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estrés oxidativo en Saccharomyces cerevisiae

Resumen

El etanol es el metabolito de la fermentacion mas importante producido por la
Saccharomyces cerevisiae. A pesar de la inherente capacidad que posee esta levadura para
producir y tolerar etanol, éste puede ser letal a altas concentraciones. La toxicidad del
etanol involucra la produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO). La biogénesis de
proteinas con centros Fe-S es uno de los procesos metabdlicos mas conservados entre los
organismos. En lo que respecta a las levaduras, este proceso es llevado a cabo por un grupo
de proteinas codificadas en un conjunto de genes denominados ISC (iron-sulphur-cluster),
entre los que se encuentran los genes NFSI, ISUI, ISU2, ISA1, ISA2, JACI, SSQ1, YAHI,
GRX5 e IBA57. Las proteinas con centros Fe-S estdn implicadas en un gran nimero de
procesos celulares, sin embargo, son altamente susceptibles al dafio por ERO, lo que da
lugar a la liberacion de sus atomos de hierro, y a la aparicion de un ciclo de dafo oxidativo.
Por lo tanto, la integridad del sistema ISC podria ser fundamental para mantener niveles
bajos de ERO durante estimulos relacionados con el estrés oxidativo. A este respecto
estudios previos sugieren que el sistema ISC podria estar relacionado con la tolerancia a
etanol. El objetivo de la presente investigacion fue estudiar el mecanismo de tolerancia a
etanol, su relacion con el estrés oxidativo y la biogénesis de proteinas con centros [Fe-S] en
S. cerevisiae. Los resultados revelaron que la tolerancia a etanol y otras sustancias
generadoras de ERO disminuye con la mutacion de los genes SSQI, ISAI e IBA57 e
incrementa la produccion mitocondrial de ERO. Estas mutantes muestran también
disminucién de las defensas antioxidantes, disfuncién mitocondrial e incremento en los
niveles de hierro libre. Ademas el tratamiento con 10 % de etanol estimul6 la liberacion del
citocromo c y se observo una exacerbacion de este fendémeno en las mutantes /SC, lo que
indica que el etanol desencadena una respuesta de apoptosis. Lo anterior sugiere que un
adecuado control en la homedstasis del hierro mitocondrial asi como una correcta
funcionalidad de la cadena de transporte de electrones son necesarios para prevenir un

incremento en la formacion de ERO producidas por el etanol.

Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae, biogénesis de Fe-S, tolerancia a etanol, estrés

oxidativo.
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Abstract

Ethanol is the most important metabolite produced by fermentation in
Saccharomyces cerevisiae. The inherent ability possessed by this yeast to produce ethanol
and tolerate, it can be lethal in high concentrations. The toxicity of ethanol involved the
production of reactive oxygen species (ROS). The protein biogenesis with Fe-S is one of
the most conserved among organisms metabolic processes. With relation to yeast, this
process is carried out by a group of proteins encoded in a set of genes called ISC (iron-
sulphur-cluster), among which are the genes NFSI, ISUI, ISU2, ISA1, 1SA2, JACI, SSQI,
YAHI, GRX5 and IBA57. The proteins with centers Fe-S are involved in many cellular
processes, however, are highly susceptible to damage by ROS leading to the release of
atoms of iron, and the occurrence of a cycle of oxidative damage. Thus, the ISC system
integrity may be critical to maintain low levels of ROS during stimuli associated with
oxidative stress. In this regard, previous studies suggest that the ISC system may be related
to ethanol tolerance. The objective of this research was to study the mechanism of ethanol
tolerance, their relationship with oxidative stress and biogenesis of proteins with [Fe- S]
centers in S. cerevisiae. The results revealed that tolerance to ethanol and other ROS-
generating substances decreases with gene mutation SSQI, ISAI and /IBA57 and increases
mitochondrial production of ROS. These mutants also show decreased antioxidant defenses,
mitochondrial dysfunction and increased levels of free iron. Furthermore, treatment with
10% ethanol stimulated cytochrome c release exacerbation of this phenomenon was
observed in the ISC mutants, indicating that ethanol trigger an apoptotic response. This
suggests that an adequate control of mitochondrial iron homeostasis and correct
functionality of the electron transport chain are necessary to prevent an increase in the

formation of ROS produced by ethanol.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, Fe-S biogenesis, ethanol tolerance, oxidative stress.
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1.- INTRODUCCION

1.1 La levadura Saccharomyces cerevisiae

1.1.1 Aspectos historicos

Levadura es un nombre genérico que agrupa a una amplia variedad de hongos,
incluyendo tanto especies patdogenas para plantas y animales como especies no solamente
inocuas sino de gran utilidad para el hombre. De hecho, se considera que las levaduras
constituyen el grupo de microorganismos mas intimamente asociado al progreso y bienestar
de la humanidad (Jacques et al., 2003).

En el lenguaje cotidiano, el término levadura es sinénimo de Saccharomyces
cerevisiae, nombre dado a la cepa de levadura descubierta en la malta en 1833 durante la
elaboracién de cerveza, aunque es conocida desde la antigiiedad como la levadura del pan
y/o de la cerveza. Por su utilizacién en estos procesos, es probablemente el organismo
doméstico més antiguo, puesto que en Sumeria y en Babilonia, alrededor del afio 6000 A.C.,
ya la utilizaban para la elaboracion de cerveza. En Egipto, la cerveza era un regalo otorgado
a los funcionarios publicos y trabajadores que realizaban servicios extraordinarios
(Feldmann, 2012). La palabra francesa “/evure” se remonta al latin “levare” (levadura) y
remite a la experiencia visual de la masa del pan que se "levanta". La palabra inglesa yeast,
asi como la holandesa guist, o incluso la palabra alemana /efe, se derivan de la expresion
haf-jon del oeste de Alemania, refiriéndose a la capacidad de levantar (leaven=levadura).
Las palabras usadas en lenguaje europeo para cerveza (francés “biére”, aleméan “Bier” e
italiano “birra”) estdn directamente relacionadas al organismo (cerevisiae) usado para la
fabricacién de la cerveza (brewing), cuya relacion es mas obvia en el lenguaje espafiol
“cerveza” o portugués “cerveja”’. La palabra griega zymi ({up) es usada para referirse tanto
a levadura como a la masa, de cuya raiz proviene la palabra cerveza o fermentacion. De
hecho la expresion moderna de “enzima” (en zymi = en levadura) originalmente acufiado
por Wilhelm Kiihne (1877) designa los compuestos derivados de las levaduras capaces de

fermentar aztcar (Feldmann, 2012).
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Su nombre alternativo de "fermento" viene del latin fervere, que significa hervir y
proviene del movimiento del mosto durante la produccién del vino y la cerveza. Por lo
tanto, el conocimiento y percepcion de la levadura estd absolutamente condicionado por sus
propiedades de fermentacion del pan, el vino y la cerveza. De hecho, la investigacion
biotecnoldgica ha mantenido su uso tradicional mejorando e innovando los procesos de
produccion de bebidas alcohdlicas.

Otro aspecto interesante es que gracias al estudio con levaduras se fund¢ la ciencia
de la bioquimica. En 1897, los hermanos Hans y Edward Buchner obtuvieron extractos
libres de células moliendo levadura para pan, a los cuales adicionaron grandes cantidades
de azlicar de cafa para evitar su posible contaminacion. Para su sorpresa, encontraron que
el azucar se fermentaba rapidamente: por primera vez se habia descubierto un modelo para
el estudio de la fermentacion alcoholica en un sistema carente de células. Este
descubrimiento atrajo la atencion de los bioquimicos, que decidieron analizar cada uno de
los pasos que conducian a la produccion de etanol y bioxido de carbono a partir de la
glucosa. Este trabajo implicod el esfuerzo de muchos cientificos y did como resultado el
descubrimiento y descripcion del metabolismo del carbono; algunas de las vias metabdlicas
que conocemos actualmente, llevan los nombres de los cientificos que participaron en este
trabajo, como Embden y Meyerhof. La via metabdlica que permite la utilizacion de glucosa
fue la primera ruta metabolica descrita, y la metodologia empleada para lograrlo se utilizd
para el estudio posterior de otras vias que constituyen el metabolismo celular, fundando asi

la bioquimica (Feldmann, 2012).

1.1.2 Saccharomyces cerevisiae: un organismo modelo

Entre los organismos eucariotas, S. cerevisiae cuenta con grandes ventajas para ser
usado como modelo de estudio de diversos procesos bioquimicos. Es un organismo
unicelular que a diferencia de los eucariontes mas complejos, se puede cultivar en medios
especificos que permiten un control total sobre pardmetros ambientales. S. cerevisiae es
manipulable con técnicas de genética clasica; los andlisis de segregacion y estudio de
mutantes son mucho mas simples y féciles de realizar que en un organismo multicelular,

ademas esta levadura posee una alta tasa de recombinacion homologa endogena y cuenta
6
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con elementos de ADN extracromosomal, lo que permite su transformacion de manera
estable. Asi, el analisis y la clonacion de los genes en este organismo es significativamente
mas facil que en eucariontes mas complejos. Ademds, la similitud entre los sistemas
celulares fundamentales (division celular, cromosomas, respuesta al estrés y metabolismo
primario, entre otros) de la levadura y de los animales superiores ha consolidado a este
microorganismo como modelo eucariota a nivel celular y molecular (Chang y Burguess,
2002).

La levadura S. cerevisiae posee un genoma pequeilo, solamente una cuantas veces
mayor que el de la bacteria Escherichia coli y 200 veces menor que el de mamiferos; esto
simplifica de manera importante el andlisis genético y molecular del mismo. En 1996 se
obtuvo la secuencia del genoma de S. cerevisiae y es todavia el genoma eucariota mejor
conocido, tanto en los aspectos estructurales como funcionales. Una levadura haploide
contiene 12 millones de pares de bases (12 Mb) repartidos en 16 cromosomas, variando en
tamafio de 200 a 2200 kb, en los cuales se han localizado aproximadamente 6,183 marcos
de lectura abiertos (ORF) (Dujon, 1996). A diferencia de los genomas de organismos
multicelulares, el genoma de la levadura es muy compacto, dado que el 72% de la
secuencia corresponde a secuencias codificantes y solamente el 3.8 % de los ORF’s
contienen intrones, incidiendo en una baja redundancia genética, lo que facilita el analisis
de la funcién de sus genes.

El ADN mitocondrial codifica para los componentes de la maquinaria traduccional
de la mitocondria y aproximadamente el 15 % de las proteinas mitocondriales. Existen
mutantes que carecen de ADN mitocondrial, las cuales se denominan p° (Rho") y carecen
de los polipéptidos que se sintetizan en los ribosomas mitocondriales. Estas mutantes son
incapaces de llevar a cabo el metabolismo respiratorio, pero son viables y capaces de
fermentar sustratos como la glucosa (Foury ef al., 1998).

El ciclo de vida de la levadura es similar a la de cualquier eucariota sexual,
alternando entre estados haploides y diploides, los cuales contienen uno o dos conjuntos de
cromosomas complementarios. En S. cerevisiae existen las cepas heterotalicas, que
presentan formas vegetativas tanto haploides como diploides, ambas capaces de

reproducirse asexualmente y formar colonias (Chang y Burguess, 2002).
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1.2 Metabolismo de Saccharomyces cerevisiae

Las vias del metabolismo central del carbono son basicamente idénticas entre
diferentes especies de levadura, lo que sugiere que estos microorganismos podrian
constituir un grupo metabdlico homogéneo. No obstante, los mecanismos de captacion de
nutrientes, el nimero de diferentes isoenzimas y lo més importante, la regulacion de la
fermentacion y la respiracion difieren sustancialmente, haciendo que las levaduras sean un

grupo metabolico muy heterogéneo y complejo (Flores ef al., 2000).

1.2.1 Metabolismo glicolitico

En las levaduras, al igual que otros organismos heterdtrofos, el metabolismo
energético y del carbono se encuentran intimamente interconectados, es decir, el
anabolismo se acopla con el catabolismo. El ATP es generado por la oxidacion de
moléculas organicas que también actian como fuentes de carbono para la biosintesis y en
ultima instancia se utiliza como moneda energética para todo tipo de trabajo celular
(Rodrigues et al., 2006).

Las levaduras tienen la capacidad de metabolizar una amplia variedad de fuentes de
carbono para mantener su crecimiento (por ejemplo: polioles, alcoholes, acidos organicos y
aminoacidos), sin embargo, metabolizan preferentemente los carbohidratos (Rodrigues et
al., 2006). Una vez dentro de la célula, la glucosa es fosforilada por cinasas a glucosa-6-
fosfato y posteriormente es isomerizada a fructosa-6-fosfato, por la fosfo-glucosa isomerasa.
La fructosa-6-fosfato es entonces fosforilada a fructosa-1,6-bisfosfato por la enzima fosfo-
fructocinasa, la cual estd sujeta a regulacion por parte de varios metabolitos. Estos pasos
son la primera parte de la glic6lisis que requieren de energia en forma de ATP (Fig. 1). Las
enzimas que actuan posteriormente son la aldolasa, triosafosfato isomerasa, gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa, fosfoglicerato cinasa, fosfoglicerato mutasa, enolasa y piruvato
cinasa. El ultimo paso de la glicolisis conduce a la formacion de piruvato, asociada con una
produccion neta de energia y equivalentes reductores en forma de NADH (nicotinamida

adenina dinucleotido reducido); en donde por cada molécula de glucosa catabolizada en la
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glicolisis se producen dos moléculas de piruvato, dos de ATP y dos de NADH (Rodrigues
et al., 2000).

Figura 1.- Ruta glicolitica descrita en Saccharomyces cerevisiae. Consiste en 10
reacciones enzimaticas que permiten la transformacién de una molécula de glucosa a dos
moléculas de piruvato. Esta se encuentra dividida en dos fases: la primera, de gasto de
energia que consiste en transformar una molécula de glucosa en dos moléculas de
gliceraldehido-3-fosfato mediante el uso de 2 ATP y la segunda fase, de obtencién de
energia, donde el gliceraldehido se transforma en un compuesto de alta energia, cuya
hidrdlisis genera una molécula de ATP. (Tomada y modificada de Jacques ef al., 2003).

9
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El piruvato es un intermediario clave en el metabolismo de los azucares. Este es el
punto de bifurcacion entre tres diferentes destinos metabdlicos, dependiendo de la especie
de levadura y las condiciones ambientales, siendo el punto de bifurcacion entre la
fermentacion y la respiracion (Pronk et al., 1996). Cuando S. cerevisiae se encuentra bajo
condiciones aerobicas y con bajas concentraciones de azucar en el medio, el piruvato puede
ser transportado hacia la mitocondria por el transportador mitocondrial del piruvato donde
sufre una descarboxilacion oxidativa por el complejo multienzimatico mitocondrial
piruvato deshidrogenasa (PDH), produciendo una molécula de acetil-CoA, una de CO, y

una de NADH (Fig. 2).

Figura 2.- Alternativas metabélicas del piruvato. El piruvato formado en la glicolisis es
convertido a acetil CoA y/o oxalacetato, los cuales pueden entrar al ciclo del Krebs, o
puede ser convertido a etanol dependiendo de las condiciones de cultivo. A) acarreador
mitocondrial del oxalacetato; B) acarreador mitocondrial del piruvato y C) acetil-
transferasa de la carnitina (Tomada y modificada de Rodrigues et al., 2006).

10
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Alternativamente, el piruvato también puede ser convertido en acetil-CoA en el
citosol por la via denominada PDH-alterna (Pronk et al., 1996). El acetil-CoA generado ya
sea por el complejo PDH o por la via PDH-alterna es el enlace entre la glicdlisis y el ciclo
de Krebs. Esta ruta metabdlica mitocondrial esta conformada por ocho reacciones
enzimaticas, cuya principal funcion catalitica es proporcionar equivalentes reductores (tres
NADH y un FADH; por ciclo), los cuales son incorporados a la cadena respiratoria a través
de la descarboxilacion oxidativa del acetil-CoA. Sin embargo, el ciclo de Krebs también
participa en el metabolismo biosintetico y, con la excepcion del isocitrato, cada
intermediario de este ciclo es frecuentemente utilizado para otras reacciones metabolicas
(Rodrigues et al., 2006). Durante el metabolismo respiratorio los equivalentes reductores
generados tanto en la mitocondria como en el citosol son re-oxidados por la cadena
respiratoria o cadena trasportadora de electrones (CTE). La CTE esta compuesta por cinco
complejos polipeptidicos, asi como dos acarreadores moéviles de electrones la ubiquinona y
el citocromo c. (Fig. 3). La CTE acopla el transporte de electrones con la translocacion
vectorial de protones hacia el espacio intermembranal especificamente a través de los
complejos I, III y IV, generando un potencial electroquimico a través de la membrana
interna mitocondrial. La energia del reingreso de estos protones es utilizada por la F;-Fy-
ATP sintasa para la produccion de ATP. Los compejos I, Il y IV participan en la oxidacién
del NADH; con la subsecuente produccion de tres moléculas de ATP por cada NADH
oxidado; mientras que para la oxidacion del FADH,, participan los complejos II, Il y IV
con la produccion de dos moles de ATP por cada molécula de FADH, (Mathews et al.,
2003).

El complejo I es el de mayor masa molecular de los que conforman la cadena
respiratoria, comprende por lo menos 45 subunidades, 7 de las cuales son codificadas por el
ADN mitocondrial (Dieteren et al., 2008; Weiss et al., 1991). Este complejo acopla la
transferencia de electrones desde el NADH hasta la ubiquinona, via una molécula de
FADH, y 8 centros Fe-S con la translocacion de protones a través de la membrana interna

mitocondrial (Joseph-Horne et al., 2001).
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1.3 Cadena transportadora de electrones de Saccharomyces cerevisiae

Un aspecto importante en levaduras tales como S. cerevisiae, S. carlsbergii y
Kluyveromyces lactis, es que el complejo I esta ausente y en su lugar contienen
NADH:ubiquinona oxidorreductasas o NADH deshidrogenasas alternas (Joseph-Horne et
al.,2001).

S. cerevisiae posee tres NADH deshidrogenasas alternas, las cuales suplen la funcion del
complejo I de la CTE. Dos NADH deshidrogenasas externas cuyo sitio activo se encuentra
orientado hacia el espacio intermembranal, las cuales estdn codificadas por los genes
NDE1/2; mientras que la NADH deshidrogenasa interna se orienta hacia la matriz

mitocondrial y es codificada por el gen NDII (Fig. 3).

Figura 3.- Esquema de la cadena transportadora de electrones de Saccharomyces
cerevisiae. II, III, IV y V representan los complejos respiratorios; Ndel/2p,
NADH:ubiquinona oxidorreductasas externas; Ndipl, NADH:ubiquinona oxidorreductasa
interna; c, citocromo c. Las flechas indican la direccion del flujo de electrones.
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Las proteinas codificadas en estos genes tienen una masa molecular entre 50-60 kDa y
contienen solo al FAD como cofactor. A pesar de las grandes diferencias estructurales, la
funcién bioldgica de las NADH deshidrogenasas y el complejo I de la CTE son
equiparables, ambas contribuyen con la oxidacién del NADH, con la diferencia de que las
NADH deshidrogenasas alternas no translocan protones hacia el espacio intermembranal
durante el transporte de electrones y son insensibles a los inhibidores del complejo I (de
Vries y Grivell, 1988; Marres et al., 1991).

Debido a que el NADH es impermeable a la membrana interna mitocondrial, el
NADH producido en el citosol de mamiferos se re-oxida en el complejo I por un
mecanismo de lanzadera malato-aspartato. En S. cerevisiae, esto es llevado a cabo por las
NADH deshidrogenasas externas (Ndelp o Nde2p) y/o una lanzadera de glicerol-3-fosfato
que consiste en dos glicerol-3-fosfato deshidrogenasas solubles (Gpdlp o Gpd2p) y una
tercera unida a la membrana interna mitocondrial (Gut2p) (Fig. 4). La presencia de las
NADH deshidrogenasas externas en las mitocondrias de S. cerevisiae se correlaciona con la
ausencia de una lanzadera de malato-aspartato funcional (de Vries y Marres, 1987; Larsson
et al., 1998; Overkamp et al., 2000). Mientras tanto, que en la matriz mitocondrial la
NADH deshidrogenasa interna (Ndilp) oxida el NADH producido por el ciclo de Krebs y/o
la alcohol deshidrogenasa mitocondrial, supliendo la funcion del complejo I de mamiferos
(de Vries y Marres 1987; Overkamp et al. 2000). Sin embargo, NDII no es esencial para el
crecimiento respiratorio con etanol, ya que existe la lanzadera etanol-acetaldehido, la cual
consiste de las isoenzimas citosdlicas alcohol deshidrogenasas (Adhlp y Adh2p) y la
mitocondrial Adh3p (Bakker et al., 2000). Puesto que el alcohol y el acetaldehido pueden
difundir libremente a través de las membranas, el resultado neto de la lanzadera es
NADH+H" por NAD" (Fig. 4). La existencia de varios sistemas para la oxidacion del
NADH citosolico en S. cerevisiae ha hecho que esta levadura esté adaptada a una alta
produccion de NADH citosolico. Aun bajo condiciones totalmente aerobicas S. cerevisiae
presenta una mezcla de metabolismos (respiratorio-fermentativo) cuando la concentracién
de azicar en el medio excede 0.8 mM (Verduyn et al., 1984) o cuando la velocidad de

crecimiento especifica es alta (Petrik et al., 1983; Postman et al., 1989).
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Figura 4.- Sistema del balance redox en Saccharomyces cerevisiae. Existen varios
mecanismos para la reoxidacion del NADH citosolico por las mitocondrias de S. cerevisiae.
Primero éste puede ser reoxidado por las NADH deshidrogenasa externas, que de manera
similar a la NADH interna acopla la reoxidacion del NADH a la CTE. Otros mecanismos
son la lanzadera del glicerol-3-fosfato y la del etanol-acetaldehido. Adh3, alcohol
deshidrogenasa; Nde, NADH deshidrogenasa externa; Ndi, NADH deshidrogenasa interna;
Q, ubiquinona; Gdp, glicerol deshidrogenasa soluble; Gut2 glicerol deshidrogenasa unida a
membrana; G3P, glicerol-3-fosfato, DHAP, dihidroxiacetona fosfato (Tomado vy
modificado de Bakker et al., 2000).

Por lo tanto la fermentacion alcohdlica mas que la respiracion es el metabolismo
predominante de S. cerevisiae. La existencia de fermentacion alcohodlica en aerobiosis es un

fendmeno conocido como efecto Crabtree (Deken, 1966).

1.4 Efectos asociados al metabolismo de Saccharomyces cerevisiae

Dependiendo del metabolismo del azucar, las levaduras pueden ser clasificadas en:
no fermentativas, fermentativas facultativas o fermentativas obligadas (van Dijken y

Scheffers 1986). Las levaduras no fermentativas tienen exclusivamente un metabolismo
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respiratorio y no son capaces de llevar a cabo la fermentacion alcoholica a partir de glucosa
(e.g., Rhodotorula glutinis), mientras que las levaduras fermentativas obligadas "Mutantes
respiratorias naturales" s6lo son capaces de metabolizar la glucosa a través de fermentacion
alcohdlica (p. ej. Candida slooffii). La mayoria de los levaduras son fermentativas
facultativas y dependiendo de las condiciones de crecimiento, el tipo y la concentracion de
azucares y/o la disponibilidad de oxigeno pueden mostrar un metabolismo totalmente
respiratorio o fermentativo o incluso una mezcla de ambos, es decir, un metabolismo
respiratorio-fermentativo (e.g., S. cerevisiae). De hecho existen cuatro efectos asociados
con el tipo de proceso de generacion de energia involucrando el metabolismo del aztcar y/o
disponibilidad de oxigeno: Efecto Pasteur, Crabtree, Custer y Kluyver, siendo S. cerevisiae

Custer y Kluyver negativa.

1.4.1 Efecto Pasteur

El efecto Pasteur se define como la inhibicion del consumo de azucar por aerobiosis
(Lagunas, 1986). Este efecto fue nombrado después de las investigaciones de Pasteur en
1861, donde observd que S. cerevisiae consumia mucho mas glucosa en ausencia de
oxigeno y que ésta dejaba de crecer al ser aireada. Sin embargo, Lagunas (1986) demostro
que estas observaciones fueron un artefacto debido a la carencia de acidos grasos
insaturados y esteroles necesarios para el crecimiento de S. cerevisiae bajo anaerobiosis.
Lagunas plantea que este fendmeno ocurre porque la fermentacion no puede competir con
la respiracion, en términos de la produccion de ATP, lo que conduce a una baja velocidad
de fermentacion en condiciones aerdbicas. Sin embargo, en S. cerevisiae, el efecto Pasteur
solo se observa bajo condiciones experimentales especiales, en particular, a baja velocidad

de crecimiento (Verduyn ef al., 1984).

1.4.2 Efecto Crabtree

El efecto Crabtree como ya se menciono se refiere a la presencia de la fermentacion

alcoholica en condiciones aerdbicas (Crabtree, 1929; de Deken, 1966). Y se puede
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clasificar entre efecto Crabtree a corto y a largo plazo. El efecto a corto plazo se define
como la capacidad de desencadenar la fermentacion alcohodlica al agregar un exceso de
glucosa (Verduyn et al., 1984). El efecto a largo plazo es la existencia de la fermentacién
alcoholica aerdbica en condiciones de estado-estacionario a una alta velocidad de
crecimiento, lo cual ha sido explicado como una limitada capacidad respiratoria (Fiechter et
al., 1981; Kappeli, 1986) y un efecto de desacoplamiento de acetato, formado a una alta
velocidad de crecimiento (Postma et al., 1989).

Probablemente el efecto Crabtree se debe a una multiplicidad de factores,
incluyendo el modo de transporte de la glucosa y la regulaciéon de la actividad de las
enzimas que participan en la respiracion y la fermentacion alcoholica (van Dijken et al.,

1993), siendo claves las enzimas involucradas en el metabolismo del piruvato.

1.5 Alternativas metabolicas del piruvato y regulacion de la fermentacion y
respiracion en Saccharomyces cerevisiae

La glicdlisis es llevada a cabo tanto en condiciones aerdbicas como anaerdbicas y el
destino del piruvato, un punto de bifurcacion, determinard el tipo de metabolismo
energético que se realizard. Como ya se menciond, el piruvato puede ser oxidado a CO, via
el ciclo de Krebs. Sin embargo, si el piruvato no puede ser completamente degradado por
esta via, entrara a la fermentacion alcoholica.

Uno de los mecanismos de regulacion del flujo del piruvato hacia las diferentes vias
es mediante la regulacion de las enzimas que intervienen asi como sus propiedades
cinéticas (Pronk et al., 1996). En comparacion con la piruvato descarboxilasa citosolica
(PDC), el complejo PDH mitocondrial tiene una mayor afinidad por el piruvato y por lo
tanto a una baja velocidad glicolitica, una mayor cantidad de piruvato se metabolizara via el
complejo PDH. Sin embargo, al aumentar la concentracion de glucosa se producird mayor
cantidad de piruvato, saturando la via PDH-alterna y cambiando el flujo hacia la
fermentacion alcohdlica (Fig. 2). Es decir, el destino o cambio entre respiracion y
fermentacion es determinado por los niveles de glucosa. El incremento en la entrada de
glucosa hacia la célula provoca un aumento en la produccion de NADH, el cual no puede
ser completamente oxidado mediante la CTE, de tal forma que la produccion de etanol por
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fermentacion es una necesidad para reoxidar el exceso de NADH (Kappeli, 1986; Kolberg
et al., 2004).

En levaduras Crabtree positivas como S. cerevisiae, los sistemas de transporte de
difusion facilitada para la glucosa tienen valores de Km mucho mas altos que los sistemas
de las levaduras Crabtree negativas (Van Dijken ef al., 1993).

Las actividades enzimaticas también desempefian un papel en la regulacion del flujo
del piruvato. En S. cerevisiae, altas concentraciones de glucosa inducen un aumento de 3-4
veces en la actividad de la PDC y la alcohol deshidrogenasa (ADH), favoreciendo la
fermentacion alcohoélica (Van den Brink et al., 2008). En levaduras Crabtree negativas la
actividad de la PDC es baja y ésta no incrementa después de agregar glucosa. Sin embargo,
en estas cepas existe una mayor actividad de la acetaldehido deshidrogenasa (ALD) y de
acetil-CoA sintetasa (ACS) provocando que la produccion de etanol sea insignificante. Por
otro lado, desde un punto de vista energético, la via PDH-alterna es menos eficiente debido
al consumo de una molécula de ATP que se transforma en AMP por la ACS (Steensma,
1997). No obstante esta via es importante para el suministro de acetil-CoA citosodlico para
la sintesis de lipidos (Flikweert ef al., 1996), asi como para la oxidacion del etanol, ya que

¢éste puede ser metabolizado por la mayoria de las levaduras.

1.6 Metabolismo del etanol en Saccharomyces cerevisiae

Aunque el etanol puede ser utilizado como fuente de carbono y energia por la
mayoria de las levaduras, el etanol producido durante el crecimiento con glucosa es mas
importante para S. cerevisiae que para otras levaduras, debido a su predominancia hacia la
fermentacion alcoholica. Después del agotamiento de la glucosa, el etanol acumulado
puede ser oxidado si el oxigeno esta presente. Este cambio de metabolismo se conoce como
“cambio diauxico” (Piskur, ef al., 2006). Sin embargo, S. cerevisiae es capaz de utilizar
glucosa y etanol simultdneamente presentando un metabolismo respiro-fermentativo, donde
el etanol es usado preferentemente como un substrato disimilatorio (De Jong-Gubbels et al.,
1996).

Durante la fermentacion (aerdbica o anaerobica) S. cerevisiae reoxida el NADH con

la conversion de acetaldehido a etanol y si el oxigeno subsecuentemente esta disponible, el
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etanol acumulado es convertido de nuevo a acetaldehido. Esta conversion reversible es
clave para la produccion y utilizacion del etanol y es realizada por la alcohol
deshidrogenasa (ADH). En principio la ADH puede catalizar la reacciébn en ambas
direcciones, aunque con diferente eficiencia catalitica (Piskur et al., 2006). S. cerevisiae
tiene por lo menos dos isoenzimas citosolicas de alcohol deshidrogenasa, codificadas por
ADHI y ADH?2, y una isoenzima mitocondrial, codificada por ADH3 (Heick et al., 1969;
Van loop y Young, 1986). La Adhlp es constitutiva y su expresion incrementa durante la
fermentacion alcoholica, siendo inducida por glucosa. La Adhlp tiene un valor de K, alto
para el etanol (17,000-20,000 mmol L"), siendo su principal funcion la reduccion de etanol
a acetaldehido (Thomson et al., 2005). La Adh2p tiene una K,, baja para etanol (600-800
mmol L ') y principalmente esta involucrada en la oxidacion del etanol a acetaldehido
(Thomson et al., 2005). El acetaldehido puede ser metabolizado por el ciclo de Krebs o
actuar como un metabolito intermediario en la gluconeogénesis (Beier ef al., 1985; Young
y Pilgrim, 1985). La isoenzima mitocondrial Adh3p forma parte de la lanzadera etanol-
acetaldehido, la cual es esencial bajo condiciones anaerobias manteniendo el balance redox
mitocondrial (Bakker ef al., 2000). En un estudio reciente, de Smidt et al. (2012)
observaron que los niveles de expresion de ADHI incrementan, mientras que los niveles de
su ARNm disminuyen 33 veces al inicio de la fase diatxica. Sin embargo, sus niveles
volvieron a aumentar gradualmente durante el crecimiento con etanol. Por el contrario los
niveles de ADH2 aumentan 380 veces cuando se agota la glucosa y permaneciendo altos
durante la utilizacion de etanol, sin embargo, sus niveles disminuyen al bajar la
concentracion de etanol. La transcripcion de ADH3 parece ser constitutiva, permaneciendo
con altos niveles tanto en la fase de produccion como en la de utilizacidon del etanol (Smidt
et al., 2012). En el mismo estudio también se observd que una cepa que expresaba solo a
ADH3 crece y asimila el etanol a la misma velocidad que ADH?2, indicando que Adh3p
cumple la misma funcion de Adh2p. Esto confirma que tanto la produccion como la
oxidacion de etanol son realizadas dentro de la mitocondria.

En la naturaleza, en un contexto evolutivo, la capacidad de acumular rapidamente
etanol y por ende tolerarlo, pudo ser explotado por primera vez por levaduras
Saccharomyces para inhibir el crecimiento de organismos competidores y monopolizar
azucares. Posteriormente el etanol acumulado podria ser 'asimilado’, creando la estrategia
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de “producir-acumular-consumir” (Piskur et al., 2006). Esta flexibilidad metabdlica de S.
cerevisiae también es una importante caracteristica para sus multiples aplicaciones
industriales.

Aunque S. cerevisiae posee una inherente tolerancia al etanol, su acumulacion
durante el proceso de fermentacion ha sido descrito como el principal responsable de los

efectos toxicos sobre la viabilidad de la levadura y su capacidad fermentativa.

1.7 Efectos toxicos del etanol en Saccharomyces cerevisiae

Como ya se menciono, S. cerevisiae es una levadura ampliamente utilizada en la
industria de la fermentacion para la elaboracion de bebidas alcoholicas, ademas del reciente
interés en su uso durante la produccion de biocombustibles. Durante estos procesos las
células de levadura son expuestas a varios tipos de estrés, siendo el estrés por etanol uno de
los de mayor importancia (Ma y Liu, 2010; Stanley et al., 2010).

El etanol inhibe el crecimiento y viabilidad celular de S. cerevisiae (van Under, 1985). La
estructura y funcion de la membrana parecen ser el blanco predominante del etanol, ya que
provoca un aumento en la fluidez de la membrana que conduce a la disipacion del potencial
electroquimico transmembranal y posteriormente una acidificacion intracelular con una
consecuente disminucion en la integridad de la misma (Mishra y Prasad 1989; Alexandre et
al., 1994; Rosa and Sa-Correia 1996; Teixeira et al. 2009). Altas concentraciones de etanol
afectan la captacion de glucosa, maltosa, amonio y aminodacidos (Piper, 1995), provocan
una disminucion en la disponibilidad de agua y una inhibicion de la actividad de enzimas
claves de la glicolisis (Hallsworth et al., 1998; Hu et al., 2007). Se ha sugerido a la
mitocondria como uno de los blancos del etanol (Aguilera y Benitez, 1985), ya que su
toxicidad se correlaciona con la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en la
mitocondria (Costa et al, 1997), asi como dafio al ADN mitocondrial (Ibea y Jiménez,
1997). Ademas el etanol produce muerte celular con caracteristicas de apoptosis (Kitagaki
et al., 2007). Estos efectos toxicos limitan el proceso de fermentacion y reducen el
rendimiento de produccion de etanol. Por lo tanto, es esencial para la levadura tener la
capacidad de responder y adaptarse rdpidamente a cada condicion de estrés para sobrevivir.

Por lo que las levaduras han desarrollado mecanismos para contrarrestar los danos causados
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por el etanol. De hecho, la seleccion de cepas de levadura con una mayor tolerancia hacia
los diferentes factores de estrés durante la fermentacion es uno de los objetivos buscados

por la industria de la produccion de etanol.

1.7.1 Mecanismos para contrarrestar los efectos téxicos del etanol en Saccharomyces
cerevisiae

Ciertos organismos como S. cerevisiae tienen la capacidad de sobrevivir a
concentraciones de etanol que son letales para la mayoria de los microorganismos. Estas
concentraciones (dependientes de la cepa) van desde el rango de 5-10% de etanol (v/v)
(Dinh et al., 2008). Es importante para S. cerevisiae sobrevivir en altas concentraciones de
etanol, ya que una de las rutas principales de produccion de energia es la fermentacion
alcoholica, y para esto ha adquirido ciertos mecanismos como: cambios en los niveles y
composicion de ergoesterol y fosfolipidos de la membrana (Jimenez y Benitez, 1987;
Alexandre et al., 1994; Chi et al., 1999; You et al., 2003; Aguilera et al., 2006; Dinh et al.,
2008), incremento en la actividad de la ATPasa de H™ de la membrana plasmatica (Leao y
van Under, 1983; Rosa y Sa’-Correia, 1991) y aumento en la expresion y actividad de
enzimas antioxidantes, principalmente mitocondriales (Costa et al., 1993, 1997). Ademas
se ha propuesto la estabilidad mitocondrial como un mecanismo clave en la tolerancia a
etanol, ya que en presencia de mitocondrias activas disminuyen los niveles de inhibicion
sobre el crecimiento y la fermentacion (Aguilera y Benitez, 1985). Otro mecanismo
descrito involucra el incremento en biomoléculas protectoras, tales como la trehalosa
(Mansure et al., 1994; Lucero et al., 2000), proteinas de choque térmico como la Hsp104
(Sanchez et al., 1992; Piper, 1995), las cuales estabilizan o reparan proteinas
desnaturalizadas. Analisis de gendmica, protedmica y bioquimica funcional se han
realizado para estudiar los mecanismos de tolerancia, toxicidad del etanol y el estrés
inducidos por otros metabolitos relacionados con la fermentacion alcoholica (Endo ef al.,
2008; Marks et al., 2008; Teixeira et al., 2009; Lewis et al., 2010; Stanley et al., 2010).

A pesar de todas las investigaciones, los mecanismos moleculares la toxicidad o

tolerancia al etanol son conocidos con poca profundidad. Por otro lado, resultados de
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nuestro laboratorio sugieren que los componentes de la biogénesis de proteinas con centros

[Fe-S] podrian estar involucrados con la tolerancia a etanol (Campos-Garcia et al., 2000).

1.8 Centros [Fe-S]

El hierro y el azufre son dos de los elementos mas importantes y versatiles en
nuestro planeta. Se ha propuesto que las primeras formas de vida pudieron haberse formado
en la superficie de minerales de sulfuro de hierro (Wachtershauser, 1992), ya que la
primitiva atmoésfera anaerobica proporcionaba un ambiente reducido donde los elementos
de hierro y azufre eran rédpidamente disponibles y podian ser usados por los primeros
organismos para desempenar sus funciones bioldgicas. El descubrimiento a inicios de los
afios 1960’s de proteinas hierro-azufre, las cuales contenian un centro [Fe-S] como cofactor
vino a reforzar la idea del importante papel de estos elementos para la vida (Beinert ef al.,
1997; Beinert, 2000).

La estructura bésica de los centros [Fe-S] consiste de atomos de hierro unidos a
atomos de azufre principalmente de la cisteina, asi como de atomos de azufres libres cuyas
proporciones son variadas (Beinert et al., 1997). Las formas més comunes son la rombica
[2Fe-2S] y la cubica [4Fe-4S], la cual puede ser ensamblada a partir de dos unidades
rémbicas (Fig. 5); sin embrago, también existen las formas [3Fe-4S], asi como estructuras
mas complejas encontradas en las nitrogenasas como la [8Fe-7S] en donde otros metales
pesados como molibdeno, vanadio o niquel pueden remplazar algin i6n de hierro (Rees,
2002). La unién del grupo/centro [Fe-S] a la cadena polipeptidica es a través de la
coordinacion de los iones de hierro cargados positivamente con donadores de electrones
proporcionados por la cadena lateral de varios aminoacidos. El mas comun es el azufre del
residuo de la cisteina, sin embargo, también puede participar el nitrogeno de residuos de
histidina como en la subunidad de Rieske del complejo III de la CTE (Beinert, ef al., 2004).

El ensamble de centros [Fe-S] en las apoproteinas puede llevarse a cabo in vitro
bajo condiciones anaerobias agregando el i6n ferroso (Fe*?) y sulfuro (S), lo que sugiriere
que este proceso podria realizarse espontaneamente y posiblemente esto pudo haber
ocurrido a principios de la vida cuando las condiciones de la tierra eran anaerdbicas y

donde estos elementos estaban disponibles. Sin embargo, en las células, la biogénesis de
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centros [Fe-S] y su posterior incorporacion a apoproteinas requiere de un complejo sistema
de ensamble (Johnson et al., 2005; Balk y Lobreaux, 2005; Lill y Miihlenhoff, 2006;
Vickery y Cupp-Vickey, 2007; Lill y Mihlenhoff, 2008; Fontecave y Ollagnier-de-
Choudens, 2008). Lo anterior podrir responder a la necesidad de tener un sistema
altamente controlado en condiciones aerobicas para disminuir el dafo por oxigeno en los

centros [Fe-S] asi como la toxicidad de los iones Fe™.

Figura 5.- Estructura de centros [Fe-S]. El hierro (esferas rojas) de los centros [Fe-S] se
encuentra unido a 4tomos de azufre de residuos de cisteinas de la cadena polipeptidica (SR)
y a azufres inorgédnicos del grupo prostético (esferas amarillas). Residuos de histidinas,
arginina, aspartato y serina también pueden ser ligandos del hierro (Tomada y modificada
de Py y Barras, 2010).

Los centros [Fe-S] son entonces probablemente los cofactores mas antiguos y
ubicuos, cuyo sistema de biogénesis se encuentra altamente conservado en los organismos.
Como grupo prostético de proteinas, estas estructuras fueron descubiertas y caracterizadas
por métodos espectroscopicos y quimica analitica a principios de 1960 (Arnon et al., 1957;
Mortenson et al., 1962; Beinert et al., 1997, 2004; Rees y Howard, 2003). Hasta la fecha se
conocen numerosas proteinas con centros [Fe-S] dentro de los tres reinos de la vida
(Eubacteria, Archaea y Eukarya). En la Tabla 1 se enlistan algunas de las proteinas [Fe-S]

que se conocen en eucariontes (excepto plantas).
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1.9 Funcion de las proteinas con centros [Fe-S]

Las funciones bioldgicas de las proteinas que poseen como cofactor centros [Fe-S]
comprenden la transferencia de electrones, la catalisis enzimatica y regulacion de la
expresion génica (Tabla 1). Ademas, participan en la generacion de radicales como los
formados durante las reacciones de enzimas dependientes de S-adenosil metionina (SAM)

asi como en la estabilizacion estructural de proteinas (Beinert et al., 1997).

1.9.1 Trasferencia de electrones

La funcién mejor conocida de las proteinas [Fe-S] es la transferencia de electrones, esta
funcion es debida a la capacidad del hierro de sufrir transiciones de estado reducido (i6n
ferroso, Fe*") a oxidado (ion férrico, Fe’™). Por lo tanto, el centro [Fe-S] tiene la capacidad
de aceptar facilmente electrones y donarlos (Beinert et al., 1997). La mayoria de los
acarreadores electronicos tales como el NAD, las flavinas, las quinonas y los grupos hemo
poseen un alto potencial de reduccion. Por el contrario, los centros [Fe-S] tienen un bajo
potencial de reduccion, haciéndolos indispensables para las reacciones de acoplamiento de
bajo potencial llevadas a cabo por enzimas como hidrogenasas, nitrogenasas y ferredoxinas
(Lauhon et al., 2004). El rango de potencial redox de los centros [Fe-S] va desde -500 mV a
+300 mV; sin embargo, el rango del potencial redox depende del ambiente en el que se
encuentre el centro [Fe-S] (Meyer, 2008). Por ejemplo, el alto potencial redox de la
proteina de Rieske es causado por los dos ligandos de histidinas coordinados sobre uno de
los dos iones de hierro, cuyo resultado es que este hierro puede ser reducido a un mayor
potencial que los otros iones de hierro que estdn unidos a cisteinas. Los centros [Fe-S] que
participan en transferencia de electrones se encuantran en el complejo I (ausente en S.
cerevisiae), el complejo Il y el complejo III de bacterias y de la CTE, asi como en

ferredoxinas en plantas, entre otras (Lill ez al., 2006).
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Tabla 1.- Proteinas con centros [Fe-S] en eucariotes.
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1.9.2 Catalisis enzimatica

Dentro de las proteinas [Fe-S] involucradas en catalisis se encuentran la aconitasa,
la homo-aconitasa (Lys4p en levadura) y la isopropilmalato deshidrogenasa (Leulp en
levadura), involucradas en la biosintesis de lisina y leucina, respectivamente. En estas
enzimas el centro [Fe-S] se encuentra en el sitio catalitico en donde uno de los iones de
hierro participa como éacido de Lewis para unir al sustrato y estabilizar el estado de
transicion de la reaccion ya que también participa en la remocion y adicion de una molécula
de agua dando como resultado la isomerizacion del substrato (Lill e al., 2006).

Otras enzimas [Fe-S] son la biotina sintasa y la lipoato sintasa, las cuales poseen dos
centros [Fe-S] en donde uno de ellos probablemente funciona como fuente de azufre para
ser insertado dentro de los precursores des-tiobiotina y acido octanodico (Booker et al.,
2007). Existe una variedad de proteinas involucradas en catalisis que poseen centros [Fe-S],
las cuales participan en la biosintesis tanto de aminoacidos como de grupos hemo (Dailey,

2002), asi como en la reparacion del ADN (Lukianova y David, 2005).

1.9.3 Regulacion

Se ha observado también la participacion de los centros [Fe-S] en la regulacion de
procesos biologicos. La sensibilidad de los centros [Fe-S] hacia el estrés oxidativo y su
labilidad quimica son propiedades que hacen a estos centros utiles para sensar las
condiciones intracelulares o ambientales para la regulacion de la expresion génica tanto en
procariotas como en eucariotas. Ejemplos de esta funcion son los factores transcripcionales
bacterianos: FNR, ISCR y SoxR, que sensan los niveles de oxigeno, centros Fe-S y
superoxido/oxido nitrico, respectivamente. El estado de activacion o represion depende de
la presencia o ausencia del centro Fe-S en FNR y ISCR o el estado redox del centro [2Fe-
2S] presente en SoxR (Imlay, 2008). En mamiferos, la proteina de respuesta a hierro (iron
regulatory protein, IRP, también conocida como ACO1 citosodlica), es un ejemplo donde el
centro [4Fe-4S] unido a la proteina funciona como regulador post-transcripcional. Bajo
condiciones de suficiencia de hierro, IPR1 actia como aconitasa manteniendo su centro

[4Fe-4S]. En condiciones de insuficiencia de hierro, el centro pierde un hierro y se une a
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promotores de genes que codifican ciertas proteinas involucradas en la homeostasis de

hierro (Walden et al., 2006).

1.10 Biogénesis de proteinas con centros [Fe-S]

Existen tres distintas maquinarias bacterianas para la biosintesis de proteinas con
centros [Fe-S]: NIF, ISC y SUF (Tabla 2).

La primera evidencia de la existencia de una maquinaria para la biogénesis de
centros [Fe-S] fue encontrada en la bacteria fijadora de nitrogeno Azotobacter vinelandii
(Jacobson et al., 1989), la cual tiene la capacidad de reducir N, a amonio via un complejo
proteico denominado nitrogenasa conformado por una proteina homodimérica nombrada
proteina Fe y una proteina heterodimérica designada MoFe. La proteina Fe contiene un
centro [Fe-S], el cual transporta los electrones a la proteina MoFe que contiene un centro
[8Fe-7S] y el cofactor FeMo [7Fe-Mo-9S-homocitrato-X] que reduce el N,. Zheng et al.,
(1993) observaron que al mutar el operén que identificaron como nif (nitrogen fixation)
alteraban la maduracion de la nitrogenasa. Un miembro del operéon denominado NifS
(codificado por nifS) mostro ser una cisteina desulfurasa la cual requiere piridoxal-5-fosfato
para su actividad (Zheng et al., 1993, 1994; Zheng y Dean, 1994). NifS cataliza la reaccion
de desulfuracion de la L-cisteina produciendo L- alanina y sulfuro, este sulfuro es usado
para el ensamblaje de centros [Fe-S] hacia apoproteinas receptoras.

Otro miembro del operon, designado NifU, actia como la proteina de andamiaje
para los centros [Fe-S] (Yuvaniyama et al., 2000; Dos Santos et al., 2004). Sin embargo
también observaron que la mutacion nifUnifS” era viable y que la inactivacion de la
nitrogenasa solo era parcial. Esto sugirid6 que otra maquinaria de ensamble de [Fe-S]
deberia existir en A. vinelandii (Jacobson et al., 1989), descubriéndose posteriormente el
sistema pardlogo ISC (Zheng et al, 1998). El sistema ISC (iron sulfur cluster, por sus
siglas en inglés) es el principal sistema para la biosintesis de proteinas con centros [Fe-S]
de mantenimiento celular durante el crecimiento normal (housekeeping) en bacterias
(Zheng et al., 1998; Takahashi y Nakamura, M. 1999). Este sistema esta codificado por
siete genes dentro de un operdn: iscRSUA-hscBA-fdx. El gen iscR es autorregulador para la

transcripcion de iscSUA (Schwartz et al., 2001). La holoproteina IscR contiene un centro
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[2Fe-2S] y actia como represor, disminuyendo la expresion del operon iscSUA. Sin
embargo, cuando hay una disminucion de centros [Fe-S] entonces IscR se encuentra en
forma de apoproteina causando la des-represion de operéon iscSUA (Outten et al., 2004). El
gen iscS codifica para la desulfurasa, IscS. La mutacidon en iscS causa alteraciones en el
crecimiento asi como una disminucion en la actividad de proteinas con centros [Fe-S] como
la aconitasa, la 6-fosfogluconato deshidrogenasa, la glutamato sintasa, la fumarasa y la
NADH deshidrogenasa (Schwartz et al., 2000), lo que indica que IscS es la principal fuente
de azufre para la biogénesis de centros [Fe-S] bajo condiciones normales. IscS posee una
alta similitud con la proteina NifS sin embargo, se observo que el fenotipo en una mutante
de A. vinelandii iscS no se restaura por la expresion de nifS. Esto sugiere que NifS es
especifica para la maduracion de la nitrogenasa, mientras que IscS es la cisteina desulfurasa

general para el ensamble de novo de proteinas con centros [Fe-S] (Zheng ef al., 1998).

Tabla 2.- Componentes involucrados en la biogénesis de centros [Fe-S].

Funcion Sistema NIF Sistema SUF Sistema ISC SistemalISC  SistemaCIA
Bacteriano Bacteriano Bacteriano Mitocondrial Eucarionte

Cisteina desulfurasa NifS SufS-SufE lscS Nfslp-lsdllp Nfslp-lsdllp

(donador de azufre) Mitocondrial

Proteina de andamiaje Nifu Sufu lscU lsulp -

Tipo-U

Proteina de andamiaje [sc AN SufA IscA, ErpA lsalp-lsa2p- -

Tipo-A Iba57p

Proteina de andamiaje - SufB - - -

Proteina de andamiaje - - - Ind1p? Cdfl-Nbp35

NTPasa P-loop

Transferencia de Nifu - Fdx Yahlp-Arhlp --

Electrones

Donador de hierro - - CyaY Yfthlp -

Transferencia del [Fe-S] - SufcC HscA,HscB  Ssglp,Jaclp, Narl,Cial

desde la proteina de

andamiaje a la proteina Mgelp, Grx5

blanco

Tomado y modificado de Lill, 2009.
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Interesantemente, la mutacion en iscS o iscU en A. vinelandii es letal. IscU muestra
similitud con en el dominio N-terminal de NifU y también es capaz de unir un centro [2Fe-
2S] (Fu et al., 1994; Jung et al., 1999) y/o [4Fe-4S] transitorio (Agar et al., 2000;
Chandramouli et al., 2007). El centro [Fe-S] puede ser transferido desde holo-IscU a la
apo-ferredoxina, lo cual sugiere que IscU funciona como una proteina de andamiaje (Wu et
al., 2002; Miihlenhoff et al., 2003). Se ha sugerido que IscA podria funcionar como
proteina de andamiaje alterna ya que se ha observado que puede unir centros [2Fe-
2S]/[4Fe-4S] (Ollagier-de-Choudens et al., 2004; Morimoto et al., 2006; Zeng et al., 2007).
Sin embargo, también se ha demostrado su unién a hierro mononuclear (Ding et al., 2004,
2005, 2007). El hierro podria ser usado para la biosintesis de novo de centros [Fe-S] sobre
IscU, sugiriendo que IscA funciona como chaperona de hierro.

Otros miembros que también participan en este proceso son las chaperonas
moleculares HscA y HscB (Tabla 2) pertenecientes a las familias hsp70 y hsp40,
respectivamente (Zheng et al., 1998; Silberg ef al., 1998). Se ha observado que la mutacion
en hscA afecta la actividad de proteinas [Fe-S] tanto como la mutacidn en iscS, poniendo de
manifiesto el importante papel de HscA en la biogénesis de centros [Fe-S]. HscA/HscB
tienen la funcion de estimular la liberacion y transferencia del centro [Fe-S] desde IscU a la
proteina receptora hidrolizando ATP (Hoff ez al., 2000; Silberg et al., 2001; Cupp-Vickery
et al., 2004). El ultimo miembro del sistema ISC es la ferredoxina (Fdx), la cual contiene
un centro [2Fe-2S] (Djaman et al., 2004). Se ha sugerido que la funcion de Fdx es
proporcionar los electrones necesarios para la reduccion del azufre a sulfuro (S?).

Como ya se mencion0, en 4. vinelandii la mutacién en iscS o iscS resulta en un
fenotipo letal (Fu ef al., 1994; Takahashi ef al., 1999). Sin embargo, en E. coli la doble
mutante iscS-iscU permanece viable, lo cual permitio el estudio e identificacion de un
tercer sistema para la biogénesis de centros [Fe-S] codificado por el operon suf (sulfur
utilization factor) (Muller ef al., 1998; Patzer y Hantke, 1999). Con esto se comprobd que
la sobreexpresion del operdn suf (sufABCDSE) complementa la mayoria de los defectos
producidos por la mutacion de genes isc (Takahashi y Tokumoto, 2002).

El sistema SUF juega un papel similar al del ISC en muchas bacterias, pero éste
opera solo bajo condiciones de limitacion de hierro y estrés oxidativo (Takahashi et al.,

2002; Fontecave et al., 2005). La regulacion de suf durante la respuesta a estrés oxidativo
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es mediada por OxyR e IHF, mientras que la proteina reguladora Fur controla el sistema
por induccién en condiciones limitantes de hierro (Outten et al., 2004; Lee et al., 2004). La
presencia de reguladores globales de estrés oxidativo o limitacion de hierro sugiere que la
funcion del operon suf es necesaria para proteger, reparar o remplazar proteinas dafadas
con centros [Fe-S] (Takahashi y Tokumoto, 2002; Outten ef al., 2004; Lee et al., 2004). Por
lo anterior se ha sugerido que este sistema probablemente se originé como resultado de la
necesidad de mantener un sistema mas eficiente en la biogénesis y/o reparacion de los
centros [Fe-S] al surgir los primeros microorganismos fotosintéticos y con ellos el oxigeno
molecular.

Estudios filogenéticos han revelado que el sistema ISC se encuentra distribuido en
la mayoria de las proteobacterias y en las mitocondrias de los eucariontes (Tokumoto ef al.,
2004). El sistema SUF esta presente en una gran diversidad de organismos incluyendo la
mayoria de eubacterias, archaeas, plantas y parésitos (Tokumoto et al., 2004). El
conocimiento de los sistemas para la biogénesis de proteinas con centros [Fe-S] en

bacterias propici6 el estudio de este proceso en eucariontes.

1.10.1 Biogénesis de proteinas con centros [Fe-S] en Saccharomyces cerevisiae

Diversos grupos de investigacion han mostrado evidencia de que la biogénesis de
proteinas con centros [Fe-S] mitocondrial depende de proteinas del sistema ISC (Kispal et
al., 1999; Li et al., 1999; Schilke et al., 1999). El sistema ISC mitocondrial es similar al de
bacterias, por lo que ha hipotetizado que fue heredado desde la bacteria endo-simbionte que
di6 origen a la mitocondria (Johnson et al., 2005; Van der Giezen y Tovar, 2005). También
se ha identificado el requerimiento de un transportador ABC en la membrana interna
mitocondrial para una eficiente maduracion de proteinas con centros [Fe-S] externas a la
mitocondria, lo que indica la existencia de un sistema de exportacion para la generacion de
proteinas con centros [Fe-S] en el citosol y en el nucleo. Por lo tanto las mitocondrias
desempetian un papel fundamental en la biogénesis de proteinas con centros [Fe-S], ya que
son responsables no s6lo de la maduracion de proteinas con centros [Fe-S] dentro sino
también fuera del organulo (Kispal et al, 1999; Lange et al., 2000). Posteriormente se

descubrieron los primeros componentes del sistema de ensamble de proteinas [Fe-S]
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citosolico (CIA) (Roy et al., 2003). Por lo tanto, gracias a los estudios realizados en el
organismo modelo S. cerevisiae, se sabe que el proceso de biogénesis de proteinas con
centros [Fe-S] en eucariotas involucra la interaccion de tres sistemas complejos proteicos

denominados: ISC, exportacion ISC y CIA.

1.10.2 El sistema ISC mitocondrial en Saccharomyces cerevisiae

En S. cerevisiae el sistema ISC comprende 17 proteinas conocidas con diversas
funciones (Fig. 6). La similitud con su contraparte bacteriana sugiere un mecanismo
altamente conservado entre organismos procariontes y eucariontes (Johnson et al., 2005).

En la mitocondria, la cisteina desulfurasa comprende un complejo formado por las
proteinas IscS, Nfslp e Isd11p (proteina de 11 kDa). A pesar de que se ha observado que
Nfs1 posee actividad in vitro de cisteina desulfurasa, el complejo funcional Nfslp-Isd11p
es el responsable de la transferencia in vivo del azufre desde Nfslp a la proteina de
andamiaje Isulp, cuya reaccion es asistida por la interaccion entre Nfslp e Isulp (IscS/SufS
y IscU/SufU en bacteria y plastidos). Al igual que sus homoélogos Nfslp pertenecen a un
subconjunto de la familia de las aminotransferasas dependientes de piridoxal 5-fosfato
(PLP), las cuales catalizan la conversion de cisteina en alanina y azufre elemental a través
de la formacion de un grupo persulfuro en un residuo conservado de cisteina en Nfsl
(Zheng et al., 1993; Miihlenhoff et al., 2004; Kessler, 2006).

Otros miembros del sistema ISC mitocondrial y componentes centrales de este
proceso son las proteinas de andamiaje, las cuales son las responsables de tomar el azufre y
el hierro y ensamblar los centros [Fe-S] antes de la transferencia a la apoproteina receptora.
En §. cerevisiae se ha identificado la existencia de dos proteinas de andamiaje: Isulp e
Isu2p. Estas proteinas comparten mas del 80% de identidad dentro de su secuencia de
aminoacidos y mas del 60% con su homologa bacteriana IscU. Un aspecto importante de
este tipo de proteinas es que contienen tres residuos de cisteinas altamente conservados, los
cuales son cruciales para unir hierro (Garland et al., 1999). El hierro es transportado a la
mitocondria en forma reducida mediante las proteinas acarreadoras Mrs3p y Mrs4p en un
proceso dependiente del potencial transmembranal (Foury et al., 2002; Muehlenhoff, et al.,

2003b; Li et al., 2004). El hierro es captado por la proteina frataxina Ythlp, y lo transfiere
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a Isulp (Yoon et al., 2003; Aloria et al., 2004; Nair et al., 2004; Zhang et al., 2005; Benzce
et al., 2006). Estudios recientes han mostrado que la interaccion de Ythlp con Isulp-Nfslp
es llevada a cabo principalmente por un residuo de triptéfano conservado en Ythlp (Trp
131) (Leidgens et al., 2010). Ademas la interaccion de Ythlp con el complejo Isulp-Nfslp
es dependiente de hierro y crucial para el ensamble del [Fe-S] (Schmucke et al., 2011).

El ensamble de los centros [Fe-S] también depende de la ferredoxina Yahlp, la cual
es una proteina con un centro [2Fe-2S] que se encarga de transportar electrones desde el
NADH a través de la ferredoxina reductasa mitocondrial Arhlp (Miihlenhoff et al., 2003).
Se ha sugerido que este requerimiento de electrones es para reducir el azufre (S°) de la
cisteina al sulfuro (S?) presente en el centro [Fe-S]. Después del ensamble de centro [Fe-S]
sobre Isulp, el siguiente paso es la transferencia e incorporacion del centro [Fe-S] a su
apoproteina blanco, lo cual es realizado por un sistema especifico de chaperonas integrado
por Ssqlp, que perteneciente a la familia Hsp70, la co-chaperona Jaclp que perteneciente a
la familia Hsp40 o tipo J (HscA y HscB son sus homodlogos en bacteria) y el factor
intercambiador de nucledtidos Mgelp (Schilke ef al., 1999; Lutz et al., 2001; Kim et al.,
2001; Voisine ef al., 2001; Craig y Marszalek, 2002; Dutkiewicz et al., 2003). Ssqlp posee
una actividad intrinseca de ATPasa, la cual es estimulada por su co-chaperona Jaclp y
sinérgicamente por la combinacion de Jaclp e Isulp, sustrato de Ssqlp (Hoff et al., 2000,
Dutkiewicz et al., 2003). Ssqlp se une a Isulp formando un complejo binario mediante un
motivo conservado en Isulp/IscU (LPPVK), dependiente de la hidrélisis de ATP (Hoff et
al., 2003; Dutkiewicz et al., 2004). La union es facilitada por Jaclp, la cual también se une
directamente a Isulp via su dominio C-terminal (Andrew, et al., 2006). Como otras
chaperonas Hsp70, el ciclo de interaccion de Ssqlp-Isulp es similar. La unién de Isulp con
Ssqlp-ATP es débil, presentando una baja afinidad y una rapida interconversion entre ssql-
ATP-Isulp y ssqlp-ATP e IsulP, mientras que la forma Ssqlp-ADP estabiliza la unién a
Isulp con una alta afinidad, participando Jaclp en dicha estabilizacion. Para su
funcionamiento, Ssqlp requiere esencialmente del factor intercambiador de nucledtidos de
adenina Mgelp (Schilke et al., 2006; Vickery y Cupp-Vickery, 2007).

Durante la transferencia del centro [Fe-S] también participa una monotiol
glutarredoxina mitocondrial Grx5p, (Rodriguez-Manzaneque et al., 2002; Miihlenhoff ef al.,
2003a). El mecanismo o funcion puntual de Grx5p en este proceso es desconocido. Sin
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embargo, se ha observado que no es esencial ya que solo se presentan defectos menores en
el crecimiento cuando su gen es mutado (Rodriguez-Manzaneque et al., 2002).

Algunos estudios han demostrado que las proteinas Isalp, Isa2p e Iba57p forman un
complejo funcional (Fig. 6) que es requerido para la maduracion de proteinas
mitocondriales con centros [4Fe-4S] (estructura cubica). (Gelling et al., 2008; Miihlenhoff
et al., 2011) Se ha observado que Isalp e Isa2p in vivo son capaces de unir hierro, sin
embargo, no actian como donadoras de hierro en centros ensamblados de novo por las
proteinas de andamiaje Isulp/Isu2p (Miihlenhoff ef al., 2011). Ademas, la mutacion del gen
IBA57 provoca acumulacion de hierro en Isalp-Isa2p, sugiriendo que la unioén de hierro es
requerida para la biosintesis de novo de centros [4Fe-4S] en mitocondrias cuya insercion a
su apoproteina blanco es mediada por Iba57p (Miihlenhoff et al., 2011).

Esta capacidad de union a hierro asi como su papel en la maduracion de proteinas
con centros [4Fe-4S] se ha observado también en las proteinas tipo-A de ISC y SUF, IscA 'y
SufA, respectivamente (Ding y Clark, 2004). Existe un tercer paralogo, erpA (essential
respiratory protein A), el cual no se encuentra en los operones isc y suf, pero forma parte de
una region cromosomal en la que se encuentran genes relacionados con la captacion de
hierro (Loiseau ef al., 2007). EprA ha sido caracterizada como una proteina de andamiaje
de centros [Fe-S] requerida para enzimas claves en la via de biosintesis de isoprenoides,
siendo esencial para el metabolismo respiratorio en E. coli (Loiseau et al., 2007). Se ha
observado que suf4 puede complementar la mutacion de iscA en E. coli. Sin embargo, la
doble mutacion resulta en graves defectos del crecimiento, los cuales se agravan bajo
condiciones de estrés oxidativo (Tan ef al., 2009). Esto sugiere que las proteinas tipo-A son
importantes bajo condiciones de estrés oxidativo. La oxidacion del [Fe-S] promueve la
liberacion de hierro y en relacion a esto, el sistema ISC también participa en la homeostasis

celular del hierro.

1.11 Metabolismo de hierro en Saccharomyces cerevisiae

El hierro es el cuarto elemento mas abundante en la corteza terrestre e
historicamente este elemento ha sido muy importante, de hecho un periodo de la historia

recibe el nombre de la Edad del Hierro.
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Figura 6.- Modelo de la biogénesis de proteinas con centros [Fe-S] mitocondrial en
Saccharomyces cerevisiae. El mecanismo se explica a detalle en el texto (Tomado y
modificado de Lill, 2009).

El hierro se encuentra practicamente en todos los seres vivos, cumpliendo
numerosas y variadas funciones, siendo el metal de transicion mas importante y versatil
para los sistemas biologicos. En condiciones fisiologicas, el hierro se encuentra
predominantemente en dos estados redox: forma oxidada como i6n férrico (Fes+) y su
forma reducida como i6n ferroso (Fe*"). La capacidad del hierro para aceptar o donar un
electron modula la transicion de Fe'™ a Fe*™ o viceversa. Ademas, ambos estados (férrico y
ferroso), pueden adoptar también diferente estado de spin (alto o bajo) dependiendo de su
ligando (Andrews et al., 2003). Estas propiedades hacen al hierro un componente prostético
extremadamente versatil en proteinas con funciones de biocatalizador o transporte

electronico.
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Se ha considerado que su abundancia en la tierra fue un factor que contribuyo6 para
ser el metal de transicién que se incorpord dentro de las proteinas durante la evolucion de
las primeras formas de vida (Beinert, 1997; 2000). En relacién a esto, el hierro participa en
procesos biologicos esenciales tales como la fotosintesis, la metanogénesis, la fijacion del
nitrogeno, la respiracion, el ciclo de Krebs, el transporte de oxigeno y la sintesis de ADN
(Andrews et al., 2003). Sin embargo, a pesar del papel esencial de este elemento, la
disponibilidad del hierro debe de estar altamente controlada, ya que a concentraciones
superiores a las requeridas por la célula, el hierro es potencialmente téxico debido a su
habilidad de generar ERO, lo anterior mediante las reacciones de Fenton (Fe*") y de Haber-
Weiss (Fe’") (Haber y Weiss, 1932). Por consiguiente, al mismo tiempo que el hierro se
acumula en cantidad suficiente para el metabolismo, los organismos deben asegurar que la
concentracion intracelular de hierro libre no alcance niveles toxicos. Ademas, el hierro se
encuentra principalmente en forma oxidada (Fe’"), formando parte de sales e hidroxidos de
muy baja solubilidad (10" M a pH 7). Esto se debe a que con la aparicion de los primeros
organismos fotosintéticos la atmdsfera pasé de ser reductora a oxidante, lo que ocasiond
que el hierro en estado reducido (Fe") que es relativamente soluble (0.1 M a pH 7) pero
también bastante inestable, pasara al estado férrico. Esto hace que el Fe*' sea
biologicamente inaccesible para los seres vivos por mecanismos simples de asimilacion.

Debido a la toxicidad inherente del hierro y a la limitada biodisponibilidad de su
forma predominante en el medio ambiente, su metabolismo esta altamente regulado desde
los eucariotas mas simples (como S. cerevisiae) hasta los seres humanos. Esta regulacion es
llevada a cabo fundamentalmente a nivel de absorcion, almacenaje y distribucion, ya que
los eucariotas no poseen mecanismos regulados de excrecion de este metal (Kaplan y
Kaplan, 2009).

S. cerevisiae emplea dos distintos sistemas de transporte de hierro, que dependen de
su biodisponibilidad. Cuando el hierro es abundante en el medio, un sistema de transporte
de baja afinidad (K, 30 uM) se utiliza para la adquisicion de hierro (Dix ef al, 1994).
Cuando el hierro del medio es limitado, un sistema de alta afinidad es inducido (K, 0.15
uM).

En la actualidad, se sigue elucidando en S. cerevisiae el complejo mecanismo de
control tanto a nivel transcripcional, post-transcripcional y post-traduccional para mantener
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niveles adecuados de este nutriente esencial en diferentes condiciones ambientales. La
respuesta a la deficiencia de hierro en S. cerevisiae se controla principalmente por el
activador transcripcional de sensado de hierro Atflp y su pardlogo Aft2p. Dentro de los
genes que son regulados por estos factores de transcripcion estan incluidos los que
codifican para proteinas requeridas para el transporte en la membrana plasmatica tanto de
hierro i6nico como unido a siderdforos, transporte de hierro vacuolar, asi como proteinas
para el metabolismo del hierro mitocondrial. El resultado de la activacion de estos genes es
la movilizacion de hierro tanto de fuentes extracelulares como de las pozas almacenadas
intracelularmente. Aunque se conocen los genes activados por Atfl/2p asi como los
mecanismos de absorcion y almacenaje del hierro en S. cerevisiae, se sabe muy poco acerca
de los mecanismos moleculares para controlar la actividad de Atfl/2p y la sefial especifica
de hierro con la cual estos factores responden (Outten y Albetel, 2013). Sin embargo, en
estudios recientes se han descubierto aspectos muy importantes sobre los mecanismos en S.
cerevisiae de regulacion para responder a niveles variables de hierro.

La localizacion nuclear de Atflp (y posiblemente Aft2p) es determinada por el
estado de oxidacion del hierro; en células deficientes en hierro, Aftlp se acumula en el
nucleo, mientras que en células con suficiencia de hierro, Aftlp se transloca al citosol por
la exportina nuclear Msn5p (Ueta et al., 2007, 2012). La glutarredoxinas Grx3p y Grx4p
forman un complejo al unirse con un centro [2Fe-2S] que junto a las proteinas Fralp/Fra2p
citosOlicas transmiten una sefial inhibitoria a Atflp/Atf2p (Ueta et al., 2012) que es
dependiente de la biogénesis mitocondrial de proteinas con centros [Fe-S] (Rutherford et al.,
2005; Miihlenhoff ef al., 2010). La interaccion de Grx3/4-Aftl dependiente del sistema ISC
promueve la disociacion de Aftlp de sus promotores blanco bajo condiciones de suficiencia
de hierro, reforzando la idea de la unién de un centro [Fe-S] a Grx3p/Grx4p como un pre-
requisito para la inhibicion de Atflp. Sin embargo, el efecto especifico de esta sefial sobre
Aftlp/Aft2p no es claro.

Previamente, se ha demostrado que el hierro unido a Grx3p/Grx4p requiere del
sistema ISC pero no del sistema CIA (Miihlenhoff et al., 2010). En relacién a esto,
Yamaguchi-Iwai et al. (2002) demostraron que el transportador mitocondrial Atmlp
también es requerido para la union del hierro a Grx3p/Grx4p y para la disociacion de Aftlp
del ADN durante suficiencia de hierro. Se ha propuesto que Atm1p exporta un componente
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mitocondrial desconocido, el cual es necesario para el ensamble y/o insercion de centros
Fe-S dentro de proteinas citosolicas (Lill ef al., 2012).

El sistema ISC también es clave en la sefializacion durante la regulacion a altos
niveles de hierro, mediante el factor transcripcional Yap5p (Kaplan y Kaplan, 2009). Por lo
tanto, el control en la regulacion génica dependiente de hierro de los factores YapSp y
Atf1/2 es independiente de los cambios en los niveles de hierro citosolico, vacuolar o
mitocondrial; en su lugar, ambas respuestas transcripcionales son coordinadas por el
sistema ISC. Es importante resaltar que mientras Grx3p/Grx4p son requeridas para
desencadenar la sefal de disponibilidad de centros [Fe-S] hacia Aftlp/Aft2p, estas
proteinas de union a [Fe-S] no son necesarias para la actividad de Yap5p (Lill ez al.,, 2012).
Esto demuestra el papel crucial que desempefia la mitocondria en el mantenimiento de la
homeostasis celular del hierro.

La mitocondria es ampliamente conocida por su papel esencial en la generacion de
de ATP a través de la fosforilacion oxidativa. Sin embargo, también es el organulo donde
se lleva a cabo la biogénesis de centros [Fe-S] y grupos hemo, siendo el sitio de mayor
utilizacion y reservorio de este metal. Es evidente que las alteraciones en la utilizacion del
hierro mitocondrial alteran toda su homeostasis celular. Alteraciones en el ISC provocan un
incremento en la concentracion de hierro mitocondrial lo que puede generar dafio oxidativo

en la célula (Schilke et al., 1999; Li et al., 1999).

1.12 Estrés oxidativo en Saccharomyces cerevisiae

ERO es el término utilizado para referirse a una variedad de especies reactivas asi
como a radicales libres derivados del oxigeno molecular. Los radicales libres son 4&tomos o
moléculas que poseen un electron desapareado en un orbital externo. Un compuesto puede
convertirse en radical libre captando o perdiendo un electrén (Cadenas, 1989). Asimismo,
los radicales libres también pueden formarse cuando un enlace covalente se rompe y cada
electron de la pareja compartida permanece con un atomo (fision homolitica). Como
consecuencia de poseer electrones desapareados, estas especies quimicas son
extremadamente reactivas y tienen, por tanto, una vida media corta y su concentracion en el

estado estacionario es baja (Cadenas 1989, Pryor 1986, Webster y Nunn 1988). El electron
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desapareado en el ultimo orbital es el que proporciona la alta reactividad quimica a estas
moléculas. Este electron tiene una fuerte tendencia a interaccionar con los electrones de
otras moléculas para asi ganar una configuracion electronica estable, convirtiéndose a su
vez la molécula atacada en un radical libre, produciendo entonces una reaccion en cadena.
El oxigeno molecular fundamental es un bi-radical, ya que tiene dos electrones
desapareados en el orbital externo. Debido a que estos dos electrones tienen el mismo espin,
el oxigeno solo puede reaccionar con un electron a la vez y por lo tanto no es muy reactivo
con los dos electrones de un enlace quimico. Para que el oxigeno pudiese oxidar un atomo
o molécula que no fuese radical libre aceptando un par de electrones, éstos deberian ser de
espines paralelos (Cadenas, 1989). Segun el principio de exclusion de Pauli, los electrones
de un orbital atdbmico o molecular nunca tienen direcciones paralelas, por tanto, para que el
oxigeno molecular aumentase su reactividad habria de invertirse el espin de uno de los
electrones de sus orbitales externos produciéndose el oxigeno singulete, cuya reactividad es
superior. También el oxigeno puede sufrir una reduccion secuencial y univalente

produciendo radicales libres de oxigeno (Reaccion 1).

e e +2H* e +H* e+ H*
02 02' B H202 HO HQO

H,O

Reaccion 1.- Reduccion secuencial y univalente del oxigeno molecular.

Las ERO son formadas durante el metabolismo aerobico asi como en el medio
ambiente por la reduccion del oxigeno por un electron a la vez (reaccion 1). La reduccion
del oxigeno por un electréon produce el anidon superoxido (O,7), el cual es una de las
principales ERO y precursor de la mayoria de las ERO (Fridovich, 1983). El O," a su vez
puede ser dismutado espontaneamente por catalisis mediante enzimas denominadas
superoxido dismutasas, conviertiéndolo a perdxido de hidrogeno (H,O,), el cual puede ser
reducido a agua por la catalasa o el sistema del glutatién. Sin embargo, el H,O, puede ser
reducido parcialmente en presencia de metales de transicion produciendo el radical
hidroxilo (HO"), una de las ERO mas reactivas, el cual puede generar dafio a casi cualquier
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molécula biologica. Una fuente importante de radicales hidroxilo es el ciclo de Habber-
Weiss, en el cual estd involucranda la reaccion de Fenton (reacciones 1-3) donde el hierro
actia como un potencial pro-oxidante (Halliwell y Gutteridge 1984, 1989).

Por lo tanto, como ya se ha mencionado anteriormente, la concentracioén de hierro
en estado libre debe estar finamente regulada mediante su unién a moléculas quelantes de
bajo peso molecular, tales como el citrato, la histidina o el ATP. Sin embargo, en ciertas
condiciones los iones de hierro pueden ser liberados de metaloproteinas como las que
contienen centros [Fe-S], resultando en la generacion del radical HO® y con ello, un dafio
por estrés oxidativo (Gardner y Fridovich, 1992). El estrés oxidativo es el término que
describe un desequilibrio entre las ERO y las defensas antioxidantes ya sea por un

incremento en la generacion de ERO o una disminucion en las defensas antioxidantes.

O, +Feit = O, +Fe2* (2)
Fe* + H,0, mmmFe™ + OH + OH' (3)

0, "+ H,0, w=== (O, +OH+ OH (4)

Reaccion de Fenton (2-3) y de Habber-Weiss (4).

El O, puede ser producido enziméticamente por las NADPH oxidasas (NOX), la
oxigenasas dependientes del citocromo P450, asi como la conversién proteolitica de la
xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa. La producciéon no enzimatica de O,” ocurre
cuando un electron se transfiere directamente al oxigeno por coenzimas reducidas o grupos
prostéticos (como los centros [Fe-S] o flavinas), siendo la principal fuente de O, la CTE.
En S. cerevisiae solo se ha reportado una NADPH oxidasa en el reticulo endoplasmico
(Rinnerthaler et al,, 2012), mientras que no se ha reportado un gen que codifique una

xantina deshidrogenasa por lo que en S. cerevisiae, la principal fuente de O, es la CTE.

1.12.1 Cadena respiratoria y produccion de ERO en la mitocondria

El transporte de electrones a través de la no ocurre de manera 100% eficiente, ya

que los electrones se pueden fugar reduciendo al oxigeno y produciendo el anion O;” en
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una proporcion correspondiente al 2-4% del oxigeno consumido en el complejo IV.
Ademés, el ambiente intramitocondrial es altamente reducido por lo que la gran variedad de
centros redox tales como los centros [Fe-S], las flavoproteinas y la semiubiquinona son
termodindmicamente capaces de transferir un electron al oxigeno, produciendo O, tanto en
la matriz mitocondrial como en el espacio intermembranal. La velocidad de produccion del
O, " por la cadena respiratoria puede incrementar cuando el flujo de electrones disminuye,
lo que produce un aumento de equivalentes reductores (Turrens et al., 1982), o si existe un
incremento de estos equivalentes reductores, como en el caso de S. cerevisiae cuando en
crece con altas concentraciones de glucosa y/o etanol.

Se ha sugerido que el principal sitio de generacion de ERO en la CTE es el
complejo III, durante la operacion el ciclo Q. El ciclo Q es el mecanismo mediante el cual
el complejo III acopla la transferencia de electrones entre el ubiquinol (UQH;) y el
citocromo c. con la translocacion vectorial de H'. La transferencia de electrones ocurre en
dos pasos: primero, el ubiquinol es oxidado en un electron por la proteina de Rieske que a
su vez es oxidada por el citocromo c; el cual transfiere el electron al citocromo c. Esto
ocurre de manera simultdnea con la translocaciéon de dos H' hacia el espacio
transmembranal. Estas reacciones ocurren en el sitio quinol oxidasa (Qo) del complejo, el
cual esta constituido por dominios del citocromo b y la subunidad de Rieske. El segundo
electron del QH; es transferido al grupo hemo de bajo potencial redox (b;) que a su vez es
oxidado secuencialmente por el hemo de alto potencial redox (by), el cual reduce a una
molécula de QH a radical ubisemiquinona (UQH’) en un segundo sitio del complejo
denominado sitio quinol reductasa sitio (Qi) (Fig. 7). En una segunda vuelta del ciclo se
oxida una segunda molécula de UQ, se reduce otra molécula de citocromo c; y se genera
otra molécula de UQH, con la adicion de dos H' provenientes de la matriz mitocondrial
(Hunte ef al., 2003). La interrupcion en la transferencia de los electrones entre los centros
redox del complejo III puede provocar reacciones colaterales a las del ciclo Q que
favorecen la produccion de ERO. Por ejemplo, la union de antimicina A, un inhibidor del
sitio Qi, impide la oxidacién del hemo by, lo cual favorece la acumulacion del radical
UQH', dando lugar a la reduccion en un electron del oxigeno para producir anion

superoxido. de si la transferencia de electrones no es rapida y continua puede aumentar la
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vida media del radical semiubiquinona el cual como todo radical puede transferir un

electron al oxigeno produciendo el anidon superdxido (Muller et al., 2002)

Figura 7.- Mecanismo del ciclo Q. La Explicacion se encuentra en el texto (Tomado y
modificado de Hunte et al., 2003).

1.12.2 Daiio a biomoléculas por las ERO

Las ERO son capaces de provocar dafio a practicamente cualquier biomolécula,
siendo las proteinas, los lipidos poliinsaturados, los acidos nucleicos y los carbohidratos los
principales blancos. Las ERO reaccionan con las biomoléculas, oxidandolas al sustraerles
un electrdn, lo que causa cambios estructurales en las moléculas y por lo tanto la pérdida de
su funcion.

Los carbohidratos son oxidados por los radicales libres en menor proporcion que
otras moléculas. Azucares tales como la glucosa, el manitol o ciertos desoxiazicares
pueden reaccionar con el radical OH’ para producir sustancias reactivas (Blake et al., 1987).
Asimismo, los polisacaridos pueden sufrir el ataque de los radicales libres fragmentandose
a unidades mas sencillas.

Con respecto al ADN, las ERO pueden oxidar las purinas y pirimidinas asi como los

azucares de los acidos nucleicos rompiendo o entrecruzando las hebras del ADN (Sies,
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1993). Si estas modificaciones en el ADN no son reparadas pueden provocar mutaciones y
desencadenar procesos cancerigenos. El dafio oxidativo en el ADN mitocondrial (ADNmt)
es unas 15 veces superior al del ADN nuclear. Esto se debe a la cercania de dicho ADN a la
CTE (Fraga et al., 1990).En relacion a lo anterior, se ha sugerido que el etanol incrementa
la oxidacion del ADNmt en S. cerevisiae y que ademas, la aconitasa puede proteger el
ADNm de la degradacion oxidativa (Chen et al., 2007).

En el caso de los lipidos se sabe que todas las membranas celulares, y especialmente
las mitocondriales, son vulnerables a la oxidacion debido a la alta concentracion de acidos
grasos poliinsaturados (AGP). Estos tienen sus dobles enlaces separados por grupos
metileno, lo que hace que las uniones C-H sean extremadamente sensibles a la agresion por
las ERO (Halliwell y Gutteridge, 1984). Sin embargo, un aspecto peculiar es que la
levadura S. cerevisiae es resistente a la lipoperoxidacion, ya que en su membrana celular
posee una mayor cantidad de acidos grasos monoinsaturados (70-80 %) (Cortés-Rojo et al.,
2009)

Las ERO también atacan a las proteinas, lo que da lugar a graves trastornos sobre el
metabolismo y la arquitectura celular (Comporti, 1985; Stadtman, 1992). Las proteinas se
oxidan preferentemente en los aminoacidos cisteina, fenilalanina, triptéfano, tirosina,
histidina y metionina. Una vez oxidadas, las proteinas pueden entrecruzarse y fragmentarse
produciendo grupos carbonilo (Cabiscol et al., 2000). Sin embargo, cabe destacar que las
proteinas mas susceptibles al dafio por ERO son las que poseen centros [Fe-S] como grupos

prostéticos.

1.12.2.1 Dafio a proteinas con centros [Fe-S] por ERO

Las proteinas con centros [4Fe-4S] como la aconitasa, en donde un 4&tomo de hierro
se encuentra expuesto mientras que los otros 4&tomos de hierro estan unidos covalentemente
a la cadena polipeptidica son especialmente susceptibles al dafio oxidativo. El hierro
catidonico que no se une covalentemente es el que une el substrato en el centro catalitico de
la enzima y también cataliza la reaccion de deshidratacion al recuperar un grupo hidroxilo
anionico del substrato, actuando como un acido de Lewis. (Beinert et al., 1997). La razén

por la cual los centro [4Fe-4S] son altamente susceptibles a las ERO radica en que el hierro
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en estado libre que no esta unido al sustrato puede interaccionar con con moléculas de H,O
o iones HO", por lo cual, el H,O puede ser remplazado facilmente por el anién O,". Al
comportarse como un acido de Lewis y por ende mostrarse como un i6n de hierro
electrofilico, puede reaccionar facilmente con el O, el cual es de naturaleza nucleofilica.

La constante de velocidad de la reaccion del O, con el centro [4Fe-4S] es de 10°-
10" M''s™. Por lo tanto, se ha sugerido que el O, ataca al hierro expuesto del centro [4Fe-
4S]*" provocando la oxidacion del centro y generando el centro [3Fe-4S]" y la liberacion
del i6n ferroso (Fe*") (Flint ez al., 1993; Vasquez-Vivar et al., 2000). Este hierro en estado
libre, como ya se mencion0, actia como un pro-oxidante mediante la reaccion de Fenton,
produciendo el radical HO". Por lo tanto, las proteinas con centros [4Fe-4S] son blancos asi
como fuentes de ERO.

Para la célula es importante proteger los centros [Fe-S] de estas proteinas o
mantener un eficiente sistema de reparacion de las mismas, para conservar su actividad asi
como la concentracion de hierro libre en niveles bajos. A este respecto se ha sugerido que
ciertos componentes de la biogénesis de centros [Fe-S] de bacterias, tales como las
proteinas IscA, ErpA y SufA estdn involucradas en la reparacion de estos centros bajo
condiciones de estrés oxidativo (Tan et al., 2009). Por lo tanto, la biogénesis de centros
[Fe-S] podria jugar un papel importante durante procesos en los que se producen estrés

oxidativo.

1.12.3 Defensas antioxidantes

Como consecuencia de la produccion continua de ERO y de sus efectos deletéreos,
los organismos requieren de una amplia serie de sistemas de defensas antioxidantes. Estos
pueden clasificarse basicamente en: antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. La funcion
de los antioxidantes enzimaticos es prevenir la iniciacion de las oxidaciones en cadena, al
eliminar las especies del oxigeno parcialmente reducidas (O, y H»0O,), asi como la
reparacion de moléculas oxidadas (Winston, 1990).

Las superdoxido dismutasas (SOD) son un grupo de enzimas que catalizan la
dismutacion del radical superdxido para formar oxigeno y peroxido de hidrégeno (Weiss,

1986). En S. cerevisiae existen dos isoformas, la citosolica, que contiene cobre y zinc (el
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atomo de cobre es el que realiza directamente la dismutacién) y la mitocondrial, que
contiene manganeso.

También se encuentran la glutation peroxidasa (GPx), la cual contiene cuatro
cofactores de selenio que catalizan la ruptura del peréxido de hidrégeno y de
hidroperdxidos orgéanicos transformandolos en presencia de glutation reducido (GSH) en
agua y en glutation oxidado (GSSG). Y la glutation reductasa (GR), una flavoenzima
dependiente del dinucleotido de nicotinamida y adenina fosfato reducido (NADPH) que
cataliza la reduccion del glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH) (Lash,
2006). Estas enzimas juegan un importante papel en la defensa antioxidante y permiten a la
célula mantener niveles adecuados de GSH celular.

Otra de las enzimas antioxidantes es la catalasa, la cual cataliza la descomposicion
del HO; en H,O y O,. En S. cerevisiae existen dos isoformas, la citosdlica, denominada
Cttlp, y la Ctalp presente en peroxisomas y mitocondrias (Petrova et al., 2004). Las
catalasas junto con las superdxido dismutasas y otras peroxidasas constituyen la principal y
mas importante linea de defensa antioxidante (Sies, 1993). Adicional a los mecanismos
enzimaticos anteriormente mencionados, la célula dispone de un conjunto de mecanismos
no enzimaticos que permiten contrarrestar el dafio oxidativa causado por ERO.

Los sistemas antioxidantes no enzimaticos estan constituidos principalmente por
vitaminas y micronutrientes (Sies y Stahl, 1995), siendo el mas importante el glutation. El
glutatién es un tripéptido ubicuo, y-glutamil-cisteinil-glicina, descubierto por Hopkins en
1921. Es el tiol no proteico, soluble, mas abundante en la célula y juega un papel central en
la defensa antioxidante. La molécula de glutation puede encontrarse en dos estados de
oxidacion distintos: en forma reducida, como tiol (GSH) y en forma oxidada, compuesta
por 2 moléculas unidas por un puente disulfuro (GSSG) (De Leve y Kaplowitz, 1991). Las
células eucariontes poseen tres reservorios principales del GSH. Alrededor del 80-90% del
GSH celular esta contenido en el citosol, el 10% en la mitocondria y un pequefio porcentaje
en el reticulo endoplasmico (Meredith y Reed, 1982; Meister, 1988; Hwang et al., 1992).
Mientras que en este ultimo compartimento la proporcion GSH/GSSG es de 3:1, en el
citoplasma y la mitocondria este cociente sobrepasa la proporcion 10:1 (Meredith y Reed,

1982; Meister, 1988). Sin embargo, en S. cerevisiae se ha encontrado que el mayor
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reservorio de GSH se encuentra en la mitocondria, indicando la importancia de este
tripéptido en el mantenimiento redox dentro de este organulo.

Por otra parte, estudios tanto en humanos como en levaduras han sugerido que el
etanol promueve un incremento de ERO, sin embargo, el mecanismo no esta totalmente
dilucidado. Aunado a esto se ha observado que el etanol incrementa la poza de hierro libre
en hepatocitos (Kohgo et al., 2008), lo cual probablemente juega un papel clave en el

incremento de ERO.
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2.- HIPOTESIS

El mecanismo de toxicidad del etanol en Saccharomyces cerevisiae involucra la generacion
de estrés oxidativo, el cual se exacerba por una disfuncion en la biogénesis de proteinas con

centros [Fe-S].

3.- OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Estudiar en Saccharomyces cerevisiae el mecanismo de la tolerancia a etanol, su relacion

con el estrés oxidativo y con la biogénesis de proteinas con centros Fe-S.

3.2 Objetivos especificos

1.- Evaluar en S. cerevisiae la participacion del sistema ISC sobre la tolerancia a

etanol y la generacion de ERO.

2.- Determinar en S. cerevisiae el efecto del etanol y la participacion del sistema

ISC sobre la poza de Fe*” libre y la generacion de ERO.

3.- Explorar de S. cerevisiae el efecto del etanol y del sistema ISC sobre la

funcionalidad de la cadena respiratoria.
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4.- RESULTADOS

4.1.-CAPITULO 1

Reactive oxygen species production induced by etanol in Saccharomyces cerevisiae

increases because of a dysfunctional mitochondril iron.sulfur cluster assembly system
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endosomes, cytoskeleton, and transcriptional machinery
{Endo et al., 2008; Marks et al., 2008; Teixeira & al., 2009,
lewis et al., 2010; Ma & Liu, 2010; Stanley ef al., 2010).
However, the molecular mechanisms underlying these
observalions are poorly undersiood.

The tron—sulfur cluster {(Fe-S) is a prosthetic group in
many prokaryoles and eukaryole enzymes with redox,
catalytic, and regulatory functions (Lill & Muhlenhof,
2006; Lilt, 2009; Lill et af,, 2012). In bacteria, the Fe-S
cluster is mainly synthesized by proteins encoded in the
isc gene cluster (iron-suifur cluster, 1SC), although in
some baclerial species Lthe SUF and NIF systems are also
involved in Fe-S cluster assembly under fixed metabolic
condilions {Mithlenhoff e1 @i, 2011}, The ISC system has
been extensively studied and is involved in the assembly
of the Fe-S cluster into apoproteins in both bacteria and
yeast (Schilke et al, 1999; Hoff et al, 2000; Dutkiewicz
et al., 2003; Conte & Zara, 2011). In eukaryoles, two
main systems of Fe-5-protein biogenesis have been
described, the cytosol/nucleus (CIA) and mitochondrial
(ISC) machineries, functionally the CIA depends on the
mitochondrial ISC machinery (Lill & Muhlenhoff, 2006;
Lill, 2009). In 5. cerevisize, the homologous genes to the
bacterial iscSUA-hscBA-fdx cluster consisl of the NFSI,
ISUIL, ISU2, I8A1, ISA2, JACI, 58Q1, YAH1, GRX5, and
IBAS7 genes, which are dispersed in the yeast genome
(Schilke ez al, 2006; Lill et al., 2012). The ISC assembly
machinery for maturation of all cellular Fe-§ proteins
{mitochondrial, cylosolic, and nuclear) is also involved in
iron homeostasis in prokaryotes and eukaryotes (Lill,
2009; Lill et al, 20i2). In yeast, the S8sqlp chaperone and
the Jaclp J-protein (cochaperone) function together 1o
assist in the biogenesis of Fe-S centers of Fe—5-dependent
proteins. The Fe-§ cluster assembly in mitochondria is
initiated by cysteine desulfurase (Nfs-Isd11), which
obtains a sulfur group from a cysteine transferred 1o Lhe
scalfold protein Isulp and its redundant Isu2p protein
assisted by Yahip. This interaction also involves frataxin
(Yth1p), which acts as an iron donor or activity regulator.
The Ssqlp chaperone has ATPase activity that is stimu-
lated by the J-type cochaperane, Jaclp, during interaction
with the scaffold protein lsulp/Isu2p {Lill & Muhlenhoff,
2006; Lill, 2009; Lill ¢ al,, 2012). Isulp is a substrate for
both Ssqlp/jacip, and Jaclp and Isulp cooperatively
stirnulale the ATPase activity of Ssqlp (Dutkiewscz et al,
2003). The subsequent cluster transfer to recipient apo-
proteins is mediated by the molecular chaperone Ssqlp
and its cochaperone Jacip and is assisted by glutaredoxin
Grx5p {Rodriguez-Manzaneque et al,, 2002). Recently, Lhe
participation of two novel proteins, Isaip and Isalp, was
described in the yeast mitochondrial 15C  assembly
machinery; these proteins are involved in the maturation
of mitochondrial apoproteins dependent on [4Fe-45]
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clusters, and (his activity is mediated by the assembly-
protein, ha57p (Mihlenhoff et al, 2011; Lill et al,
2012}, Previous studies have suggested thal the compo-
nents of the 18C system could be related to ethanol toler-
ance in bacteria (Campos-Garcia er al., 2000) and yeast
{Yoshikawa e al., 2009; Ma & Lin, 2010}). in S, cerevisiae,
ethanol toxicity indicates that oxidative stress directly
contributes te mitochondrial dyslunction (Costa et al,
1997; Drakulic et al., 2005); however, the underdying
mechanisms remain to be elucidated. Therefore, the
objective of the present study is o clarify the mechanism
ol ethanol toxicity and the invelvernent of the ISC assemn-
bly system in mitochondrial reaclive oxygen species

{RQIS} generation.

Materials and methods

Yeast strains, growth conditions, and survival
tests

The haploid 5. cerevisine BY4741 (Mal a, his3A, Jen2AD,
metl5SA0, ura3A0) and its KanMX4 interruption gene
mutanis, ssqiA, isulA, isalA, iba57A, and graSA used as
representatives of the ISC penes and the sdh2A, cax2A,
and acelA uvsed as control mutants were obtained from
Open Biosystem, Tubes or flasks were prepared with 10
or 50 mL of yeast extracl/peptane/dextrose (YPD) cullure
medium and stressor {ethanol) was added al the indicated
concentrations. Culture medium was inocilated with
overnight yeast cullures that had reached an optical den-
sity of 0.1 at 600 nm (ODgy ny! and incubated at 3¢ °C
with low-speed shaking {30 r.p.m.). Yeast growth (bio-
mass) was monitored by measuring ODegy p. Yeast sur-
vival test was carried oul in yeast cultures grown on
liguid YPD medium, collected in the late exponential
growth phase and after adding ethanol 10% {v/v}, incu-
bating at 30 °C with low-speed shaking {50 r.p.m.}. Cell
survival was determined by trypan blue (Sigma) staiting,
and yeast counts were performed using a Neubauer
chamber (Strober, 1997). For ethanol sensilivity or anli-
oxidant protection, ascorbic acid or GSH was added 1o
YPD media plates. Agar YPD plates with ethanol ai indi-
cated concentrations were inpculated with yeast cultures
at several dilutions, sealed with Parafilm M and incubated
at 30 °C.

Batch fermentation test

Fermentations were carried ou! in modified YPD medi-
um, using glucose at 200 g L™' (209). Culture media
{50 mL) were inoculated with overnight precultures
grown in malching media to initial ODygp om of 0.1
these were covered with cotton caps and incubated at
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ROS generation by ethanol 1s ISC dependent in 5. cerevisige

30 °C with lighily agitation. The samples collected at
respective times were submitted to biomass determination
by ODgop ny and ROS determinatior by flow cytometry
using the cell-permeant fluorescent probe 2',7'-dichlorodi-
hydroflucrescein diacetate {H2DCFDA; Molecular Probes,
Invitrogen) as described later. Ethanol production and
sugar consumption in the samples were delermined by
liquid chromatographic analysis as described (Léper-
Alvarez et al., 2012). The fermented samples were filtered
and ihen separated with an Aminex HPC-87Ca column
{Bio-Rad). The operating conditions were as follows:
rolumn temperature, 80 °C; deiomized water as mobhile
phase at 0.7 mL min~' by 20 min running; injection vol-
ume, 25 pL. Quantitation was carried out by refraction
index detector based on calibration plots using glucose
and ethanol as standard compounds {Sigma-Aldrich),
obtaining a linear coefficient of determination (R") of 0.99
tor each.

Real-time quantification of ROS in 5. cerevisiae
cultures and suspensions

Intracellular reactive oxygen species {cell-ROS) in yeast
cultures or cell suspensions were determined using
the oxidant-sensitive, cell-permeant fluorescent probe
H,DCFDA (Moleculasr Probes, Invitrogen) (Du & Takagi,
2007; Kitagaki et al, 2007). H.DCFDA was used at
10 pg mL ™" in cell suspensions; the fluorescent cells and
fluorescence intensity were quantified by flow cytomeury
as described below. For mitechondrial 10tal ROS determi-
nation (mit-ROS), yeas! suspensions were incubated with
5 pg mL™' of dihydrorhodamine 123 (DHRI123 Sigma)
and fluorescence was quantified by flow cytometry. Dihy-
droethidium {Molecular Probes, Invitrogen) was used for
the mitochondrial superoxide (O, ) determinabon, with
a fluorescence excitation of 400 nm and an emission of
590 nm, which provided optimal discrimination of super-
oxide from ather ROS. The probe was used at 5 g mL ™
for low cytometry as described (Madeo et al., 1999},

Cell cultures were grown to late exponential phase,
samples (100 pL) were loaded with the respeclive fluores-
cent probe (H,DCFDA, DHRI23, or dihydroethidium)
and incubated at 3¢ °C for 2 b in the dark. Then, yeasL
cell samples were taken 1o 1 ml with PBS buffer {NaCl
137 mM, KCl 2.7 mM, NaHPO,2 HO 81 mM,
KH.PO, 1.76 mM, at pH 7.4) and the ROS were imme-
diately quantified by flow cytometry. For ethano! treat-
ments, yeast cullures grown on YPD medium (10 ml.)
were added with ethanol (10% v/v), and at the respective
times, samples (160 pl) were harvested, washed, and sus-
pended in PBS adjusting the volume to 1 mL or 1 x 107
cells mL™", The cells were loaded with the fluorescent
probes by incubating for 2 h. Finally, the fluorescence
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was determined by flow cytometry using a BD Accuri C6
Flow Cytometer (BD Biosciences). The populations of
cells for each of the treatmenis were gated in the forward
scatter and side scatter (S85C) dot plots to eliminate dead
cells and cell debris. Populations coreesponding to auto-
or basal fluorescence were located in the lefi quadrant
and cells with emission of fluorescence increased at least
one log unit value were located in the right quadrant
from the dot plots. In addition, the percentage of fluores-
cent cells (PFC) and the median fluorescence intensity
(FI) were determined in the monoparametric histograms
of fluorescence emission obtained from the dol plots and
labeled as percentage of cells and as relative units of Nuo-
rescence. The equipment was calibrated using Spherotech
8 peak (FL1-FL3) and 6 peak (FL-4) validation beads
{BD Accuri). Fluorescence of H.DCFDA and DHR123
probes was monitored ir the emission fuorescence chan-
nel FL1 (533/30 nm) and for dihydroethidium probe in
the FL2 (587/40 nm). A minimem of 20 000 cellular
evenls were analyzed in each determination point.

Isalation of mitochondria

Mitochondria of the S, cerevisiae yeast and mutant sirains
were isolated from cullures grown in liquid medium YPD
at 30 °C with shaking, Cells were harvested in late expo-
nential growth phase by cenrifugadon at 2750 g
for 15 min at 4 °C {Centrifuge Eppendorf 5810R, rotor
F-34-6-38) and washed thrice using distilled water and
suspended in buffer (Tris-HCl 50 mM, pH 7.5). Yeast
spheroplasts were obtained as described before (Auchere
et al., 2008), using a digestion solution (sorbitol 1.2 M,
EGTA | mM, Teis-HCl 50 mM, DTT 10 mM, at pH 7.5)
and adding Lylicase from Arthrobacter luteus {Sigma) at
2mg g " cells by fresh weight. Yeast suspensions were
incubated by &0 min at 30 °C. Spheroplasts were washed
twice with spheroplast wash buffer (sorbitol 1.2 M,
Tris-HCL 50 mM, a1 pH 7.5). Spheroplasts were sus-
pended in a homogenizing bufter (sorbitol 0.6 M, HE-
PES-KOH 20 mM, at pH 7.4) and lysed in a potter 1ube
homogenizer and washed thrice with the same buffer.
The unruptured cells were removed by centrifugation at
2500+ g for 10 min at 4 °C, and yeast mitochondria were
harvested from the supernatant by centrifugalion al
9600 g for 10 min 10 4 °C.

Determination of glutathione content in
complete cells and mitochondria

Yeast cells cultured in YPD to late exponential growth
phase were used for GSH/GSSG determination and for
milochondria isolation. Cell pellets (1 mg} were sus-
pended in buffer (K;HPO, 500 mM, EDTA 5 mM, sulfo-
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salicylic acid 5%, pH 7.0). Cells suspensions were frozen
with liquid nitrogen and broken in a mortar. Cell extracts
were cenlrifuged aL 10000 g for 10 min at 4 °C, and
supernatants obtained were used for GSH/GSSG determi-
nations. Mitochondria (1 mg) were suspended in homoge-
nizing buffer {sorbitol .6 M, HEPES-KOH 20 mM, at
pH 7.4) and added sulfosalicylic acid 5% (1 : 3 propor-
tion). Mitochondria were broken by vorlexing with frozen
and lhawing cycles. Exlracts were centrifuged al 10 000 g
for 10 min at 4 °C, and the supernatants obtained were
used for GSH/GSSG determinations. The reduced GSH
and oxidized GSSG species were quantified using the glu-
tathione assay kit (Sigma-Aldrich), based on the esta-
blished enzymatic recycling method previously described
using DTNB {5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoic acid) in reac-
tion bufler (K;HPO, 500 mM, EDTA 5 mM, DTNB
3 mM, glutathione reductase 0.1 U ml™', NADPH
2 mM, pH 7.0) Lo produce the yellow colored compound
5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB) (Shaik & Mehvar,
2006). Quantification of TNB was carried ocut measuring
the absorbance at 412 nm. For GSSG determination, the
extracts were incubated 1h with 4-vinylpyridine (2%}
previous to the quantification as described earlier.

Determination of catalase activity

Catalase activity was quantified by oxygen production rate
using H,O; (10 pM) as subsirate, cells (25 mg) from
S. cerevisine were placed in 2.5 mL of MES-TEA buffer
(pH 6.0) inn a sealed glass chamber with constant sticring,
quantifying oxygen generation rate with a Clark-type oxy-
gen elecirode coupled to a biological oxygen monitor
(Zigman et al., 1998).

Determination of cytochrome c integrity

Cytochrome ¢ integrity was determined by detecting the
release of cytochrome ¢ from mitochondria using immu-
nocytochemistry in 5. cerevisine spheroplasts obtained as
described with minor modifications {Ng et al, 2012).
Spheroplast suspensions {1 x F0® cells) were incubated in
permeabilization buffer (100 mM KCl, digionin 50 pg,
sorbitol 1.2 M, Tris-HCI 50 mM, at pH 7.5) for 5 min at
room lemperature and fixed with 3.5% lormaldehyde in
buffer {sorbital 1.2 M, Tris-HCl 50 mM, at pH 7.5) for
30 min at room temperalure. Excess formaldehyde was
removed by washing wilh PRS buffer and cenirifugation.
Permeahilized spheroplasts were incubated in 200 pL of
blocking media {3% BSA and 0.05% Tween 20 in PBS)
for 30 min at room temperature, washed, and incubated
with primary anticylochrome ¢ antibody (mouse mono-
clonal anti-7H8, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) at a
1 : 200 dilution in blocking medium at 4 *C overnighL.
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Spheroplasts suspensions were washed twice with PBS
and incubated with the secondary antibody, a manocional
anti-mouse coupled to rhodamine goal anti-mouse 1gG
{Invitrogen) in blocking mediwe at a 1 1 200 dilution for
2h, al room temperature. Finally, spheroplasts were
washed twice with PBS and suspended in PBS for flow
cytometry analysis. Cylochrome ¢ integrity was quantified
by measuring Lhe fuorescence produced in a flow cytome-
ter (BD Accurt Cé; BD-Bionscience). The populations of
cells were gated in the forward 55C, the fluorescence was
quantified in FL1 channel {530 nm) dot plots, and PFC
determination inte monoparametric luorescence histo-
grams was carried oul as described previously.

Results

Ethanol toxicity in 5. cerevisiae yeast is
increased by mutations in ISC genes

We used haploid yeast 5. cerevisiar ISC mutants to study
the involvemeni of the ISC gene-cluster producis on etha-
nal tolerance. Plates with solid YPD medium were incu-
bated with ethanol in the range of 0-10% (v/v} and used
to test the ethanol 1oferance in S. cerevisiae ISC mutants
(35Q1, ISUL, ISAI, IBAS7, and GRX5 genes). In addition,
three mutants oot involving the 1SC systerm were used as
controls, the mutant sdli?A {affecied in succinate dehy-
drogenase that forms the complex II from Lhe electron
transporter chain, ETC), the cox2A {aflected in cyto-
chrome ¢ oxidase subunit Il of the complex IV from the
ETCY, and aceiA {affected in cis-aconitase, which is
involved in the tricarboxylic acid cycle, TCA c¢ycle). The
yeast mutants ssglA, iseld, and iba57A showed impaired
growlk in YPD with ethano! compared with wild type
(WT), while the isnIA and graSA mutants, as well as the
conwel mutants sdh2A, cox2A, and acol showed a simi-
lar behavior 1o the WT (Fig. la). With ethano) treatment,
using dose-response growth analysis in liquid YPD me-
dium, similar results of ethanol toxicity were observed
{Fig. 1b}. Under these conditions, the half-maximal
inhibitory concentration for ethanol {IC;q04) was calcu-
lated for each strain. [Csppmy; values were as follows: WT,
8.4 4 0.3%; isulA, 7.9 £ 0.1%; ssglA, 6.8 L 0.1%; isaiA,
7.0 £ 0.1%; iba57A, 6.7 £ 0.2%; and grx3A, 7.4 + 0.2%;
and the conlrol mutants, sdh2A, cox2A, and acolA,
showed (1Cspmony) values of 8.1 £ 0.2%, 7.6 £ 0.2%:
and 8.2 -+ (2%, respectively. The resulls indicate that the
mutants ssglA, fsaAl, and iba57A were more sensitive to
ethanol (¢ 15-20%) than the WT strain or the control
mutants. This phenotype was confirmed with survival
assays of yeast cullures obtained in the Jale exponenlial
phase, when cells were treated with a toxic ethanol con-
centration {10%). WT yeasl was able to efficiently tolerate
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Hg. 2. Kineties of growth of Saccharamyres cerevisive (SC mutants in the presence of ethanoel. Yeast cultures were grown in liquid YPD medium
without sthanal fa), 8% {vAd ethanal Ib), and 10% A ethanot (¢} Cultures were incubated at 30 ~C with light shaking and growth (biomass)
was determined by measuring OD at 600 nm, Each value represants the mean and SEM values are indicated as bars (n = 3), ane-sway anova with
Bonferrom post hoc test was usad to compare mutants vs. contral, significant differences (P = 0.05) are indicated (*).

involved in Fe-§ assembly and the production of ROS
induced by ethanol could be related.

Te elucidate whether the increased susceptibility to etha-
nol in S. cerevisige is related to an increased ROS genera-
tion and whether (his is associated with the [SC assembly
system, real-time quantification ol ROS by flow cytometry
was carried oul wsing fluorescent ROS indicators. Three
Auorescent ROS indicators were used: H,DCFDA for gen-
eral intracellular ROS, the DHR123 probe for mitochon-
drial ROS (this compound reacts mainly with H,O,
produced by mitochondrial metabolism), and dibydro-
ethidium to identify mainly intracellular superoxide radi-
cals (O; ). As described previously, all yeast strains were
able o tolerate 10% (v/v) ethanol for at least 6 h with up
to 50% cell survival {Fig. 1c}). Therefore, real-time ROS
quaniification was carried ow at 10% ethanol during the
period of 6 h.

Firsl, we determined ROS generabion in the yeast popu-
lation {PFC) and the luorescence intensity (FI) in cul-
tures treated with or withoul 10% elhanol. Using Lhe
H.DCFDA and DHRI123 probes, a similar ROS produc-
tivrt behavior was observed, the PFC values in yeast sus-
pensions without ethanol treatment were around 10-40%,
while with ethanol treatment the fluorescent yeast popula-
tion increased ta 60-90%, showing significant differences
in all the I5C mutant strains tested, with respect to the
untreated ethanol suspensions (Fig. 3b and c); this effect
was more apparent when dihydroethidium probe was
used (Fig. 3d), indicating that in the yeast paopulation
treated with ethanol, the generation of ROS occurred.
Interestingly, the highest PFC values were observed in the
ssqIA, isalA, iba57A, and grx5A mutangs (Fig. 3a—d), The
unrefated 1SC mutants, acelA and sdh2A, showed a
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behavior similar to the WT yeasi, while (hat the cox2A
strain showed a similar behavior to grx5A mutant, except
for the dihydroethidium probe which was similar Lo WT.
Additionally, we delermined the fluorescence intenstty
in yeast suspensions treated with ethanol; this parameter
may be directly related 10 the amount of ROS produced
in cell suspensions. Our results clearly indicate that the
ISC mutations caused an increase in ROS generation with
respect to WT veast (Supporting Information, Fig. 51).
Interestingly, the ethanol treatment caused exacerbated
ROS generation in all the ISC mutanls {Figs 3d and 51).
Using the H.DCFDA probe in the ISC mutants (ssglA,
isalA, iba57A, and grx5A), we found that the FI values
were statistically increased, except for the isulA mutant,
compared to conirol strains (WT, sdh2A, and aceiA).
Importantly, the Fl values in the ssqlA, iselA, iba%7A,
and grx5A yeast suspensions were ¢ 10-20-fold higher
with ethanol treatment (Fig. 51} [n addition, the IF va-
lues observed using the DHR123 and dihydroethidiuom
indicators showed behaviors similar to Lhose of the
HDCFDA probe and the differences were statistically sig-
nificant for the ssqid, isalA, ba57A, and gre5A mutants,
with ethanol addition (Figs 3 and 51). These resulis indi-
cated that ethano! treatment causes an increase in ROS
generation in S cerevisiae and that this effect is enhanced
in ISC gene mulants, confirming thai the mechanism of
ethanol toxicity involves ROS generation. In addition, the
results show that the main ROS generated during ethanol
treatment were hydrogen peroxide and superoxide, which
increased significantly in the S85QI, 541, IBA57, and
GRXS gene mulations — but increased to a lesser degree
or not at all in the #ulA mutant. To validate the ROS
generation expetiments, three control mutanls were
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incorporated in the swdy, the first one corresponds to
the cis-aconitase mutant {@colA) and was used as a nega-
tive control. As mentioned earlier, it is part of the TCA
cycle and should not be related to ROS generation. The
mutants sdh2A and cox2A have a deledon of succinale
dehydrogenase of the complex Il and cytochrome ¢ oxi-
dase of the complex IV of the ETC, respectively, The
resulls obtained with these yeast strains indicated that the
acolA and sdhi2A mutants did not show signthcant diffe-
rences in the ROS levels with respect to the WT yeast
(Figs 3 and S1), while the ROS production of the cox2A
mutant was similar lo that of grx5A mutant when
H,DCFDA and DHRI123 probes were used, but not with
dihydroethidium, where the ROS contents were similar to
those observed for the WT and Lhe mutants ecolA and
sdh2A. The findings obtained with the fluorescent ROS
indicators, DHR123 and dihydroethidium, suggesi that
ROS are mainly generaled and accumulate in mitochon-
dria after Lhe treatment with toxic ethano) concenlrations,
and an additive effect of ROS generation was observed in
the I5C gene mutants.

Increases in ROS correlate with maximal
ethanol accumulation during the fermentation
process and is exacerbated by ISC genes
mutations

As mentioned, the addition of ethanol at toxic concentra-
tions provoked a ROS burst mainly generated a1 the
mitochondria level and this burst is exacerbated by dys-
function of the ISC assembly system. However, il has also
been propased that the ethano) yield during the fermenta-
tion process is correlated with the ethanol tolerance level
of the yeast used. Therefore, real-time ROS determination
was carnied out in yeast culture during the fermentation
assay, using a sugar concentration sufficient to generate a
toxic amount of ethanol in the fermentation mediwm.
Fermentalive capabilities of the ISC mutanls were lested
in YPD liquid medium containing 200 g L™ of glucose
(theoretically, this glucose amount produces ¢. 13% etha-
nol v/v, under a 100% yield). We have observed that at
240-280 g L™ sugar concentrations, an arresl of ethanol
production occurs at & 10-11% i the S cerevisiae
BY4741 sirain, and the rest of the glucose remains in the
fermentation medium, These ohservations led us to
hypothesize that in the S. cerevisizge BY4741 strain, the
limit of ethanol yield may be related to ils level of etha-
nol tolerance. Thus, we proposed that 10% ethanel might
cause inhibilion of yeast fermentative capability, likely
due to generalized damage caused by the ROS increase.
Therefore, ROS generation was determined in yeast cells
hasvested throughout the fermentation process {Fig. 4).
Qur findings indicated thal all the yeast strains lested

@ 2013 Faderaton of European Microbiclogical Societies.
Published by John Wiley & Sons Lud. all 1ights reserved

0C10 Viridiana rerez Gallardo

RV. Pérez-Gallarda ef af

were able 10 grow efficiently in YPD supplemented with
200 g L' of glucose with a similar biomass determined
at OD g wey (Fig 4a). Additionally, the glucose con-
sumption rate and ethanol yield indicated that all the
yeast used in this study were able 10 transform glucose
into ethano! with similar yield rates (Fig. 4b). Interes-
lingly, the major glucose consumption and ethanol-
production rates among the strains occurred in the first
90 h of fermentation, whereas at 168 h of fermentation,
the glucose was totally consumed in all the strains and
the maximurm ethano! yield was reached and corres-
ponded 10 a concentration of ¢. 10-11% (v/v) (Fig. 4b).
Thus, in this genetic background (5. cerevisiae BY4741
strain), no significant differences in ethanol yield between
the tested sirains were found al the end of the test, su-
ggesting that fermentative capabilities were not affected
significantly in the ISC mutants, at least not when
200 g L7 of ghecose was utilized.

When the ROS levels were determined using the ge-
neral ROS-probe H,DCFDA in cells harvested during the
fermentation assay, the results indicate that in the first
24-72 h of fermentation, when the ethanal concentration
was ¢. 2-7%, the ROS level in the ISC mutant strains
were less or similar to WT yeast, showing a moderate
fluorescence intensity (500-2000 relative units of {luores-
cence, RU). In some ISC mutanis, the intensity was even
lower (Fig. 4¢, 24—72 h). Importantly, al 96 h of fermen-
tation, when ethanol accumulated to c. 9%, ROS genera-
lon was increased significantly in only the ssqlh, isala,
and acel A mutants, bul at 120 h, this behavior was also
observed in the iba57A mutant. Interestingly, at 144 h of
fermentation, the ROS levels increased ¢ 5-fold {when
the concentration of ethanol was ¢. 10%); ROS generation
increased showing a maximal value of fluorescence at ¢
15 000-20 000 RU in the ssqIA and iba57A rmutants,
being significantly higher than the WT, except for the
isiiA and grx5A mutanis. These results showed that the
ssq14, isalA, and iba37A mutants produced higher ROS
levels during fermentation, while fsuJA and grx5A showed
a similar behavior 10 the WT swrain (Fig. 4c). As
expected, the conirol mutanis of unrelated genes, sdh2A,
acold, and cox2A, showed ROS levels similar to WT.
Additionally, we observed that al 120-144 h of fermenta-
tion {al an elhancl concentration of 9-10%), the WT
strain maintained stabilized ROS levels (4000-5000 RU of
fluorescence), while in the ISC mwants, ROS tevels were
increased 2-4-folds {Fig. 4c). These results support the
hypothesis thal ethanol accumulation during the fermen-
lation process provokes a significant increase in ROS le-
vels, and that this increase is further pronounced by the
ISC gene mutations. The ROS increase in cells, when
ethanol in the medium accumulated to 9-10%, suggests
that ROS are responsible for the fermentation halt,
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Fig. 7. Cytochrome © integrty in Saccharomyces cerevisias 15C
murants. Cytochrome © integrity was detarmined in yeast aaltures
groswn i houid YD medum in “he late exponencial phase treated
wilh or withoul ethdana {1096} Al respective lmes, permeabized
spheroplats were cobtained for determination of ovtochrome ©
inteqgrity as described in KMaterals and methods Flucrescence was
delermired by fluw Cylumetry using onmaty  dantigplocdheo e ©
antibody and rhodamine goat anti-mose 109G secondary antibody.
Resdls indicate tw PRC of the yeast spheroplasts suspensicns
fullawing Lrealment wnlh 8 i elharwl coreentration of 1085 {wh)
for 3 b Walues are the rmean of three independent experiments with
23 200 cells counted by flow ortomenry per 2ach point. SEM walues
are indiedled as bdrs, oriesway anovs wth Tucey's post foc tesl was
used for comparson; sign ficant differences P < 0.05) are indicated
by different letters wth respec 1o WT {without ethanal treatment).

These studies have reported changes in the expression of
genes related to intracellular organization, biogenesis, and
transport processes, as well as changes in vacuole func-
tion, ion homeostasis, signaling, lipid metabolism, and
cnergy reserve. In additicn, transcriptomic approaches,
using wine veast, have described the participation of se
veral groups of molecular ehaperones that are also related
to global heat-shock stress responses (Marks et al, 2008).
Alternatively, studies of ethanol taxicity have found that
ethanol may produce ROS via generation of the radical
biydroxyethyl {CH5-CH--OH™), but the generation of this
pnstable intermediate is inefficient, and therefore, the
compuund is expeditiously counteracted by antioxidant
cellular mechanisms before it can cause cellular damage
{Adbanc cf al., 1996).

Iron metabolism has also been linked to the mecha
nism of ethanol toxicity. It has been suggested that the
ISC system, which is essential for Fe—$ cluster biogenesis
and recyeling, is involved in ethanol tolerance and the
preservation of mitochondria functionality (Schilke ¢f af.,
1999). The ISC gene-cluster protein products in S. cerevi-
sfae carry vut their function in the mitochondrial matrix
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and are involved in the formation/assembly ar repair of
Fe-S clusters of numerous apoenzymes {see Lill, 2009; Lill
ef al., 2012). Specifically, mutations in the hacterial gene
hseAd {Campos-Garcia et al, 2000) or the genes SSQI
{Schilke et al., 1999) and I5A! (Yoshikawa er af., 2009) in
S. cerevisiae have been propused tu impair ethanol tole-
rance and to induce a deficient growth in its presence.
Similarly, the gene GRX5 has been related to protection
against oxidative damage {Rodriguez Manzaneque cf ai,
1999). Therefore, we investipated the mechanism of taxi-
city caused by ethanol and the involvement of the protein
companents implicated in mitochandrial Fe—S assemhbly.

Ethanol treatment during dose—response growth and
survival assays showed that the 5. cerevisige mutants
ssqid, isalA, and iba57A were impaired in their growth
TCs0g0n & 15-20% lower) and survival {less than 50%
survival) as compared to control WT yeast. Iowever, this
phenomenan was observed in lesser proportion in the
istdA or grxSA mutants {Fig 1). These results suggest
that the SSQI, ISAl, and IBA57 gene products may be
carrelated with ethanol tolerance level in S cerevisiae
The minimal effects in isulA and gresA mmtants suggest
that complementation of their function may take place by
their paralog genes, being not essential for the [SC assemn-
bly system.

Based on these results, and using other known ROS
generatars such as acctaldehyde {data not shown), it
was concluded that the growth of S cerevisiae ISC
mutants is clearty impaired {(Fig. 2). The mechanism of
ethanol toxicity may be related to the ROS generation
promoted by its metabolite  acetaldehyde, which has
been described as a strong ROS generator {Novitskiy
ef al, 2006). This finding suggests that the [SC gene
cluster indirectly contributes to both ROS-generating
compounds and ethanol toxicity. Thus, the main
meehanism of cthanol texicity may be mediated by
ROS generation as proposed previously {(Kitagaki et ai,,
2007; Farrugia & Balzan, 2012).

Using three different and seleetive fluorescent probes
for intracellular ROS determination, we showed that ROS
were increased with or without ethanol treatment in the
S. cerevisige 1SC mutant strains. [nterestingly, higher fluo-
rescence values were observed in the ssqlA, isald, prasa,
and iba57A mutants {Figs 3 and S1). These results con-
firm that ROS generation by the mitochondrial ECT is
dependent on the functionality of the ISC assembly sys-
tem, because ROS levels were exacerbated under ethanol
treatment. In addition, the findings indicate that the main
ROS species generated during ethanol treatment were
hydrogen pernxide and superoxide {althongh hydrosxyl
ions, not specifically measured in the study, may play an
important role as well). The results alswo indicate that
ROS are generated and accumulated at the mitochondrial
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ROy generation by echannl is SO dependent in 5 cereviciae

level and are increased in an additive manner in the
§8Q1, ISA!I, GRX5, and IBA57 mutants by the presence
of ethanol [n addition, it has been reported that when
the ETC is dysfunctional, ROS generation increases {Ki
tagaki ef af,, 2007). In this context, the mutants sdh2A
and cox2A, deficient in camplex I[ and [V of the ETC,
respectively, their ROS levels were lower than those
ohserved in the ISC muatants Additionally, the complex
III of the ETC has been described as an important cellular
cumpunent in superoxide generativn by electron leakage.
In the mutant cox2A, blocked in the complex IV, an
increase in superoxide generation would be expected.
Interestingly, in the ISC mutants, the superoxide gencra
tion iwas superior ta that observed in the cox2A mutant,
contrary to what was anticipated. Our resnlts demon-
strated that when the ETC is blocked {petite mutations),
an increment in ROS levels occurred, which was more
exacerbated in the ssgld, sald, and iba57A mutants, than
in the sih2A and cox2A strains. These results indicate that
in the ISC mutants, dysfunction in the ETC produces an
increase in ROS which is exacerbated by cthanol accumu
latian, and this phenomena may be caused by defective
incorparation of [2Fe-25| or [4Fe-45] clusters in the
mutants, rather than hy ETC blocking The failure of the
cellular antioxidant responses ta efbciently neutralize the
ROS generated may be lethal for the yeast cell

Successful conversivn of glucuse tu ethanol during fer-
mentation depends mainty on the yeast’s ability to coun-
teract the stress factors during the process. Ethanol
accumulation during fermentation has been deseribed as
ane of the main stressors, affecting the viability and fer-
mentative capahilities of yeast, provoking a halt of the
fermentation process and a reduction in ethanal yield.
Although S. eerevisige has inherent ethanol tolerance, the
selection of yeast strains with superior ethanol tolerance
levels is an important goal of the ethanol-production
industry {Endo cf al., 2008; Marks er al, 2008; Tcixeira
cf al., 200%; Lewis ct al,, 2010; Stanlcy ct al, 2010). The
findings of this study indicate that the addition or accu-
mulation of a toxic ethanal concentration {10%) pro-
vokes a ROS hurst mainty at the mitachondria level and
this increase in ROS is exacerbated by dysfunction of the
ISC assembly system. Therefure, the generation of ROS
during the fermentation process and the effects of the
mutations in the ISC genes on the gencration of ROS
were cvaluated. We carried out real time ROS determina
tion in yeast cultures during fermentation assays, using a
coneentration of sugar sufficient ta generate a toxic level
of ethanal (over 10% w/v). We have previously
determined that sugar concentrations in the range
240-280 g L™" cause an arrest in ethanol production at ¢
10-11% in the S. cerevisiwe strain BY4741 and thus
hypothesized that for the 5. cerevisine BY4741 strain, the
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limit of ethanol vield may be limited by the level of etha-
nol tolerance of the strain. Our findings indicate that all
the yeast strains tested were able to grow cfficiently in
YPD supplemented with 200 g L' of glucose, and that
the rate of glucose consumption and ethanal yield was
similar in the mutants. Interestingly, at 168 b of fermen-
tatinn, the glucose was tatally consumed in all strains and
the maximal ethanol yield was reached, corresponding to
. 10-11% {vjv) (Fig. 4a-b}, suggesting that the fermenta-
tive capabilities of the ISC mutants were not significantly
affected. The ROS levels determined during the fermenta-
tion assay, using the general ROS probe ILDCFDA, indi
catc that in the first 24 72 b of fermentation, when the
ethanol concentration was ¢. 2-7%, the ROS [evels in the
ISC mutants were lower or similar ta WT, suggesting that
the ROS generated are counteracted hy the antioxidant
cellular responses (Fig. 4c). I[nterestingly, at So—144 b of
fermentation, when ethanol was ¢ 9-10%, ROS genera-
tion was significantly increased in the ssglA, isalA, and
iba57A mutants. At 144 h of fermentation {cthanol yield
10 11%), the maximal ROS gencration was reached in
the yeast cultures, the ROS levels were significantly higher
in the ssqlA, isalA, and iba57A mutants, and as expected,
the contral mutants aeolA, sdh2A, and rox2A had ROS
levels similar to WT. We ghserved that between 24-144 h
of fermentation, the WT yeast and control mutants main-
tain low levels of ROS (10004000 RU of fluorescence),
but in the ssq!A and iba57A mutants, the ROS levels were
around 5 fold higher than those of the WT {Fig. 4c).
These results suppart the hypothesis that ethanol accu
mulation during the fermentation process provokes a sig-
nificant  increase  in ROS  levels, which s more
pronounced in the 1SC gene mutants. The ROS increase
in the fermentation medium, when ethanol accumulated
to 9-10%, suggests that it is responsible for the fermenta-
tion halt, confirming that the maximal ethanol yield
obtained in the fermentation process is dependent on the
level of ethanol tolerance of the yeast strain. The findings
also supgest that although the ISC assembly system
in S rerevisige is indirectly related with ROS generation,
it also indirectly contribintes with ethanol  yield and
susceptibility.

Glutathione is considered one of the most important
cell antivxidants and exists in reduced {GSH) or uxidized
{GS5G] states {Farrugia & Balzan, 2012). Glutathione bas
an important role in detoxifying reactions such as s
venging cellular hydrogen percxide. Glutathione is pre
dominantly reduced under narmal physiclogic conditions
due to the action of NADPH-dependent GSSG reductase.
However, under some conditions, a moderate level of
oxidative stress ocours, causing a decrease in GSH and an
increase in GSSG, modifying the GSH/GSSG ratio
{Drakulic ef al., 2005). Under severe oxidative stress, the
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ability of the cell to reduce GSSG to GSH may be over-
loaded, leading to an accumulation of GSSG. Therefore,
mitochondrial GSH depletion leads to increased levels of
ROS and mitochondrial dysfunction {Farrugia & Balzan,
2012). The results obtained from our glutathione content
measurements indicated that the GSSG content was sig-
nificantly increased, while that GSH decreased, and that
the GSH/GSSG ratio decreased at both the cellular and
mitochondrial levels in the ISC mutants {ssglA, isalA,
grx5A, and iba57A), which is consistent with the oxidative
stress observed under ethanol treatment {Fig. 5).

In yeast cells, the excess of ROS is removed to restare
the redox balance. ROS induce both mitochondrial and
cytosolic superoxide dismutase, which scavenges supero-
xide to convert it 1o H,0,, which can be detoxified by
cytosolic and peroxisomal catalases {Drakulic ef al., 2005;
Farrugia & Balzan, 2012). Catalase activity is up-regulated
during oxidative stress as an antioxidant response to
counteract the hydrogen peroxide increase. The activity of
the antioxidant enzyme catalase in yeast was measured to
confirm the cellular oxidative stress status. The activity
assays showed that catalase activity was increased in WT
yeast when treated with ethanol {Fig. 6a). Interestingly,
ISC mutants showed increased catalase activity both with
and without ethanol treatment. This result suggests that
deletion of the ISC genes promotes a sustained increase
in ROS generation, which in turn induces catalase expre-
ssion, confirming that H,0, is produced by the taxicity
mechanism of ethanol. [mportantly, according to our
data, after prolonged exposure to ethanol (6 h at 10%
ethanol, data not shown), the increase in oxidative stress
and depletinn of antioxidants may cause the inactivatiorn
of catalase {indicating that this enzyme is susceptible to
ROS) and affects the yeast mitochondrial target proteins,
o-ketoglutarate dehydrogenase, pyruvate dehydrogenase,
and the iron-sulfur [4Fe-45] enzymes aconitase and su-
ccinate dehydrogenase {Farrugia & Balzan, 2012). Addi-
tionally, the toxicity in yeast cultures exposed to ethanol
was counteracted by the addition of ROS scavengers such
as ascorbic acid and GSH, confirming that the toxicity of
ethannl was due to ROS generatinn and that the ROS
level is dependent on the ISC system integrity and the
antioxidant response.

The depletion of GSH in the mitochondria may lead to
mitochandrial dysfunction and this organelle has ake
been described as an important trigger of the apoptotic
pathway {Drakulic et al, 2005; Farrugia & Balzan, 2012).
During conditions of mitochondrial dysfunction, the
fragmentation and release of mitachondrial factors are
widely accepted as the initiating events in the apoptotic
pathway. Factors activating caspase-dependent pathways
include the cytochrome ¢ of the electron transport chain,
which plays an essential role in mitochondria-dependent
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apopiotic death. The release of cytochrome ¢ has been
described in S. cerevisiae as an indication that the ROS
produced by ethanol treatment induce mitochondrial-
dependent apoptosisy however, those experiments were
assayed under extremely high ethanol concentrations
{21% and 23%) (Kitagaki et al, 2007). In agreement with
those results, in the present study, the cytochrome ¢
release occurred at 10% ethanol after 36 h of treatment
{conditions that commonly occur during fermentation
processes). The release of cytochrome ¢ was exacerbated
in the ISC mutants, indicating that an apoptotic response
occurs follawing ethanol and ROS accumulation, affecting
the viability and survival of the yeast.

In conclusion, our results indicate that the mecha-
nism of ethannl toxicity incudes a generalized increase
in oxidative stress, in agreement with ethanol accumula-
tion during batch fermentation, and that hydrogen pe-
roxide and superoxide are the main ROS generated.
Consequently, this oxidative burst disrupts the antioxi-
dant defense of glutathione at the cellular and mito-
chondrial levels and promates an increase in catalase
activity. Due to the overwhelmed antioxidant system of the
cell, the oxidative stress causes inactivation/denaturation of
proteins such as cytochrome ¢, triggering a mitochon-
drial apoptotic respanse. Interestingfy, the ROS increase
in mitochondria was dependent on the functionality of
the [SC system, rather than on the ETC blocking, which
in this instance could be associated with a defective
incorporation or recycling of Fe-S clusters in recipient
apaproteing, which in consequence affects the ethanal
susceptibility in S. cerevisioe. These findings presented in
this study contribute to the nnderstanding of the mecha-
nisms of ethanol toxicity and demonstrate the important
role of proteins involved in Fe-S prasthetic group assem-
bly in the mechanisms of ROS generation and conse-
quenily in ethanol tolerance. Future studies will facus on
the contribution of Fe released from Fe-S-containing pro-
teins and Fe recycling dependent on the ISC system on
ROS generation via the Fenton reaction and the effects on
mitochondrial integrity and functionality.
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Malfunctioning assembly of the iron—sulfur cluster machinery in Saccharomyces cerevisiae
impedes respiratory function and increases sensitivity to ethanol and reactive oxygen

species by an iron-dependent mechanism
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Abstract

Biogenesis and recycling of the iron—sulfur (Fe—S) clusters plays an important role in iron
homeostasis mechanisms involved in mitochondrial function. In Saccharomyces cerevisiae,
the Fe—S clusters are assembled into Fe—S-containing proteins by the iron—sulfur cluster
machinery (ISC). The present study aimed to determine the effects of mutations in the ISC
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genes and iron release under oxidative stress on mitochondrial functionality in S. cerevisiae.
Reactive oxygen species (ROS) generation caused by ethanol, H>O,, or menadione was
associated with a loss of iron homeostasis and exacerbated by ISC system dysfunction. ISC
mutants showed increased free Fe’™ content, exacerbated by ROS-generator compounds,
causing an increase in ROS, which was decreased by the addition of iron chelator
phenanthroline. In addition, the activity of complexes II and IV from the electron transport
chain (ETC) was impaired or totally abolished in the ISC mutants; however, increased
oxygen generation was observed. Our study suggests that the free Fe*" content originates
mainly from mitochondrial Fe—S cluster apoproteins, under conditions of oxidative stress.
Interestingly, in mitochondria from IS4/ and /BA57 mutants, the content of [4Fe—4S] and
[2Fe—2S] centers was decreased, as was respiratory supercomplex III,IV; formation. These
results suggest that the Isal/Iba57 proteins, which are considered [4Fe—4S]-cluster donators,
are also involved in assembly of the supercomplexes 11,1V, and IILLIV;, thus affecting the

functionality of complexes Il and IV of the respiratory chain.
Introduction

The iron—sulfur centers (Fe—S) are prosthetic groups in many prokaryote and eukaryote
enzymes with redox, catalytic, and regulatory functions. These centers are assembled by the
iron—sulfur cluster assembly system (ISC), which has been extensively studied and is
known to be involved in the incorporation of the Fe—S centers into apoproteins in both
bacteria and eukaryotes [1-5]. In eukaryotes, two main systems of Fe—S-protein biogenesis
have been described, the cytosol/nucleus (CIA) and mitochondrial (ISC) machineries.
Functionally, the CIA machinery depends on the mitochondrial ISC machinery [6-7]. The
ISC assembly machinery for maturation of all cellular Fe-S dependent-proteins
(mitochondrial, cytosolic, and nuclear) is also involved in iron homeostasis in prokaryotes
and eukaryotes [5,7]. In Saccharomyces cerevisiae, the mitochondrial ISC machinery is
encoded by the genes NFSI, ISUI, ISU2, ISAl, ISA2, JACI, SSQI, YAHI, GRXS, and
IBA57 [5,8]. In yeast, the Ssql chaperone and the Jacl J-protein (co-chaperone) function
together to assist in the biogenesis of Fe—S centers of Fe—S-dependent proteins. The Fe—S
cluster assembly in mitochondria is initiated by cysteine desulfurase (Nfs-Isd11), which
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obtains a sulfur group from a cysteine and transfers it to the scaffold proteins Isul and its
redundant Isu2 protein, assisted by Yahl. This interaction also involves frataxin (Ythl),
which acts as an iron donor or activity regulator. ATPase activity in the Ssqlchaperone is
stimulated by the J-type co-chaperone, Jacl, during the interaction with the scaffold protein
Isul/Isu2 [5-7]. The protein Isul is a substrate for both Ssql and Jacl, and Jacl and Isul
cooperatively stimulate the ATPase activity of Ssql [3]. The subsequent cluster

transference to recipient apoproteins is assisted by glutaredoxin (Grx5) [5,9].

Recently, the participation of the proteins Isal and Isa2 in the maturation of mitochondrial
apoproteins containing 4Fe—4S clusters such as aconitase, homoaconitase, and lipoic acid
synthase was described in S. cerevisiae; this activity is mediated by physical interaction
with the Iba57 assembly-protein [5,10-12]. In contrast, Isal/Isa2 proteins are dispensable
for the generation of mitochondrial [2Fe-2S] and cytosolic [4Fe—4S] proteins because,
although the Isal and Isa2 proteins are able to bind iron, these are not used as donors for de
novo assembly of the [2Fe—2S] cluster on the general Fe—S scaffold proteins, Isul/Isu2 [5].
Upon depletion of the ISC assembly factor Iba57, which specifically interacts with Isal and
Isa2, or in the absence of the major mitochondrial [4Fe—4S] protein aconitase, iron is
accumulated on the Isa proteins. These results suggest that the iron bound to the Isa
proteins is required for the de novo synthesis of [4Fe—4S] clusters in mitochondria and for
their insertion into apoproteins in a reaction mediated by Iba57. Taken together, these
findings define Isal/Isa2 and Iba57 as a specialized, late-acting ISC assembly subsystem
that is specifically dedicated to the maturation of mitochondrial [4Fe—4S] proteins [12].

Iron handling by mitochondria during ISC biogenesis must be tightly controlled to avoid a
deleterious increase in the concentration of free iron. Ferrous (Fe*") and ferric (Fe’") iron
catalyzes the formation of the highly reactive hydroxyl radical (OH") in the presence of
H,0, and O, species through the Haber-Weiss cycle. In mitochondria, these ROS are
physiologically produced as by-products of electron transport chain (ETC) activity. Thus,
uncontrolled mitochondrial iron homeostasis causes oxidative damage in DNA, lipids, and
proteins via the generation of ROS, which in turn further impairs the function of the ETC
and leads to cell death [13].
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During the dysfunction of the ISC biogenesis system, accumulation of toxic amounts of
iron in the mitochondrial matrix occurs due to upregulation of iron transport systems via
the activation of the Aftl transcription factor [14]. The relevance of impaired ISC
biogenesis in mitochondrial iron overload and ETC dysfunction is reflected in human
diseases like Friedreich’s ataxia, sideroblastic anemia, and ISCU myopathy, whose
development has been associated with defects in human genes coding for proteins involved
in ISC biogenesis, such as Frataxin, Glrx5, and Iscu, respectively [15]. In this regard, yeast
has been a powerful tool to elucidate key molecular aspects of the pathogenesis of these
diseases because several steps of ISC biogenesis and recycling are conserved between yeast

and higher eukaryotes [16].

However, we have recently demonstrated that the deletion of genetic components of the
mitochondrial ISC assembly machinery in S. cerevisiae exacerbates ethanol toxicity via
increased ROS generation, provoking depletion of the antioxidant response and leading to
apoptosis [17]. Given the central role of mitochondria in iron handling, the role of free iron
from Fe-S-containing proteins in ROS production, and the fact that ethanol increases
mitochondrial ROS generation, it can be hypothesized that excessive free iron exacerbates
the toxicity of ethanol in mitochondria by disrupting the functionality of the ETC. To test
this hypothesis, we have analyzed the relationship between the amount of mitochondrial
free iron and the levels of ROS generated by stressors and their effect on respiratory chain

functionality in a battery of ISC mutants.
Materials and Methods

Yeast strains, growth conditions, and survival tests

The haploid S. cerevisiae BY4741 (Mat a, his3A, leu2AO, metI5SAO, ura3A0) and its
KanMX4 interruption gene mutants, ssqlA, grx5A, isal A, iba57A, and ripl A were obtained
from Open Biosystems. Tubes or flasks were prepared with 10 or 50 mL of yeast extract
peptone dextrose (YPD) culture medium and stressor (H,O,, menadione, or ethanol from
Sigma) was added at the indicated concentrations. Culture medium was inoculated with
overnight yeast cultures that had reached an optical density of 0.1 at 600 nm (ODgoo nm) and
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incubated at 30°C with low-speed shaking (50 rpm). Yeast growth (biomass) was

monitored at ODgyo nm.

A yeast survival test was carried out in yeast cultures grown on liquid YPD medium,
collected in the late exponential growth phase and after adding ethanol 10% (v/v) and 1, 10-
phenanthroline 20 mM (Sigma), incubating at 30°C with low-speed shaking (50 rpm). Cell
survival was determined by counting colony-forming units (CFU) in YPD plates, incubated

at 30°C.
Real-time quantification of ROS in S. cerevisiae cultures

Intracellular ROS in yeast cultures or cell suspensions were determined using oxidant-
sensitive, cell-permeant fluorescent probes and fluorescence was quantified by flow
cytometry [17]. For mitochondrial total ROS determination (mit-ROS), yeast suspensions
were incubated with 5 pg mL"' of dihydrorhodamine 123 (DHR123; Sigma) and for
superoxide (O,”) determination, yeast were incubated with 5 pug mL" dihydroethidium
(DHE, Molecular Probes, Invitrogen). Cell cultures were grown to the late exponential
phase, samples (100 uL) were loaded with the appropriate fluorescent probe (DHR123 or
DHE) and incubated at 30°C for 2 h in the dark. Then, yeast cell samples were taken to 1
mL with PBS buffer (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, Na,HPO4-2 H,O 8.1 mM, KH,PO,4 1.76
mM, at pH 7.4) and the fluorescence was immediately quantified by flow cytometry using a
BD Accuri C6 Flow Cytometer (BD Biosciences). The populations of cells for each of the
treatments were gated in the forward scatter and side scatter dot plots to eliminate dead
cells and cell debris. Populations corresponding to auto- or basal-fluorescence were located
in the left quadrant and cells with emission of fluorescence increased at least one log unit
value were located in the right quadrant of the dot plots. In addition, the percentage of
fluorescent cells (PFC) and the median fluorescence intensity (FI) were determined in the
monoparametric histograms of fluorescence emission obtained from the dot plots and
labeled as percentage of cells and as relative units of fluorescence. The equipment was
calibrated using Spherotech 8-peak (FLI1-FL3) and 6-peak (FL-4) validation beads (BD
Accuri). Fluorescence of the DHR123 probe was monitored in the emission fluorescence
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channel FL1 (533/30 nm), and for the DHE probe, in the FL2 channel (587/40 nm). A
minimum of 20,000 cellular events were analyzed for each determination point. For stressor
treatments and Fe*" dose-response assays, yeast cultures grown on YPD medium (10 mL)
were added with the respective concentrations of ROS-generator compounds or Fe*"
solution [FeSO4(NH4) with an equimolar amount of citric acid, Sigma] and at the respective
times, samples (100 pL) were harvested, washed and suspended in PBS, adjusting the
volume to 1 mL or 1 x 107 cells mL™". The cells were loaded with the fluorescent probes by

incubating for 2 h, and fluorescence was determined by flow cytometry.
Real-time quantification of Fe*"

Iron in the yeast suspensions was determined using the fluorescent, cell-permeable
indicator for heavy metals Phen green FL (PGFL; Molecular Probes, Invitrogen), which can
be used to detect a broad range of ions, including Cu®*, Cu’, Fe**, Hg*", Pb*", Cd*', Zn™",
and Ni’". Fluorescence intensity of PGFL disappears after it binds with labile Fe®".
Therefore, once cells were charged with the probe, labile Fe*" was detected by the addition
of 1 mM of the chelator 1,10-Phenanthroline (Invitrogen). This treatment leads to PGFL-Fe
chelate dissociation, thus producing fluorescence [18]. Yeast cells suspensions (1x10’
cells/mL) were charged with PGFL (5 pg/mL) and incubated at 30°C for 2 h in darkness.
Yeast cells were harvested, washed once, and re-suspended in PBS. Fe** quantification in
yeast suspensions was determined without and with ROS-generator treatment by
fluorescence generation quantified by flow cytometry monitoring of the emission

fluorescence channel FL1 (533/30 nm).
Mitochondria isolation

For activity determination of mitochondrial complexes, mitochondria of S. cerevisiae were
isolated from cultures grown in liquid medium YPD at 30°C in a shaking incubator, using a
previously described method [19], with the exception that Lyticase from Arthrobacter
luteus (Sigma-Aldrich) was used instead of zymolyase. For the Raman assay, cells were

harvested in late exponential growth phase by centrifugation at 2,750 x g for 15 min at 4°C
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and washed thrice using distilled water and suspended in digestion solution (sorbitol 1.2 M,
EGTA 1 mM, Tris-HCI 50 mM, DTT 10 mM, at pH 7.5); Lyticase was added at 2 mg g’
cells by fresh weight for spheroplast generation. Yeast suspensions were incubated for 60
min at 30°C. Spheroplasts were washed twice with spheroplast washing buffer (sorbitol 1.2
M, EGTA 1 mM, Tris-HCl 50 mM, DTT 10 mM, at pH 7.5). Spheroplasts were suspended
in a homogenizing buffer (sorbitol 0.6 M, HEPES-KOH 20 mM, DTT 10 mM, at pH 7.4)
and lysed in a Potter-Elvehjem pestle and glass tube and washed thrice with the same buffer.
The unruptured cells were removed by centrifugation at 2,500 % g for 10 min at 4°C, and
yeast mitochondria were harvested from the supernatant by centrifugation at 9,600 x g for

10 min at 4°C and suspended in homogenizing buffer.
Determination of in sifu mitochondrial oxygen consumption rate

Cells (25 mg wet weight) of S. cerevisiae were placed in 2.5 mL of MES-TEA buffer (pH
6.0) in a sealed glass chamber with constant stirring. The oxygen consumption rate (OCR)
was measured with a Clark-type oxygen electrode coupled to a biological oxygen monitor
(YSI 5300). Basal oxygen consumption (state 4) was induced by adding 20 mM glucose as
a substrate, and 3 min later, 5 pM of the uncoupling agent carbonyl cyanide m-
chlorophenyl hydrazone (CCCP) was added to stimulate maximal OCR (uncoupled (U)
state). To discriminate the mitochondrial oxygen consumption from unspecific-cytosolic
oxygen utilization, the mitochondrial ETC was inhibited with 1 pg antimycin A and a

further addition of 0.5 mM KCN [20].
Activity determination of the ETC complexes

Mitochondria detergent-solubilization for determination of ETC activities was carried out
by mixing 250 pL of intact mitochondrion (10 mg of protein) plus 750 uL of hypotonic
buffer (KCI 100 mM, MgCl, 10 mM, Tris-base 10 mM, pH 7.5, and triton X-100 10 pL)
with vigorous shaking in a vortex for 15 sec. This solution was centrifuged at 18,600 x g
for 15 min at 4°C. Supernatants were discarded and the pellets suspended in buffer
composed of KH,PO4 50 mM, pH 7.6, and protein was quantified by the Biuret method.
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These permeabilized mitochondria suspensions were used to determine the activity of the

ETC complexes, as described below.

Determination of complex II activity: The activity of complex II was evaluated by
measuring the succinate-DCIP oxidoreductase activity of solubilized mitochondria [19].
The reaction mix contained 0.1 mg/mL permeabilized mitochondria, 1 pg antimycin A and
0.75 mM KCN in a final volume of 1 mL KH,PO4 buffer (pH 7.6). After 5 min of
incubation with ETC inhibitors, the determination was started by adding 80 uM 2,6
dichlorophenolindophenol (DCIP) and basal absorbance at 600 nm was determined for 1
min. Then, the reaction was started by adding 10 mM sodium succinate and the changes in
absorbance were further followed for 5 min. The rate of DCIP reduction was calculated
from the slopes of the absorbance plots using a molar extinction coefficient for DCIP of 21
mM™ em™.

Determination of complex Il activity: This activity was estimated by measuring the activity
of antimycin A-sensitive succinate-cytochrome ¢ oxidoreductase, which is representative of
complex III activity, using endogenous ubiquinol-6 as substrate. Solubilized mitochondria
(0.1 mg/mL) were resuspended in 50 mM KH,PO, buffer (pH 7.6) and incubated for 5 min
with 0.75 uM KCN. Then, 1.5 mg oxidized cytochrome ¢ was added and basal absorbance
was recorded at 550 nm. After 1 min, 10 mM succinate was added, and the reduction of
cytochrome ¢ was recorded for 3 min. The reaction was stopped by adding antimycin A (1
ng). The rate of cytochrome ¢ reduction was determined from the slopes of the absorbance
plots, using a molar extinction coefficient for cytochrome ¢ of 19.1 mM" cm™ [19].
Alternatively, complex III activity was measured with 10 mM glycerol, instead of succinate,
to bypass electron transfer at complex II and eliminate the possibility that impaired electron

transfer at complex Il would mask defects in electron transfer at complex III.

Determination of the complex IV activity: Cytochrome ¢ oxidase activity was measured in
0.1 mg/mL solubilized mitochondria suspended in 50 mM KH,PO4 buffer (pH 7.6),
incubated for 5 min with 1 pg antimycin A. The reaction was started by adding dithionite-
reduced cytochrome c¢ (250 mg) and the changes in the absorbance at 550 nm were
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followed during 1 min. The reaction was stopped with 0.75 mM KCN. The rate of
cytochrome ¢ oxidation was determined from the slope of the absorbance plots using a

molar extinction coefficient for cytochrome ¢ of 19.1 mM™! em™ [19].

Determination of lactate-cytochrome c¢ oxidoreductase: This activity was measured in 1
mg/mL freeze-thawed mitochondria resuspended in 50 mM KH,PO, buffer and incubated
for 5 min with 0.75 uM KCN. Basal absorbance during 1 min was registered, and then the
reaction was started by adding 10 mM D-lactic acid and changes in the absorbance were
followed for 5 min. The rate of cytochrome ¢ reduction was determined from the slopes of
the absorbance plots using a molar extinction coefficient for cytochrome ¢ of 19.1 mM™

-1
cm .

Determination of cis-aconitase activity in yeast cells

Aconitase activity was determined as described by Henson and Cleland (1967) [21]; 100 pg
of mitochondrial protein was resuspended in lysis buffer (Tris-HCl 50 mM, triton X-100
0.02% mM, pH 7.4) with vigorous shaking and incubated for 5 min. Extracts were
centrifuged at 9,900 x g for 5 min at 4°C, and supernatants obtained were used for cis-
aconitase determinations. Eighty micrograms of protein from the supernatants was used for
enzymatic determination in reaction buffer (Tris-HCl 90 mM, isocitrate 20 mM, pH 7.4)
with light agitation; the absorbance at 240 nm was immediately recorded.

Raman spectroscopy of mitochondria

Suspensions of intact mitochondria (250 pg) from yeast cultures grown on YPD were
subjected to Raman spectroscopy using a micro-Raman spectrometer (Dilor model LabRam)
equipped with a confocal microscope, using Ar+ laser emitting at 514.5 nm, and a 256 x
1024 pixel charge-coupled device (CCD) used as a photon detector. The spectra correspond
to the average of spectra overlapped by 30 sec of recording; measurements were carried out

at room temperature with sample preparation as described elsewhere [22].
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Blue Native Gel Electrophoresis

Mitochondrial proteins were separated by native polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)
on 8% Bis-tris gels (BN-PAGE) and SDS-PAGE was carried out under denaturing

conditions, as described previously [23-25].

RESULTS

ROS susceptibility in S. cerevisiae is impaired by mutations in the ISC genes

In order to verify whether the dysfunction in the ISC system is related to parallel increases
in their sensitivity to oxidative damage, we tested the susceptibility of /SC mutants to
several ROS generators. At any concentration of H,O,, the mutants ssq/A, grx5A, isalA,
and iba57A showed significant impairment in their growth rate with respect to WT,
displaying severely compromised growth at 12.5 and 25 mM H;0»; the grx5A was the least
sensitive mutant at any H,O, concentration (Fig. 1b—d). The susceptibility to menadione (a
superoxide generator) followed a similar pattern to that observed with H,O, treatments:
under 80 uM menadione, the /SC mutants showed a moderate but significant inhibition in
their growth kinetics with respect to the WT strain (Fig. 1e), while at 150 uM menadione,
the growth of all mutants was drastically affected (Fig. 1f); grx5A was again the least
sensitive mutant to the stressor. These results indicate that a dysfunctional ISC assembly
system produces an increased sensitivity to ROS generators. Concordantly, ethanol, another
ROS generator, has also been shown to produce oxidative stress in /SC mutants in a
concentration-dependent manner [17]. As a positive control, the hyper-ROS-producer
mutant 7ip/A (a strain disrupted in the Rieske protein from complex III of the ETC) was
used. These findings indicate that the rip/A mutant is more susceptible to H,O, and
menadione than the /SC mutants are, suggesting that ROS generation in the /SC mutants
could be associated with a dysfunctional ETC, probably by a disruption in electron transfer

at Fe—S-containing proteins.
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Increase in ROS generation is correlated with a dysfunctional ISC assembly system

To elucidate whether the enhanced sensitivity to ROS generators is correlated with
increased mitochondrial ROS generation due to /SC mutations, quantification of ROS was
carried out by flow cytometry using the fluorescent ROS indicators DHE and DHRH123, to
detect mitochondrial O,” and H,0,, respectively. All mutants displayed a significant
increment in the percentage of fluorescent cells generating O,” or H,O, when ethanol,
H,0,, or menadione were used for ROS induction (Fig. 2, continuous lines). In contrast, the
WT strain only showed a significant increment after long ethanol exposure (> 3 h), whereas,
in concordance with its lowest sensitivity to oxidants among all the mutants, grx5A cells
produced the lowest amounts of ROS (Fig 1). In addition, in the rip/A mutant, ROS levels
were higher than in all the /SC mutants, even without oxidant treatment (dotted lines),
which is in concordance with its higher sensitivity to stressors (Fig. 1). These findings
confirm that ethanol is a ROS generator as strong as H,O, or menadione and indicate that
ROS generation by oxidant compounds was exacerbated by the /SC mutations, suggesting
that ROS imbalance is provoked by a dysfunctional ISC system. Importantly, the
phenotype of the rip/A mutant suggests that iron destined for the Rieske protein, and the
probable inability of that mutant to transfer electrons through the ETC, may, in

combination, be related to its exacerbated ROS production.

. . . . 2+ o e .
Increase in ROS generation is correlated with Fe”" release, and is increased in 1SC

mutants

Biogenesis of Fe—S centers in S. cerevisiae occurs mainly in mitochondria, and the
assembly mechanism depends on the functionality of the ISC gene products. Iron is an
essential component of this process, and its cellular content is dependent on transport
systems, chelating proteins, and storage. It is well-known that iron can be released from
Fe-S proteins by O,” or H,O, [1,5,12,26], which in turn can lead to the generation of the
strongly oxidant OH" radical via Fenton’s chemistry. To evaluate the correlation between

the increment in ROS by treatment with oxidant agents and the functionality of the ISC
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assembly with the level of the free iron pool, in vivo, real-time Fe’" quantification was
carried out by flow cytometry using the PGFL fluorescent probe.

Cells suspensions of the mutants ssq/A, grx5A, isalA, and iba57A showed a significant
increment in the levels of free Fe*" in a time-dependent fashion with respect to the WT
strain, regardless of the presence of oxidants (Fig. 3). As expected, yeast suspensions
treated with toxic concentrations of ethanol (10%), H,O, (12.5 mM), or menadione (80
mM), exhibited a strong iron-dependent fluorescence with respect to untreated yeast strains.
Importantly, the mutants ssq/A, isalA, and iba57A showed higher levels of Fe*™ than the
@rx5A mutant (Fig. 3). In addition, the Fe* content increased in control rip/A mutants
when they were treated with oxidant agents. Interestingly, according to confocal
microscopy observations, cellular localization of the free Fe’* was mainly into the
mitochondria, similar to superoxide accumulation (Fig. 4). These results indicate that the
dysfunction of the ISC system causes an increment in the release of mitochondrial free iron,

which was enhanced by treatment with the ROS generators and ethanol.

To elucidate whether the enhanced ROS generation is correlated with the free Fe** content,
quantification of ROS by real-time flow cytometry was carried out under dose-response
tests for Fe*™ (Fig. 5). All ISC mutants, except grx35A, displayed a significant, dose-
dependent increment in levels of fluorescence (indicating O, and H,O, generation) when
treated with increased concentrations of Fe**. In contrast, the WT strain showed a moderate
dose-dependent increase of ROS with approximately 4-fold less fluorescence than the
ssqIA, isalA, and iba57A mutants. Interestingly, these results indicate that at
concentrations of Fe*" lower than 10 pM, O,” was the main species produced, while at
concentrations of Fe*” between 10-20 uM, an increment of H,O, was observed (Fig. 5a—b).
In addition, ROS generation at the mitochondrial level, determined in YPD-grown cultures,
showed that the increased ROS generation in the ssq/A, isalA, and iba57A mutants was

significantly diminished by addition of the metal chelator phenanthroline (Fig. 5c¢).

The role of iron in ROS generation by ethanol in the ISC mutants was confirmed by
determination of cell survival in cultures treated with a toxic concentration of ethanol (10%)

and the addition of phenanthroline (10 uM). The ISC mutants showed a decrease in their
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survival percentage after ethanol treatment, with isa/A and iba57A being the more sensitive
mutants. However, when the Fe’" chelator was added to the cultures, survival was
significantly increased in all ISC mutants (Fig. 5d). These results confirm that the toxic
effects produced by ethanol are related to an increase in the free Fe*™ pool, and that this
phenomenon is exacerbated by dysfunction of the ISC system. These findings also suggest
that the accumulation of preassembled Fe—S clusters, due to insertion failure caused by
disruption of the ISC genes or the absence of the target apoproteins (i.e., mitochondrial Fe—
S-containing proteins) leads to an increment in the free Fe*™ pool, provoking an oxidative
stress event. This may lead to denaturing/dissociation of already assembled Fe—S proteins
or hemoproteins, whose prosthetic groups could also be one of the iron sources that causes

iron imbalance, leading to a vicious circle of ROS generation.
Mitochondrial ETC functionality is affected by 1SC mutations

To ascertain the extent to which each ISC mutation impairs the overall functionality of the
ETC in S. cerevisiae, the in situ mitochondrial oxygen consumption rates (OCR) of the ISC
mutants were compared. Results showed that respiration was fully abolished in both
coupled and uncoupled states in the mutants ssq/A, isalA, and iba57A, whereas in the
grx5A mutant only a partial decrease in the OCR was observed in comparison with the WT
strain (Fig. 6a—b). Remarkably, the ethanol treatment caused oxygen release in the assay
chamber (i.e. negative values for OCR, Fig. 6d—e) instead of oxygen consumption in all
ISC mutants, except grx5A. This is suggestive of ROS production, since superoxide
dismutase catalyzes the conversion of O, into O, and H,0, and catalase converts the later
species into H,O and O,. In S. cerevisiae mitochondria, complex III is the only site of ROS
generation in the ETC since it lacks a rotenone-sensitive complex I, the other site of ROS
production in the ETC of superior eukaryotes [13,27]. We exposed the cells to antimycin A,
an inhibitor of complex III, to further explore a possible role for complex III in ROS
generation. In the absence of ethanol, a small amount of O, generation was detected in all
mutants except grx5A, whereas in the presence of ethanol, higher rates of O, generation
were detected in these mutants, and O, consumption was fully inhibited in grx5A cells (Fig.
6¢ and 6f). Conversely, antimycin A-insensitive oxygen consumption was observed in WT
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and grx5A cells in the absence of ethanol, and only in WT cells in the presence of ethanol.
Consistent with the phenotypes of the ISC mutants, the rip/A mutant showed similar

behaviors.

However, in concordance with their inability to respire, the ssqlA, isalA, and iba57A
mutants did not exhibit membrane potential (4p) (Fig. 7a). In addition, OCR corresponded
with the magnitude of membrane potential in WT and grx5A cells, as membrane potential
was twofold higher in WT than in the grx54 mutant, and OCR in a coupled state follows a

similar pattern.

Partial reactions of the ETC were analyzed, in order to determine what segment of the ETC
was responsible for the effects described above. It was observed that succinate-DCIP
oxidoreductase activity (representative of complex II activity) was fully impaired in the
ssqIA, isalA, and iba57A mutants, as well as in the control mutant rip/A, whereas the
grx5A mutant displayed less than 40% of the activity observed in WT cells (Fig. 7b).

The same trend was observed in both antimycin A-sensitive succinate-cytochrome c
oxidoreductase (representative of the activity of complex III, using the endogenous
ubiquinone-9 pool as a substrate) and cytochrome ¢ oxidase (representative of complex IV
activity) activities, whereas in the grx5A mutant, activity of ~50% of that of WT cells was

detected (Fig. 7).

Antimycin A-sensitive succinate-cytochrome ¢ oxidoreductase activity is dependent on
electron transfer between complex Il and complex III. Thus, to eliminate the possibility that
impaired succinate-cytochrome ¢ oxidoreductase activity is the result of impaired complex
IT activity, and not of direct damage to complex III, we tested the activity of complex III by
reducing the mitochondrial quinone pool with glycerol via the concerted action of porin-
associated glycerol kinase and mitochondrial glycerol-3-phosphate dehydrogenase [28,29].
No differences in this activity with respect to mitochondria from WT cells were observed in
grxSA, isalA, and iba57A mutants, while mitochondria from ssq/A exhibited a 3-fold
diminution. As expected, activity was strongly inhibited in the rip/A mutant (Fig. 7d).

Another respiratory enzyme that utilizes cytochrome c as its electron acceptor is L-lactate-
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cytochrome ¢ oxidoreductase, or cytochrome b, [30]. As depicted in Fig. 7e, this activity
was strongly inhibited in the ssq/A, iba57A, and ripI A mutants, and low levels of activity
was observed in the grx5A and isa/A mutants. Together, these results indicate that the
respiratory incompetence of ssq/A, isalA, and iba57A mutants was mainly due to defective
oxidation of substrates in complex II and impaired delivery of electrons to oxygen in the
terminal oxidase, which in turns may limit the ability of the ETC to translocate H' towards
the intermembrane space for establishment of membrane potential and may contribute to

the higher ROS generation seen in these mutants.

The increase in free iron proceeds via iron release from mitochondrial Fe-S-

containing proteins

These results led us to suppose that the increment in free iron levels may proceed by the
release of this metal from proteins that contain Fe—S centers, such as complexes II and III
of the ETC, because of oxidative stress caused by exposure to ethanol or ROS-generators
and the dysfunctionality of the ISC system. Raman spectroscopy analysis for determination
of the Fe—S content was carried out in mitochondria isolated from /SC mutants grown in
YPD. The results indicated that signal intensity near 300-500 cm™ at 514 nm in the Raman
spectra, corresponding to photonic emission characteristic of the [2Fe-2S] and [4Fe—4S]
centers [22], was clearly diminished in the isa/A and iba57A mutants, whereas in the ssq/A,
grx5A, and ripIA mutants, an intermediate intensity was observed, relative to WT spectra
(Fig. 8a). These results indicate that mitochondrial Fe—S centers were diminished in isa/A
and 7ba57A mutants, confirming that the Fe—S proteins are susceptible targets of ROS and
ethanol stresses, and are probably the main source of free iron during an oxidative stress

event.

To further confirm this assumption, we conducted a functional analysis of the 4Fe—4S
protein cis-aconitase, which has been described as sensitive to ROS and an iron donator for
the Fenton reaction; while for the [2Fe—2S] clusters, the Rieske protein from complex III of
the ETC is a main source of superoxide generation in mitochondria [5,26]. Cis-aconitase
activity was almost totally abolished in isalA and iba57A strains, compared with WT (Fig.

78
Roclo Viridiana perez Ganarao TOB-UMSNH



Efecto de los componentes de la biogénesis de proteinas con centros Fe-S sobre la tolerancia a etanol y su relacion con el
estrés oxidativo en Saccharomyces cerevisiae

8b), confirming that in the ISC assembly system, the Isal/Iba57 proteins are involved in
assembly of [4Fe—4S] clusters into target proteins. Moreover, aconitase activity was
partially inhibited in the grx5A, ssqlIA, and ripIA mutants, which suggests that although
this protein does not participate directly in 4Fe—4S cluster assembly, its disruption may lead
to indirect damage of these prosthetic groups via increased ROS generation and iron release,
as suggested by the Raman spectroscopy results. Thus, as mentioned above, complex II
activity was lost in the ssqlA, isalA, and iba57A mutants, probably due to defective
assembly of its [4Fe—4S], [3Fe—4S], and [2Fe-2S] clusters. These findings suggest that the
stress generated by ROS in the mitochondria provokes a decrease in Fe—S protein content,

s 2+
resulting in Fe™" release from Fe—S centers.

However, respiratory complex assembly studies have indicated that the [2Fe-2S]-Rieske
protein of complex III is essential for correct formation of ETC supercomplexes constituted
of complex III (ubiquinol-cytochrome c¢ reductase or bc; complex) and complex IV
(cytochrome ¢ oxidase) [4,31]. Therefore, the assembly of ETC supercomplexes was
analyzed using BN-PAGE gels [23-25]. BN-PAGE gels show that in mitochondria obtained
from ssqlA, isalA, and iba57A mutants, bands corresponding to III,IV, supercomplexes
were not observed, but a band corresponding to I1I,IV; supercomplexes was detected at low
levels in all ISC mutants (Fig. 9). Interestingly, in the rip/A mutant (Rieske deficient), the
1V, and III,IV; supercomplexes, although their intensity was less than in the WT, were
not affected as strongly as in the ssq/A, isalA, and iba57A mutants (Fig. 9). As expected,
densitometric analysis indicates that the dimeric complex V and its monomer, as well as
complex II, remained unaffected in all strains. In contrast, the fact that the band
corresponding to monomeric complex II remained unaltered in the [4Fe—4S] ISC
machinery mutants (i.e. iba57A and isalA), suggests that its presence is not essential for the
assembly of the apoprotein, although this yields an inactive complex, as suggested by Fig.
7b. Interestingly, these results suggest that the assembly of the III,IV, and II,IV,

supercomplexes may be assisted by the Isal/Iba57 proteins.
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DISCUSSION

The toxic effects of ethanol on mitochondrial function have been attributed to a variety of
factors, ranging from altered activities of ETC complexes [32], loss of heme groups from
cytochromes [33], mtDNA oxidative degradation and depletion [34], diminished number of
active ribosomes [35], and decreased glutathione pool and lipid peroxidation [36].
Although many of these events are related to increased ROS generation, none of those
reports have addressed the possibility that disturbances in mitochondrial free iron from Fe—
S clusters may be related to ethanol toxicity. However, early reports have identified an
involvement of iron overload during ethanol toxicity and a link has been suggested between
ROS overproduction and iron overload in the toxic effects of ethanol, as iron chelation
attenuates some disturbances in antioxidant defenses caused by ethanol consumption
[37,38], and we have observed recently in yeast cells that ROS generation during ethanol
stress was exacerbated by mutations in the ISC genes participating in the various steps of
Fe—S biogenesis [17]. The results obtained in the present study indicate that a dysfunctional
ISC assembly system increases the susceptibility to ethanol and ROS generators, such as
H,0, and menadione, via disruption of the functionality of complexes Il and IV of the ETC
and increased mitochondrial ROS generation. These effects seem to be linked to an
increment in the free iron pool as iron chelation has a protective effect in ISC mutants
exposed to ethanol, suggesting a close relationship between levels of free iron and ROS
generation, where Fe—S-containing proteins constitute an important source of iron

contributing to excessive iron release.

The sensitivity of the mutants to ethanol and ROS generators, as well as their levels of free
iron and ROS production, seems to be highly dependent on the functionality of the
mitochondrial ETC, since strains with better respiratory rates, higher ETC complex activity,
and higher mitochondrial membrane potential (i.e. WT and grx5A cells) exhibited the
lowest sensitivity to ethanol and ROS generators, lower levels of Fe*", and decreased ROS
production than mutants with null membrane potential and fully impaired ETCs (i.e. ssq/A,
iba57A, and isalA). Further evidence about the dominant role of ETC functionality in
ethanol and ROS tolerance arises from the observation that rip/A, a mutant in which
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complex III activity is fully impaired without disruption in the steps of ISC biogenesis, is

the most sensitive mutant to stressors, showing the highest levels of ROS and released iron.

With regard to the effect of the disruption of ISC biogenesis in the activity of respiratory
complexes, we expected impairment of only of complexes containing Fe—S clusters. This
expectation was in agreement with the abolishment of complex II activity in ssq/A, isalA,
and iba57A, as this complex contains [2Fe-2S], [3Fe—4S], and [4Fe—4S] clusters in the
catalytic dimer of the enzyme that play a central role in its catalysis, as they receive the
electrons from FADH, for transfer to the membrane domain where quinone reduction is

carried out [39,40].

Interestingly, the activities of complexes II and III in the grx5A mutant, although decreased,
were not totally abolished as in the other /SC mutants (Fig. 7). In the case of complex II,
this result seems to contradict the essential role of Grx5p in the activity of this complex,
reported by Rodriguez-Manzaneque et al. (2002) [9]. However, this discrepancy may be
attributed to the different technique used to measure complex II activity in that study,
which involved following the formation of formazan resulting from the reduction of a
tetrazolium salt by complex II [41], although formazan can also be formed by the reduction
of tetrazolium salts by ROS [42]. Therefore, we avoided this issue by monitoring the
reduction of DCIP. It has been proposed that Grx5Sp participates in ISC cluster biogenesis
by assisting in the transfer of Fe—S clusters from the scaffold to target proteins [43] and/or
by repairing mixed disulfides between glutathione and ISC assembly factors [44], although
its exact role remains yet to be elucidated. Thus, it appears that the function of Grx5p in the
assembly of Fe-S clusters from complexes II and III may be partially replaced by other

glutaredoxins.

Interestingly, although they lack Fe—S clusters, both complex IV and cytochrome b; (i.e.
heme-containing proteins) were also affected in all ZSC mutants, except grx5A (Fig 7). This
was not at all surprising since in yeast, decreased heme biosynthesis and cytochrome
deficiency are general phenotypic features of cells with an impaired mitochondrial ISC
system [6]. It has been observed that IS4/ and SSQI yeast mutants contain decreased
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amounts of hemes ct+c; and b and residual activity of cytochrome c¢ oxidase [45].
Concerning the null complex IV activity of iba57A cells, the same phenotype was reported
by Gelling et al. (2008) [10]. Furthermore, the same study reported that Iba57p is essential
for the maintenance of mtDNA. Therefore, it is feasible to hypothesize that the
maintenance of mtDNA could be crucial for ROS and ethanol tolerance after prolonged
exposure, which would be in agreement with the fact that mtDNA oxidative degradation
and depletion have been identified as important factors contributing to the deleterious
effects of oxidant agents on mitochondria [34]. Another possible reason for impaired
complex IV activity in these mutants is the inability to form supercomplexes with complex
I, as it has been demonstrated that when complex III has an incorrect conformation, the
activity of complex IV may be strongly affected [4,23]; this is in full agreement with the

impaired formation of III,IV; and 1V, supercomplexes, as shown in Figure 9.

Mitochondrial respiration was eliminated in ssq/A, isalA, and iba57A in every respiratory
state. This effect seems to be mainly attributable to defective electron transfer to O, at
complex IV, since this activity was fully inhibited in these cells (Fig. 6). Another factor
contributing to the respiratory incompetence of these mutants is their inability to oxidize
substrates at complex II, as demonstrated by their observed null succinate-DCIP
oxidoreductase and succinate-cytochrome ¢ oxidoreductase activities. The impairment in
the latter activity was not attributed to defective electron transfer at complex III, since we
detected cytochrome c reduction in isalA in the presence of glycerol at the same level as in
WT, and at moderately lower levels in iba57A (Fig 7). This is concordant with the fact that
Iba57p and Isalp do not participate in the assembly of the 2Fe-2S centers, which is the
type of ISC present in the Rieske subunit of the complex III [5]. However, Raman spectra
indicate that a decrease in Fe—S protein content occurs in isa/A and iba57A mutants,
although is not discarded that also mitochondrial proteins containing heme groups are
involved. The last observation is in accord with formation of supercomplexes in the ETC
that depend on Fe—S proteins, as seen in the isa/A and iba57A mutants in native gels,
suggesting that these proteins could also be involved in heme assembly in mitochondrial

respiratory complexes.
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Regarding the role of the functionality of the ETC in ethanol tolerance, it must be taken
into account that in yeast, mitochondria participate in the maintenance of the redox balance
during metabolism of sugars by oxidizing the NADH generated during both glycolysis and
ethanol oxidation by the cytosolic and mitochondrial isoforms of alcohol dehydrogenase
[46]. This process is very important to avoid deleterious production of mitochondrial ROS,
since high NADH/NAD" ratios favor higher rates of ROS production in the ETC [47]. In
yeast, the NADH dehydrogenases Ndel, Nde2, and Ndil shuttle electrons from NADH to
the quinone pool [48], and the ubiquinol generated is oxidized by the quinol-oxidase site of
complex III. Although the ssqlA, isalA, and iba57A mutants exhibited partial or full
complex III activity (Fig. 7), it is probable that the null activities of complexes II and IV
may be interfering indirectly with NADH oxidation and ethanol metabolism by preventing
the re-oxidation of electron acceptors in complex III, which in turn may lead to an increase
in the generation of semiquinone radicals favoring the generation of O,”. Moreover, it has
been demonstrated that the inhibition of complex II or complex IV may enhance
mitochondrial ROS production [49,50]. This idea is further supported by the fact that the
addition of antimycin A leads to ROS generation, as reflected by oxygen release from
mitochondrial suspensions at a similar level to the 7ip/A mutant. This also indicates that
ubiquinol is being oxidized at the quinol oxidase (Qo) site of complex III for bifurcated
reduction of cytochrome b and posterior O, formation by inhibited re-oxidation of
cytochrome bsq; in the quinone reductase site (Q;) induced by antimycin A [51]. Otherwise,
the generation of O, by antimycin A would not be possible. Furthermore, the exacerbation
of O, release by antimycin A with ethanol treatment (Figure 6 d, e) is suggestive of further
impairment of the Q cycle in complex III, corroborating the hypothesis that ethanol toxicity
is mediated by altered electron transfer in the ETC, leading to enhanced ROS generation. It
must be stressed again that O, generation is an indicator of ROS production because O is a
product of the degradation of O,” and H,0,, catalyzed by superoxide dismutase and
catalase, respectively. Importantly, we have also found that these mutants have increased
catalase activity [17], which may be an adaptive response to enhanced ROS generation due

to impaired ETC function.
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The fact that excessive iron in ssqlA, isal A, and iba57A mutants causes additive increased
ROS generation (Fig. 5a, b) is in agreement with the increase in O, generation observed in
these mutants in the presence of glucose plus 10% ethanol [16]. Because the release of free
Fe’" was enhanced in these mutants, OH' radicals may also be formed due to the reaction of
ROS generated in the ETC with iron through the Haber-Weiss cycle, which would lead to
worsening of the redox state with catastrophic consequences for the cell due to the high
reactivity of OH" with virtually any class of biomolecule. In summary, it can be suggested
that the iron-mediated mechanism of ethanol toxicity in the ssq/A, isalA, and ibaSTA
mutants may be the result of high NADH/NAD" ratios during ethanol oxidation due to
impaired electron transfer at complexes II and IV, which in turn leads to the reduction of
electron transporters in complex III and further generation and ROS, enabling these species
to release more iron from the prosthetic groups of Fe—S or heme proteins, contributing in
this way to a feedback mechanism of ROS generation via an increment in the free iron pool.
At the same time, this may be related to an apoptotic phenotype in ssqlA, isalA, and
iba57A mutants observed in the presence of 10% ethanol [17]. These suggestions are
supported by the fact that grx5A, the mutant with lower levels of released Fe®™ in the
presence of ethanol, still displayed OCR and partial activity of all ETC complexes, as well

as null oxygen release, (Figs. 6, 7).

An important finding was that in the phenotypes of the isa/A and iba57A mutants were
similar to the rip/A mutant (i.e. ROS susceptibility, ROS generation, Fe** release, OCR,
activity of the ETC complexes). We speculate that the free iron released may come from
Fe—S-containing proteins such as complexes II and III of the ETC, as the isalA and iba57A,
as well as the control strain rip/A mutant, were the major producers of ROS species, both
with and without ROS generators, suggesting that Fe—S-dependent recipient proteins are
involved. These facts combine to suggest that Isal and Iba57 proteins could be involved in
de novo Fe—S assembly or recycling of Fe-containing proteins from ETC complexes Il and

111, since Isalp and Iba57p have been described as iron reservoirs [12].

With the objective of elucidating the last hypothesis concerning the roles of Isal/Iba57 in

Fe—S assembly and iron recycling, two possible kinds of recipient proteins were evaluated.
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The cis-aconitase that contains a [4Fe—4S] cluster has been described as highly sensitive to
ROS and an iron donator for the Fenton reaction. In [2Fe-2S] clusters, the Rieske protein
from complex III of the ETC is a main source of superoxide generation in mitochondria
[12], along with succinate dehydrogenase from complex II, which contains [2Fe-2S], [3Fe—
4S], and [4Fe—4S] clusters [48]. Our results indicated that cis-aconitase activity was
affected in the /SC mutants (ssq/A and grx5A), and was almost totally abolished in mutants
isalA and iba57A, but not in the rip/A mutant (Fig. 8b). These findings confirm that in
[4Fe—4S] clusters, assembly into target proteins such as cis-aconitase is dependent on the
Isal and Iba57 proteins, as described previously [12]. Interestingly, the grx5A mutant
showed a diminishing of activity in complexes II and III (~65%), suggesting that the
assembly of the Fe—S clusters of complexes II and III be also assisted by Grx5 protein.
Abolishment of succinate dehydrogenase activity (null activity of complex II; Fig. 7b) in
the isalA and iba57A strains strongly suggests its involvement in assembly of Fe—S clusters
in the Sdh protein of complex II. Interestingly, Raman spectrophotometry determinations
indicated that the [2Fe-2S] and [4Fe—4S] cluster content in isolated mitochondria was
strongly diminished in the isa/A and iba57A mutants, and to a lesser degree in the grx5A
and ssq /A mutants, compared with the WT, corroborating that the Isal/Iba57 proteins are
involved in assembly of Fe—S clusters (Fig. 8a). Additionally, it has been reported that the
assembly of ETC supercomplexes formed by cytochrome bc; complex and cytochrome ¢
oxidase (complex III and IV of the ETC) is dependent on the integration of Rieske protein
into the bc; complex [4]; this finding is contrary to other studies suggesting that complex
IIT does not affect complex IV formation [23]. In this context, formation of ETC
supercomplexes III/IV in the S. cerevisiae ISC mutants were analyzed using native-blue
gels [23-25]. We found that supercomplex III,/IV, was virtually undetectable in the
mitochondria isolated from the ssqlA, isalA, and iba57A mutants, but supercomplex
III,/TV, was diminished in all /SC mutants, as well as in the rip/A mutant (Fig. 9).
Therefore, these findings may suggest that the Isal and Iba57 proteins are also involved in
the assembly of the Fe—S clusters into the apoproteins of complexe III. Alternatively, it
could also suggest that these proteins may be related to heme biogenesis or assembly in

ETC cytochrome-containing proteins such as complex IV or cytochrome b5, by modulating

85
Roclo Viridiana perez Ganarao TOB-UMSNH



Efecto de los componentes de la biogénesis de proteinas con centros Fe-S sobre la tolerancia a etanol y su relacion con el
estrés oxidativo en Saccharomyces cerevisiae

the bioavailability/recycling of Fe. However, more studies are needed to corroborate in

detail these hypotheses.

To summarize, exacerbation of ROS generation in S. cerevisiae caused by treatment with
stressors such as ethanol, H,O,, and menadione occurs via Fe* release, which is favored by
an iron-dependent ROS generation cycle. Our findings indicate that the free Fe*" is released
from Fe—S-containing proteins. The oxidative stress and effects of the Fe—S-containing
proteins leads to mitochondrial dysfunction. Raman spectroscopy and supercomplex
formation of mitochondria isolated from /SC mutants indicate that disruption of the Isal
and Iba57 proteins provokes a decrease in [2Fe—2S] and [4Fe—4S] cluster content that is
reflected in cytochrome bc; supercomplex formation, producing a dysfunctional ETC that

leads to apoptotic mitochondrial events.
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Figure legends

Figure 1. Growth kinetics of the S. cerevisiae ISC mutants in presence of ROS generators.
A) Yeast cultures were growth on liquid medium YPD as following: A) none, B) H,O, 6.25
mM, C) H,0, 12.5 mM, D) H,0; 25 mM, E) menadione 80 uM, and F) menadione 150 puM.
Cultures were incubated at 30 °C with light shaking and growth (biomass) was determined
by measuring O.D. at 600 nm. Each value represents the mean and standard errors of the
mean (SEM) are indicated as bars (n = 3), one-way analysis of variance (ANOVA) with
Bonferroni’s post-hoc test was used to compare mutants versus control WT strain,

significant differences (p < 0.05) are indicated (*).

Figure 2. Kinetics of ROS generation in suspensions of S. cerevisiae ISC mutants treated

with stressors. Yeast cultures were grown in liquid YPD medium without stressor and
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harvested in late exponential growth phase. Yeast YPD-grown cultures were incubated for
2 h with the respective ROS probe; then, the suspensions were treated with and without
stressor (ethanol 10%, H,O, 12 mM, and menadione 80 mM), incubated at 30°C with light
shaking, and at respective times samples (100 uL) were suspended in PBS buffer and the
ROS levels determined into the cells by real-time analysis by flow cytometry. A—F) Results
represent the percentage of cells that showed positive fluorescence. Yeast suspensions
without stressor (dashed lines) and with stressor treatment (continuous lines). The ROS
fluorescent probes DHE and DHR123 are O, indicators, and mitochondrial general ROS
(mainly H,0,), respectively. A—C) Fluorescence determination using DHE probe, D—F)
using DHR123 probe. Values are the mean of three independent experiments with 20,000
cells counted by flow cytometry per each point. SEM values are indicated as bars (n = 3),
one-way NOV with Bonferroni’s post-hoc test was used to compare mutants versus

control, significant differences (p < 0.05) are indicated (*).

Figure 3. Determination of Fe’" release in the S. cerevisiaze ISC mutants. Yeast cultures
were grown in liquid YPD medium, harvested and suspended in YPD at 1 x 10" cell/mL
and charged with the fluorescent probe Phen green FL and incubated by 2 h at 30°C with
light shaking in darkness. Then, yeast suspensions were treated with and without stressor
(ethanol 10%, H>O, 12 mM, and menadione 80 mM) incubating at 30°C with light shaking,
and at respective times samples (100 pL) were suspended in PBS buffer and the
fluorescence levels into the cells were quantified by real-time analysis by flow cytometry
by at least 6 h. Free Fe*" determination in yeast suspensions without stressor (dashed lines)
and with stressor treatment (continuous lines). Results represent the fluorescence intensity
of yeast cells. Values are the mean of three independent experiments with 20,000 cells
counted by flow cytometry per each point. SEM values are indicated as bars (n = 3), one-
way NOV with Bonferroni’s post-hoc test was used to compare mutants versus control,

significant differences (p < 0.05) are indicated (*).

Figure 4. Images of superoxide and Fe*" content in cells of S. cerevisiae treated with
oxidant agents. Yeast YPD-grown cultures were harvested and suspended in PBS at 1 x 10’

cell/mL and charged with the fluorescent probe DHE or Phen green FL and incubated for 2
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h at 30°C with light shaking in darkness. Suspensions were treated with and without
ethanol (10%), incubated for 30 min at 30°C and observed under a confocal microscope
(Olympus FV1000). Images were taken in fluorescence field for the WT and iba57A
mutant yeasts, without ethanol (glucose 2%) using the DHE probe for superoxide
determination (A-B) or using the Phen green FL probe for free Fe’" determination (C—D);
and with ethanol (10%) treatment using DHE probe (E—F) or Phen green FL probe (G—H).
Images of iba57A mutant yeast treated with ethanol using the D E and Phen green FL
probes for both superoxide and free Fe*~ determination at same time (I and J). Images of
the iba57A mutant using D E (K) and Phen green FL (L) probes. —H) 10x amplification,
I-J) 40x amplification, and K—M) 90x amplification of yeast cells. Superoxide generation
is shown as red cells and as red granules within the cells; free Fe*" is shown as green cells
and green granules within the cells. M) Turning color image to localize Fe*" accumulation

within the cell (red granules).

Figure 5. Effect of Fe”" treatment on S. cerevisiae ISC mutants. YPD-grown yeast cultures
were harvested and suspended in YPD at 1 x 107 cell/mL, charged with ROS-determination
probes, and subjected to Fe*" [FeSO4(NH,)] dose-response assays. Fluorescence intensity
was determined by flow cytometry using a DHE probe (A), and DHR123 (B). Yeast
suspensions were treated with Fe*" [FeSO4(NH,)] (10 pM) with and without the metal
chelator 1,10-phenanthroline (1 mM), and the percentage of fluorescent cells was
determined using the ROS determination probe DHR123 by flow cytometry (C). Yeast
suspensions were treated with and without ethanol (10%) and with 1,10-phenanthroline (1
mM), and the percentage of surviving cells was determined using Trypan Blue staining;
yeast counts were performed using a Neubauer chamber [17]. Values are the mean of three
independent experiments with 20,000 cells counted by flow cytometry for each point. SEM
values are indicated as bars (n = 3), and a one-way N OV with Bonferroni’s post-hoc
correction was used to compare mutants with the control (A—C), significant differences (p <
0.05) are indicated by (*); or Tukey’s post-hoc for (D), significant differences (p < 0.05)

with respect to the WT control are indicated with different lowercase letters.
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Figure 6. Respirometry test of mitochondrion from the S. cerevisiae ISC mutants.
Mitochondrial functionality was evaluated in yeast suspensions obtained from cultures
grown in liquid YPD medium, cells were harvested in the late exponential growth phase
and re-suspended in MES-TEA buffer with glucose or with ethanol and incubating at 30°C
with light shaking. Cells were used for oxygen consumption rate (OCR) measurement with
a Clark-type oxygen electrode coupled to a biological oxygen monitor as described in
materials and methods. A—C) Basal OCR with glucose as substrate, D-F) with ethanol
treatment. A and D) OCR under coupled state, B and E) OCR under uncoupled state using
CCCP as uncoupling, C and F) OCR under complex III blocking using Antimycin A as
inhibitor. Values are mean of three independent experiments. SE values are indicated as
bars (n = 3), one-way N OV with Tukey’s post-hoc test was used to compare yeast

strains, significant differences (p < 0.05) are indicated with different lowercase letters.

Figure 7. Analyses of mitochondrial complex functionality in S. cerevisiae ISC mutants.
Mitochondrial functionality was evaluated in mitochondrial suspensions obtained from
cultures grown in liquid YPD medium, cells were harvested in the late exponential growth
phase, mitochondria were isolated and re-suspended in the appropriate buffer, and
mitochondrial activities were measured as described in the Materials and Methods. A)
membrane potential, B) activity of succinate-DCIP oxidoreductase, C) activity of succinate-
cytochrome ¢ oxidoreductase, D) activity of glycerol-cytochrome ¢ oxidoreductase, E)
activity of L-lactate-cytochrome ¢ oxidoreductase, and F) activity of cytochrome ¢ oxidase.
Values are the mean of three independent experiments. SE values are indicated as bars (n =
3), aone-way NOV with Tukey’s post-hoc test was used to compare yeast strains, and
significant differences (p < 0.05) are indicated with different lowercase letters. In (D—E)
significant differences (p < 0.001, p < 0.01, p < 0.05) are indicated with *** ** and *,

respectively.

Figure 8. Analysis of mitochondrial Fe—S-containing proteins in S. cerevisiae ISC mutants.
Cell extracts of yeast cultures grown in YPD to the late exponential growth phase were
used to isolate mitochondria, as described in the Materials and Methods. A) Raman
scattering spectra of the mitochondria isolated from S. cerevisiae ISC mutants. Raman
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spectra were recorded at 21 K with 140 mW of 457.9 nm laser excitation. Each spectrum is
the average of scans recorded over 30 sec, using photon counting at 0.5 cm™ increment
spectral resolution. Bands corresponding to the [2Fe-2S] and [4Fe—4S] clusters are
indicated with arrows (270—320, 345-360, 395-420, and 490520 cm™") [22]. B) Enzymatic
activity of cis-aconitase was determined in mitochondrial suspensions as described in the
Materials and Methods. Values are the mean of three independent experiments. SE values
are indicated as bars (n = 3), a one-way N OV with Tukey’s post-hoc test was used to
compare yeast strains, and significant differences (p < 0.05) are indicated with different

lowercase letters.

Figure 9. Analyses of supercomplex formation in the mitochondrial ETC of S. cerevisiae
ISC mutants. To analyze ETC supercomplex formation, mitochondrial suspensions isolated
from yeast grown on glucose at the late exponential growth phase were solubilized and
separated using blue native polyacrylamide gel electrophoresis (BN-PAGE), as described in
the Materials and Methods [23-25]. The ETC mitochondrial supercomplexes and their
molecular mass in kilodaltons are indicated to the right of the gel (A) as described
elsewhere [23,25]. (B) Quantification of band intensities of the supercomplexes observed in
(A). Data corresponds to three independent assays determining the band intensity by
densitometry analysis using Image J software. Values are the mean of three independent
mitochondrial suspension isolation assays. SE values are indicated as bars (n = 3), a one-
way N OV with Tukey’s post-hoc test was used to compare yeast strains, and significant

differences (p < 0.05) with respect to the WT control are indicated with an (*).

Figure 10. Model proposed for the mechanism of mitochondrial generation of ROS
dependent on free Fe*" from Fe-S-containing proteins in S. cerevisiae. The [2Fe—2S]
commonly carried by the multi-protein complex (Ssql-Jacl-Mgel-Grx5) can also be
assembled into recipient apoproteins, such the Rieske protein of cytochrome bc/ from
respiratory complex III. The Isal and Iba57 proteins may function as iron reservoirs, from
which the metal can subsequently be transferred to [2Fe—2S] centers or heme prosthetic
groups from cytochrome bc;. When the superoxide (O,") is generated by electron leaking
in the ETC, and other ROS generated by oxidative metabolism or by oxidant agents, the
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[4Fe—4S], [3Fe—4S], or [2Fe-2S] clusters contained in the Fe—S proteins are disrupted,
provoking a generalized uncoupling/denaturing of proteins (probably also of the ETC),
causing release and increment in the iron labile pool (Fe’"), which by Fenton and Haber
Weiss reaction mechanisms, increases mitochondrial ROS levels. If the ISC assembly
system is dysfunctional, supercomplex (II[,IV,) formation is affected, provoking ETC
dysfunction, and thence ROS generation levels are increased in an additive manner by a
vicious circle of Fe—S-containing proteins, causing an imbalanced ROS content (such as
H,0, and superoxide species), that provokes mitochondrial dysfunction and may ultimately

lead to apoptotic events.
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Figure 6

Figure 7
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5.- RESULTADOS ADICIONALES

5.1 La tolerancia a estrés oxidativo es afectada por mutaciones en el sistema ISC de S.

cerevisiae

Se siguiere que unos de los efecto toxicos del etanol en S. cerevisiae es la
generacion de ERO, por lo tanto este agente deberia de tener efectos similares a sustancias
generadoras de ERO. Para evaluar la participacion de proteinas pertenecientes al sistema
ISC de S. cerevisiae sobre la tolerancia a estrés oxidativo, se efectuaron pruebas de
susceptibilidad a los generadores de ERO H,0, y menadiona realizando curvas dosis-
respuesta asi como diluciones en caja. Las cepas mutantes ssqlA4, isad y ibaAd presentan
menor crecimiento en presencia de H,O, y menadiona comparadas con la silvestre, mientras
que las cepas mutantes isud, grx54, asi como las cepas controles (acold y sdh24) muestran
un comportamiento similar a la silvestre (Fig.1a). Fenotipos similares fueron encontrados
en los ensayos de dosis-respuesta (Fig. 1b-c). En estos ensayos no se presentan los
resultados de las cepas controles, sin embargo, datos previamente obtenidos en nuestro
grupo de trabajo muestran que estas cepas presentan un comportamiento similar a la
silvestre.

Para obtener datos numéricos de este efecto se calculd la concentracion inhibitoria
media (Cisp) para cada sustancia a partir de los datos obtenidos de las curvas dosis-
respuesta. Encontrando que para H,O, (en mM) fue de: Assql (7.1 = 0.96), disul (19.1 £+
0.81), disal (10.1 £ 0.18) y 4iba57 (8.8 £ 0.27), mientras que en la silvestre ésta fue de
20.1 £ 091 mM de H,O,. Resultados similares fueron observados con menadiona,
encontrando la Cysp de Assql (99.6 £ 0.12), Adisul (148.7 £ 0.21), disal (88.1 £ 0.11) y
Aiba57 (76 £ 0.27) uM de menadiona y para la silvestre de 158.1 = 0.17 uM menadiona.
Lo que indica que la tolerancia de S. cerevisiae a los generadores de ERO se encuentra
claramente disminuida en las mutantes en los genes SSQI, ISAI e IBA57. Ademas, la
similitud en los efectos sobre el crecimiento del etanol y los generadores de ERO de las
cepa mutantes sefialan que la toxicidad del etanol via estrés oxidativo esta relacionado con
el sistema ISC.

Se ha considerado al acetaldehido, un metabolito del etanol, como el principal

causante de la toxicidad del etanol. Se sabe que este metabolito es generador de estrés
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oxidativo (Fridovich, 1989; Novitskiy et al., 2006), por lo tanto, la posible generacion de
ERO por etanol podria ser via acetaldehido. Para analizar el efecto del acetaldehido sobre el
crecimiento de nuestras cepas se realizd una curva dosis-respuesta en presencia del
acetaldehido. Se observd que el acetaldehido a una baja concentraciéon provoca una
disminucién sobre el crecimiento en todas las cepas, siendo este efecto superior en las
mutantes ssq /4, isad 'y ibaA; observando un fenotipo similar al obtenido con etanol, H,O,y

menadiona.

Figura 1.- Efecto generadores de ERO en mutantes del sistema ISC de S. cerevisiae.
Cultivos crecido en fase exponencial fueron lavados y resuspendidos en PBS (10°
células/ml), 10 pL de la suspension de cada cepa y diluciones seriadas (10'-10%) fueron
inoculadas en cajas con YPD solido con diferentes concentraciones de H,O, y menadiona
A) las cuales fueron incubadas a 30 °C por 72 h. Cultivos de levadura fueron crecidos en
medio YPD liquido con diferentes concentraciones de H,O, B), menadiona C), y
acetaldehido D) incubadas a 30°C por 12 h con agitacion constante. Posteriormente el
crecimiento fue registrado por densidad oOptica (D.O. ¢p.) Cada valor representa el
promedio de tres experimentos independientes (por triplicado), las barras indican el error
estandar. 2-Anova Bonferroni * p <0.05 vs wt.
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5.2 Las defensas antioxidantes son alteradas por mutaciones en el sistema ISC y etanol
en S. cerevisiae

Durante el estrés oxidativo existe un incremento de ERO y/o disminucion en las
defensas antioxidantes. Para evaluar si el estrés oxidativo provocado por etanol altera los
sistemas antioxidantes se analizaron algunas defensas antioxidantes. El glutation es el
compuesto tidlico méas abundante dentro de las células, siendo el sistema antioxidante mas
importante. En S. cerevisiae el glutation se encuentra principalmente en la mitocondria.
Cabe mencionar que en la fig. 5 del capitulo 1 se muestran resultados del glutation, sin
embargo, para comparar con tiempos superiores (6 h) se muestran los tiempos de 0 y 3 h.
Ensayos realizados en mitocondrias muestran que la mutacion en los genes SSQI, ISAI e
IBA57 provocan una disminucion significativa tanto en el contenido total de glutation como
en el contenido de GSH con respecto a la cepa silvestre (Fig. 2a), siendo este efecto
superior en presencia de etanol incubado durante 3 y 6 h (Fig. 2b-c). Mientras que la
mutacion en los genes SDH2, ACOI y COX2 no muestras diferencias significativas (Fig.
2a-c). Con respecto a la relacion GSH/GSSG, la cual es el mejor indicador de dafio
oxidativo, La mutacion en los genes SSQ1, ISAI e IBA57 promueven una disminucion en la
relacion GSH/GSSG (Fig. 2d). En presencia de etanol (3 h) esta disminucion es
significativamente alterada (Fig. 2e), mostrando ademés que en tiempos prolongados (6 h)
la relacion GSH/GSSG se encuentra dramaticamente disminuida, indicando que el etanol
provoca dafo oxidativo el cual es exacerbado por un sistema ISC disfuncional. Dentro de
los antioxidantes enzimaticos, la catalasa junto con la superdxido dismutasa conforman la
primera linea de defensa, ademas, el peroxido de hidrogeno substrato de la catalasa en
presencia de hierro libre producen el radical hidroxilo. En este estudio se analizo la
actividad de la catalasa. Todas las mutantes, a excepcion de acol4, muestran un incremento
en la actividad de la catalasa comparadas con la silvestre, mientras que la mutante isu4
muestra una menor actividad (capitulo 1, fig. 6a; Fig. 2g). Sin embargo, en presencia de
etanol (10%, 3 h) la cepa silvestre y la mutante acol/4 muestran un incremento en la
actividad, lo que indica que el etanol promueve la actividad de la catalasa como respuesta a
la produccion de ERO generadas. Mientras que en las mutantes no se observo diferencia a

este tiempo de incubacion, probablemente por encontrarse inducida desde el inicio.
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Figura 2.- Cuantificacion de glutation, actividad de catalasa y efecto de antioxidantes en
mutantes de S. cerevisiae en el sistema ISC. Contenido de glutation y relacion GSH/GSSG en
mitocondrias aisladas de cultivos con etanol (10%) incubadas 0 h (AyD); 3h(ByE)y 6 h (Cy F),
respectivamente. Células crecidas en fase exponencial fueron tratadas con y sin etanol (10%) y la
actividad de la catalasa fue analizada a diferentes tiempos de incubacion (g). Cultivos crecido en
fase exponencial fueron lavados y suspendidos en PBS (10° células/ml), 10 uL de la suspension de
cada cepa y diluciones seriadas (10'-10%) fueron colocadas en cajas con YPD solido con diferentes
concentraciones de HO, mas SmM de acido ascorbico o GSH, posteriormente fueron incubadas a
30 °C por 48h h). Cada valor representa el promedio de tres experimentos independientes las barras
indican el error estandar. 1-Anova Bonferroni * p <0.05 vs wt y # vs incubacion 3 h.
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Sin embargo, a tiempos de incubacion superiores (6 h) la actividad disminuyé
significativamente en todas las cepas comparadas con la incubacioén a 3 h. Lo cual indica
que la catalasa es afectada por el elevado incremento de ERO observadas a este tiempo (Fig.
2g). Como se muestra en la fig. 6b del capitulo 1 la adicion de compuestos antioxidantes
como acido ascoérbico y GSH revertieron en mayor o menor medida la toxicidad del etanol
(10%). También observamos el mismo fenotipo al adicionar estos antioxidantes en
presencia de H,O, (Fig. 2h); indicado que la toxicidad del etanol es via estrés oxidativo y

que la adicion de agentes antioxidantes produce un efecto protector.

6.- DISCUSION

Saccharomyces cerevisiae es la levadura asociada a la fermentacion alcohodlica y
estd intimamente relacionada al progreso y bienestar de la humanidad. Recientemente, su
importancia ha incrementado por su utilizaciéon en la obtencion de biocombustibles. La
produccion rentable de etanol depende, entre otros factores, de la répidez y el alto
rendimiento en la conversion de los azucares a etanol, lo que a su vez depende de la
capacidad de las levaduras para sobrevivir bajo las condiciones encontradas en los procesos
industriales (Snowden et al., 2009). A pesar de la inherente capacidad que posee S.
cerevisiae para producir y tolerar etanol, este puede llegar a ser letal a concentraciones altas.
El conocimiento del impacto de la toxicidad del etanol en la célula y como ésta responde,
puede contribuir a encontrar estrategias para mejorar la tolerancia a etanol (Stanley et al.,
2010). Se han descrito una gran variedad de genes involucrados en la tolerancia a etanol,
estos genes abarcan una gran diversidad de funciones bioldgicas que van desde biosintesis
de 4cidos grasos hasta metabolismo y respuesta a estrés general (Ma y Liu, 2010). Sin
embargo, los mecanismos de la tolerancia a etanol atin no son totalmente comprendidos.

Ademas de su trascendental uso industrial, S. cerevisiae ha sido el modelo eucariota
elegido por excelencia en la investigacion cientifica debido a sus multiples ventajas; se
reproduce facilmente es manipulable genéticamente en el laboratorio, lo cual ha contribuido
importantemente a elucidar procesos bdasicos de la fisiologia celular y de patagenesis en
eucariotas superiores (Chang y Burgess, 2002). En relacién a esto, el estudio del efecto del
etanol en los seres humanos ha tomado gran relevancia debido a las consecuencias

patalogicas de su consumo. Estudios tanto en mamiferos (Hoek et al, 2002) como en
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levadura (Costa et al., 1993; Kitagaki et al., 2007; Yang et al, 2012), sugieren que la
toxicidad del etanol esta relacionada con el estrés oxidativo y la disfunciéon mitocondrial;
sin embargo, a pesar de las intensas investigaciones realizadas los mecanismos ain no son
claros.

Por otro lado, estudios previos sugieren que el sistema ISC podria estar relacionado
con la tolerancia a etanol tanto en bacterias (Campos-Garcia et al., 2001) como en la
levadura (Yoshikawa et al., 2009). Este sistema localizado en la mitocondria es esencial
para el ensamble y/o reparacion de centros [Fe-S] de la célula y estd compuesto por
aproximadamente 17 proteinas codificadas por genes nucleares entre los que se encuentran:
NFS1, ISUIL, ISU2, ISA1, I1SA2, JAC1, SSQ1, YAHI, GRX5, y IBA57 (Lill et al., 2012). Este
sistema también participa en la homeostasis del hierro, el cual en estado libre provoca
estrés oxidativo. Con base en todo lo anterior, el objetivo de la presente investigacion fue
estudiar el mecanismo de tolerancia a etanol, su relacion con el estrés oxidativo y la
biogénesis de proteinas con centros [Fe-S] usando como modelo de estudio la levadura de S.
cerevisiae.

Se ha sugerido que el producto de del gen IS4/ de la levadura es importante para la
tolerancia a etanol (Yoshikawa et al, 2009). Sin embargo, no existen estudios mas
detallados y directos acerca de la relacion entre el sistema ISC y la tolerancia a etanol en S.
cerevisiae. La funcion del sistema ISC es complejo, sin embargo, se pueden indentificar
dos procesos principales: el centro [Fe-S] se ensambla inicial y transitoriamente
ensamblado en la proteina Isulp y posteriormente, se libera, transporta e incorpora a la apo-
proteina receptora con la participacion de Ssqlp, Jaclp y GrxSp (Lill et al.,, 2012). Para la
incorporacion de los centros [4Fe-4S] clibicos de proteinas mitocondriales son requeridas
las proteinas Isal/2p e Iba57p (Miihlenhoff ef al., 2012).

En este estudio se analiz6 la participacion del sistema ISC en el mecanismo de
tolerancia a etanol en S. cerevisiae usando cepas mutantes en los genes ISUI, SSQI, ISA1,
IBA57 y GRX3S, los cuales participan en distintos pasos de la biogénesis de proteinas con
centro [Fe-S]. Los resultados indican que la mutacién de los genes SSQI, ISAI e IBA57
disminuyen significativamente la tolerancia a etanol, lo cual se vio reflejado como una
mayor inhibicion del crecimiento, mostrando una concentracion inhibitoria 50 (Clsogion)
para estas cepas de 15-20 % mas baja comparadas con la silvestre, asi como una
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disminucién significativa en la sobrevivencia en presencia de concentraciones toxicas de
etanol (10%) mostrando menos del 50% de sobrevivencia a tiempos de incubacion elevados
(6 h) y un tiempo letal 50 (TLsoom 10 %) de 3-4 h, mientras que en la cepa silvestre fue de
11+ 1.5h (Fig. 1 y2, capitulo 1). Estos datos por lo tanto corroboran la idea de Yoshikawa
et al. (2009) de que los productos de los genes ISC pueden estar involucrados en la
tolerancia a etanol en S. cerevisiae. El efecto del etanol sobre el crecimiento y la
sobrevivencia fue menor en las mutantes isul/4 y grx54, lo que indica que la mutacioén de
estos genes afecta en menor medida la tolerancia a etanol. En el caso de mutante isul4, la
menor toxicidad al etanol podria estar relacionada con la existencia de un gen homoélogo de
ISUI, el gen ISU2, lo cual sugiere una complementacion de dicha funcién. En relacion al
fenotipo observado en la cepa grx54, se podria hipotetizar que esta funcidon no es escencial
y probablemente otra/s proteina/s podrian suplir su funcién.

El interés principal de este trabajo fue conocer de qué manera el sistema ISC puede
estar participando en el mecanismo de tolerancia a etanol. No obstante que la hipotesis
planteada de inicio fue que el sistema ISC participa en el mecanismo de tolerancia a etanol,
cabe la posibilidad de que también alguna o algunas proteinas con centros [Fe-S]
sintetizadas por este sistema sistema estén involucradas en el mecanismo de tolerancia a
etanol. Existe una gran variedad de proteinas con centros [Fe-S] las cuales cumplen
diversas funciones biologicas (Tabla 1); sin embargo, el hecho de que el fenotipo de
sensibilidad al etanol fue claramente marcado en la cepas mutantes en los genes SSQ/,
ISAI e IBA57 diminuye el nimero de proteinas a solo aquellas proteinas mitocondriales con
centros [4Fe-4S]. Las proteinas mitocondriales especificamente con este cofactor son la
aconitasa (Acolp), la homoaconitasa (Lys4p), la biotina sintasa (Bio2p), la lipoato sintasa
(LipSp) y la subunidad 2 (Sdh2p) del complejo succinato deshidrogenasa (Miihlenhoff et
al., 2012).

La aconitasa es la enzima que participa en la segunda reaccion del ciclo de krebs y
cataliza la isomerizacion estéreo-especifica de citrato a isocitrato via la formacién de cis-
aconitato, donde el centro [4Fe-4S] se encuentra en el sitio catalitico y es el responsable de
la unién al substrato. La aconitasa posee una funcién dual al participar como nucleoide
protegiendo al ADNmt del dafio oxidativo (Chen et al., 2007). Sin embargo, se ha
demostrado que mientras el centro [4Fe-4S] es esencial para la actividad catalitica de la
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aconitasa, no lo es para su actividad protectora del ADNmt. Sin embargo, un estudios
realizados por Gelling et al. (2008) han mostrado que la mutante iba574 provoca un
aumento en la apoproteina insoluble de Acolp insoluble en la membrana mitocondrial
interna. Esto indica que a pesar de los altos niveles de apo-Acolp no son suficientes para la
proteccion del ADNmt. Por lo tanto, esta funcidon podria ser mas importante en la tolerancia
a etanol que su actividad en el ciclo de Krebs ya que se ha sugerido que la degradacion
oxidativa del ADNmt es un factor importante que contribuye a la toxicidad del etanol en la
mitocondria (Ibeas y Jiménez, 1997; Mansouri et al., 2001). Sdh2p es otra proteina
mitocondrial con tres centros [Fe-S], dentro de los cules uno es del tipo [4Fe-4S], cuya
funcion es transportar los electrones de la oxidacion del succinato hacia la (CTE). A pesar
de que previamente se habia reconocido que el complejo II no contribuye
significativamente a la produccion de ERO, algunos datos recientes muestran que existe
una considerable generacion de ERO por este complejo en modelos de roedores (Quinlan et
al., 2012). Otras proteinas con centros [4Fe-4S] son la lipoato sintasa y la biotina sintasa;
estas proteinas catalizan uno de los pasos de la via de la sintesis de los cofactores acido
lipdico y biotina, respectivamente. El 4cido lipdico participa en el complejo PDH, ademas
puede actuar como antioxidante en su forma reducida (Packer et al., 1995; Gurer et al.,
1999; Shay et al., 2009) y como quelante de metales pesados (Rooney, 2007). Estudios
previos de analisis sistematicos con mutantes de S. cerevisiae han sugerido que Lip5p es
importante en la tolerancia a etanol (Yoshikawa et al, 2009; Teixeira et al., 2009), asi
como en el mantenimiento del ADNmt (Sulo y Martin, 1993). La biotina ha sido
ampliamente reconocida por su participacidn como coenzima unida covalentemente a
carboxilasas (Knowles, 1989). Estudios recientes muestran que la biotina también tiene un
papel Unico en sefalizacion celular, la regulacion epigenética y en la estructura de la
cromatina (Zempleni, 2005). Sin embargo, su deficiencia no ha sido relacionada con
sensibilidad al etanol. Con estos antecedentes se analizd en este estudio se analiz6 la
participacion de las proteinas Acolp y Sdh2p en la tolerancia a etanol usando cepas de S.
cerevisiae mutantes en estos genes. Sin embargo, aunque la cepa sdh24 mostrd una ligera
disminucion en el crecimiento a 8 % de etanol (Fig. 1b, capitulo 1) la mutaciéon en estos
genes no influyd de manera significativa en la tolerancia a etanol, mostrando fenotipos
similares a la cepa silvestre (Fig. 1 y 2, capitulo 1).
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Analisis previos de nuestro grupo de trabajo mostraron que la mutacion de LIPS no
afecta tampoco la tolerancia a etanol (datos no mostrados). Esto indica que las proteinas
blanco de Isalp/Iba57p no son las responsables del fenotipo observado en las mutantes
isalAd y iba574, o por lo menos no en ausencia de una de estas proteinas blanco. Por otra
parte los datos obtenidos con la cepa acol4 pueden explicarse en funcion de la existencia
de una posible isoenzima codificada por el gene pardlogo 4CO2 (Van den Berg et al,
1998). Cabe senalar que aunque las alteraciones en el sistema ISC provocan una deficiencia
respiratoria, el fenotipo de susceptibilidad a etanol podria estar relacionado con una
incapacidad para metabolizarlo. Por lo tanto, cualquier alteracion en la CTE podria mostrar
el mismo fenotipo. Por esta razon, se analizd la mutante de la subunidad cox24 del
complejo IV, la cual no contiene centros [Fe-S], en la cual se encontré una ligera
disminucion en el crecimiento en presencia de etanol a concentraciones de 8% (Fig. la,
capitulo 1), no obstante, el efecto del etanol fue menor que en las mutantes ssql4, isald'y
iba574. También, se observo que la mutacion en COX2 provoca una diminucién en la
velocidad de crecimiento en presencia de altas concentraciones de etanol (10%) (Fig. 2c,
capitulo 1). Sin embargo, a esas concentraciones no se observaron diferencias significativas
en la sobrevivencia respecto a la silvestre (Fig. lc, capitulo 1). Lo que suguiriria que un
sistema ISC disfuncional tiene un mayor efecto en la tolerancia a etanol mas que un bloque
o disfuncion en la CTE. Sin embargo, andlisis de nuestro grupo de trabajo mostraron que la
mutacion en la subunidad RIPI del complejo II1, el cual contiene un centro [2Fe-2S] tiene
un efecto similar que la mutacion en /BA57 en presencia de etanol (datos no mostrados). Lo
que indica la importancia de esta proteina en la tolerancia a etanol.

Con el objetivo de dilucidar el posible mecanismo que relaciona la tolerancia a
etanol en S. cerevisiae y su relacion con la biogénesis de proteinas con centros [Fe-S] se
analiz6 el papel del sistema ISC en la regulacion del hierro y su inherente toxicidad. Se ha
demostrado que el sistema ISC también es crucial para mantener la homedstasis del hierro
no s6lo mitocondrial (Schilke ef al.,, 1999; Li et al., 1999), sino también de toda la célula
(Chen et al., 2004; Rutherford et al., 2005). Se sabe que una alteracion en el sistema ISC
promueve la entrada de hierro a la célula via Atflp. Se ha reportado que la activacion de
Atfl no es dependeindete del hierro citosélico, sino de la disponibilidad de hierro
mitocondrial mediante un producto generado por el del sistema ISC y exportado por Atmlp
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(Rutherford et al., 2005). Asi, la deplecion de Nfs1p (cisteina desulfurasa) incrementa hasta
30 veces los niveles de hierro mitocondrial en comparacion con la silvestre (Kogan et al.,
1999). La mitocondria es el sitio donde se llevan a cabo los dos procesos de mayor
utilizacion del hierro: la biogénesis de proteinas con centros [Fe-S] y biosintesis de grupos
hemo, por lo que resulta claro el papel crucial que desempefia la mitocondria en la
regulacion global de numerosos procesos celulares relacionados con la homeostasis de
hierro (Hausmann et al., 2008). El manejo del hierro por la mitocondria debe de estar
altamente regulado para evitar el incremento en la concentracion del dafiino hierro libre.
Los ones Fe™ y Fe *" catalizan la formacion del altamente reactivo radical hidroxilo (HO")
en la presencia del anion superoxido (O;7) y H,O, a través del ciclo Haber-Weiss y la
reaccion del Fenton. La mitocondria es la principal fuente de estas ERO producidas
fisiolégicamente a través de la CTE; sin embargo, diversos factores promueven un
incremento en la generacion de ERO, tal es el caso de la toxicidad generada por etanol en S.
cerevisiae (Costa et al., 1993; Kitagaki et al., 2007).

Para evaluar la participacion del sistema ISC sobre la tolerancia a estrés oxidativo y
su posible correlacion con la tolerancia a etanol, en el presente estudio se analizd la
susceptibilidad a sustancias generadores de estrés oxidativo como el H,O, y la menadiona
(un generador de O;") en las diferentes cepas mutantes. A este respecto, se observd un
comportamiento similar al obtenido con etanol; las mutantes en SSQI, ISAI e IBA57
muestran claramente una incremento significativo en la susceptibilidad a sustancias
oxidantes, ya que se observd que la Clsy para H,O;, disminuy6 (35-50%) para las éstas
cepas comparadas con la silvestre, mientras que para la menadiona la disminucion fue del
45-50% (Fig. 1, capitulo 2; Fig. la-c, resultados adicionales). Sin embargo, la cepa mutante
en GRX5 también muestra una disminuciéon en el crecimiento en presencia de los
generadores de ERO en la curva dosis respuesta no siendo asi en las diluciones en caja (Fig.
la-b, resultados adicionales). Esto podria explicarse por una menor superificie de contacto
del compuesto y la levadura en medio sélido, lo cual se refleja en un menor estrés generado.
Adicionalmente, se observa que la mutacién en los genes ACOI y SDH2 no afecta la
tolerancia a los generadores de ERO (Fig. la-c, resultados adicionales). Sin embargo, se
observo que tanto el H,O, como la menadiona provocan una mayor disminucion en la
velocidad de crecimiento en la mutante rip/4 (Fig. 1, capitulo 2). Estos datos indican que la
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tolerancia de S. cerevisiae a sustancias generadores de ERO fue claramente disminuida en
las cepas ssqlA, isalA, iba57A y riplA. La similitud de la participacion del sistema ISC
sobre la tolerancia a etanol y los generadores de ERO sugieren que la toxicidad del etanol
puede estar relacionada por la generacion de ERO. En relacion a esto se sabe que el
acetaldehido, un metabolito del etanol es un potente generador de ERO, por lo tanto, una
via de generacion de ERO podria ser promovida por el acetaldehido (Fridovich, 1989;
Novitskiy et al, 2006). En concordancia con lo anterior, las mutantes ISC que poseen
mayor sensibilidad al etanol y compuestos generadores de ERO también lo son para el
acetaldehido (Fig. 1d, resultados adicionales).

Para comprobar que el etanol efectivamente promueve un incremento en la
generacion de ERO y que esto es exacerbado por la disfuncion en el sistema ISC, se
analizaron mediante citometria de flujo los niveles intracelulares de ERO usando tres
sondas fluorescentes sensibles a ERO. En ausencia o en presencia de etanol (10%) existe un
incremento tanto en el porcentaje de células fluorescentes (PCF) como en la intensidad
media de fluorescencia (IMF) en las mutantes /SC. El crecimiento de las mutantes /SC no
fue disminuido o deteriorado en condiciones fermentativas (Fig. 1a (0%) y 2a, capitulo 1),
por lo que se sugiere que los niveles de ERO encontrados en las mutantes no son
suficientemente toxicos o los mecanismos de neutralizacién fueron capaces de contrarrestar
sus efectos. Sin embargo, la mutante rip/4 muestra niveles de ERO mayores comparados
con las mutantes /SC aun sin etanol (Fig. 2, capitulo 2)., lo cual concuerda con la mayor
sensibilidad de ésta cepa a los generadores de estrés oxidativo (Fig. 1, capitulo 2), lo que
indica la importancia de esta proteina en mantener bajos niveles de ERO. Interesantemente,
en presencia de etanol el mayor incremento tanto en la IMF como en el PCF fue observado
en las cepas ssq4, isad 'y iba54 asi como en la grx4, aunque en menor grado comparadas
con la cepa isulA y la silvestre (Fig.3 y S1, capitulo 1). Ademads, la mutante rip/4 muestra
niveles superiores de ERO (Fig. 2a y 2d, capitulo 2). En S. cerevisiae la mayor fuentes de
ERO es la CTE y puesto que los niveles de ERO fueron exacerbados en presencia de etanol,
estos datos confirman que la generacion de ERO (O, y H,O») por el complejo III de la
CTE es dependiente de la funcionalidad del sistema ISC bajo tratamiento con etanol.

Ademas, para corroborar que tanto el O, como el H>O, producidos por la adicion
del etanol son responsables del fenotipo observado, se decidi6 analizar los niveles de ERO
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en presencia de H,0O, y de menadiona. Bajo estas condiciones se detectdé un
comportamiento similar al obtenido con etanol (Fig. 2b-c y e-f, capitulo 2). Sin embargo, es
ampliamente conocido que una disfunciéon mitocondrial provoca incremento en los niveles
de ERO. Con el objetivo de excluir que el fenotipo de estrés oxidativo era un efecto
secundario, se analizo la cepa mutante cox24 ademas de las mutantes acolA y sdh2A4. Los
resultados indican que aunque la mutacion en los genes COX2 y SDH?2 provoca un aumento
en los niveles de ERO en presencia de etanol comparados con la silvestre, éstos fueron
menores que los observados en la mutantes ISC (Fig. 3, capitulo 1). Esto corrobora la
participacion del sistema ISC en la generacion de ERO inducidas por etanol principalmente
en el complejo III de la CTE.

Ademas de evaluar el efecto del etanol (10%) sobre los niveles de ERO al
adicionarlo al medio de cultivo (mimetizando las concentraciones obtenidas durante la
fermentacion), también se evalud el efecto de la acumulacion del etanol durante el proceso
de fermentacion. Durante la fermentacion una rapida conversion de glucosa a etanol es un
factor clave para un proceso eficiente, lo cual a su vez depende de la capacidad que tenga
la levadura de contrarrestar la toxicidad generada durante la acumulacion de etanol. Para
analizar este efecto de igual manera se analizé la produccion de ERO de las diferentes
cepas durante un ensayo de fermentacion usando una concentracion de glucosa capaz de
producir suficiente etanol en concentraciones toxicas (10%). Todas las cepas fueron
capaces de crecer en medio YPD con 200 gL' de glucosa, observandose velocidades
similares de consumo de glucosa y produccion de etanol, lo que significa que las mutantes
ISC no fueron afectadas significativamente en su capacidad fermentativa (Fig. 4a-b). A
pesar de que a tiempos medios (24-72 h) los niveles de ERO en las mutantes /SC fueron
similares o inferiores comparados con la silvestre, a tiempos prolongados (120-144 h),
cuando las concentraciones de etanol fueron altas (9-10 %) se observd un incremento
significativo de ERO en las cepas mutantes ssql4, isalAd y iba57/4, mientras que en las
cepas acold, sdh24 y cox24 los niveles de ERO fueron similares a la silvestre (Fig. 4c,
capitulo 1). Estos datos sugieren que aunque el sistema ISC no contribuya en la capacidad
fermentativa si influye en la susceptibilidad hacia el etanol, ya que la acumulacion de
etanol durante el proceso de fermentacion promueve un incremento significativo en los
niveles ERO, los cuales fueron mas elevados en las mutantes ISC. Ademas, durante las
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primeras horas donde los niveles de ERO fueron inferiores a la silvestre se sugiere la
participacion de los mecanismos antioxidantes que contrarrestan las ERO que se estan
generando. Sin embargo, a tiempos superiores, los niveles de ERO son elevados de tal
manera que los mecanismos antioxidantes no son suficientes para controlar el desbalance,
lo que genera como consecuencia eventos de estrés oxidativo.

Dentro de los sistemas antioxidantes el glutation es el mas importante, siendo el tiol
mas abundante dentro de la célula de practicamente todos los organismos (Meister y
Anderson, 1983). Este tripéptido se encuentra en dos estados, reducido o activo (GSH) y
oxidado e inactivo (GSSG). En la célula el estado reducido, es su estado esencialmente
predominante (90 %); de hecho la relacion GSH/GSSG es el mejor y mas sensible
indicador de estrés oxidativo (Farrugia y Balzan, 2012). En este estudio se evaluaron los
niveles de glutation tanto mitocondrial como celular a diferentes tiempos de incubacion con
etanol. Se observo que la mitocondria es el principal reservorio de GSH, lo cual concuerda
con las investigaciones realizadas por Zechmann ef al., (2011), indicando la importancia de
este antioxidante en el mantenimiento redox mitocondrial. En las mutantes ssqiA4, isalA y
iba574 se observaron niveles significativamente menores de este antioxidante,
concentrandose principalmente en la mitocondria y existiendo ademds un incremento
significativo en los niveles de GSSG (Fig. 5, capitulo 1). Lo que indica que el sistema ISC
esta relacionado con la homeostasis de este importante tiol, lo cual correlaciona con los
datos obtenidos por Auchere et al., (2008), quien observd patrones similares en cepas
mutantes en la frataxina yfhi4. La Ythlp se sugiere que es la proteina donadora del hierro
durante la biogénesis de proteinas con centros [Fe-S]; esta proteina es uno de los
componentes mas estudiados del sistema ISC. La deficiencia de Ythlp causa la enfermedad
neurodegenerativa recesiva mas comun, la ataxia de Friedreich, caracterizada por disturbios
en la homeodstasis del hierro, disfuncion de la CTE, sensibilidad al estrés oxidativo (Santos
et al., 2010) y recientemente ha sido relacionada con fragmentacion mitocondrial (Lefevre
et al, 2012). Auchere et al., (2008) sugieren que la disminucion en el contenido del
glutatién es una respuesta adaptativa de la célula a las altas concentraciones de hierro, lo
cual estd asociada a un incremento en la actividad de la glutation peroxidasa (Gpx), enzima
que consume GSH produciendo GSSG durante su actividad en la neutralizaciéon de H,0,.
Ademas en el mismo estudio observaron que la actividad de la glucosa-6-fosfato
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deshidrogenasa (G6PD) también se encuentra elevada comparada con la silvestre. La G6PD
cataliza la primera reaccion de la via de las pentosas-fosfato, suministrando a la célula
poder reductor en forma de NADPH, coenzima importante en la prevencion del estrés
oxidativo que es utilizada la glutatién reductasa (GR) para mantener una adecuada relacion
GSH/GSSG al reducir al GSSG. Ademas la tiorredoxina oxidada es reducida directamente
por NADPH. Las mutantes ISC no muestran alteraciones significativas en su crecimiento
y/o en viabilidad, la activaciéon de la Gpx y G6PD podrian estar relacionada con mantener
su viabilidad.

Resultados de nuestro estudio muestran que adicional al efecto de la mutacioén sobre
la homeostasis del glutation, en presencia de etanol este efecto es superior (Fig. 5,
capitulo2). Ademas, nuestros resultados sugieren que la mutacién en los genes SSQ1, ISA1
e IBA57 durante la exposicion prolongada de etanol (6 h, etanol 10%) provocan una
alteracion dramatica en la relacion GSH/GSSG, predominando la forma GSSG tanto a nivel
celular como mitocondrial poniendo de manifiesto un enorme dafio oxidativo (Fig. 2a,
resultados adicionales). Esto correlaciona con la menor sobrevivencia y los altos niveles de
ERO observados en las mismas mutantes (Fig. 1c-3, capitulo 1). Las proteinas Isalp/Iba57p
son requeridas para la sintesis de glutamato, aminoacido que su vez participa en la sintesis
del glutation, lo cual podria explicar en parte los menores niveles encontrados en las
mutantes ISAI e IBA57. Ademas, es notorio que el etanol provoca una disminucion en el
transporte del glutation hacia la mitocondria. En relacion a esto se ha observado que en
modelos de roedores, el etanol provoca una disminucion en el trasporte de GSH hacia la
mitocondria mediado por una disminucion en la fluidez de la membrana mitocondrial
interna, lo cual es prevenido por S-Adenosil-L-Metionina (SAM) (Coell ef al., 1997). La
SAM es un precursor del glutation y se ha observado que sus niveles disminuyen bajo
condiciones de estrés por etanol en mitocondrias de roedores (Fernandez-Checa et al.,
2007). Existen varias proteinas [Fe-S] pertenecientes a la familia de radicales de SAM,
(entre las que se encuentran Lip5Sp y Bio2p) en donde el centro [Fe-S] une reductivamente a
SAM para producir un radical 5’-desoxiadenosyl 5'-radical como intermediarios durante su
actividad catalitica (Booker y Grove, 2010). Por lo que en condiciones de acumulacion de

etanol ocurre una disminucion de este co-sustrato (SAM) lo que produciria una disminucion
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en la actividad de LipSp y Bio2p. Adicional a esto, se ha sugerido en roedores que el
acetaldehido provoca una disminucion en la disponibilidad del glutation (Anni ef al., 2003).

Por otro lado, en nuestro estudio se demostrd que el etanol incrementa los niveles de
H,0, mitocondrial (Fig. 3¢, Sl-b, capitulo 1), el H,O5 en presencia de Fe*™ es altamente
perjudicial debido a su papel en la generacion del ion OH'. La catalasa, enzima antioxidante
que cataliza la descomposicion del H,O, es importante en la proteccion contra el estrés
oxidativo. El etanol provoca un incremento en la actividad de la catalasa en la cepa silvestre
(Fig. 6a, capitulo 1), confirmando que la toxicidad del etanol estd relacionada con la
generacion de H,0O,. De manera interesante en mutantes /SC existe un incremento
significativo en la actividad de la catalasa sin y con etanol (Fig. 6a, capitulo 1),
probablemente como una respuesta de adaptacion, lo cual también podria explicar el hecho
de que en las mutantes /SC no se observe una disminucién en su crecimiento a pesar de
poseer menores niveles de glutation. Sin embargo a mayores tiempos de exposicidn con
etanol (6 h, etanol 10%) el incremento en ERO y la disminucion de antioxidantes como el
glutatién podria provocar una diminucion en la actividad de la catalasa (Fig.2b, resultados
adicionales). Ademas la toxicidad del etanol fue contrarrestada por la adicion de acido
ascorbico 6 GSH, confirmando que la toxicidad del etanol es via el estrés oxidativo (Fig. 6b,
capitulo 1). Resultados similares fueron observados con agentes generadores de ERO (Fig.
2c, resultados adicionales), confirmando que el incremento en los niveles de ERO es
dependiente de un sistema ISC funcional.

Se sabe que el incremento en la generacion de ERO, asi como la disminucion del
glutation y/o un incremento en los niveles de GSSG son factores que promueven una
disfuncion mitocondrial, desencadenando fendmenos de apoptosis. De hecho el GSSG es
una importante sefial para inducir un evento apoptético (Circu y Aw, 2008). Por lo tanto,
los datos obtenidos en este estudio indican un evento de apoptosis inducido por etanol. La
mitocondria es un componente clave en este proceso, diferentes estimulos apoptoticos
pueden mediar la permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial y la liberacion de
factores pro-apoptoticos como el citocromo c (cit ¢). El cit ¢ es una proteina pequefia de la
CTE, la cual juega un papel esencial al iniciar la via de sefializacion que permite la
activacion de caspasas iniciadoras de la apoptosis dependiente de la mitocondria. Los
resultados de nuestro estudio muestran que el tratamiento con etanol (10%) a tiempos
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superiores a las 3-6 h promueve la liberacién del cit ¢ y que el nivel de liberacion fue
exacerbado en las mutantes ISC, indicando que existe una respuesta de apoptosis cuando
los niveles de ERO generados por etanol son elevados produciendo disfuncion mitocondrial
y perdida de la viabilidad celular (Fig. 7, capitulo 1).

Hasta aqui los nuestros resultados indican que efectivamente el sistema ISC esté
relacionado con la tolerancia a etanol via el estrés oxidativo. El complejo III es el principal
sitio de generacion de ERO, siendo el centro [2Fe-2S] de la proteinas Riplp importante
tanto para su actividad como para su ensamblaje. Una disfuncion en el ensamble del centro
[2Fe-2S] del complejo III puede ser responsable del incremento de ERO observado. Estos
datos sugieren que la generacion de ERO en las mutantes /SC podria estar asociada a una
disfuncién en la CTE, especificamente en el complejo III, el sitio més importante de
generacion de anion superoxido.

Las mutantes /SC mas sensibles a etanol fueron Isalp e Iba57p, las cuales se ha
encontrado que son requeridas para la incorporacion de centros tipo [4Fe-4S] pero no para
los centros [2Fe-2S]. Sin embargo, los datos obtenidos en nuestro estudio sugieren que
Isalp e Iba57p podrian estar participando en la incorporacién y/o reparacion del centro
[2Fe-2S] de la proteina Rieske. Las proteinas bacteriana de tipo A homodlogas a las
proteinas Isal de S. cerevisiae se les ha relacionado con la incorporacion de hierro en los
centros [4Fe-4S] bajo condiciones aerobias (Tan et al., 2009), funcionando como
chaperonas de hierro para los centros [4Fe-4S] bajo condiciones aerobias (Wang et al.,
2010) y evitando asi condiciones de altas concentraciones de hierro libre y/o reparando los
centros [4Fe-4S] altamente susceptibles a ERO.

Tal como se ha mencionado, el hierro libre juega un papel crucial en la generacion
de estrés oxidativo y dado que el sistema ISC participa en el mantenimiento y regulacion
los niveles de hierro celular y mitocondrial, ademés de que la principal fuente de hierro
1abil puede provenir del dafio oxidativo causado a proteinas con centros [Fe-S], este estudio
sugiere que el hierro es el protagonista en los eventos observados. Por tal motivo para
analizar si el incremento en los niveles de ERO producidos por etanol esta correlacionado
con un incremento en la liberacion de hierro de los centros [Fe-S] en este estudio se
analizaron los niveles de hierro 14bil usando una sonda fluorescente mediante citometria de
flujo. Las cepas mutantes /SC presentaron una mayor IMF comparadas con la silvestre,
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indicando que existen mayores niveles de hierro libre en éstas (Fig. 3, capitulo 2), lo cual
concuerda con estudios previos descritos usando otros sistemas de determinacion de hierro
(Shilke et al., 1999; Li et al., 1999; Kispal et al., 1999). El crecimiento de las mutantes ISC
no fue afectado significativamente aun cuando los niveles de hierro libre encontrados
fueron mayores (Fig. 1a (0%) y 2a, capitulo 1), lo que sugiere que estos niveles no son
perjudiciales pero si provocan mayor estrés oxidativo. Las cepas ssqlA, isalA, y iba57A
fueron las mutantes con la mayor concentracion de hierro libre (Fig. 3a, capitulo 2) y la
mayor sensibilidad de estas cepas a ERO y a etanol (Fig. 1, capitulo 1; Fig. 1, capitulo 2;
Fig. 1, resultados adicionales), lo que sugiere una relacion entre los niveles de hierro libre y
la susceptibilidad a ERO y etanol, lo cual es confirmado por la mayor tolerancia de la cepa
silvestre a ERO y su bajos niveles de hierro libre (Fig 1, capitulo 1; Fig. 1, resultados
adicionales). Con respecto a la mutante rip/4, también podemos observar que existe una
relacion entre los niveles de hierro libre y la susceptibilidad de ésta a ERO (Fig. 3a,
capitulo 2). Interesantemente, en presencia de etanol la IMF incremento significativamente
en todas las cepas, indicando que las ERO producidas por etanol (10%) provocan un
incremento de hierro libre, probablemente debido a la liberacion de hierro de proteinas con
centros [Fe-S], lo que a su vez provoca una mayor generacion de ERO. Sin embargo, el
incremento en los niveles de hierro libre fue significativamente superior en las mutantes
ISC a excepcion de isulA (Fig. 3a, capitulo 2), lo cual concuerda con los niveles de ERO
generadas por el tratamiento con etanol en estas mutantes (Fig. 3, capitulo 1). Para
corroborar la relacion entre los niveles de hierro libre y los niveles de ERO se evaluo la
liberacion de hierro libre en presencia de generadores de ERO (H,O; 12.5 mM vy
menadiona 80 uM). Mostrando fenotipos similares a los observados con el tratamiento con
etanol (Fig. 3b-c, capitulo 2), indicando que efectivamente existe una correlacion entre los
niveles de hierro libre y las ERO producidas por etanol, lo cual es exacerbado por la
disfuncion en el sistema ISC de S. cerevisiae.

Se sabe que el etanol por si mismo puede reaccionar con Fe* o con el radical HO'
produciendo el radical de etanol, hidroxietilo (CH3;-CH,-OH’). A pesar de que se ha
observado que su generacidon no es significativa en experimentos realizados administrando
etanol a ratas (Albano et al., 1996), un sistema ISC disfuncional produce un incremento en

los niveles de hierro, el hidroxietilo puede ser importante en el fenotipo observado en este
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estudio en S. cerevisiae. Estudios previos (Zhang et al., 1987) indican que el acetaldehido
provoca un incremento en los niveles de hierro libre, lo cual también podria contribuir en su
papel como generador de ERO. Ademas estudios realizados en ratas por Kohgo et al.,
(2005, 2008) sugieren que existe una incremento en la actividad en la proteina IRP lo que
produce un incremento en la poza de hierro libre. También sugieren que la activacion de
IRP es debido al estrés oxidativo generado por el metabolismo del etanol. IRP es una
proteina con un centro [4Fe-4S], por lo que se le ha reconocido como una aconitasa
citosolica (Walden et al., 2006; Rouault, 2006). En los seres humanos, se ha observado un
aumento en la sensibilidad al dafio de células hepaticas durante el consumo de etanol en
pacientes que sufren sobrecarga de hierro, también se ha sugerido que el etanol podria
perturbar el manejo de hierro, incluso en ausencia de una sobrecarga de hierro (Nordmann
et al., 1987). En higado de la rata, la administracion de hierro aumenta el dafio hepético
inducido por la administracion de etanol (Stal ef al., 1993), mientras que en otro estudio, la
quelacion de hierro atenua algunas alteraciones en las defensas antioxidantes causadas por
el consumo de etanol (Nordmann et al., 1987). Lo que indica una participacion importante
del hierro en la toxicidad generada por etanol.

Para confirmar que el incremento de ERO esta correlacionado con altos niveles de
hierro libre se agregé una fuente del i6n ferroso Fe* (Fe (NH4)2(SO4).6H,0) en presencia
de acido citrico en cantidades equimolares y se cuantificaron los niveles de ERO
mitocondriales (Fig. 5a, capitulo 2) y O," (Fig. 5b, capitulo 2). Como era de suponerse, se
encontrd un incremento en la generacion de ERO en todas la cepas, interesantemente existe
un comportamiento similar al observado con la adicion de etanol (Fig. 5a-b, capitulo 2).
Esto reafirma que el incremento de hierro libre causado por etanol es la principal causa del
dano oxidativo observado, lo cual indica que la toxicidad del etanol estd claramente
relacionada con el hierro libre. Por lo tanto una disminucion en los niveles de hierro libre
deberia proteger o atenuar la toxicidad generada por etanol en S. cerevisiae. Esta idea
correlaciona con los estudios realizados por Nordmann et al.,, (1987) antes mencionados.
Para confirmar que la toxicidad del etanol es dependiente de los niveles de hierro libre se
evaluo la sobrevivencia de las cepas tratadas con concentraciones toxicas de etanol (10%)
en presencia de un quelante de hierro (1,10-fenantrolina, 20 pM) (Fig. 5d, capitulo 2). La
adicion del quelante en presencia de etanol (10%) tuvo un efecto benéfico sobre la
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sobrevivencia de las levaduras, siendo este efecto significativo en las mutantes isa/A e
iba57A (Fig. 5d, capitulo 2). Ademads, la presencia del quelante también disminuyo
significativamente la produccion de ERO en las mutantes ssq /4, isalA, iba574 y ripA (Fig.
Sc, capitulo 2). Esto confrima que la liberacion de hierro causada por etanol es un factor
importante en su toxicidad y que el sistema ISC estd fuertemente relacionado con este
efecto. Probablemente la importancia del sistema ISC radique en el re-ensamblaje o
reparacion de los centros Fe-S dafados por las ERO, evitando asi el incremento del hierro
libre y la inactivacion de proteinas que contienen centros [Fe-S] como las de la CTE.

La mitocondria contiene el mayor nimero de centros redox, siendo fuente y blanco
de las ERO. Se sabe que una CTE disfuncional es la mayor fuente de ERO y debido a que
el sistema ISC participa en el ensamblaje de los centros [Fe-S] de proteinas de la CTE, se
decidio evaluar la funcionalidad de la CTE en las diferentes cepas mutantes con el objetivo
de determinar una posible relacion con el fenotipo observado. Los resultados muestran que
la mutacion en los genes SSQ1, ISA1, IBA57 y RIPI provocaron en S. cerevisiae la pérdida
en la capacidad respiratoria tanto en estado basal, acoplado y desacoplado (Fig. 6a-b,
capitulo 2), lo cual se corrobord por la ausencia del potencial de membrana (Fig. 7a,
capitulo 2); mientras que la mutacion en el gen GRX5 no afect6 la funcionalidad de la CTE
(Fig. 6, capitulo 2). Un aspecto interesante fue que en presencia de etanol las mutantes
ssqld, isalA, iba574 y ripA mostraron produccion de oxigeno en lugar de consumo de éste
(Fig. 6d-e, capitulo 2), lo cual sugiere produccién de ERO a nivel del complejo III (siendo
este el principal sitio de generacion de ERO) y por consecuencia una participacion de las
enzimas antioxidantes como la catalasa y la superoxido dismutasa ya que ambas enzimas
producen como producto al O,. Esto fue corroborado por la adicion de antimicina A, un
inhibidor del complejo III. Se observd una ligera produccion de oxigeno en las mutantes
ssqld, isald, iba574 y ripA con glucosa como substrato; mientras que con etanol esta
produccion fue superior (Fig. 6¢c y f, capitulo 2). Con la finalidad de determinar
exactamente el dafio en la CTE responsable de la pérdida de la funcidén respiratoria se
analiz6 la actividad de los complejos respiratorios, donde se observd una drastica
disminucion en la actividad de los complejos respiratorios 11, IIl y IV en las mutantes SSQ/,
ISAI, IBA57 y RIPI mientras que en la mutante en GRX5 la disminucion fue del 40-50%
comparada con la silvestre (Fig. 7b-d, capitulo 2). La pérdida de la actividad de los
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complejos respiratorios II y III en mayor o menor medida era de esperarse, debido a la
participacion de los grupos [Fe-S] en las proteinas que conforman los complejos de la CTE.
El complejo II contiene 3 centros ([2Fe-2S], [4Fe-4S] y [3Fe-4S]), las proteinas ssqlp y
grx5p participan en la transferencia e incorporacion de los diferentes tipos de centros [Fe-S];
recientemente se ha demostrado que los productos de los genes ISA1/2 e IBAS57 estan
encargados de la incorporacion del centro tipo cubico [4Fe-4S] de las proteinas
mitocondriales, por lo tanto la pérdida o disminucion en la actividad en el complejo II
resulta evidente en las mutantes. En lo que respecta a la actividad del complejo III, el cual
contiene un centro tipo Rieske [2Fe-2S], la pérdida o disminucién en la actividad observada
en las cepas mutantes ssq/A y grx5A, es congruente con su funcion, sin embargo en las
cepas mutantes isalA y iba57A fue sorpresivo, ya que éstas cepas no incorporan este tipo
de centros [Fe-S]. No obstante se ha demostrado que el complejo III y IV forman un
supercomplejo, por lo tanto una alteracion de uno u otro podria afectar la actividad de
ambos, hecho que podria explicarse al observarse una pérdida de la actividad del complejo
IV. Adicionalmente, se ha sugerido que alteraciones en el sistema ISC provocan una
disminucion en la biogénesis de grupos hemo y una deficiencia en la concentracion de
citocromos (Lill y Miihlenhoft, 2006), lo anterior podria explicar el hecho de la pérdida en
el actividad del complejo IV, ya que este complejo es rico en grupos hemo.

Los resultados obtenidos sugieren que un sistema ISC funcional es requerido para
mantener una CTE activa y funcional, disminuyendo asi los efectos toxicos generados por
agentes oxidantes como el etanol. En relacion a esto, en S. cerevisiae la existencia de
mitocondrias activas es importante para el desarrollo de la levadura cuando esta en
presencia de etanol (Aguilera y Benitez, 1985). La mitocondria se encarga de la oxidacion
de los equivalentes reductores generados durante el metabolismo de azucares y etanol,
desempefiando un papel importante en el mantenimiento del balance redox, y evitando un
incremento en la generacion de ERO. Un incremento en la relacion NADH/NAD * provoca
una mayor produccion de ERO en la CTE (Murphy, 2009). Por lo tanto, los datos sugieren
que los efectos sinérgicos del hierro libre y el etanol en la produccion de ERO pueden ser el
resultado de un aumento en la relacion NADH/NAD", lo anterior debido a la oxidacion del
etanol por las alcohol deshidrogenasas (isoformas citosélicas y mitocondrial), asi como al
aumento de ERO producidas en el complejo III y las reacciones de las ERO sobre las
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proteinas que contienen centros [Fe-S]. Los eventos anteriores por consiguiente pueden
provocar una mayor liberacion de hierro libre y generando el radical OH', que a su vez
podria estar relacionado con el fenotipo apoptdtico mostrado en las mutantes ssqlA4, isalA
y iba574.

Un resultado interesante fue la similitud entre los fenotipos de las cepas isald y
iba574 con la mutante rip14, por lo que se sugiere que las proteinas Isalp e Iba57p podrian
estar involucradas en el ensamblaje o incorporacion de hierro en el centro [2Fe-2S] de la
proteina Rieske. Estudios realizados por espectrofotometria de Ramman en mitocondrias
aisladas indican que existe una disminucion en la cantidad de centros [2Fe-2S] y [4Fe-4S]
en las mutantes isald y iba574 sugiriendo que éstas proteinas estan involucradas en el
ensamblaje de éstos tipos de centros Fe-S (Fig. 8a, capitulo 2). Estos datos concuerdan con
los obtenidos en ensayos realizados con geles nativos, donde se observa que la mutacion en
los genes ISA1 e IBA57 disminuye el contenido del supercomplejo I1I,-1V, (Fig. 9, capitulo
2).
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