) alkylation of free cysteines with 55 mM
iodoacetamide, and (iii) in situ digestion with 170 ng trypsin
overnight at 30°C. Peptide extraction and wash were performed
in a ZipPlate according to the manufacturer’s recommendations.
Tryptic peptides were recovered in 5 μl of 0.1% TFA, 50%
acetonitrile, and spotted onto a MALDI plate in the presence of
a-cyano-4-hydroxycynamic acid. The spectra were obtained in
an Applied Biosystems Voyager DE PRO MALDI-TOF
apparatus operating in a reflector mode. Spectra with resolu-
tions higher than 8000 were obtained. External calibration was
performed with calibration mixtures from Applied Biosystems.
The acquired spectra were processed by Data Explorer (version
4.0). Proteins were identified by peptide mass fingerprinting
searching against the Swiss-Prot database using MASCOT.
Peptide mass fingerprinting used the assumption that peptides
are monoisotopic, oxidized at methionine residues (optional),
and carbamidomethylated at cysteine residues (optional). One
maximum missed cleavage was allowed with a maximum
peptide mass tolerance of 100 ppm.

Enzyme activities

Cell extracts were prepared using glass beads and assayed as
described in the following references: pyruvate kinase [31],
phosphoglycerate kinase [32], adenylate kinase [33], malate
dehydrogenase [34], glyceraldehyde dehydrogenase [35], and
alcohol dehydrogenase [26]. Mitochondrial F1FO ATP synthase
was assayed in mitochondrial preparations as described [36].
Oligomycin at 6 μg/ml, an inhibitor of this enzyme [37], was
used for background subtraction.Mitochondria were prepared as
previously described [28]. In all the activities tested, units are
μmol/min. Specific activities were obtained after dividing the
activity in crude extracts (U/mg of total protein) by the relative
content of each enzyme in the crude extract (mg of enzyme/mg of
total protein). This last value was obtained from the analysis of
the 2D gels shown in Figs. 2C and 2D using PDQuest software.

Oxidation of proteins by ascorbate and iron

Proteins were obtained from Sigma (pyruvate kinase, Pro-
duct No. P1506; phosphoglycerate kinase, Product No. P7634).
The purity of these preparations was tested by SDS–PAGE and
its identity was verified by peptide mass fingerprinting after
tryptic digestion of the protein. We confirmed that they corres-
pond to rabbit pyruvate kinase (Swiss-Prot Accession No.
P11974) and yeast phosphoglycerate kinase (Swiss-Prot Acces-
sion No. P00560). Alcohol dehydrogenase 1 was from Fluka
(Product No. 05635). The commercial preparations (100 μl)
were dialyzed against 0.1 M Tris buffer, pH 7.3, for 1 h at 4°C in
two Slide-A-Lyzer mini dialysis units from Pierce. After
dialysis, these preparations were further cleaned using a 5-ml
Hi-Trap desalting gel filtration column and an AKTA prime
chromatographic system from GE Healthcare. The solvent used
was 0.1 M Tris buffer, pH 7.3. Inactivation of the enzymes was
performed in opened 1.5-ml polypropylene tubes in a Thermo-
mixer Comfort (Eppendorf) at 20°C and 1000 rpm. The reaction
mixture (20 μl) contained 180 pmol of pyruvate kinase or
phosphoglycerate kinase and the indicated amounts of ascor-
bate, FeCl3, ferrous ammonium sulfate, ATP, CTP, or MgCl2.

Iron analyses

Total cellular iron concentration was determined as described
[38]. In short, cell volumes were calculated in a Coulter Z2
particle count and size analyzer and iron content was deter-
mined in nitric acid-digested cells, using bathophenanthroline
sulfonate as chelator. Analysis of intracellular chelatable iron
was performed using confocal microscopy and the fluorescent
iron chelator Phen Green SK diacetate (Molecular Probes).
Yeast cells were grown in YPD medium, washed twice with SC
medium, and then loaded for 20 min with 20 μM Phen Green
SK diacetate in 300 μl of SC medium. This incubation was
performed over glass coverslips mounted in a stainless steel
chamber placed on the stage of an inverted Olympus FV500
confocal laser scanning microscope. Coverslips had been pre-
viously treated with concanavalin A (Sigma) to fix the cells.
After 20 min of incubation with Phen Green SK diacetate, cells
already fixed on the chamber’s coverslip were washed twice with
SC medium, diluted again in 300 μl of SC medium, and imaged
in the microscope using an argon laser (λexcitation 488 nm) and a
505 nm long-pass filter. An Olympus PlanApo oil objective
(60×/1.40 NA) was used. For dynamic measurements of Phen
Green dequenching, images were collected at 5-s intervals. After
1 min, 3 μl of a solution containing 0.2 M 1,10-phenanthroline
was added to the chamber and images were collected for 4
additional minutes at 5-s intervals. Data were analyzed using
Olympus Fluoview and Microsoft Excel software.

Statistical methods

All data are expressed as means±standard deviation. Data
obtained from two paired groups were compared using Student’s
t test. Comparisons among multiple groups were performed
using ANOVA and Tukey’s post hoc test.

Results

Increased protein oxidation in Δyfh1 mutants

To analyze the presence of significant protein oxidative dam-
age induced by iron overload in Δyfh1 cells, the total protein
carbonyl contents of wild-type and Δyfh1 cell extracts were
compared. To this purpose, cells grown in rich medium with
either glucose or glycerol were harvested during exponential
phase. Iron content was analyzed in both strains (Fig. 1A).
Consistent with previous observations [20,38], Δyfh1 cells ex-
hibit a 2.5-fold increase in iron content when grown in YPD and
a 3-fold increase when grown in YPG. Carbonyl groups were



Fig. 1. Increased protein oxidative damage in Δyfh1 cells. Wild-type (white bars) and Δyfh1 cells (gray bars) grown in YPD or YPG medium were taken at mid-
exponential phase and prepared as described under Experimental procedures. (A) Total cellular iron was quantified as described under Experimental procedures. Data are
represented as means±standard deviation from three independent experiments. A highly significant increase (⁎⁎pb0.01) in iron concentration is observed inΔyfh1 cells
relative towild-type cells, in either YPDorYPG. (B)Carbonylated proteins were detected byWestern blot after one-dimensional SDS–PAGEusing antibodies against 2,4-
dinitrophenyl. (C) Relative carbonyl content was calculated from the chemiluminescent signal of each lane of theWestern blot analyzed with Quantity One software (Bio-
Rad). Carbonyl levels in wild-type YPD-grown cells were used as a 100% reference. Data are represented asmean±standard deviation from six independent experiments.
Also in this case, a highly significant increase (⁎⁎pb0.01) in carbonyl content is observed in Δyfh1 cells relative to wild-type cells, in either YPD or YPG.
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detected by Western blot after one-dimensional SDS–PAGE
separation of crude extracts as described under Experimental
procedures (Fig. 1B). Relative carbonyl content (Fig. 1C) was
calculated by Western blot as described under Experimental
procedures. Carbonyl levels in wild-type YPD-grown cells were
used as a 100% reference. InΔyfh1mutant cells grown in YPD, a
40% increase in protein carbonyl content could be detected with
respect to levels found in wild-type cells. Also, in YPG-grown
Δyfh1 cells a 30% increase in carbonyl content was observed.
Thus, the higher degree of protein carbonylation observed is
consistent with the iron accumulation in Δyfh1 cells. Increased
protein carbonyl content in YFH1-null mutants has been
previously describedby different authors [39–41]. The differences
in carbonyl content observed between YPG- and YPD-grown
wild-type cells are consistent with previously published results
from our group [22]. Interestingly, in both media, specific bands
showed an increase whichwas higher than the average. This result
agrees with the fact that carbonylation targets specific proteins.

Selective protein oxidation in Δyfh1 mutants

To further analyze oxidative damage to specific proteins,
crude extracts from wild-type and Δyfh1 cells grown in YPG
were prepared and analyzed by two-dimensional electrophor-
esis. This experiment was carried out with yeast cells grown in
YPG because in this medium cells exhibit higher respiration
rates and increased mitochondrial content. It is worth mention-
ing that in YFH1-null mutants iron accumulation occurs mainly
in mitochondria [42], and the tissues most affected in FRDA
patients are those with elevated oxidative metabolism, like heart
and nervous system [9]. The ability of YFH1-null mutants to
grow in YPG has been reported by various authors, working
mainly in the W303 background and without iron supplementa-
tion of the growth medium [42–44]. Carbonyl groups were
detected by Western blot as described under Experimental
procedures and shown in Figs. 2A and 2B. Only spots showing
a repetitive increase (at least twofold) in protein carbonylation
in Δyfh1 cells were considered for further identification. Spots
showing a reproducible decrease in carbonyl content were not
observed in Δyfh1 cells. To identify which proteins corre-
sponded to the spots detected in the Western blot, membranes
were silver stained as described. Also, a duplicate was prepared
in which crude extracts were separated in 2D gels and silver
stained (Figs. 2C and 2D). This allowed the localization of the
carbonylated spots on the silver-stained gel and the quantifica-
tion of differences in protein amounts between wild-type and
Δyfh1 extracts. Selected spots were identified by peptide mass
fingerprinting after tryptic digestion and MALDI-TOF analysis.
The list of identified proteins is shown in Table 1. Interestingly,
six of them are mitochondrial proteins (Ssc1, Hsp78, Cta1, Atp1,
Atp2, and Ilv5), highlighting the relevance of oxidative stress in
this organelle inΔyfh1 cells. The ratio between protein amounts
of the selected spots in wild-type andΔyfh1 cells was calculated
using the PDQuest software and is also shown in Table 1. Most
of the spots show increased carbonyl content with no increase in
protein amount, clearly indicating that these proteins are more
damaged inΔyfh1 cells. In a proteomic study, we had previously
identified Adk1, Sod1, and Ahp1 as induced proteins [20].
Induction of these proteins was confirmed in the silver-stained
gels. In addition we also identified Cta1 as a highly induced
protein. As shown in Table 1, these four proteins exhibit higher
increase in carbonyl content than in protein amount, indicating
that they are also specific targets of oxidative damage.

Enzymatic activities of oxidized proteins

Some of the proteins identified as targets of iron-induced
oxidative stress in the previous section are enzymes. In order to



Fig. 2. Analysis of the proteome and oxyproteome of wild-type and Δyfh1 cells grown in YPG by two-dimensional gel electrophoresis. Cells were grown in YPG
medium and 40 μg of total cell lysates were separated by two-dimensional gel electrophoresis as described under Experimental procedures. Gels were transferred to
PVDF membranes and oxidized proteins detected with antibodies against 2,4-dinitrophenyl. Images corresponding to (A) wild type and (B) Δyfh1 were recorded in a
ChemiDoc XRS system (Bio-Rad). Silver-stained gels corresponding to (C) wild-type and (D) Δyfh1 were digitized using a GS-800 densitometer (Bio-Rad). Images
were analyzed with PDQuest software (Bio-Rad). The indicated spots showed a reproducible increase (more than twofold) in Δyfh1 cells in three independent
experiments (see Table 1).
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determine if their oxidation leads to a decrease in their function,
we measured the enzymatic activities of pyruvate kinase,
phosphoglycerate kinase, adenylate kinase, and F1FO ATP
synthase. The first three, which are cytosolic enzymes, were
measured in crude extracts from wild-type and Δyfh1 cells.
Enzymatic activities were normalized according to the differ-
ences observed in protein amounts in 2D gels as described
under Experimental procedures. The activity of mitochondrial
F1FO ATP synthase was measured in crude mitochondrial
extracts. This activity was corrected using either mitochondrial
porin (detected by Western blot—not shown) or the activity of
mitochondrial citrate synthase as an indicator of mitochondrial
protein content in each mitochondrial preparation. As shown in
Fig. 2 and Table 1, no changes in Atp1 and Atp2 protein content
were detected by 2D gels. The analyses of enzymatic activities
of the four enzymes (Fig. 3) show a clear decrease in their
specific activity in Δyfh1 cells. This fact confirms that iron-
induced oxidative stress targeted these proteins in YFH1-
deficient yeast, and, as a consequence, its biological function
was impaired. As a control, we assayed the activities of two
enzymes, malate dehydrogenase and glyceraldehyde-3-phos-
phate dehydrogenase, which do not bind either Mg2+ or
nucleotides. The activities of both enzymes were the same as
those found in wild-type cells.



Table 1
Carbonylated proteins in Δyfh1 cells

Protein Gene Spots Score Oxidation fold Protein fold Oxidation/protein

Mitochondrial heat shock protein SSC1 1 101 3.4±1.2 0.9±0.2 3.9
3 134 3.1±0.4 1.3±0.4 2.4

Mitochondrial matrix chaperone HSP78 4 59 14.6±1.2 0.9±0.3 15.3
Cytoplasmic heat shock protein homolog SSE1 2 66 6.6±2.3 0.9±0.2 7.1
F1FO ATP synthase, α subunit ATP1 6 63 5.4±0.7 1.2±0.2 4.5

7 98 12.1±2.7 1.0±0.4 12.1
F1FO ATP synthase, β subunit ATP2 5 86 3.4±1.4 0.7±0.3 4.7
Acetohydroxyacid reductoisomerase ILV5 8 77 10.3±2.5 1.0±0.5 9.7
Pyruvate kinase 1 CDC19 10 100 3.5±1.3 0.9±0.1 3.9

11 142 2.8±0.6 0.8±0.2 3.4
3-Phosphoglycerate kinase PGK1 12 82 3.9±0.8 1.0±0.3 3.7
Adenylate kinase ADK1 13 72 8.2±1.5 2.5±0.5 3.3
Catalase A CTA1 9 92 49.7±6.2 6.1±1.7 8.1
Thiol-specific peroxiredoxin AHP1 14 129 16.3±4.4 4.3±1.0 3.7
CuZn-superoxide dismutase SOD1 15 75 14.9±4.3 5.2±1.0 2.83
Actin, α chain ACT1 16 128 2.6±0.3 0.7±0.1 3.43
Translational elongation factor EF-1α TEF2 17 92 9.12±1.61 1.2±0.4 7.12

Oxidation fold (Δyfh1 over wild type) was quantified from oxy-blots shown in Figs. 2A and 2B. Protein fold (Δyfh1 over wild type) was quantified from silver-stained
gels shown in Figs. 2C and 2D. Values in the last column are the ratios between oxidation and protein fold and represent the relative increase in oxidative damage for
each identified protein in Δyfh1. Spots were digested with trypsin and analyzed in an Applied Biosystems Voyager DE PRO MALDI-TOF system. Proteins were
identified by peptide mass fingerprinting using MASCOT. Scores higher than 50 are significant ( pb0.05). Data are means±standard deviation from three independent
experiments.
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Iron-mediated inactivation of pyruvate kinase

The analysis of the oxyproteome of Δyfh1 cells reveals that
11 of the 14 proteins identified as targets of oxidative stress
Fig. 3. Specific activities of carbonylated enzymes in wild-type and Δyfh1 yeast c
Enzymatic activities of pyruvate kinase, phosphoglycerate kinase, and adenylate kinas
calculated considering the relative amount of each enzyme detected in 2D gels. F1FO
Δyfh1 cells, and the activity found in Δyfh1 mitochondria was corrected considering
by Western blot). The same results were obtained when mitochondrial citrate synthase
dehydrogenase and glyceraldehyde-3-P dehydrogenase (proteins that bind neither ma
deviation from three independent experiments. A significant decrease in enzymatic
share, as a common trait, the ability to bind magnesium ions. In
these proteins, magnesium can be found directly chelated by
amino acid side chains (as in pyruvate kinase, Ilv5, and both
subunits of ATP synthase) or through the nucleotides bound to
ells. Wild-type (white bars) and Δyfh1 cells (gray bars) were grown in YPG.
e were measured in whole-cell extracts and the specific activities (U/mg enzyme)
ATP synthase was measured in mitochondrial preparations from wild-type and
the relative amount of mitochondrial porin present in each preparation (detected
activity was used as reference (not shown). As a control, the activities of malate

gnesium nor nucleotides) were assayed. Data are represented as means±standard
activities (⁎⁎pb0.01) was found in Δyfh1 yeasts.



Fig. 5. Metal-catalyzed oxidation of phosphoglycerate kinase by ascorbate and
iron is enhanced by ATP. Pure preparations of yeast phosphoglycerate kinase
(9 μM final concentration) (gray bars) were incubated with the indicated com-
pounds at the following final concentrations: 50 μM FeCl3, 10 mM ascorbate,
25 μM ATP, 25 μM CTP, and 0.5 mM MgCl2. After incubation for 5 min at
20°C, phosphoglycerate kinase was derivatized with DNPH and separated in
one-dimensional gels and carbonyl content was measured by Western blot. The
carbonyl content from nonoxidized samples was taken as a reference value. Data
are represented as means±standard deviation from six independent experiments.
Significant differences are shown. Ascorbate and iron promoted a significant
increase in carbonyl content. A highly significant increase in carbonyl content
(⁎⁎pb0.01) was found in the preparations containing ATP compared to those
not containing ATP or those containing ATP plus MgCl2. This fact indicates that
the ATP–Fe complex exerts a pro-oxidant effect on phosphoglycerate kinase. As
a control, alcohol dehydrogenase 1 (white bars) was processed in parallel.
Ascorbate and iron induced a significant increase in carbonyl content, but the
presence of ATP did not significantly modify the carbonyl content of this
enzyme.

Fig. 4. Inactivation of pyruvate kinase by ascorbate and iron. (A) Pure pre-
parations of rabbit pyruvate kinase (9 μM final concentration) were incubated
with the indicated compounds at the following final concentrations: 50 μM
FeCl3, 10 mM ascorbate, 50 μM ferrous ammonium sulfate (FAS), and 0.5 mM
MgCl2. After incubation for 20 min at 20°C, the remaining enzymatic activity
was measured. Note the clear protection of the activity of pyruvate kinase
observed when magnesium was present (⁎⁎pb0.01). (B) Pure preparations of
rabbit pyruvate kinase (9 μM final concentration) were incubated with 50 μM
FeCl3 and the indicated amounts of MgCl2 in the presence (♦) or absence (▪) of
10 mM ascorbate. The remaining enzymatic activity was measured after 20 min
of incubation at 20°C. (C) Pure preparations of alcohol dehydrogenase were
assayed for inactivation by 10 mM ascorbate and 100 μM FeCl3. When added,
MgCl2 was used at 0.5 mM. Results in A, B, and C are represented as means±
standard deviation from three independent experiments.
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these proteins (as in chaperones, phosphoglycerate kinase,
adenylate kinase, actin, and Tef2). It is worth mentioning that,
according to the Swiss-Prot database, only 1.4% of the yeast
sequences have been described as magnesium-containing
proteins and 8.7% as nucleotide-binding proteins. These
observations would suggest that damage to these proteins
could be mediated by the replacement of magnesium ions by
iron in the corresponding binding sites. To analyze if binding of
iron to magnesium-binding sites in proteins could be involved
in iron-mediated protein oxidative damage, we incubated pure
preparations of the magnesium-containing enzyme pyruvate
kinase with the pro-oxidant system ascorbate/Fe3+. This MCO
system promotes the inactivation of those enzymes which are
able to bind iron in the proximity of its active center [45]. Pure
preparations of pyruvate kinase were incubated with 10 mM
ascorbate and 50 μM FeCl3 for 20 min and its activity was
measured. As shown in Fig. 4A, the presence of both ascorbate
and iron was required to promote inactivation of the enzyme.
The degree of inactivation of pyruvate kinase is similar to that
observed for MCO-sensitive enzymes under similar conditions
[26,46]. This fact suggests that iron may be bound by pyruvate
kinase in the vicinity of the active center and then promote the
generation of ROS. Ascorbate or FeCl3 alone did not promote
inactivation, whereas ferrous ammonium sulfate promoted
some inactivation of the enzyme. This indicates that the
reduced form of iron is the one able to bind to the magnesium
center and trigger the generation of ROS. To further analyze if
iron is bound at the magnesium-binding site, we tested whether
magnesium could prevent enzymatic inactivation of pyruvate
kinase by ascorbate and iron. As shown in Fig. 4B, magnesium
prevented the oxidative inactivation of the enzyme in a dose-
dependent manner: inactivation was almost avoided at 1.2 mM
and half-maximal protection was achieved at 85 μM magne-
sium. The effect of magnesium was not observed when alcohol
dehydrogenase 1—an enzyme that binds neither magnesium
nor nucleotides—was used as a control. Fig. 4C shows that the
inactivation by ascorbate/iron was not avoided by addition of
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magnesium. As in Fig. 4A, the absence of iron or ascorbate in
the reaction mixture did not promote enzyme inactivation. It
should be mentioned that 50% of the inactivation of alcohol
dehydrogenase 1 was achieved with 100 μM iron, whereas
50 μM iron produced 80% inactivation of pyruvate kinase.
Taken together, these results are consistent with replacement of
magnesium by iron, thus promoting inactivation of pyruvate
kinase by MCO.

ATP-mediated carbonyl formation

The experiments described in the previous section have
shown that iron can promote the oxidation of proteins containing
magnesium-binding sites. We wanted now to test the effects of
iron, magnesium, and ATP in the degree of oxidation of proteins
containing nucleotide-binding sites. To that purpose, phospho-
glycerate kinase, one of the previously identified proteins, was
incubated with 10 mM ascorbate and 50 μM FeCl3 in the
presence of oxygen (Fig. 5, gray bars). A control experiment
using alcohol dehydrogenase 1, which does not contain
nucleotide-binding sites, was also performed (Fig. 5, white
bars). The presence of ascorbate and iron promoted an increase
Fig. 6. Increased levels of chelatable iron in Δyfh1 cells. Wild-type, Δyfh1, Δaft1,
and then loaded for 20 min with 20 μM Phen Green SK diacetate. Images were obtai
(A–D) Images collected before (A, C) and 90 s after (B, D) the addition of 1,10-ph
experiment is shown. Each series corresponds to the average fluorescence of 30 cell
Basal fluorescence was recorded for 1 min. An increase in fluorescence was obs
(F) Relative levels of chelatable iron in the four strains analyzed. To obtain this valu
from that recorded for the same cell 90 s after addition of the chelator. Data are re
performed. A minimum of 30 cells were recorded in each single experiment. Values w
hoc test was used to find the causative group for this significant difference. The differe
type, Δaft1, Δaft1Δyfh1, or Δyfh1 treated with desferrioxamine (Δyfh1 DFO). No
in carbonyl content in both proteins that could not be prevented
with magnesium. This fact is consistent with the absence of
magnesium-binding sites in these proteins. This oxidative
modification may be due to free radicals generated in solution
by the iron/ascorbate system or to the presence of adventitious
iron bound in a transient form to the polypeptide chain.
Interestingly, the presence of 25 μMATP in the reaction mixture
significantly enhanced carbonyl content in phosphoglycerate
kinase but not in alcohol dehydrogenase 1. Such increase could
be prevented by addition of magnesium to the reaction mixture.
These results indicate that ATP-promoted oxidation of phos-
phoglycerate kinase is due to iron bound to this nucleotide and
confirms that iron overload can promote the oxidation of
proteins containing nucleotide-binding sites. This result was
strengthened by the fact that CTP, used instead of ATP, was
unable to increase carbonylation (Fig. 5).

YFH1-deficient cells show increased levels of chelatable iron

Chelatable iron is considered to be the fraction of cellular
iron that exists in transit between uptake and release from iron-
binding proteins. This iron has also been termed “free iron,”
and Δyfh1Δaft1 cells were grown in YPD medium, washed with SC medium,
ned by confocal microscopy using a 505-nm long-pass filter (λexcitation 488 nm).
enanthroline to wild-type (A, B) and Δyfh1 cells (C, D). (E) A representative
s found in the same microscopic field from wild-type (▵) or Δyfh1 (▪) strains.
erved after addition of 2 mM 1,10-phenanthroline to the preparation (arrow).
e, the fluorescence recorded before 1,10-phenanthroline addition was subtracted
presented as means±standard deviation. Three independent experiments were
ere significantly different between groups ( pb0.0001; ANOVA). Tukey's post
nces were significant (⁎⁎⁎pb0.05) when theΔyfh1 group was compared to wild-
other statistically significant differences between groups were observed.
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“redox-active iron,” or “labile iron pool” and is considered to be
the iron fraction more directly involved in iron toxicity [47].
The exact nature of this iron fraction is poorly defined, but it is
generally considered to be associated with low-molecular-
weight ligands such as ATP, ADP, phosphate, or citrate [48,49].
Thus, one hypothesis to explain our results would be that
YFH1-deficient cells could have higher levels of chelatable iron
which would replace magnesium ions in magnesium-binding
proteins and in nucleotides. The pro-oxidant action of iron
bound to proteins or nucleotides has been extensively docu-
mented [4,5,26,50]. To test this hypothesis we first analyzed the
presence of chelatable iron in Δyfh1 cells. Chelatable iron can
be estimated with the use of Phen Green SK, a cell-permeant
fluorescent sensor carrying a phenanthroline group. Inside cells,
the fluorescence of this sensor is quenched by iron binding and
Fig. 7. Pyruvate kinase activity and iron content in iron-deprived Δyfh1 cells.
Wild-type Δyfh1, Δaft1, and Δyfh1Δaft1 cells were grown in YPD medium
supplemented with 0.5 mM desferrioxamine (black bars) or without supple-
mentation (gray bars). (A) Total cellular iron concentration was quantified as
described under Experimental procedures. Data are represented as means±
standard deviation from three independent experiments. Desferrioxamine did
not promote a significant decrease in the total iron concentration in wild-type or
Δyfh1 cells. Disruption of the AFT1 gene in the Δyfh1 strain produced a highly
significant decrease in total iron concentration (⁎⁎pb0.01). (B) Pyruvate kinase
activity was measured in whole-cell extracts. Values are U/mg of total protein.
Data are represented as means±standard deviation from four independent ex-
periments. Enzyme activity in Δyfh1 cells was significantly lower than that
found in wild-type cells, Δyfh1Δaft1 cells, or Δyfh1 cells treated with des-
ferrioxamine (⁎pb0.05).
can be recovered after addition of the cell permeant iron chelator
1,10-phenanthroline to the cell suspension [49]. To this purpose,
YPD grown cells were washed with synthetic medium, loaded
with 20 μM Phen Green SK diacetate for 20 min, and washed
again with synthetic medium and fluorescence was recorded in
a confocal microscope. After basal fluorescence was recorded
for 1 min, 2 mM 1,10-phenanthroline was added to the prepa-
ration and fluorescence recorded for 4 additional minutes.
Figs. 6A–6D show the images of wild-type and Δyfh1 cells
before and 90 s after the addition of 1,10-phenanthroline. The
mean recorded fluorescence for both strains at different times is
shown in Fig. 6E. A sharp increase in fluorescence intensity,
followed by a plateau, is observed soon after the addition of
the chelator. By subtracting the basal fluorescence of each
cell from the fluorescence of the same cell after 90 s of exposure
to 1,10-phenanthroline, the relative amount of chelatable iron
was obtained (shown in Fig. 6F). A minimum of 30 different
cells from three independent experiments were considered for
the estimation of this value. By this approach we can conclude
that Δyfh1 cells display sevenfold higher fluorescence, which
reflects a clear increase in chelatable iron compared to the wild-
type strain.

Protein oxidative damage is a consequence of increased
chelatable iron content

To confirm that increased protein oxidative damage inΔyfh1 is
due to increased iron content, we constructed a double mutant,
Δyfh1Δaft1.Aft1 is an iron sensor that regulates the transcription
of several iron transport proteins [43]. Disruption of the AFT1
gene induces a decrease in chelatable iron content inΔaft1Δyfh1
cells (Fig. 6F) as well as in total cellular iron concentration (Fig.
7A). We analyzed the effect of the AFT1 mutation on the degree
of protein oxidation. As a measure of total protein oxidative
damage, we analyzed the total carbonyl content by one-
dimensional Western blots. Carbonyl content in Δaft1 and in
Δyfh1Δaft1 strains was undistinguishable from that of wild-type
cells (not shown). Pyruvate kinase activity was chosen as an
indicator of specific protein damage to magnesium-binding
proteins. As shown in Fig. 7B, pyruvate kinase activity was
restored to wild-type levels in Δaft1 and in Δyfh1Δaft1 strains.
To confirm that increased chelatable iron is the iron fraction
responsible for iron-mediated oxidative damage in Δyfh1 cells,
we treated wild-type and YFH1-deficient cells with the iron
chelator desferrioxamine. This treatment induced a marked
decrease in Δyfh1 chelatable iron content (Fig. 6E), but not in
total iron content (Fig. 7A). As shown in Fig. 7B, under such
conditions, pyruvate kinase activity was restored in Δyfh1 cells.

Discussion

Iron has a well-known role in promoting oxidative damage to
proteins. Among them, iron-containing enzymes are major
targets of oxidative stress. This is due to the presence of a
redox-active metal in their active site, which can trigger the
formation of ROS in the active site of the enzyme [45,46]. This
phenomenon has been termed metal-catalyzed oxidation and has
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been well characterized by in vitro experiments with purified
proteins. The effects of MCO in proteins include loss of function
and decreased overall protein stability [51]. Metalloenzymes
containing non-redox-active metals such as zinc are highly
resistant to MCO [26]. In contrast to this well-characterized role
of iron in promoting oxidative damage to proteins in vitro, the
mechanisms underlying the damaging effects of iron overload
inside cells are poorly understood despite its potential relevance
in pathologies related to iron overload. In this work we have used
frataxin-deficient yeast as a model for the analysis of protein
damage induced by iron overload. Thismodel could be especially
relevant for understanding the pro-oxidant role of iron in FRDA.

The results presented in this work clearly establish that iron
overload in YFH1-deficient cells leads to oxidative damage to
proteins, measured as an increase in protein carbonyl content.
More interestingly, this damage targets specific proteins, which
show high increases in protein carbonyl content (up to 15-fold
in the case of Hsp78). In addition to carbonyl formation,
enzyme inactivation has also been observed. Crude extracts or
mitochondrial preparations of Δyfh1 cells show decreased
specific enzymatic activities of pyruvate kinase, phosphogly-
cerate kinase, adenylate kinase, and ATP synthase.

Several conclusions can be extracted from the list of proteins
identified from theWestern blots presented in Fig. 2. First, 6 of the
14 identified proteins are mitochondrial, a number clearly higher
than expected by random. This fact indicates that in Δyfh1 cells
mitochondria may be more exposed to oxidative stress than other
subcellular locations. This result agrees with the fact that frataxin
is a mitochondrial protein. Mitochondria are a major site of iron
accumulation in frataxin-deficient cells [42] and many other
defects in mitochondrial function can be observed in the absence
of frataxin (for instance aconitase and MnSOD deficiency) [20].
Second, some of the proteins identified had been previously
identified as targets of oxidative stress in different studies. This is
the case of actin and mitochondrial ATP synthase [52] and to a
minor extent Tef2 [53] and pyruvate kinase [54]. Also,
chaperones have been described previously as major targets of
oxidative stress [52]. Studies in E. coli and yeast have suggested
that they could play a role in preventing protein oxidation [55,56].

However, the most relevant observation is the fact that 11 of
the identified proteins are proteins with magnesium- or nucleo-
tide-binding sites. This number is clearly higher than what would
be expected by random (less than 10% of the yeast proteins are
classified as nucleotide- or magnesium-binding proteins in the
Swiss-Prot database). Our results are the first evidence that
oxidative damage to magnesium-binding proteins could be a
general and physiologically relevant mechanism in diseases
involving iron overload. The presence of increased levels of
chelatable iron in Δyfh1 cells that would replace magnesium-
binding sites in nucleotides and proteins is consistent with this
hypothesis. This iron, bound to magnesium-binding sites, would
promote the generation of reactive oxygen species in the vicinity
of those proteins presenting magnesium- or nucleotide-binding
sites. Our observations with pyruvate kinase and phosphoglyce-
rate kinase also support this hypothesis. Pyruvate kinase shows a
marked inactivation in crude extracts of Δyfh1 cells. This
inactivation is not observed when chelatable iron is decreased by
means of the double aft1/yfh1 mutant or by deferioxamine
treatment. Finally, the in vitro experiments with pure pyruvate
kinase clearly suggest that iron could replace the magnesium in
the metal-binding site of this protein and in this way promote
inactivation of the enzyme. In the case of pure phosphoglycerate
kinase, the presence of ATP promotes the formation of carbonyl
groups. This effect depends on the formation of an ATP–Fe
complex, as the pro-oxidant action of ATP is inhibited by
magnesium. Interestingly, oxidation of pure phosphoglycerate
kinase by ATP and iron does not result in inactivation of this
enzyme (not shown). Also, the enzymatic activities of F1FO ATP
synthase and pyruvate kinase (in which magnesium ions are
chelated by amino acid side chains) aremoremarkedly affected in
Δyfh1 cells than those of phosphoglycerate kinase or adenylate
kinase. This fact suggests that enzymes containing magnesium-
binding sites in their active centers would be more sensitive to
iron-mediated oxidative stress than nucleotide-binding enzymes,
as ROS would be generated close to the active site and would
target essential amino acids. In contrast, ROS generated by iron
bound to nucleotides would target nonessential amino acids. The
notion that magnesium- and nucleotide-binding proteins could be
specific targets of oxidative stress or iron overload has been
previously suggested by several authors. This assumption was
based on the observation that proteins such as mitochondrial ATP
synthase [21] or sarcoplasmic reticulum Ca pump [57] are
inactivated by oxidative stress. This sensitivity has been also
attributed to the ability of Fe(II) to replacemagnesium ions bound
to the phosphate groups of the nucleotides and once there
promote the formation of reactive oxygen species after reacting
with H2O2 or oxygen [58]. Indeed, oxidation of ATP synthase in
vitro has been shown to be mediated by iron binding to
magnesium-binding sites. The presence of ATP promoted further
oxidation and fragmentation of the protein [59].

Finally, what consequences may the oxidation of the proteins
reported in this work have for cellular function? Malfunction of
some of these proteins may explain some of the phenotypes
reported for frataxin-deficient cells. The proteins listed in Table 1
can be divided into different groups in terms of function. The first
would be the chaperones (Ssc1, Hsp78, Sse1). Ssc1 is involved in
the import of Yfh1 and other mitochondrial proteins [60], Hsp78
prevents aggregation of misfolded mitochondrial proteins [61],
andΔsse1mutants are unable to grow on nonfermentable carbon
sources. Thus, malfunction of any of these chaperones would
exacerbate any mitochondrial defect caused by decreased
frataxin content. Interestingly, it has been recently described
that the human Ssc1 homolog, mortalin, interacts with frataxin
[62]. Also, posttranslational modifications of mortalin have been
related to Alzheimer disease [63]. The second group of proteins
would be antioxidant enzymes (Cta1, Ahp1, Sod1). Due to the
large increase in the content of these proteins and the presence of
a redundant defense mechanism, oxidation of these proteins will
have a marginal effect on the overall defense capacity of the cell.
However, Sod1 deserves a special attention, because it is the only
superoxide scavenging system in the cytoplasm. It is worth
mentioning that decreasedMn-SOD has been observed in YFH1-
deficient yeast [20] and decreased total SOD activity was
reported in hearts of conditional knockout frataxinmice [64]. The
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last group of proteins would be those involved in metabolism
(Atp1, Atp2, Ilv5, Cdc19, Pgk1, Adk1). Special attention may be
paid to the inactivation of ATP synthase, as this protein plays a
fundamental role in ATP production. In this context, many works
have reported alterations in the ATP production of frataxin-
deficient cells. Mitochondrial ATP production in FRDA patients
is below the normal range [65] and can be improved with
antioxidant treatment [66]. Reduced ATP levels have also been
observed in mice with disrupted frataxin expression in
hepatocytes [67]. In rats with chronic iron overload, reduced
ATP levels have also been found [68,69]. In this context, the
reduced ATP content observed in different models of FRDA
could be due, not only to well-known malfunction of enzymes
such as aconitase or succinate dehydrogenase, but also to
impairment of pyruvate kinase and ATP synthase activity.
Interestingly, iron chelation by deferiprone has been shown to
reduce neuropathy and ataxic gait in patients of FRDA [70]. This
fact confirms that iron-induced oxidative damage plays a relevant
role in this disease. The results provided by our work also
uncover a mechanism for understanding the specificity of protein
damage. Also, it is conceivable that this would apply to all the
pathologies in which iron accumulation is involved.
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Iron overload is involved in several pathological conditions, including Friedreich ataxia, a disease caused by
decreased expression of the mitochondrial protein frataxin. In a previous study, we identified 14 proteins
selectively oxidized in yeast cells lacking Yfh1, the yeast frataxin homolog. Most of these were magnesium-
binding proteins. Decreased Mn-SOD activity, oxidative damage to CuZn-SOD, and increased levels of
chelatable iron were also observed in this model. This study explores the relationship between low SOD
activity, the presence of chelatable iron, and protein damage. We observed that addition of copper and
manganese to the culture medium restored SOD activity and prevented both oxidative damage and
inactivation of magnesium-binding proteins. This protection was compartment specific: recovery of
mitochondrial enzymes required the addition of manganese, whereas cytosolic enzymes were recovered by
adding copper. Copper treatment also decreased Δyfh1 sensitivity to menadione. Finally, a Δsod1 mutant
showed high levels of chelatable iron and inactivation of magnesium-binding enzymes. These results suggest
that reduced superoxide dismutase activity contributes to the toxic effects of iron overloading. This would
also apply to pathologies involving iron accumulation.

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
Iron plays an essential role in cellular metabolism due to its great
versatility as a biological catalyst [1]. However, high tissue iron
concentrations have been associated with the development and
progression of several pathological conditions [2], including genetic
disorders caused by mutations in proteins directly involved in iron
metabolism, such as hereditary hemochromatosis, Friedreich ataxia
(FRDA), aceruloplasminemia, and X-linked sideroblastic anemia [3].
Increased body iron stores that could contribute to pathology
progression have been described in other disorders, such as cancer
[4] and Parkinson disease [5].

FRDA is caused by decreased expression of the mitochondrial
protein frataxin [6]. Many studies have linked frataxin to iron
metabolism and iron overload. Consequently, some therapeutic
approaches under study seek to reduce the degree of iron accumu-
lation using chelators [7] or siderophores or to prevent its pro-oxidant
effects with antioxidants such as idebenone, a coenzyme Q analog [8].
In most cellular and animal models of FRDA, decreased activity of
proteins containing iron–sulfur clusters has been reported, suggesting
that frataxin has a role in iron–sulfur cluster biosynthesis [9].
However, the precise function of this protein remains a matter of
debate. Many studies of frataxin function have used Saccharomyces
cerevisiae, as frataxin and the yeast homolog Yfh1 are orthologs.
Frataxin and Yfh1 are mitochondrial proteins, Δyfh1 strains accumu-
late iron and show decreased activity of iron–sulfur-containing
ll rights reserved.
proteins [10], and human frataxin complements yeast Δyfh1 mutant
strains [11].

Iron toxicity is related to its ability to trigger the generation of
reactive oxygen species (ROS) [12]. These species are highly reactive
and have the potential to damage cellular components such as lipids,
nucleic acids, carbohydrates, and proteins. “Free iron” is considered to
be the iron fraction that is in transit between uptake and release from
iron-binding proteins and is directly involved in iron toxicity.
Although the exact nature of this iron fraction, also termed “chelatable
iron,” “redox-active iron,” or “labile iron pool” [13], is poorly defined,
it is generally considered to be associated with small-molecular-
weight ligands such as ATP, ADP, phosphate, or citrate [1,14]. All living
organisms have developed iron transport and storage systems that
keep concentrations of free iron as low as possible [13].

In a previous study, we addressed the consequences of iron
overload on the cellular proteome of a yeast model of Friedreich ataxia
[15]. By analyzing protein carbonylation, one of the end-products of
free radical attack on proteins, we identified 14 proteins specifically
carbonylated in Δyfh1 mutants. Most of these were Mg-binding
proteins, indicating that iron can replace Mg-binding sites and
specifically promote damage of this group of proteins. Our results
also indicated that chelatable iron, and not total cellular iron, was the
iron fraction directly involved in promoting protein damage.

Our proteomic search for iron targets in Δyfh1 mutants also
identified the cytosolic CuZn-dependent superoxide dismutase
(SOD1) as one of the damaged enzymes [15]. Independent results
from our lab [16] and others [17] have shown that iron overload in
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yeast promotes inactivation of SOD2, and a similar effect was recently
reported in a mouse model of hereditary hemochromatosis [18].
These data suggest that, in addition to its known catalytic ability to
generate reactive oxygen species, iron overload could promote
oxidative stress by inactivating both the mitochondrial and the
cytosolic superoxide dismutases. This study shows that decreased
SOD activity promotes increased levels of chelatable iron, which in
turn promote specific protein damage in a yeast model of FRDA.

Experimental procedures

Organisms and culture conditions

The S. cerevisiae strains used in this work were W303-1A (wild
type; MATa ura3-52 leu2-3,112 trp1-1 his3-11,15 ade2-1) and its
isogenic null mutants MML298 (Δyfh1; MATa yfh1::kanMX4) [15,16],
BQS102 (Δsod1; MATa sod1::URA3), and BQS050 (Δyfh1Δsod1; MATa
yfh1::kanMX4, sod1::URA3). BQS050 and BQS102 were obtained by
replacing the SOD1 open reading frame in either W303-1A or
MML298 with a URA3 cassette obtained by PCR amplification from
strain 96687 (MATa sod1::URA3; American Type Culture Collection,
Manassas, VA, USA). Yeast cells were grown in rich medium (1% yeast
extract, 2% peptone) with either 2% glucose (YPD) or 3% glycerol
(YPG) by incubation in a rotary shaker at 30°C. Syntheticmedium (SC)
contained 2% glucose, 0.67% yeast nitrogen base (Difco), a mixture of
amino acids, and the required auxotrophic supplements. All experi-
ments were performed with exponentially growing cells at optical
densities ranging from 0.5 to 1 (λ=600 nm, 1-cm light path).

Two-dimensional gel electrophoresis

Cells were suspended in 25 mM Tris–HCl buffer, pH 8, plus 8 M
urea and disrupted using glass beads. An equal volume of 8 M urea, 8%
Chaps, and 50 mM dithiothreitol (DTT) was added to the lysed cells,
and after centrifugation (12,000 rpm for 10 min) protein amounts in
the supernatant were quantitated with a Nanodrop ND-100 spectro-
photometer and 40 μg of protein was diluted in 150 μl of rehydration
buffer (8 M urea, 4% Chaps, 25 mM DTT, 0.5% Bio-Lytes). Isoelectric
focusing was performed in 7-cm IPG immobilized pH gradient strips
(3-10 NL Bio-Rad). After the first dimension, the strips were incubated
for 20 min with 5 ml of a solution containing 10 mM 2,4-
dinitrophenylhydrazine (DNPH) in 10% trifluoroacetic acid. DNPH
reacts with carbonyl groups in proteins. Antibodies against DNPH
allow immunodetection of this compound bound to carbonyl groups
in proteins by classic Western blot techniques. To stop this reaction,
the strips were transferred to a 5-ml solution containing 0.4M Tris, pH
8.8, 6 M urea, 2% SDS, and 20% glycerol. Second-dimension SDS–PAGE
was performed on 18×18-cm 12.5% polyacrylamide gels. For
comparative purposes, two strips (one corresponding to wild-type
cells and the other to Δyfh1 cells grown under the same conditions)
were run in parallel on the same gel to obtain images with the same
exposure and incubation times. Gels were either transferred to PVDF
membranes for Western blot analysis or silver stained (PlusOne silver
staining kit; General Electric Healthcare) and scanned in a GS800
densitometer (Bio-Rad). Antibodies against DNPH (Dako) were used
at 1:5000 dilution. A peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody was
used for detection. Images were acquired in a ChemiDoc XRS System
(Bio-Rad) and analyzed with PDQuest software (Bio-Rad).

Enzyme activity

Cell extracts were prepared using glass beads, and enzymatic
activity was assayed as previously described for aconitase and
succinate dehydrogenase [19], pyruvate kinase [20], and phospho-
glycerate kinase [21]. Mitochondrial F1F0 ATP synthase was assayed in
mitochondrial preparations as described [22]. Oligomycin at 6 μg/ml,
an inhibitor of this enzyme [23], was used for background subtraction.
Mitochondria were prepared as described [19]. Superoxide dismutase
activity was analyzed in zymograms. Briefly, cells were disrupted
using glass beads in 50 mM Tris–HCl buffer, pH 8.0. Crude extracts
were loaded onto native 12% Tris–glycine polyacrylamide gels, pH 8.8.
After electrophoresis, gels were stained for SOD activity as described
[24]. Native gels were subjected to densitometry and the density of
the bands corresponding to Mn-SOD or CuZn-SOD activity was
calculated using Quantity One software (Bio-Rad).

Iron analyses

Total cellular iron was determined in nitric acid-digested cells,
using bathophenanthroline sulfonate as chelator [25]. Intracellular
chelatable iron was determined using confocal microscopy and the
fluorescent iron chelator Phen Green SK diacetate (Molecular Probes)
[15]. Yeast cells were grown in YPD medium, washed twice with SC
medium, and then loaded for 20 min with 20 μM Phen Green SK
diacetate in 300 μl of SC medium. This incubation was performed over
glass coverslips treated with concanavalin A (Sigma) to fix the cells
and mounted in a stainless steel chamber placed on the stage of an
inverted Olympus FV500 confocal laser scanning microscope. After
20min incubation with Phen Green SK diacetate, the cells fixed on the
chamber's coverslip were washed twice with SC medium, diluted
again in 300 μl of SC medium, and imaged in the microscope using an
argon laser (λexcitation 488 nm), 505 nm longpass filter, and Olympus
PlanApo oil objective (60×/1.40 NA). For dynamic measurements of
Phen green dequenching, images were collected at 5-s intervals. After
1 min, 3 μl of a solution containing 0.2 M 1,10-phenanthroline was
added to the chamber and images were collected for 4 additional
minutes at 5-s intervals. Data were analyzed using Olympus Fluoview
and Microsoft Excel software.

Measurement of cell growth rate

Cell growth was monitored in 1-ml cultures in 24-well plates
incubated at 30°C and constant agitation in a Biotek PowerWave XS
microplate spectrophotometer. Plates were sealed with Breathe Easy
membranes (Diversified Biotech, Boston, MA, USA). Optical density
(600 nm) was recorded every 30 min. Generation times were
calculated using Gen5 data analysis software and Microsoft Excel.

Results

CuZn-SOD activity is decreased in Δyfh1 cells

In two previous proteomic analyses of Δyfh1 yeast cells, we
identified CuZn-superoxide dismutase as both a highly induced
protein [16] and a target of iron-induced oxidative stress [15]. The
degree of carbonylation significantly exceeded the increase in SOD1
protein, suggesting that a fraction of this protein may be present in a
damaged form in Δyfh1 cells. However, the consequences of such
carbonylation on SOD1 activity were not studied. To reveal whether
total SOD1 activity was altered in Δyfh1 cells, this study analyzed the
activity of both SOD isoenzymes using native gels stained for SOD
activity. As shown in Figs. 1A and 1B, CuZn-SOD activity was slightly
decreased in Δyfh1. The SOD1 activity decrease appears stronger
when specific activity (Fig. 1C) is calculated by dividing the enzymatic
activity with the protein amountsmeasured byWestern blot (Fig. 1A).
The origin of such low specific activity may be protein carbonylation
due to ROS damage but could also be related to limited copper
availability, whichwould result in large amounts of apo-SOD1 protein.
This is very possible, as copper is required for the activity of Fet3, a
multicopper oxidase involved in iron transport that is largely induced
in Δyfh1 strains [26]. Indeed, it has been described that activation of
iron acquisition by the iron-responding factor Aft1 increases copper



Fig. 1. SOD activity inΔyfh1 cells. Crude extracts fromwild-type andΔyfh1 cells grownunder various conditionswere loaded onnative gels and SOD activitywas detected as explained
under Experimental procedures. Crude extracts were also separated by SDS–PAGE and the amounts of SOD1 and SOD2 calculated byWestern blot. (A) Zymograms andWestern blots
showing the activity and amounts of both isoenzymes in crude extracts from cells grown in YPG supplemented or not with 5 μM CuSO4, 50 μMMnCl2. (B) Total CuZn-SOD activity in
cells grown in supplemented YPG medium was calculated by analyzing the intensity of the corresponding band in the zymogram. Activity in nonsupplemented wild-type cells was
considered the 100% reference value. (C) Specific CuZn-SOD activitywas calculated by dividing the relative enzymatic activity (obtained by zymograms) by the relative intensity of the
Western blot bands against SOD1. Activity in nonsupplemented wild-type cells was considered the 100% reference value. (D and E) In manganese-supplemented cultures, total and
specific Mn-SOD activity was calculated as explained for CuZn-SOD. All data are presented as means±standard deviation of three independent experiments.
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transport into membrane compartments, leading to copper-deprived
cytosol [27]. To investigatewhether copper availabilitymay be limited
in Δyfh1 cells, we supplemented the culture medium with copper
sulfate at various concentrations. As shown in Fig. 1B, copper
treatment increased CuZn-SOD activity in both wild-type and Δyfh1
cells. In wild-type cells, this was due to higher protein expression, as
observed by Western blot (Fig. 1A). Consequently, specific activity
was not altered (Fig. 1C). Recovery of wild-type levels of CuZn-SOD
activity in Δyfh1 cells was achieved with 5 μM concentration of CuSO4.
Supplementing culture medium with higher concentrations of copper
did not further increase SOD activity. However, specific activity was
not fully restored. This fact may indicate that, in addition to limited
copper availability, a fraction of CuZn-SOD may be inactive in Δyfh1
cells because of oxidative damage.

We also investigated the effects of copper and manganese
treatment on Mn-SOD activity. In a previous study [16], we observed
that the mitochondrial manganese-dependent isoenzyme (Mn-SOD)
showed a marked increase in protein amounts, but paradoxically
decreased activity in Δyfh1 cells. This decreased activity was
considered one of the consequences of the manganese deficiency
found in Δyfh1 cells and could be reverted by manganese supple-
mentation of the culture medium. The zymograms shown in Fig. 1A
confirmed this marked decrease in Mn-SOD activity in Δyfh1 cells and
its recovery by manganese (Fig. 1D). However, when specific activity
was calculated, large amounts of inactive SOD2 were present, even in
manganese-supplemented cultures (Fig. 1E). This fact indicates that
Mn-SODmay be inactivated by iron accumulation in mitochondria, as
well as by manganese deficiency. Iron would occupy the active site of
the enzyme [17], yielding an inactive and easily oxidizable [15] form
of this enzyme.

Carbonyl content in supplemented cultures

In a previous study, we used a proteomics approach to identify
oxidatively damaged proteins in a Δyfh1 strain. This approach
consisted of Western blot detection of carbonyl groups on proteins
previously separated by two-dimensional gel electrophoresis (2D-oxy
blot). We identified 17 spots with increased carbonyl content in Δyfh1
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cells, corresponding to 14 different proteins. To explore the con-
tribution of decreased SOD activity to the carbonylation of this group
of proteins, we analyzed protein carbonylation in yeast cells grown in
YPGmedium supplemented or not with 50 μMMnCl2 and 5 μMCuSO4.
As shown in Fig. 1, recovery of wild-type levels of CuZn-SOD and Mn-
SOD in Δyfh1 cells was achieved with these metal concentrations.
Crude extracts were prepared and analyzed by 2D-oxy blots as
described under Experimental procedures. Replicate gels were silver
stained to measure the changes in protein amounts of every analyzed
spot under each experimental condition. Representative images of
these gels are shown in Fig. 2. Both 2D-oxy blots and silver-stained
gels were analyzed in pairs (wild type vs Δyfh1) using PDQuest
software. Relative carbonyl and protein amounts (Δyfh1/wild type)
obtained for each spot are shown in Table 1. These results are
summarized in Fig. 3, which presents the increase in carbonylation in
Δyfh1 cells of each protein analyzed (corrected considering changes
in protein amounts), in treated and untreated cultures. A significant
decrease in the carbonylation degree of most of the analyzed proteins
was observed after manganese and copper treatment. As a control,
spot 18, which showed no change in carbonylation in Δyfh1 cells, was
identified as the two isoforms of glyceraldehyde-3P dehydrogenase
(TDH2 and TDH3). Previously, we had shown that glyceraldehyde-3P
dehydrogenase activity was not altered in Δyfh1 mutants [15]. As
Fig. 2. Analysis of the oxyproteome of wild-type and Δyfh1 cells grown in metal-supplem
supplemented with 50 μM MnCl2 and 5 μM CuSO4 as indicated. Control cultures were grown
dimensional gel electrophoresis as described under Experimental procedures. Gels were tran
dinitrophenol: (A) wild-type and (B) Δyfh1 cells grown in unsupplemented YPG; (C) wild
correspond to (E) wild-type and (F) Δyfh1 cells grown in supplemented YPG. The indicated s
Table 1).
shown in Fig. 3, metal treatment had no effect on the degree of
carbonylation, suggesting that these proteins are damaged as a
consequence of increased superoxide levels produced in Δyfh1 cells.

Recovery of enzymatic activity by copper and manganese treatments

To validate the results obtained in the previous experiments, we
analyzed the enzymatic activity of pyruvate kinase, phosphoglycerate
kinase, and mitochondrial ATP synthase in YPG cultures supplemen-
ted or not with copper and manganese. These three enzymes were
described as targets of iron-induced oxidative stress in Δyfh1 cells
because their enzymatic activities decreased and carbonyl content
increased in such cells [15]. Fig. 4 shows that manganese and copper
treatment protected these enzymatic activities from inactivation in
Δyfh1 cells, confirming the proteomic data presented in Table 1 and
Fig. 3.We alsowanted to determine if copper alonewas able to recover
both cytosolic and mitochondrial enzymes; a cross-compartment
protection by CuZn-SOD of mitochondrial enzymes such as homo-
aconitase or aconitase has been reported [28]. Only the cytosolic
proteins pyruvate kinase andphosphoglycerate kinasewere recovered
by copper treatment, whereas recovery of the mitochondrial ATP
synthase required both copper and manganese. This result suggests
that these enzymes are inactivated as a consequence of increased
ented YPG by two-dimensional gel electrophoresis. Cells were grown in YPG medium
without supplementation. Cell lysates (40 μg of total protein) were separated by two-

sferred to PVDFmembranes and oxidized proteins detected with antibodies against 2,4-
-type and (D) Δyfh1 cells grown in supplemented YPG. (E and F) Silver-stained gels
pots are those previously identified as targets of oxidative stress in Δyfh1 cells [15] (see



Table 1
Analysis of specific protein carbonylation in Δyfh1 cells grown in YPG medium supplemented or not with copper and manganese

Protein Gene Spot Untreated 5 μM CuSO4+50 μM MnCl2

Oxidation increase Protein increase Oxidation/protein Protein increase Protein increase Oxidation/protein

Mitochondrial heat shock protein SSC1 1 3.43±1.74 0.86±0.46 4.0±0.6 1.17±0.33 0.62±0.47 2.34±0.90
3 3.27±0.41 1.19±0.60 2.75±0.83 1.68±0.42 0.74±0.20 2.25±0.014

Mitochondrial matrix chaperone HSP78 4 14.47±1.15 0.92±0.25 15.75±3.0 2.19±0.35 1.35±0.65 1.62±0.81
Cytoplasmic heat shock protein homolog SSE1 2 6.61±3.48 0.96±0.29 6.8±2.1 2.27±0.01 0.74±0.36 3.027±1.39
F1F0 ATP synthase, α subunit ATP1 6 5.47±0.60 1.21±0.20 4.6±0.28 1.56±0.79 1.98±0.92 0.79±0.15

7 12.62±3.45 1.00±0.30 12.69±0.4 1.72±0.82 1.64±0.42 1.04±0.17
F1F0 ATP synthase, β subunit ATP2 5 3.43±1.25 0.67±0.38 5.30±1.7 1.43±0.67 0.71±0.25 2.05±0.91
Acetohydroxy acid reductoisomerase ILV5 8 10.20±2.41 0.98±0.55 10.4±2.9 1.02±0.54 1.83±0.87 0.49±0.13
Pyruvate kinase 1 CDC19 10 3.60±1.25 0.90±0.10 3.90±1.01 1.02±1.42 1.63±1.2 0.61±0.55

11 2.73±0.55 0.80±0.20 3.5±0.19 1.65±0.06 1.34±0.51 1.15±0.43
3-Phosphoglycerate kinase PGK1 12 4.00±0.75 1.02±0.25 3.9±0.27 1.71±0.51 0.93±0.51 1.85±0.45
Adenylate kinase ADK1 13 8.30±1.35 2.50±0.53 3.3±0.21 1.71±0.51 3.17±0.92 0.54±0.02
Catalase A CTA1 9 49.37±5.75 6.07±1.74 8.46±2.8 2.17±0.86 7.13±5.30 0.35±0.13
Thiol-specific peroxiredoxin AHP1 14 15.33±4.43 4.37±1.07 3.50±0.73 6.76±2.31 6.53±0.92 1.03±0.27
CuZn-superoxide dismutase SOD1 15 14.83±2.84 5.01±2.03 2.97±0.74 5.20±1.44 2.11±0.38 2.44±0.27
Actin, α chain ACT1 16 2.63±0.25 0.77±0.06 3.43±0.19 1.24±0.50 0.55±0.17 2.22±0.37
Translational elongation factor EF-1α TEF2 17 9.20±1.45 1.24±0.42 7.51±1.41 1.87±0.73 0.82±0.07 2.28±0.53
Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

TDH2/3 18 0.94±0.11 0.89±0.41 1.06±0.28 0.95±0.49 0.85±0.02 1.12±0.56

The spots indicated in Fig. 2 were previously identified as the indicated proteins [15]. Oxidation increase (Δyfh1 over wild type) was quantified from the oxy blots shown in Fig. 2.
Protein increase (Δyfh1 over wild type) was quantified from silver-stained gels. Values in the last column are the ratio between oxidation and protein increases and represent the
relative increase in oxidative damage for each protein in Δyfh1. Data are mean±confidence intervals (α=0.05) from four independent experiments.
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superoxide levels found in Δyfh1 cells in their respective cellular
compartments. To further investigate the contribution of CuZn-SOD
activity to the inactivation of mitochondrial enzymes in Δyfh1 cells,
we analyzed the effects of copper alone or in conjunction with
manganese on the activity of two representative iron–sulfur enzymes,
aconitase and succinate dehydrogenase. In a previous study, we
showed that inactivation of several iron–sulfur enzymes, one of the
hallmarks of FRDA, could be prevented in Δyfh1 cells when Mn-SOD
was recovered by manganese treatment [16]. The exception was
aconitase, which still presented low levels of activity after manganese
treatment. As shown in Fig. 5, copper alone had no effect on aconitase
and succinate dehydrogenase activity. The combined treatment
(copper plus manganese) restored succinate dehydrogenase activity,
but had no effect on aconitase activity. These results confirm our
Fig. 3. Comparative analysis of specific protein damage in untreated and treated cultures. Val
and the protein amounts (silver-stained gels) for each specific spot and represent the relat
growth conditions. Error bars represent confidence intervals (α=0.05). ⁎Significant decrea
previous observation that aconitase is more dependent on the
presence of Yfh1 than other iron–sulfur enzymes and also that
decreased CuZn-SOD activity in Δyfh1 cells has little effect on
mitochondrial enzymes.

Effects of copper and manganese treatments on cell growth rate and
sensitivity to menadione

When grown in YPG, Δyfh1 cells present a decrease in cell growth
rate. Because copper and manganese prevented protein damage in
Δyfh1 cells, we investigated the effects of such supplementation on
cell growth rate. To test several combinations of both metal
concentrations and to detect slight changes in growth rate, we
performed these experiments in liquid media in multiwell plates.
ues are the ratios between the changes observed in protein carbonylation (by oxy-blots)
ive increase in oxidative damage in Δyfh1 for each protein analyzed under the various
se in the relative protein damage value after metal treatment.



Fig. 4. Recovery of specific activity of carbonylated enzymes in Δyfh1 yeast cells by
metal treatment. Wild-type (black bars) and Δyfh1 cells (white bars) were grown in
YPG supplemented with 50 μM MnCl2 and 5 μM CuSO4 as indicated. Control cultures
were grown without supplementation. Enzymatic activity of pyruvate kinase and
phosphoglycerate kinase was measured in whole-cell extracts. F1F0-ATP synthase was
measured in mitochondrial preparations from wild-type and Δyfh1 cells, and the
activity found in Δyfh1mitochondria was corrected according to the relative amount of
mitochondrial porin present in each preparation (detected by Western blot). Data are
presented as means±standard deviation from three independent experiments.
Combined copper and manganese treatment provided a significant protection of the
three enzymatic activities. Copper alone provided significant protection to cytosolic
enzymatic activity but failed to protect F1F0-ATP synthase (⁎Pb0.05, ⁎⁎Pb0.01).
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Cultures of 1 ml containing various concentrations of copper and
manganese in YPG were incubated for 18 h in 24-well plates in a
Biotek PowerWave XS microplate spectrophotometer. An equal
number of cells were inoculated in each well at the beginning of the
experiment, and optical density was measured every 30 min.
Maximum generation times were calculated for each culture
considering at least a 4-h period. Cells lacking Yfh1 presented longer
generation times (208 min) than wild-type cells (156min). Copper or
manganese treatment, alone (Fig. 6) or combined (not shown), did
not significantly affect these parameters. This fact indicates that the
reduced growth rate in Δyfh1 cells is not due to increased protein
damage to Mg-binding proteins or FeS enzymes recovered by copper
and manganese treatment.
We also wanted to test the sensitivity of both strains to the
superoxide-generating agent menadione, as well as the effect of metal
supplementation on such sensitivity. For this purpose, cell cultures
were challenged with 2.5 μM menadione 4 h after metal treatment
and growth rate was monitored for 14 additional hours. Maximum
generation times were calculated as described. Menadione had a
strong effect on Δyfh1 generation time (461 min, more than double),
but did not have a significant effect on wild-type generation time.
Copper and manganese treatments had divergent effects on the
increased sensitivity of the Δyfh1 strain to menadione. Copper
decreased sensitivity but manganese increased it in a dose-dependent
manner (Fig. 6). These results confirm that Δyfh1 cells are more
sensitive to oxidative stress than wild-type cells and suggest that
decreased CuZn-SOD activity is involved in such sensitivity. Support-
ing this idea, experiments carried out with a double mutant,
Δyfh1Δsod1, showed that it was unable to grow aerobically (data
not shown), which is in accordance with a deleterious effect of
decreased SOD activity in cells lacking Yfh1.

Pyruvate kinase activity in Δsod1 cells: effect of copper supplementation

To further investigate the contribution of decreased SOD activity to
protein oxidation, we analyzed pyruvate kinase activity in a Δsod1
strain. Because this mutant does not grow in YPG, cells were grown in
YPD for these experiments. As shown in Fig. 7, pyruvate kinase activity
presented a significant decrease in Δsod1, similar to that observed in
the Δyfh1 mutant grown under the same conditions. Interestingly, in
contrast to what was observed in Δyfh1 cells, enzymatic activity was
not recovered in Δsod1 cells grown in copper-supplemented medium.
This result indicates that the recovery of pyruvate kinase by copper
treatment in Δyfh1 cells is due to the recovery of CuZn-SOD activity
and not to any other indirect effect exerted by copper treatment.

Both Δyfh1 and Δsod1 strains show increased levels of chelatable iron

Previously, we had shown that chelatable iron was the fraction
responsible for protein oxidative damage in Δyfh1 cells [15]. A
possible link between SOD activity and oxidative damage to proteins
could be directly related to the known ability of superoxide to
increase the fraction of chelatable iron [29]. To investigate this point,
we measured the relative content of chelatable iron in wild-type,
Δyfh1, and Δsod1 cells grown in YPD, as well as the total cellular iron
content after acid digestion of the cells. Chelatable iron can be
estimated with the use of Phen Green SK, a cell-permeative
fluorescent sensor carrying a phenanthroline group. Inside cells, the
fluorescence of this sensor is quenched by iron binding and can be
recovered after addition of the cell-permeative iron chelator 1,10-
phenanthroline to the cell suspension [30]. Cells were washed with
synthetic medium, loaded with 20 μM Phen Green SK diacetate for
20 min, and washed again with synthetic medium and the
fluorescence was recorded in a confocal microscope. After basal
fluorescence was recorded for 1 min, 2 mM 1,10-phenanthroline was
added to the preparation and fluorescence recorded for 4 additional
minutes. Figs. 8A–8F shows the images of wild-type Δsod1 and Δyfh1
cells before and 90 s after the addition of 1,10-phenanthroline. The
mean recorded fluorescence for both strains at various times is shown
in Fig. 8G. A sharp increase in fluorescence intensity, followed by a
plateau, is observed soon after the addition of the chelator.
Subtracting the basal fluorescence of each cell from the fluorescence
of the same cell after 90 s of exposure to 1,10-phenanthroline yielded
the relative amount of chelatable iron (shown in Fig. 8H). This value
was obtained from at least 30 cells from three independent
experiments. As shown in Fig. 8H, both mutants exhibited increased
amounts of chelatable iron. When total cell iron content was
measured, Δsod1 cells did not show a significant increase in total
iron in contrast to what was observed in Δyfh1 cells. These results



Fig. 5. Specific activity of mitochondrial FeS enzymes in Δyfh1 yeast cells is not recovered by copper treatment. Wild-type (black bars) and Δyfh1 cells (white bars) were grown in
YPG medium supplemented with 50 μMMnCl2 and 5 μM CuSO4 as indicated. Control cultures were grown without supplementation. Enzymatic activity was measured in whole-cell
extracts. Data are presented as means±standard deviation from three independent experiments. Combined copper and manganese treatment provided significant protection of
succinate dehydrogenase but not of aconitase. Copper alone did not protect any of these enzymes (⁎⁎Pb0.01).
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indicate that chelatable iron formation in Δyfh1 cells is promoted by
decreased SOD activity.

Discussion

In a previous study, we described the presence of high levels of
chelatable iron, oxidative damage to Mg-binding proteins, and
Fig. 6. Effects of menadione, copper, and manganese on the generation time of wild-
type and Δyfh1 cells. Wild-type (black markers) and Δyfh1 cells (white markers) were
grown in 24-well plates in YPGmedium containing the indicated amounts of (A) CuSO4

or (B) MnCl2 and stressed by 2.5 μM menadione (square markers) or not stressed
(triangles). Generation time was calculated for each condition as explained under
Experimental procedures. Data are presented as means±confidence intervals from six
independent cultures.
decreased SOD activity in Δyfh1 mutants. This study investigated
the role of SOD deficiency in promoting oxidative damage under iron-
overload conditions. Our results suggest a central role for both SODs in
promoting protein oxidative damage, consistent with previously
published observations and represented in Fig. 9. It has been widely
described that loss of Yfh1 activates the iron regulon AFT1, which in
turn promotes Ftr1 and Fet3 expression and iron acquisition
[10,15,26]. Activation of AFT1 leads to copper-deprived cytosol, as
this metal is required for the ferroxidase activity of Fet3 [27]. This
would result in decreased cytosolic SOD activity, which would
promote the inactivation of iron–sulfur enzymes and trigger the
formation of chelatable iron. This form of iron would replace Mg from
Mg-binding sites and promote the specific damage to Mg-binding
proteins [15]. Yfh1 depletion also induces a decrease in manganese
uptake, through a still unknown mechanism [16]. This results in
decreased Mn-SOD activity, which has effects in mitochondria similar
to those exerted by decreased CuZn-SOD activity in the cytosol.
Moreover, Mn-SOD may be inactivated by iron [17], leading to a
vicious cycle that promotes further increase in superoxide levels and
decreased activity of target enzymes. This vicious cycle can be
prevented by enhancing the cofactor availability (copper and
manganese), allowing partial recovery of both SOD activities and,
consequently, preventing the oxidation of most of the enzymes
targeted by superoxide. In Δsod1 cells, increased superoxide levels
Fig. 7. Effects of copper supplementation on pyruvate kinase activity inΔyfh1 andΔsod1
cells. Wild-type (black bars), Δyfh1 (white bars), and Δsod1 (gray bars) cells were
grown in YPD medium supplemented with 5 μM CuSO4 or without supplementation
and pyruvate kinase activity was measured in whole-cell extracts. Values are U/mg of
total protein. Data are presented as means±standard deviation from three indepen-
dent experiments. A significant protection in pyruvate kinase activity (⁎⁎Pb0.01) was
provided by copper treatment in Δyfh1 cells but not in Δsod1 cells.



Fig. 8. Increased levels of chelatable iron in Δyfh1 cells. Wild-type, Δyfh1, and Δsod1 cells were grown in YPD medium, washed with SC medium, and then loaded for 20 min with
20 μMPhen Green SK diacetate. Images were obtained by confocal microscopy using a 505 nm longpass filter (λexcitation 488 nm). (A–F) Images collected (A–C) before and (D–F) 90 s
after the addition of 1,10-phenantholine to wild-type (A, D), Δyfh1 (B, E), and Δsod1 cells (C, F). (G) A representative experiment is shown. Each series corresponds to the average
fluorescence of 30 cells found in the same microscopic field from wild-type (O), Δyfh1 (□), or Δsod1 ( ) strains. Basal fluorescence was recorded for 1 min. An increase in
fluorescence was observed after the addition of 2 mM 1,10-phenanthroline to the preparation (arrow). (H) Relative levels of chelatable iron (white bars) and total iron content (gray
bars) in the three strains analyzed. To obtain the chelatable iron value, the fluorescence recorded before 1,10-phenanthroline addition was subtracted from that recorded for the
same cell 90 s after addition of the chelator. Values for a minimum of 30 cells were recorded in each experiment. Total cell iron was calculated after acid digestion of the cells as
described under Experimental procedures. Data are presented as means±standard deviation from three independent experiments.
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due to the absence of cytosolic SOD activity also result in increased
chelatable iron and inactivation of Mg-binding enzymes such as
pyruvate kinase. However, copper supplementation is not able to
restore the SOD activity and, consequently, inactivation of pyruvate
kinase is not prevented by this treatment.

Considering all of these elements, then, what is the relevance of
SOD deficiency on cellular function or viability? The analysis of the
effect of metal supplementation on growth rate indicates that the
decreased growth rate of the Δyfh1 strain under basal conditions is
not due to decreased SOD activity. However, this is not the case
when cells are exposed to a slight oxidative challenge such as the
addition of 2.5 μM menadione to the culture medium. Under such
conditions, copper treatment significantly ameliorates the slow
growth rate of Δyfh1 cells. This fact indicates that decreased CuZn-
SOD activity is directly involved in the increased sensitivity of Yfh1-
deficient cells to oxidative stress. In contrast, manganese supple-
mentation has a negative effect on the growth rate of Δyfh1 cells in
the presence of menadione. It should be considered that menadione
toxicity can be mediated by cytosolic enzymes such as glutathione S-
transferase [32] or cytosolic quinone oxidoreductases [33] acting as
reductants of the drug. In this context, restoring Mn-SOD activity
would not have any effect under menadione stress. In addition, it is
known that manganese has both beneficial and toxic effects [31];
under the conditions tested, the detrimental impact on cell viability



Fig. 9. Proposedmechanism to explain the role of SOD deficiency in promoting oxidative damage under iron-overload conditions. Manganese deficiency inΔyfh1 cells was previously
described (Ref. [15]) as affecting SOD2 activity. Supplementation of the culture medium with this metal decreases the damage to mitochondrial proteins (this study). Also, AFT1
induction inΔyfh1 cells enhances the recruitment of copper bymembrane transporters (Ref. [27]) and, as a consequence, SOD1 activity is decreased. Supplementation of the cultures
with copper restores normal levels of SOD1 activity and, as a result, the oxidative damage to cytosolic proteins is decreased (this study). For more details, see text.
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would be greater than the beneficial effects of restoring Mn-SOD
activity. Nevertheless, the increased sensitivity of Yfh1-deficient cells
toward menadione should not be considered a minor point because
patients suffering Friedreich ataxia or other iron-overloading
pathologies may be exposed to many environmental challenges
during their lifetime that could compromise cellular function. In this
context, any treatment restoring the activity of superoxide dismu-
tases would improve the oxidative stress resilience of cells exposed
to iron overload. Indeed, lowered SOD activity could explain the
increased sensitivity of frataxin-deficient cells to oxidative stress. Of
course, iron overload would trigger the formation of O2

− or •OH
radicals and sensitize frataxin-deficient cells to oxidative stress. It is
worth mentioning that alterations in SOD activity and expression
have been reported in other FRDA models. Hearts from conditional
mouse models of FRDA display decreased total SOD activity [34] and
abnormal expression of Mn-SOD [35]. More recently, fibroblasts from
FRDA patients were shown to be unable to induce Mn-SOD
expression after an oxidative stress challenge [36]. In both cases,
however, the contribution of this decreased SOD activity on cellular
dysfunction was discussed, because treatment with Mn-TBAP (a
compound considered a SOD mimetic) did not exert any beneficial
effect in either model. It should be considered, however, that recent
reports indicate that this compound would have low O2

− scavenging
activity [37]. To our knowledge, other known SOD mimetics, like
some EUK compounds that have proven effective in sod−/− mice
[38], have not been tested in any frataxin-deficient model. In
conditional mouse models of FRDA [35], no positive effects on
survival were observed by overexpression of human SOD1. However,
negative results in such experiments are not conclusive, as SOD1
overexpression has also been reported to trigger negative effects in
mice [39]. Thus, the relevance of decreased SOD activity in the
pathophysiology of FRDA remains an open question. In this context,
metal treatment could be an alternative approach to increasing SOD
activities. However, this approach would require further work in
mammalian models of the disease to uncover the mechanisms
responsible for SOD deficiency in such models.

Some interesting questions remain unanswered regarding Yfh1
function and the consequences of its absence on metal homeostasis.
It is clear that loss of Yfh1 activates AFT1, but the precise mechanism
linking both proteins is not completely understood. Yfh1 has been
frequently reported to be involved in iron–sulfur biogenesis and
disruption of this process is known to activate AFT1 [40]. However,
several studies have questioned whether Yfh1 plays an essential role
in iron–sulfur biogenesis [16,41–43], and other roles such as iron
storage/detoxification [44], electron transfer to ubiquinone [45], or
heme biosynthesis [46] have been proposed for frataxin or Yfh1. Any
of these roles, in conjunction with a nonessential involvement in
iron–sulfur biogenesis or not, could create an imbalance in
mitochondrial iron homeostasis that would trigger AFT1 activation.
Once AFT1 is activated, increased iron deposits and decreased
copper availability could promote SOD deficiency and begin an
unending cycle of increased superoxide levels, inactivation of iron–
sulfur enzymes, stronger AFT1 activation, and enhanced SOD
deficiency. Finally, the intriguing question of the origin of manga-
nese deficiency deserves further investigation to determine whether
it is a direct consequence of Yfh1 deficiency or is secondary to AFT1
activation, iron accumulation, or any other consequence of Yfh1
depletion.
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Abstract: Oxidative stress is caused by an imbalance between formation and destruction of reactive oxygen species. 

Analysis of the reaction products of reactive oxygen species in biomolecules is an indirect way of determining the exis-

tence of oxidative stress. In this context, the formation of carbonyl groups in proteins has been one of the most studied 

oxidative stress markers because of its stability and easy detection. Various proteomic tools offer great potential for the 

discovery of new proteins susceptible to oxidative stress, determination of quantitative changes in the profile of these 

modifications under different biological conditions, and characterization of the type of modification a particular protein 

has suffered. This paper reviews the different approaches used for the detection of protein carbonyls and the proteomic 

tools that can be used to identify them. 

Keywords: Oxidative stress, protein oxidation, carbonyl groups, redox proteomics. 

INTRODUCTION 

 Oxidative stress is described as a situation in which anti-
oxidant defences are insufficient to completely inactivate 
reactive oxygen species (ROS) [1]. This imbalance between 
production and destruction of ROS can affect many cell 
components, including lipids, proteins, carbohydrates and 
nucleic acids [2-4]. Many of the changes that occur during 
aging and during the progression of certain diseases are a 
consequence of oxidative stress [5-7]. Proteins are one of the 
main targets for oxidative modification by ROS. This leads 
to structural changes, generally involving the partial or total 
loss of protein function [4, 8, 9]. In this context, protein oxi-
dation plays an important role in the development of the ag-
ing process and in atherosclerosis, cancer, and various neu-
rodegenerative diseases, including Alzheimer and Parkinson 
[10]. Many amino acid residues of proteins are susceptible to 
oxidation by various ROS. The protein oxidation products 
most widely studied in recent years are carbonyl groups be-
cause of their stability and easy detection. Therefore, their 
quantification has become the most accepted method for 
measuring protein oxidative damage in situations where oxi-
dative stress is involved. 

FORMATION OF CARBONYL GROUPS 

 Oxidative stress may cause reversible or irreversible 
changes in proteins. Reversible changes, usually in the cys-
teine residues, can be repaired by specific enzymes such as 
glutaredoxin or thioredoxin [11, 12]. Similarly, methionine is 
readily oxidized to methionine sulfoxide, which can be re-
duced by methionine sulfoxide reductase [13]. Such changes 
are meant to modulate protein function (redox regulation) or  
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protect against irreversible damage that causes the inactive 
proteins to accumulate or become degraded. Carbonylation is 
a good example of irreversible changes [14, 15]. 

 Carbonyl groups can be introduced into proteins at dif-
ferent sites and through different mechanisms. Primarily, 
carbonyl groups are produced in the side chains of certain 
amino acids, especially from proline, arginine, lysine and 
threonine residues oxidized to aldehydes or ketones [2, 16]. 
Generally, the change results from hydroxyl radical ( OH) 
attack, which can be produced by ionizing radiation or by a 
Fenton reaction of metal cations with hydrogen peroxide. 
The majority of protein carbonyls formed by metal catalyzed 
oxidation are glutamic semialdehyde and aminoadipic semi-
aldehyde, derived from arginine and lysine, respectively Fig. 
(1A) [17]. Carbonyl groups can also be generated by protein 
proteolysis through the alpha-amidation pathway after OH 
radical attack or after the oxidation of the side chains of glu-
tamyl residues, resulting in the formation of a peptide in 
which the N-terminal amino acid is blocked by an alpha-
ketoacyl derivative [16]. Other mechanisms that can lead to 
protein carbonylation include reactions with products gener-
ated during lipid peroxidation, such as 4-hydroxynonenal (4-
HNE) Fig. (1B), 2-propenal (acrolein) and malondialdehyde 
[18]. This type of reaction, called "Michael Addition", in-
volves the addition of reactive aldehyde groups to the side 
chains of cysteine, histidine or lysine residues. Finally, reac-
tive carbonyl groups can be generated through the reaction of 
the amino group of lysine residues with reducing sugars or 
their oxidation products (glycation / glycoxidation) that re-
sults in compounds such as carboxymethyl lysine [2, 3]. 

MEASURES OF OXIDATIVE DAMAGE TO PRO-

TEINS: CARBONYLS 

 ROS are generally very reactive and have a very short 
half life, which makes it difficult to measure them directly. 
An indirect way of determining the existence of oxidative 
stress is to measure the products of ROS reaction with bio-
molecules. As in the case of proteins, carbonyl groups are 
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among the products generated and their quantification has 
become widely accepted as a parameter for analyzing the 
presence of oxidative damage under stress conditions. The 
most commonly used method of quantifying carbonyl groups 
is based on its reaction with 2,4-dinitrophenylhydrazine 
(DNPH) to form 2,4-dinitrophenylhydrazone. In turn, this 
method is based on the ability of DNPH to bind covalently to 
the carbonyl groups, forming a Schiff base to allow forma-
tion of stable hydrazones Fig. (1C). Dinitrophenyl group 
(DNP) can be detected and quantified spectrophotometrically 
because it displays a characteristic absorption spectrum with 
a maximum absorbance at 365-375 nm [8, 19]. Given the 
excellent commercially available antibodies against dinitro-
phenyl group [20, 21], the detection of carbonyl groups can 
be performed by western blot, dot blot, immunohistochemis-
try or ELISA. Various methods have been developed for 
derivatization and sample preparation [10, 22-24]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. (1). Formation of carbonyl groups with DNPH derivatization. 

A: products generated by the attack of OH radical on arginine 

(glutamic semialdehyde) and lysine side chains (aminoadipic semi-

aldehyde) [17], B: the reaction of 4-HNE with the side chains of 

cysteine, histidine and lysine residues involves the addition of reac-

tive aldehyde groups to proteins [16], C: 2,4-dinitrophenyl-

hydrazone formation after reaction of DNPH with carbonyl groups. 

 

 However, alternatives to DNPH methods are emerging 
because some authors question the stability of the 2,4-
dinitrophenylhydrazone in alkaline conditions or during pro-
longed storage. The most commonly accepted alternative 
uses hydrazide chemistry. Hydrazides react specifically with 
protein carbonyls (primarily as aldehydes) by forming a 
Schiff base, which can be stabilized by reduction with cya-
noborohydride [25-27]. The advantages of this approach are 
not only greater stability of the final reaction product but 
also the presence of a wide range of functional groups cou-
pled to the hydrazide, allowing the design of strategies for 
the capture or detection of carbonylated proteins [28]. 
Among these functional groups are biotin, digoxigenin, and 
various fluorescent compounds. Thus the carbonyl groups 
can be derivatized with digoxigenin-hydrazide and identified 
using antibodies against digoxigenin [29]. A similar tech-
nique can be used with carbonyl groups derivatized with 

biotin-hydrazide, using fluorescein-labeled avidin to identify 
the derivatized proteins [30]. Another compound used for 
fluorescent detection of carbonyl groups is the fluorescein-5-
thiosemicarbazyde. The reactivity of the thiosemicarbazyde 
group with carbonyl groups is similar to that of hydrazides 
[31]. 

 Finally, the total carbonyl content in biological samples 
can be measured by determination of specific products, such 
as glutamic semialdehyde and aminoadipic semialdehyde, by 
gas chromatography and mass spectrometry with isotope 
dilution. This approach, developed by Requena and col-
leagues, has been used to characterize the nature of the dif-
ferent carbonyl products present in biological samples taken 
from Alzheimer patients [17, 32]. 

IDENTIFICATION OF OXIDIZED PROTEINS BY 
PROTEOMIC TOOLS 

 "Redox proteomics," defined as the set of proteomic ap-
proaches that allow identification of oxidatively modified 
proteins, offers great potential for discovering new proteins 
susceptible to oxidative stress, correlating quantitative varia-
tions in the profile of these changes with the state of a dis-
ease or aging, and characterizing the exact site and type of 
change by tandem mass spectrometry [3, 33]. This kind of 
approach can lead to the identification of groups of proteins 
selectively oxidized under certain conditions and thus help to 
elucidate the molecular mechanisms involved. To date, pro-
teomic studies have shown that carbonylation is highly selec-
tive, because different groups of proteins particularly sensi-
tive to oxidative stress have been identified in different mod-
els studied. Here we review some of the strategies used to 
identify carbonylated proteins, with a summary of the rele-
vant studies in Table 1 and a schematic overview of the main 
strategies in Fig. (2). 

Systems based on Two-Dimensional Electrophoresis 

 Two-dimensional electrophoresis (2DE) has been widely 
used to identify carbonylated proteins in complex samples. 
The detection of this oxidative modification can be per-
formed by western blot with antibodies that identify the 
modifying molecule attached to the protein (e.g., anti-4-
HNE) [34], or with anti-DNP antibodies if the sample has 
been previously derivatized with DNP [35-37]. An example 
of this type of approach is shown in Fig. (3). In other cases, 
reactive carbonyls are covalently labeled with biotin-
hydrazide and detected in the gel by avidin-fluorescein [30] 
or avidin-peroxidase [25]. The use of two-dimensional gels 
has proved very useful for the identification of oxidized pro-
teins, especially when comparing two physiological condi-
tions [38-40]. It has the advantage of showing the images 
obtained after detection of the functional group attached to 
the carbonyl group as well as those obtained after staining 
the gels with protein dyes (silver staining, SYPRO Ruby, 
Coomassie Brilliant blue, etc.). This allows the normaliza-
tion of the carbonyl signal to the amount of protein. This is 
an important point because, as in any proteomic analysis, the 
study of carbonylated proteins is biased in favor of the most 
abundant proteins. Therefore, the relative level of carbonyla-
tion on a particular protein is more informative than the total 
carbonyl signal observed for that protein. Otherwise, abun-
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Table 1: Studies Identifying Carbonylated Proteins 

Reference Organism Model Compound Strategy 
Identified 

Proteins 

Systems Based on Two-Dimensional Electrophoresis 

[40] Yeast Frataxin Deficiency DNPH 2DE Oxy-blot 14 

[39, 50] Human Brain Huntington Disease DNPH 2DE Oxy-blot 17 

[38] Yeast Aging DNPH 2DE Oxy-blot 16 

[37] Human Brain Alzheimer Disease DNPH 2DE Oxy-blot 4 

[31] Mouse Aging 
Fluorescein-5-

Tiosemicarbazide 
2DE/fluorescent detection 12 

[30] Yeast H2O2 Biotin hydrazide 2DE/avidin-fluorescein 20 

[25] Rat Diabetes Biotin hydrazide 2DE avidin blot 7 

[56] Arabidopsis thaliana Life Cycle DNPH 2DE Oxy-blot 5 

Gel-Free Approaches 

[28] Yeast H2O2 Biotin hydrazide Affinity/LC/proteolysis/MS-MS 99 

[26] Rat Mitochondria Basal 
Biotin hydrazide + 

iTRAQ 
Affinity/proteolysis/iTRAQ/LC-MS-MS 200 

[27] Mouse Brain Aging Biotin hydrazide Affinity/LC/proteolysis/LC-MS-MS 100 

[43] Tumor Cells 
Photodynamic Treat-

ment 
Biotin hydrazide Affinity/1DE/proteolysis/ LC-MS-MS 81 

[47] Yeast H2O2 Girard’s Reagent LC-MS/MALDI-MS-MS 36 

[44] Adipose Tissue Obesity Biotin hydrazide Affinity/proteolysis/ LC-MS-MS 37 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. (2). Outline of various analytical strategies used for the identification and quantification of protein carbonyls. 
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Fig. (3). Formation of carbonyl groups and detection by anti-DNP antibodies (Oxi-Blot). A: The attack of an OH radical to an amino acid 

side chain generates a carbonyl group. The DNPH reacts specifically with the carbonyl group, forming a stable hydrazone that can be detected 

immunologically by anti-DNP antibodies. B: Detection of carbonylated proteins in cell extracts of two yeast strains by two-dimensional elec-

trophoresis and Oxi-Blot. C: Silver staining of proteins in the same region of two-dimensional gels allows normalization of the carbonylation 

levels. It can be observed that different proteins have a higher degree of carbonylation in yfh1 strain (for details see ref.40). 

 

dant proteins with low quantities of specific carbonyls may 
appear as predominant in oxi-blots, while proteins of low 
abundance but high levels of specific carbonylation may be 
discarded [10]. In addition, a change in the level of expres-
sion of a given protein between two conditions could be er-
roneously identified as a change in the degree of damage to 
this protein. It is noteworthy that several studies based on 
two-dimensional gels have identified low abundance pro-
teins, such as mitochondrial chaperones [40-42], as highly 
sensitive to oxidative stress. 

 Despite the extensive information obtained by gel-based 
proteomic analysis, this type of approach has limitations in 
large-scale analysis and the identification of membrane or 
very low abundant proteins. On the other hand, a potential 
problem with two-dimensional gels is the validation of re-
sults. The comparison of images obtained by specific stain-
ing (anti-DNP, for example) and total proteins is not always 
easy, and the choice of criteria in each case is left to the re-
searcher. In theory, dual fluorescent staining allows a better 
match between the different images obtained. Mass spec-
trometry analysis of the presence of modified peptides could 
confirm the damage to a particular protein. However, this 
strategy is not regularly used because approaches specifically 
designed for that purpose must be developed before the re-
sults would be conclusive. An indirect way of validating the 
results is to measure the enzymatic activities of proteins 
identified as oxidized. This approach has been used success-
fully in several studies [9, 38, 40], although the main limita-
tion is that it can be applied only to enzymes for which an 
effective method exists to measure their activity. 

Gel-Free Systems 

 Several authors have explored gel-free methods based on 
affinity enrichment of carbonylated proteins and subsequent 

detection by mass spectrometry. In theory, these approaches 
would dispel some of the limitations of 2DE-based systems. 
However, the disadvantage of these approaches is that they 
do not allow quantitative analysis of the degree of carbonyla-
tion of the identified proteins, which limits their usefulness 
for studying changes in the pattern of protein oxidation under 
different biological conditions. The most common system for 
the enrichment of carbonylated proteins uses avidin affinity 
columns with carbonyls previously derivatized with biotin-
hydrazide. The enriched proteins are digested and the pep-
tides obtained are identified by LC-MS/MS [26-28, 43, 44]. 
Using this approach in a single experiment with brain ho-
mogenates of mice of different ages, Soreghan and col-
leagues identified 100 carbonylated proteins, including low 
abundance receptors and proteins involved in mitochondrial 
energy metabolism and stress response. Moreover, they were 
able to observe abundant cytoplasmic protein carbonyls pre-
viously identified by 2DE [27]. An extension of this technol-
ogy using iTRAQ

TM
 distinguishes carbonylated proteins 

from those with affinity to avidin and has led to the identifi-
cation of 200 carbonylated proteins in extracts of rat muscle 
mitochondria, showing high susceptibility of these proteins 
to oxidative stress [26]. Alternatively, proteins derivatized 
with biotin-hydrazide and purified by avidin affinity chroma-
tography can be separated by liquid chromatography prior to 
digestion. Using this sort of "top-down" approach, Mirzaei 
and Regnier identified 99 carbonylated proteins in yeast 
treated with H2O2 [28]. 

Identification of Carbonylation Site 

 Recent attempts have been made to develop methodolo-
gies to identify the specific amino acids oxidatively modi-
fied. This information is important to an in-depth under-
standing of the functional effects that may result from a 
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change on a given amino acid in a protein. Most of the ana-
lytical strategies for the detection of modified amino acid are 
based on the observation of variation in the specific molecu-
lar mass of a covalently modified amino acid, which is easily 
measured by mass spectrometry. In some of the studies that 
used biotin-hydrazide to label protein carbonyls, identifica-
tion of the biotinylated peptide confirmed the oxidative 
modification and it even provided information about its loca-
tion [28, 43]. On the other hand, the reaction of 4-HNE with 
lysine histidine or cysteine residues can be monitored in in-
tact proteins by detecting products with mass increases of 
156 Da. The peptide bearing this specific mass difference 
can also be identified [3, 34, 45]. Another approach uses 
MALDI-TOF to identify 4-HNE modified peptides by the 
reaction of DNP with this lipid peroxidation product. These 
carbonylated peptides can be identified by the mass differ-
ence of 180 Da (corresponding to DNP) observed between 
derivatized and non derivatized samples. Given the low sta-
bility of the hydrazone under conditions typically used in 
MALDI-TOF analysis, this strategy requires the use of 
DNPH as a matrix for ionization [46]. Finally, Mirzaei and 
Regnier used two isotopic forms of Girard reagent (contain-
ing a hydrazide group) to characterize carbonylation sites in 
proteins using yeast extracts treated with H2O2 [47]. 

SELECTIVITY OF PROTEIN CARBONYLATION 

 A final aspect to consider is whether or not we can define 
groups of proteins that will be preferentially damaged under 
conditions of oxidative stress. After studying oxidative 
modifications using several cell models and different causes 
of oxidative stress, we realized that targeted proteins show 
some specificity. This was based on special characteristics of 
the protein: presence of metal ions, molecular chaperones or 
the high reactivity of thiol groups with lipid-peroxidation 
products. 

 Given that carbonyl groups can be generated by metal 
catalyzed oxidation, notably through the reaction of iron with 
H2O2, the presence of metal ions attached to the protein con-
tributes to specificity. Thus, iron-binding proteins are prone 
to be oxidatively modified, as initially observed in iron-
dependent alcohol dehydrogenases from E. coli, Z. mobilis, 
S. typhimuirium and S. marcescens [9, 48]. More evidences 
about the general role of iron in promoting damage were 
obtained studying protein oxidative damage in mutants of S. 
cerevisiae lacking yeast frataxin homolog (YFH1), where 
accumulation of iron is paradigmatic. Among the conse-
quences observed was the modification of proteins that bind 
to magnesium ions either directly or through nucleotides. 
These proteins were pyruvate kinase, phosphoglycerate 
kinase, F1FO ATP synthase, adenylate kinase and elongation 
factor EF1alpha [40]. The enzymatic activities of F1FO ATP 
synthase and pyruvate kinase (in which magnesium ions are 
chelated by amino acid side chains) were more markedly 
affected than those of phosphoglycerate kinase or adenylate 
kinase in yfh1 cells. These results concur with previous 
studies performed in E. coli cells challenged with hydrogen 
peroxide or superoxide-generating compounds resulting in 
carbonylation of elongation factor G (EF-G), or the beta 
subunit of F1FOATP synthase [9]. When S. cerevisiae was 
used as a model, pyruvate and alpha-ketoglutarate dehydro-

genases were identified as targets for oxidative modification 
[49]. 

 Moreover, in human brain samples of patients affected 
with Huntington disease, the identified targets have common 
traits with those cited above: endoplasmic reticulum ATPase 
(VCP), pyridoxal kinase, pyruvate kinase isoenzymes M1 
and M2, creatine kinase and ATP5A1 (alpha subunit of ATP 
synthase) [50]. What do all these identified targets have in 
common? The most important shared trait is that they bind to 
molecules such as magnesium or nucleotides (or thiamine 
pyrophosphate) which can facilitate iron binding at specific 
loci and, as a consequence, promote metal-catalyzed oxida-
tion at specific sites. This suggests that enzymes containing 
magnesium binding sites in their active centers would be 
sensitive to iron-mediated oxidative stress. The notion that 
magnesium- and nucleotide-binding proteins could be spe-
cific targets of oxidative stress or iron overload has been 
previously suggested by several authors. This sensitivity has 
also been attributed to the ability of Fe(II) to replace magne-
sium ions bound to the phosphate groups of the nucleotides; 
their reaction with H2O2 or oxygen would then trigger the 
formation of reactive oxygen species [51]. Indeed, oxidation 
of ATP synthase in vitro has been shown to be mediated by 
iron binding to magnesium-binding sites. The presence of 
ATP promoted further oxidation and fragmentation of the 
protein [52]. On the other hand, metal-binding sites that can-
not be occupied by iron are not prooxidant, as in the case of 
zinc-binding proteins [53]. 

 Molecular chaperones are also prone to oxidative modifi-
cation. In fact, identification of DnaK in E. coli or heat shock 
proteins such as Hsp60, Hsc71, Hsp78 in S. cerevisiae were 
detected after several stresses. These proteins also bind spe-
cific nucleotides that could promote iron binding and car-
bonylation. Nevertheless, oxidative modification of chaper-
ones can be explained by their interaction with damaged 
proteins produced under oxidative stress. It has been sug-
gested that oxidized proteins contain reactive species that 
can, in turn, damage other proteins [54]. 

 Some specificity may be attributed to the high reactivity 
of thiol groups with lipid-peroxidation products such as 
malondialdehyde or 4-hydroxynonenal. This could also ex-
plain the carbonylation of glyceraldehyde-3-phosphate dehy-
drogenase [55] and the modification of pyruvate and alpha 
ketoglutarate dehydrogenases [9, 49], as they both contain a 
dithiol group in their lipoic acid moiety. 

 It is clear that proteomic techniques are helping to deepen 
the detection, identification and understanding of mecha-
nisms underlying oxidative modifications of proteins. In 
turn, this contributes to a better understanding of the signifi-
cance of these changes at the cellular level and will undoubt-
edly lead to the next challenge: understanding their impact 
on cell physiology, that is, how the metabolome is affected 
as a result of the impaired function of certain proteins. 

ABBREVIATIONS 

LC = Liquid Chromatography 

MS = Mass spectrometry 

MS/MS = Tandem mass spectrometry 

2DE = Two-dimensional gel electrophoresis 
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1DE = One-dimensional gel electrophoresis 

DNPH = 2,4-dinitrophenylhydrazine; 4-HNE, 4-
hydroxynonenal 
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